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DETECCION TEMPRANA DE COMPATIBILIDAD DE INJERTOS PARA
DIFERENTES SELECCIONES DE GUAYABO (Psidium guajava L.) A TRAVES
DE ANALISIS BIOQUIMICO Y ANATOMICO

Blanca Berenice Flores Espinosa, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2016

RESUMEN GENERAL
En Meéxico hay una gran variabilidad de especies del género Psidium como Cass (P.

friedrichsthalianum) y guayaba Nayarit (P. guajava), los cuales poseen caracteristicas
que ayudaria a resolver algunos problemas existentes en el cultivo: el ataque de
nematodos y problemas de fertilidad en los suelos. Tomando en cuenta que la propagacion
de portainjertos es importante, la presente investigacion se planted optimizar el
enraizamiento in vitro de los portainjertos Cass y guayaba Nayarit, mediante una
induccion (24 horas) evaluado diferentes concentraciones de AIB 0.0 (TO0), 3.42 (T1),
6.84 (T2), 10.27 (T3) umol. La respuesta se determin6 mediante la velocidad de
enraizamiento, numero y longitud de raices. Para ambos portainjertos el mejor
tratamiento fue el T2, las primeras raices emergieron 9 dias después de iniciado los
tratamientos para Cass y 8 dias después para Nayarit, alcanzando 72% y un 100% de
enraizamieto respectivamente. Por otra parte se realizaron andlisis para detectar la
compatibilidad de diferentes selecciones de guayabo injertados sobre Cass y Nayarit
mediante estudio anatémico, analisis de azucares solubles y fenoles totales. Evaluando
dos tipos de injertos: aproximacién y pua invertida. Después de seis meses se tomaron
muestras de diferentes secciones del tallo por arriba y debajo y en el punto de unién de
los injertos. El analisis anatdmico se realiz6 para la combinacién "Enana roja cubana’/
Cass y Nayarit, no se encontraron diferencias entre los tipos para ninguna de las variables
evaluadas, igualmente entre cada una de las secciones, por lo que se concluye que
anatdbmicamente son compatibles. La mayor concentracién de azucares solubles totales
fue en la combinacion RER/Nayarit y la concentracion mas baja en la combinacién
RER/Cass, la sacarosa fue el azucar que se encontro en mayor concentracion. El analisis
del contenido de fenoles totales revel6 que la mayor fue en “Enana roja cubana’/Nayarit,
mientras que en las combinaciones injertadas sobre Cass, las concentraciones fueron
menores. Respecto al tipo de injerto se encontraron diferencias, en el injerto de pua se
obtuvieron mayor concentracion de azucares solubles, mientras que la mayor
concentracion de fenoles se obtuvo en el injerto de pua invertida. Estos analisis indican
que existe compatibilidad y se puede promover el uso de portainjertos en guayabo.

Palabras clave: portainjertos, enraizamiento in vitro, compatibilidad, aztcares solubles,
compuestos fendlicos totales.



EARLY DETECTION OF COMPATIBILITY OF GRAFTS FOR DIFFERENT
SELECTIONS OF GUAVA (Psidium guajava L.) THROUGH BIOCHEMICAL
AND ANATOMY ANALYSIS

Blanca Berenice Flores Espinosa, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2016

GENERAL ABSTRACT

In Mexico there are great variability of species of Psidium as Cass (P.
friedrichsthalianum) and Nayarit Guava (P. guajava), which have features that help to
solve some problems in the crop: nematodes attack and fertility problems in soils. Given
that the propagation of rootstocks is important, this research was to optimize the in vitro
rooting of Cass rootstocks and guava Nayarit, through induction (24 hours) evaluated
different concentrations of IBA 0.0 (T0), 3.42 (T1), 6.84 (T2), 10.27 (T3) umol. The
response was determined by speed of rooting, number and length of roots. For both
rootstocks the best treatment was T2, the first roots emerged 9 days after starting
treatments for Cass and 8 days for Nayarit, reaching 72% and 100% of rooting
respectively. Moreover analyzes were performed to detect the compatibility of different
selections of guava tree grafted on Cass and Nayarit by anatomical study, analysis of
soluble sugars and total phenols. Evaluating two types of grafts: approach and inverted
thorn. After six months samples from different sections of the stem above and below and
at the junction of the grafts they were taken. The anatomical analysis was performed for
"Enana roja cubana' / Cass and Nayarit combination, no difference between the rates for
any of the variables evaluated equally between each of the sections, so it follows that are
anatomically compatible found. The highest concentration of total soluble sugars was in
the RER/Nayarit combination and the lowest concentration in the RER/Cass combination,
sucrose was the sugar found in greater concentration. Analysis of total phenol content
was revealed that most in “"Enana roja cubana” /Nayarit, while combinations grafted onto
Cass, concentrations were lower. Regarding the type of graft differences were found in
the inverted thorn higher concentration of soluble sugars were obtained, while the bulk
concentration of phenols was obtained in the inverted thorn.. These analyzes indicate that
there is compatibility and can promote the use of rootstocks in guayabo.

