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Caracterizacion de variedades
y portainjertos de vid (Vitis vinifera L.)
mediante isoenzimas de las raices

H.A. Altube, F. Cabello y J.M. Ortiz

RESUMEN

Se eligieron 21 cultivares de Vitis vinifera L. y tres portainjertos para la caracte-
rizacién bioquimica basada en la separacion electroforética de las isoenzimas
de extractos de raiz. Los sistemas isoenzimaticos estudiados fueron: fosfata-

- sas 4cidas (ACPH); esterasas (EST); catecol oxidasas (CO);glutamato oxalace-
tato transaminasas (GOT); malato dehidrogenasas (MDH) y peroxidasas (PER).
La separacion de los extractos de raiz se llevé a cabo en gel de poliacrilamida
con posterior tincién especifica para los distintos sistemas enzimaticos. ACPH,
CO, EST y MDH fueron los sistemas més adecuados para la caracterizacién. Se
presentan los resultados de los diferentes sistemas y la agrupacién de cultiva-
res. Se recomienda el uso de técnicas isoenzimaticas en los estudios que se
lleven a cabo para la caracterizacién del género Vitis.

Palabras Clave: ampelografia, quimiotaxonomia, variedades de vid, por-
tainjertos, rafz, andlisis, enzimas, proteinas.
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SUMMARY

Twenty-one cultivars of Vitis vinifera L. and three rootstocks were chosen to
study their biochemical characterization on the basis of the electrophorsetic
separation of isoenzyme systems obtained from root tissue extracts.Acid
phosphatases (ACPH), esterases (EST),catechol oxidases (CO),glutamate
oxalacetate transaminases (GOT), malate dehydrogenases (MDH) and pero-
xidases (PER) were separated using polyacrilamide gels and later stained
using stains spaecific to the various isoenzymes systems. ACPH, CO, EST and
MDH were found to be the most adequate systems for characterization. The
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results of the study of the different systems and the grouping of the cultivars
are presented. The use of isoenzymatic techniques for the characterization
of Vitis genotypes is suggested.

Key words: ampelography, chemotaxonomy, variety of vine, rootstock, root,
analysis, enzyme, protein.
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INTRODUCCION

La caracterizacién de cultivares y portainjertos
del género Vitis se basa esencialmente en la des-
cripcién de sus érganos vegetativos. Sach (1611)
emplea el término Ampelograffa (Ampelos = vid,;
graphé= descripcién). Desde el siglo XVIll hasta
la fecha se han propuesto mas de cien métodos
de caracterizacién en vid, o que demuestra que
la taxonomia de esta especie presenta problemas
particulares. Los principales sistemas de caracte-
rizacién en vid pueden ser agrupados en: a) ca-
racterizaciones basadas en caracteres morfolégi-
cos y b) caracterizaciones basadas en caracteres
bioguimicos. Las caracterizaciones morfoldgicas
presentan dificultades por la falta de uniformidad
en la eleccién de los caracteres estudiados, la va-
riabilidad de los mismos debido al clima, suelo
(Dettweiler, 1987), edad de la planta y la vague-
dad en las definiciones adoptadas. Con el fin de
facilitar y sistematizar las descripciones se han pu-
blicado varios descriptores de variedades, siendo
los méas conocidos el de la Oficina Internacional de
laVidy del Vino (O.1.V. 1983) y el de la Oficina In-
ternacional para los Recursos Genéticos de las
Plantas (.B.P.G.R. 1983) dependiente de la FAO.

Las caracterizaciones bioguimicas son de apli-
cacién mas reciente y cada vez mas aportan da-
tos complementarios a las caracterizaciones mor-
folégicas. Los principales compuestos utilizados
con fines taxondmicos son: proteinas, iscenzimas,
aminoécidos, flavonoides, etc; siendo las protei-
nas e isoenzimas las que por el momento presen-
tan mayores posibilidades.

La aplicacién de diferentes técnicas electrofo-
réticas ha permitido caracterizar variedades de
vid a partir de extractos de sarmientos (Plakida y
Dokuchaeva, 1983; Subden et al., 1987; Bach-
mann, 1989; Altube et al., 1991), de hojas ( Dal
Belin Peruffo et al., 1981, Rajasekaran y Mullins,
1983: Benin et al., 1985, 1988, Arulsekar y Parfitt,

1986; Walters et al., 1989), de bayas maduras
(Drawert y Muller, 1973;Wolfe 1976; Nakamura et
al., 1981), o de polen (Samaan y Wallace 1981;
Stavrakakis y Loukas, 1983, 1985; Cargnello et
al., 1988; Ahmedullah y Wolfe, 1981).

Todos los é6rganos de la planta pueden ser uti-
lizados como fuente de isoenzimas, presentando
cada uno sus ventajas e inconvenientes.La raiz,
es uno de los érganos al cual se ha prestado po-
ca atencion, a pesar de presentar posibilidades
(Schaefer. 1982; Mato et al., 1988; Angelakis y
Kliewer, 1983).