Key words: rootstock, rooting in vitro, compatibility, soluble sugars, total phenolic
compounds.
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION

El guayabo (Psidium guajava L.) es uno de los cultivos tropicales mas importantes, por
el alto valor nutricional e industrial de sus frutos (Medina y Pagano, 2003), el uso
medicinal de sus compuestos (Jaiarj et al. 1999; Lozoya et al. 2002) y la creciente
demanda en mercados nacionales e internacionales (Pages, 2004). México es uno de los
principales productores a nivel internacional y los estados de Michoacan, Aguascalientes,

y Zacatecas, cubren aproximadamente 93% de la produccion nacional.

El guayabo pertenece a la familia Myrtaceae, el género Psidium es el mas conocido y
comprende més de 140 especies (Hayes, 1960). En México existe una gran variabilidad
de especies, las principales son P. guajava la méas grande, le siguen P. sartorianum, P.
guineense Swartz, P. friedrichsthalianum (Berg.) Nied, P. salutare, P. galapageium, P.
cattleianum y P. cattleianum Lucidum, las cuales poseen una excelente adaptacion tanto
al clima, como al suelo y pueden comportarse como arbol caducifolio o perennifolio,
segun la disponibilidad de humedad. Esta respuesta del guayabo a las diferentes
condiciones ambientales puede estar asociada también a la enorme variabilidad genética
que existe en México (Hayes, 1960; Popenoe, 1974). Sin embargo, a pesar de la gran
variabilidad coexisten numerosos problemas que afectan al cultivo. Sobresale una alta
incidencia de plagas y enfermedades (Pefia et al. 1996), otro de los problemas importantes

es la propagacion de plantas (Pérez et al. 2002).

No se tiene reportado el uso de portainjertos en huertas comerciales de guayabo en
México no obstante, las ventajas podrian ser muchas. Un patrén ideal para injertar seria

aquel que se adapte tanto al clima como al suelo, ser tolerante a patégenos e inducir alta



produccion y calidad de fruta, y un porte que facilite el manejo del cultivo (Monteverde

1989).

La eleccion del mejor portainjerto representa uno de los problemas més complejos de la
fruticultura. Existen diferentes factores involucrados en la compatibilidad o
incompatibilidad de los injertos que ain no se terminan de entender completamente, la
mayoria de las investigaciones se centran en los mecanismos de desarrollo del injerto.
Los cuales son citoldgicos y bioquimicos que ocurren en fases tempranas de los injertos,
y las consecuencias de estos eventos en la respuesta futura del injerto. Existen varias
hipotesis sobre los mecanismos de incompatibilidad, la mayoria descritas para plantas
herbaceas, sin embargo, en plantas lefiosas muchos casos de incompatibilidad se
manifiestan por la ruptura del punto de union varios afios después.

La formacidn de callo es la primera respuesta del injerto que se produce tanto en injertos
compatibles como incompatibles, dado que es una respuesta a la herida. El callo es la
produccion y entrelazamiento de células de parénquima por el patrén y la vareta. Este
mecanismo es utilizado por la planta debido a que las células vivas de los dos
componentes del injerto han quedado semi aislados por una capa de células muertas y

suberizadas (Fahn, 1978).

Una vez que el callo se ha formado, los siguientes eventos son importantes en el
desarrollo de las conexiones vasculares. Existen eventos estructurales correlacionados
con los cambios en la pared celular que ocurren durante la formacion del injerto en el que
se describe un mecanismo de reconocimiento celular entre las células de injerto. La base
de este sistema de reconocimiento es que las moléculas de proteina liberadas a partir del
plasmalema se combinan para formar un complejo con actividad catalitica, que
posteriormente inicia una secuencia de desarrollo que resulta en la formacion de un injerto

exitoso (descrito para solanaceas) (Yeoman, 1984). Cuando no se forma el complejo,
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debido a las diferencias entre las células en contacto, una proteina Ilamada lectina produce

un rechazo mutuo de las células, lo que resulta en injertos incompatibles.

Otros trabajos que han estudiado la formacion de callo en el tejido, mencionan que la
adhesion entre las células de la vareta y el portainjerto es mediante un “cemento” o
material de unién, formado por una mezcla de pectina, hidratos de carbono, proteinas,
grasas y una fibrilla (Miller y Barnett, 1993). Aunque también se sabe que en la union
de los injertos existen abundates polimeros de la pared celular dispuestos en la reaccion
de reconocimiento celular. Los cuales son fragmentos de pectinas que se consideran como
mensajeros quimicos en la determinacion de la compatibilidad de los injertos (Jefree y

Yeoman, 1983).

Otro mecanismo de compatibilidad es la formacidén de plasmodesmos, los cuales son
estructuras diversas y altamente dindmicas que ofrecen una via Unica para la
comunicacion celular simplastica y constituyen una via potencial entre las células del
portainjerto y la vareta, permitiendo una interaccion metabdlica mutua, la cual requiere
de lixiviacion o difusion de algunos compuestos de ambos lados de la unién
(injerto/portainjerto), con el fin de lograr una cohesion firme. EI mecanismo de formacion
de plasmodesmos muestra diferencias en el desarrollo interespecifico implicado en la
formacion de la union del injerto. Existe una formacién de plasmodesmos secundarios
gue comienzan con la unién del reticulo endoplasmatico liso en el plasmalema (Ehlers y
Kollmann, 2001). Después, un proceso de invaginacion de la membrana plasmatica se
produce alrededor del reticulo endoplasmatico, que ocurre como consecuencia de la
secrecion del material de la pared por un proceso de fusién por el plasmalema/vesiculas
de Golgi, esta fusién forma las conexiones plasmadesmales. Los plasmodesmos pueden
contribuir a la incompatibilidad del injerto, aunque no son el Unico mecanismo de

compatibilidad.



Otro mecanismo de compatibilidad/incompatibilidad es la formacion de conexiones
vasculares, considerada para la mayoria de los autores como requisito bésico para un
injerto exitoso (Moore 1984, Wang y Kollmann 1996). Durante la ontogenia de los
injertos (vareta/patrdon), la sintesis de proteinas coincide con el desarrollo vascular. Las
investigaciones sugieren que en injertos de Cucumis y Cucurbita, los cambios en el
contenido de proteinas puede ser por los polipéptidos que migran por ruta simpléstica a
través del floema de la union del injerto (Tiedemann y Carsens-Behrens, 1994). Es posible
que la necesidad de reconectar haces vasculares alterados den lugar a la expresion esencial
de proteinas, en bajas concentraciones (Schulz, 1990). Ademas la union entre
vareta/portainjerto se ve afectada por los reguladores de crecimiento, afectando la
compatibilidad del injerto. Por ejemplo, la auxina es un regulador muy importante en
desarrollo del punto de unidn, el cual es liberado de los haces vasculares e inducen la
diferenciacion de tejidos vasculares (Mattsson et al. 2003). Otros compuestos como los
polifenoles también juegan un papel importante en la union del injerto influyendo en los
procesos de lignificacion (Haslam, 1979). Las alteraciones causadas por estrés pueden
llevar a la acumulacion de flavonoides y su degradacion por oxidasas (Van Sumere et al.
1985), que influyen en el crecimiento y metabolismo de los tejidos, tales como la
inhibicion de la via de la lignina. La sintesis de flavonas puede determinar la
incompatibilidad en Prunus, tales como la prusina, y puede ser estimulada por el ABA 'y
el AG3 (Moing et al. 1987, Moing y Carde, 1988). Todas las macromoléculas (proteinas,
ARN, hormonas) estan presentes en la savia del floema y podrian ser importantes durante
la diferenciacion celular durante los procesos de compatibilidad. Schmid y Feucht (1985)
confirmaron que es posible definir la compatibilidad no solo por caracteres morfoldgicos,

sino también por métodos bioquimicos. Gulen et al. (2002) concluyeron que la ausencia



0 presencia de peroxidasas en la combinacion del injerto de pera y membrillo se puede

usar para predecir la reaccion de incompatibilidad.