El objetivo del presente trabajo es determinar
si la electroforesis en gel de acrilamida de extrac-
tos de raices provee suficiente informacién para
identificar las variedades y portainjertos de vid,
completandose el estudio con un analisis multi-
variante de los resultados que nos permite esta-
blecer relaciones entre los tipos estudiados.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El material vegetal escogido para el presente
trabajo proviene de la coleccién de vides del De-
partamento de Produccién Vegetal de |la Escue-
la Técnica Superior de Ingenieros Agronomos de
Madrid.

Se seleccionaron tres portainjertos y veintiuna

variedades de mesa y vinificacion con algunos
de sus clones (Tabla 1).

Métodos analiticos

Se estudiaron las isoenzimas fosfatasas aci-
das (ACPH) (E.C.3.1.3.2); esterasas (EST) (E.C.
3.1.186), catecol oxidasas (CO) (E.C. 1.10.3.1);
glutamato oxalacetato transaminasas (GOT)
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(E.C.3.1.3.2); malato dehidrogenasas (MDH)
(E.C.1.1.1.37) y peroxidasas (PER) (E.C.1.11.1.7).

Las raices se obtuvieron de estacas forzadas
en invernadero.

Los extractos se realizaron homogeneizando 1g.
de tejido vegetal con 5 ml de tampén de extraccion
Tns-citrato pH 8 (Arulsekar y Parfitt, 1986)y 0,30 g
de PVPP durante 90s en un homogeneizador Poly-
tron (Kinematica). La electroforesis se realizé en
gel de poliacrilamida de tres capas (gel de mues-

tra 4%; gel de separacién 6,3% y gel de resolucion
10% de acrilamida), para todas las isoenzimas es-
tudiadas, excepto para MDH, en la que se utilizé
un gel de dos capas (siendo la de resolucién del
12% de acrilamida). Se colocaron en cada pocillo
entre 80 y 100 pl de extracto crudo.

La electroforesis se realizé a 4° C y a una in-
tensidad de 2 mA por pocillo durante la primera
media hora para continuar luego a 3 mA por po-
cillo. Se utilizé un tampon de electrodos de pH 8,6

Tabla 1. Relacién de cultivares, clones y portainjertos incluidos en el estudio.

. . N.de referencia en Vivero de
OTU Nombre comin Tipo Banco de Germoplasma procedencia
Cultivares de mesa
1 Alfonso Lavallée T A-M-2-1 1
2 Cardinal T A-M-4-1 1
3 Emperador T A-M-5-1 1
4 ltalia B A-M-7-1 1
5 Moscatel de Alejandria B A-M-8-1 1
6 Moscatel de Hamburgo T A-M-9-1 1
7 Perlette B A-M-10-1 1
8 Red Malaga T A-M-16-1 4
9 Rosetti T A-M-14-1 1
10 Ruby Seedless B A-M-15-1 1
11 Thompson Seedless B B-M-21-1 2
Cultivares de vinificacion
12 Alicante Bouschet T E-V-1-1 4
13 Cabernet Sauvignon T A-V-4-1 1
14 Cabernet Sauvignon T B-V-4-1 2
15 Carinena T A-V-3-1 1
16 Garnacha T E-V-9-3 4
17 Garnacha T E-V-9-4 4
18 Garnacha T A-V-9-1 1
19 Malvasia B B-V-12-1 2
20 Palomino B D-V-17-1 3
21 Parellada B B-V-18-1 2
22 Pedro Ximenez B A-V-19-1 1
23 Ruby Cabernet T B-V-20-1 2
24 Tempranillo T A-V-26-1 1
Portainjertos
25 110R* B-P-1-1 2
26 Rupestris du Lot ** A-P-7-1 1
27 41B " A-P-3-1 1

OTU = unidades taxonémicas operacionales; T = tintas; B = blancas.
Viveros: 1 = Agrar S.A.; 2 = Agro 2000; 3 = La Cartuja (Sevilla}; 4 = Selecciones de Vitis Jerez.

* Hibrido Berlandieri-Rupestris. ** Vitis rupestris. *** Hibrido Berlandieri-Riparia
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Fig. 1. Esquema del zimograma de ACPH de los diferentes cultivares y portainjertos de Vilis. Nimeros de la fila superior: culti-
vares y portainjertos, como en Tabla 1 y nimeros verticales: banda isoenzimatica,

Fig. 2. Esquema del zimograma de CO de los diferentes cultivares y portainjertos de Vitis. Nimeros da la fila superior: cultivares
y portainjertos, como en Tabla 1 y nUmeros verticales: banda isoenzimatica.