Investigaciones mas recientes sugieren que el aumento en actividad de las peroxidasas y
catalasas podrian estar involucrados en el desarrollo del injerto de tomate (Fernandez-

Garcia et al. 2004).

En guayabo existen problemas importantes con el ataque de nematodos, ya que pueden
acabar con plantaciones completas, y problemas de fertilidad en los suelos, con lo que se
requiere de patrones que solucionen todos o algunos de estos problemas. Existen
genotipos que se ubican dentro del mismo género Psidium como Cass (P.
friedrichsthalianum), que por su rusticidad y vigorosidad, es dificil su propagacion por
semilla, pero tienen la caracteristica de ser tolerantes al ataque de los nematodos; o el
genotipo Nayarit (P. guajava) que es resistente a deficiencias nutrimentales,
principalmente zinc. Ademas, en México, la produccién comercial de guayabo esta
limitada principalmente a la variedad Media China, por lo que se necesita una

diversificaciéon de materiales.

Con base en lo anterior y considerando que la eleccion del mejor patron representa uno
de los problemas méas complejos de la fruticultura, asi como la propagacién del mismo,
el proposito fundamental de la presente investigacion fue optimizar el enraizamiento in vitro
de los portainjertos. Ademas, se realizd un estudio de deteccién temprana de
compatibilidad mediante un anélisis de anatomia, azUcares solubles totales, glucosa,
fructosa y sacarosa, y compuestos fenélicos totales, en diferentes selecciones de guayabo
que fueron injertadas sobre dos genotipos Cass y guayaba Nayarit, usando dos diferentes

tipos de injertos (pUa invertida y aproximacién).



1.2 Objetivos Generales

o Optimizar el enraizamiento in vitro de los portainjertos a evaluar Cass y el

genotipo Nayarit.

o Determinar la compatibilidad de Cass y el genotipo Nayarit injertados sobre
diferentes selecciones de guayaba mediante diversos andlisis (anatomico,

bioguimico y fitoquimico)

1.3 Objetivos particulares

o Evaluar el efecto del &cido indolbutirico (AIB) durante el enraizamiento in vitro
de los portainjertos mediante diferentes concentraciones y cinética de
enraizamiento.

o Evaluar la anatomia de las diferentes combinaciones de injertos mediante el
analisis del xilema secundario de tallo, por debajo y por arriba del punto de unién
y en el punto de unién de los injertos.

o Realizar un anélisis bioquimico, mediante la cuantificacion de azucares solubles
totales, asi como la cuantificacion de glucosa, fructosa y sacarosa, que permitan
determinar la compatibilidad o incompatibilidad de las diferentes combinaciones
de injertos.

o Realizar un andlisis fitoquimico, mediante la determinacién de compuestos
fendlicos totales que permitan determinar la compatibilidad o incompatibilidad de
las diferentes combinaciones de injertos.

o Determinar cuél es el mejor tipo de injerto (pua invertida y aproximacion) en las

diferentes combinaciones de injertos.



1.4 Hipotesis

o Es posible mejorar el enraizamiento in vitro de los portainjertos Cass y genotipo
Nayarit, mediante el uso de &cido indolbutirico (AIB),

o Es posible encontrar un portainjerto adecuado, y que resuelva algunos de los
problemas que afectan el cultivo de guayabo, el cual sea facil de propagar e injertar,

mediante un analisis de deteccion temprana de compatibilidad.
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CAPITULO II

2.1 REVISION DE LITERATURA

2.1.1 Origen del género Psidium

El origen del guayabo (Psidium guajava L.) es dificil de determinar debido a la gran
diversidad fenotipica tanto en arboles como en frutos (Nieto, 1996; Salinas 1998).
Probablemente tiene su origen en el tropico americano (Bourke, 1975) debido a las mas
de 140 especies de Psidium presentes en América, que se distribuyen desde México,
Centroamérica hasta el Peru y s6lo una pequefia porcion es de la India. Diversos autores
coinciden en sefialar a México como uno de los centros de origen por su gran variabilidad
de tipos de guayaba (Hayes, 1960; Popenoe, 1974; Mata y Rodriguez, 2000). Otros
autores refieren que la domesticacion de la guayaba se realiz6 en Per( desde hace varios
miles de afios, debido a que se han encontrado sus semillas en sitios arqueoldgicos

peruanos (Smith, 1988).