Fig. 3. Esquema del zimograma de EST de los diferentes cultivares y portainjertos de Vitis. Ndmeros de la fila superior: cultivares
y portainjertos, como en Tabla 1 y nimeros verticales: banda isoenzimatica.
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Fig. 4. Esquema del zimograma de GOT de los diferentes cultivares y portainjertos de Vitis. Nimeros de la fila superior; cultivares
y portainjertos, como en Tabla 1y nimeros verticales: banda isoenzimdtica.

Fig. 5. Esquema del zimograma de MDH de los diferentes cultivares y portainjertos de Vitis. Nimeros de la fila superior: cultiva-
res y portainjertos, como en Tabla 1y nimeros verticales: banda isoenzimdtica.

Fig. 6. Esquema del zimograma de PER de los diferentes cultivares y portainjertos de Vitis. Nimeros de |a fila superior: cultivares
y portainjertos, como en Tabla 1y nimeros verticales: banda isoenzimética.
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(Tns 6 g, glicocola 28,8 g completandose a 2 | con
agua destilada)

Para la tincién de los geles se siguieron las pro-
puestas por Brewer y Singh (1971);salvo para fos-
fatasas acidas que se utilizé la propuesta por Sch-
wennesen et al., (1982).

Una vez obtenidos los zimogramas se proce-
dié a la elaboracién de los esquemas correspon-
dientes. Se aplicd un analisis estadistico de los
datos mediante el programa “Numerical Taxo-
nomy System” (NTSYS) en un ordenador perso-
nal (IBM-P52).

RESULTADOS Y DISCUSION

Enlos esquemas de zimogramas de las ACPH
(Fig 1), se observa una zona superior de activi-
dad enzimatica con las banda 1 a 8, con mayo-
res posibilidades para distinguir los cultivares. La
presencia de algunas bandas es muy constante
(5,7,10y 12). La zona inferior presenta en casi to-
dos los cultivares las bandas 10y 12, sélo “Ro-
setti” (9) presenta la banda 11y “Thompson Seed-
less” (11) la banda 9.

Las variedades "Alfonso Lavallée” (1), “Cardi-
nal” (2), "Emperador” (3), “ltalia” (4), "Perlette”
(7), "Red Malaga" (8), "Palomino” (20) y “Parella-
da" (21), presentan el mismo modelo enzimatico.
Un segundo modelo se observa en las varieda-
des “Moscatel de Alejandria” (5), “Moscatel de
Hamburgo” (6), “Alicante Bouschet” (12), “Gar-
nacha” (16,17,18), "Malvasia” (19) y "Ruby Ca-
bernet” {23). No es posible distinguir los clones
de “Cabernet Sauvignon” (13-14) ni de “Garna-
cha" (16,17,18). Los portainjertos por su parte
presentan un perfil diferente para cada uno de
ellos, como algunas bandas comunes en todos
los casos. El presente sistema enzimatico permi-
te caracterizar algunas vanedades y portainjer-
tos por lo cual cumple con nuestro objetivo.

En las CO (Fig. 2) el numero de bandas para
cada variedad es bajo, pero hay grandes diferen-
cias entre ellas, es decir, diversos perfiles. Los
clones de “Cabernet Sauvignon” (13, 14) y "Gar-
nacha” (16,17,18) no presentan diferencias inter-
clonales. También presentan perfiles iguales “Al-
fonso Lavalliée” (1), “Cardinal” (2), “Moscatel de
Alejandria” (5), “Moscatel de Hamburgo” (6) y
“Red Malaga” (8); "Alicante Bouchet” (12), “Ca-
bernet Sauvignon” (13,14} y “Carifiena” (15). Los
portainjertos presentan distintos perfiles para ¢a-
da uno de ellos.

Los esquemas de los zimogramas de las EST
(Fig. 3), se caracterizan por el alto nimero de ban-

das que, aunque dificultan el analisis comparati-
vo de los perfiles obtenidos, proporcionan mucha
informacion. Algunas bandas se presentan en la
mayoria de las cultivares y portainjertos,tal es el
caso de las bandas 1, 4, 8, 12, 16y 17. Por el con-
trario otras se presentan sélo raramente, como
ocurre con las bandas 2 y 3 que sélo aparecen
en los portainjetos "110R" (25); la banda 6 sélo
en “Alfonso Lavallée” (1), la banda 7 en “Alfonso
Lavallée™ (1) y “Cardinal” (2) y la banda 18 sélo
en “Thompson Seedless” (11). Se presentan al-
gunos modelos que reagrupan algunas varieda-
des, tal es el caso: "Garnacha” (16,17,18), "Mal-
vasia” (19) e “ltalia” (4); otro con las variedades
“Palomino” (20), “Pareliada” (21), “Pedro Xime-
nez" (22) y "Ruby Cabernet” (23). Se presentan
diferencias entre los clones de “Cabernet Sauvig-
non” (13,14); se diferencian los tres portainjertos
110R (25), "Rupestris du Lot (26) y 41B (27). Es-
to hace que el este sistema enzimatico presente
interés para la caracterizacién.

Los esquemas de los zimogramas de GOT (Fig.
4), presentan dos zonas de actividad, una supe-
rior con las bandas 1 a 3 y otra inferior con las
bandas 4 a 6. La banda 4 sélo aparece en “Per-
lette” (7). Se presentan dos modelos fundamen-
tales que agrupan a la mayoria de los cultivares:
el primer modelo conlas bandas 1,2, 3,5y 6 en
“Alfonso Lavallée” (1), “ltalia” (4), “Red Malaga”
(8), “Thompson Seedless” (11), “Carifiena” (15),
“Garnacha” (16,17,18), “Malvasia” (19), “ Parella-
da” (21), "Pedro Ximenez” (22). El segundo mo-
delo formado por las bandas 1,2, 5y 6 incluye
“Cardinal” (2), “Emperador” (3), “Moscatel de Ale-
jandria” (5), “Moscatel de Hamburgo” (6), “Roset-
ti" (9), “Ruby Seedless” (10), “Ruby Cabernet” (23)
y los portamjertos 110R (25), "Rupestris du Lot
(26) y 41B (27). Esta isoenzima presenta pocos
modelos y por lo tanto menor importancia con fi-
nes de caracterizacion.

Las MDH (Fig. 5), presentan un elevado nime-
ro de bandas. Las bandas 3,6,7,11 se encuentran
en la mayoria de los cultivares y por el contrario
la banda 4 sélo aparece en “Rosetti” (9) y en el
portainjertos 110R (25) y la banda 5 s6lo se en-
cuentra en "Carifiena” (15). Se presentan algunos
modelos que reagrupan cultivares: "Ruby Seed-
less” (10), “Thompson Seedless” (11) y “Caber-
net Sauvignon” (13,14}, y otro con los cultivares
“Garnacha” (16,17), “Malvasia” (19), "Palomino”
(20) y "Ruby Cabernet” (23). Se presenta un buen
numero de modelos con pocas bandas cada uno
lo que facilita la interpretacion de los resultados
siendo muy interesantes a los fines de la carac-
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cos analizados.
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terizacién. Se aprecian diferencias entre los tres
clones de “Garnacha” (16,17,18).

Las peroxidasas (Fig. 6) presentan un nimero
de bandas muy reducido, las bandas 1, 3, 5§ que
representan un modelo, que aparece en todos los
tipos; y la banda 2 aparece sé6lo en “Palomino”
(20) y “Parellada” (21). Por lo tanto este sistema
isoenzimatico dada la uniformidad de los zimo-
gramas resulta poco adecuado para la caracte-
rizacioén.

El dendrograma resultante de los distintos sis-
temas iIsoenzimaticos estudiados (Fig.7) presen-
ta una primera rama con nivel de similitud de 0,65
en donde se ubican la mayoria de las uvas de me-
sa y otra rama con nivel de similitud de 0,70 con
los cultivares de vinificacién. Los clones de “Ca-
bernet Sauvignon” (13,14) se unen a nivel de si-
militud de 1 lo que dice de su semejanza genéti-
ca e Incluso de la posibilidad de que se trate del
mismo clon. Por el contrario los clones de “Gar-
nacha” (16, 17, 18), aunque si con niveles de si-
militud muy altos aparecen pequefas diferencias
entre ellos. Los cultivares “Alfonso Lavallée™(1) y
“Cardinal” (2) aparecen unidas a un nivel de si-
militud de 0,80, esto puede explicarse por ser
“Cardinal” (2) un cruzamiento entre “Alfonso La-
vallée” (1) y “Flame Tokay".

CONCLUSIONES

Las isoenzimas de extractos de raiz son un ins-
trumento valido para la caracterizacion de culti-
vares y portainjertos de vid.

De los sistemas isoenzimaticos estudiados, los
que presentan mayores posibilidades para la ca-
racterizacion son fosfatasas acidas, catecol oxi-
dasas, esterasas y malato dehidrogenasas; por
su parte glutamato oxalacetato transaminasas sé-
lo permiten hacer grandes grupos con los tipos
estudiados y peroxidasas presentan una gran uni-
formidad en los perfiles isoenzimaticos.

En cuanto a los clones aparece una pequena
diferencia en “Cabernet Sauvignon” (13,14) con
esterasas, en “Garnacha” (16,17,18) con malato
dehidrogenasas.

El dendrograma resultante del analisis multi-
variante de los datos de las isoenzimas estudia-
das presenté dos ramas fundamentales que rea-
grupan respectivamente a los cultivares de mesa
y vinificacion, evidenciando algunas relaciones
genéticas entre cultivares.
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