La guayaba Cass (Psidium friedrichsthalianum) es originaria de Centroamérica. El
vocablo cass es un nombre indigena costarricense y es nombrado como guayaba
costarricense, también conocido como guayaba agria en otros paises, entre ellos
Colombia (Ledn, 1987); en Nicaragua se lo conoce como guayaba de fresco (Barbeau,

1990).

2.1.2 Clasificacion Taxonémica
El guayabo pertenece al Reino Plantae, Subreino Fanerogamae, Subdivision Lignosae,

Clase Angiospermae, Subclase Dicotiledoneae, Orden Myrtaceae, Genero Psidium,
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Especie guajava (Gonzélez et al., 2002). La familia Myrtaceae, representada en su
mayoria por arboles y arbustos, cuenta con méas de 3800 especies distribuidas en
aproximadamente 133 generos (Wilson et al., 2001; Sytsma y Litt, 2002), que prosperan
en la mayor parte de las areas tropicales y subtropicales del mundo (Mata y Rodriguez,

2000).

El género Psidium comprende aproximadamente 150 especies; donde se ubican a
Psidium guajava L. y Psidium friedrichsthalianum (Berg.) Nied. (Mata y Rodriguez,

2000).

2.1.3 Importancia del cultivo de guayabo
El guayabo es de menor importancia econémica Si se compara con otras especies
fruticolas, pero desde el punto de vista ecoldgico es muy importante debido a que se

distribuye a través de los tropicos y subtropicos de mas de 50 paises en el mundo.

De acuerdo con la SAGARPA (2014) en México se produce guayaba en 19 estados, con
una superficie sembrada de 20,899 ha. Los principales productores: Michoacan,
Aguascalientes y Zacatecas, con 9,448.63, 6,268.20 y 3,040.12 ha, con un rendimiento de
14,93, 15.87 y 16.40 ton.ha-1, respectivamente. Los principales paises productores de

guayaba son: India, Pakistan, México, Bangladesh, Brasil y Cuba.

El tipo de guayabo predominante en las plantaciones es el criollo, conocido como “Media
China” (Padilla et al., 2002). En lo que respecta a la importancia social y econémica del
cultivo en México, radica en la demanda de mano de obra que requiere, con un promedio
de 180 jornales/ha/afio. La mayoria de las huertas son de tamafio pequefio, el promedio
de cada huerta es de 3 a 5 ha, por lo que el numero de productores es elevado, se reporta

que hay mas de 7,000 productores a nivel nacional (Padilla, 2007).
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2.1.4 Descripcion morfologica

2.1.4.1 Guayaba (Psidium guajava L.)

El guayabo es un arbol bajo o un arbusto arborescente de 3 a 10 m de altura, con el tronco
corto y ramas cerca de la superficie del suelo que varian de 10 a 30 cm de diametro,
frecuentemente produce una gran cantidad de “hijuelos” en la base del tronco cerca de la

base de la raiz (El-Baradi, 1975, Mata y Rodriguez, 2000).

El arbol crece simétricamente y presenta forma de domo. La corteza es lisa, tersa y de
color café rojizo obscuro; y ésta se desprende en delgadas escamas (Gonzalez et al.,
2002). Las ramas jovenes al inicio portan alas angostas en los cuatro lados; mas tarde se
convierten en tetrdgonas de color verde amarillo y frecuentemente de color rojizo y estan
cubiertas de fina vellosidad. Las ramas completamente desarrolladas se tornan de color

café rojizo claro, opacas, lisas y con lenticelas.

La raiz destaca por su gran capacidad de anclaje, por lo que se le ha comparado con Litchi
chinensis. Tiene gran cantidad de raices de 1 mm de didmetro o mas, por lo que dispone
de un gran poder de succion. El sistema radical es muy superficial, pero el arbol lo
compensa con la extension y el nimero de raices, las cuales sobrepasan la proyeccion de

la copa del arbol (Mata y Rodriguez, 2000).

Las hojas son de color amarillo verdoso, simples, opuestas, de peciolo corto y
semirredondo de 0.3 a 1.5 cm de largo, ovaladas o eliptica-oblongas, la base obtusa,
redonda o subcordada, el apice obtuso, acuminado o recortado o puntiagudo entero. Las
hojas miden de 5 a 18 cm de largo y de 3.0 a 6.5 cm de ancho, tienen de 10 a 25 pares de
nervaduras laterales que son hundidas en el haz y prominentes en el envés, y se arquean
cerca del margen (Gonzélez et al.,, 2002). Tienen pubescencia fina en el envés,

especialmente cuando son jovenes (Ochse, 1976).
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Las flores son hermafroditas y pediceladas, con un didmetro aproximado de 3.8 cm.
Nacen solitarias o en racimos de dos a tres, en las axilas de las hojas que se encuentran
en los crecimientos del afio o de la estacion en curso; rara vez son terminales. El pedicelo
es redondeado, de 2 a 4 cm de largo y de color verde amarillento. El tubo del céliz es
turbado y algunas veces ovoide, no se produce mas alla del ovario y de 0.6 a 0.7 cm de
largo. Las bracteas son subuladas y pubescentes. Los cuatro o cinco pétalos, son
abovados, blancos, cubiertos de pubescencia densamente apretada en ambas superficies
0 lisos por dentro y de 1.5 a 2.0 cm de largo. Los estambres son numerosos y tienen
mucho polen; se encuentran insertados en hileras alrededor del disco y desarrollan una
longitud de 1 a 1.5 cm; los filamentos son blancos y las anteras son ovoidea-oblongas o
elipsoidales de color amarillo claro. El estilo es filiforme, liso, de color verde amarillento

(Ochse, 1976; Mata y Rodriguez, 2000; Gonzélez et al., 2002).

El fruto es una baya esférica, globulosa, elipsoidal o periforme, rugosa o lisa y punteada;
sus dimensiones varian de una variedad a otra. La baya resulta del desarrollo conjunto de
las paredes del receptaculo y de los tejidos del ovario; conserva en el apice los restos del
caliz y aun del pistilo (Mata y Rodriguez, 2000). El color del fruto en su plena madurez
es amarillo verdoso o amarillo claro en su exterior, de 5a 12 cm de largoy de 5a 7 cm
de ancho, su peso es de 25 a 450 gramos; sin embargo, se tienen registros de frutos de
hasta de 862 gramos, obtenidos en Fort Valley, Georgia, Estados Unidos. La pulpa es
jugosa, de color amarillento, rosado o rojo intenso, con sabor dulce notoriamente
almizclado y aromatico (Gonzalez et al., 2002). El fruto varia de pericarpio delgado con
muchas semillas a pericarpio grueso con pocas semillas. En la epidermis y el mesocarpo
se hallan celulas duras, esclereidas solas o en grupos, que le dan la consistencia arenosa
caracteristica. En el ovario generalmente hay cuatro l6culos con abundantes semillas

(Mata y Rodriguez, 2000). Las semillas son numerosas, pétreas, triangulares, reniformes,
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pequefas, de color blanco, amarillo claro o café amarillento de 0.3 a 0.5 cm de largo y de

0.2 a 0.3 cm de ancho (Yadava, 1996).

2.1.4.2 Cass (Psidium friedrichsthalianum)

Cass es un arbol de tamafio pequefio a mediano, algunos llegan a medir hasta 7 m de
altura, con un habito de crecimiento similar a P. guajava, sin embargo, es mas sensible a
las heladas, ya que no soporta periodos largos a bajas temperaturas. La corteza es lisa 'y
de color marrén oscuro. Las ramas jévenes son cuadrangulares, de color rojizo, con pocos
tricomas. Las hojas son ovalares oblongas, de 3.5-7.5 cm de largo, de color verde oscuro
brillante en la haz, y verde claro en el envés, que esta cubierto de pequefios tricomas muy
finos. El &pice de la hoja es acuminado y la base es aguda. La nervadura central es
prominente. Flores individuales de color blanco que crecen en las axilas de las hojas,
miden alrededor de 2.5 cm de ancho. Cada flor tiene cinco pétalos de aspecto ceroso, un
estigma y ovario inferior con cinco I6culos. Los frutos son pequefios, de color amarillo
oscuro, globosos o ligeramente ovalados, de 3.8 a 6.4 cm de ancho, algunos frutos con
muy poca semilla de 2 a 4. La epidermis de los frutas es delgada, y la pulpa es suave,

blanca, muy acido, y tiene un alto contenido de pectina (Tong y Khay, 1990).

2.1.5 Métodos de propagacion del guayabo

2.1.5.1 Propagacién sexual

La propagacion sexual o uso de semillas como medio para incrementar la poblacion de
una especie o cultivar, ademas de ser la forma de propagacion natural, es el método

comunmente mas usado por viveristas (Gonzalez et al., 2002).

En algunos paises la propagacion por semilla es el principal método para obtener plantas
de guayaba, las cuales son utilizadas para huertas comerciales. (Mata y Rodriguez, 2000).

Sin embargo, los arboles obtenidos por este método aun cuando son muy Vigorosos,
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tardan més tiempo para entrar a produccién, debido a su largo periodo de juvenilidad
(Hartman y Kester, 1971), ademas de las plantas de las huertas presentan una alta
variabilidad genética, los arboles presentan diferentes portes y tipos de frutos en tamafio,
forma y color, entre otras caracteristicas (Galletta, 1988). La propagacion sexual en
Meéxico se hace unicamente en la propagacion del portainjerto Psidium
friedrichsthalianum, el cual, ademéas de tener ciertas caracteristicas de tolerancia a
factores adversos como nematodos y marchitamiento (Mata y Rodriguez, 2000), es
compatible para injertar sobre él las variedades seleccionadas para la produccion
comercial. Sin embargo, las semillas de Cass se consideran de dificultad media para

germinar, ya que necesitan un minimo de 4 a 6 semanas, lo que lo hace un método lento.

2.1.5.2 Propagacién asexual

La propagacion asexual del guayabo consiste en la reproduccion de individuos a partir de
porciones vegetativas de las plantas que la capacidad de regeneracion, como ramas e
hijuelos. Basicamente en guayabo se ha utilizado como método de propagacidn secciones
de tallo que tienen la capacidad para formar nuevas raices (estacas), los hijuelos, el acodo,
propagacion in vitro (apices) e injertos (Gonzélez et al., 2002). Recientemente se esta
promoviendo en México el empleo de la técnica de conexién vascular continua de dos

tallos diferentes mediante el uso del injerto.

Uno de los principales métodos por el cual se obtienen plantas de buena calidad para el
establecimiento de huertos es mediante estacas (Gonzélez et al., 2002). Para ello se
necesita que se desarrolle un nuevo sistema de raices adventicias, debido a que la estaca

posee yemas con aptitud potencial para desarrollar nuevos vastagos (Khattak et al., 2001).

La propagacién de guayaba por medio de hijuelos de raiz se obtiene cortando las raices a

1m del tronco; estas produciran hijuelos después se pueden trasplantar a bolsas.
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Los acodos se consideran un método de propagacion facil, rapido y econémico, evita la
transmision de enfermedades 0 nematodos noduladores y mantiene las caracteristicas de
la planta madre (Gonzélez et al., 1999). Presenta la desventaja de poco vigor de las plantas

y un pobre sistema radical (Zeledon y Wan, 1994).

2.1.6 Propagacion in vitro de guayabo
En guayabo, las técnicas del cultivo in vitro han mostrado resultados ventajosos con
respecto a métodos convencionales, ya que se puede propagar masivamente a la especie,

y seran genéticamente iguales y libres de enfermedades.

Los trabajos existentes sobre micropropagacion sefialan a la organogénesis como la
principal via morfogenética, a partir de yemas vegetativas preexistentes. Loh y Rao
(1989) cultivaron in vitro algunas variedades de guayabo a partir de secciones de plantulas
y también a partir de tejido adulto utilizando segmentos nodales. Sin embargo, la
regeneracion de estas plantas al utilizar material adulto, al igual que ocurre con un gran
namero de especies lefiosas, presentan problemas, principalmente durante la etapa de

iniciacion y durante la etapa de enraizamiento (Fitchet, 1990).

2.1.7 Propagacion por injerto

El termino injerto es definido como la técnica por la cual se unen dos partes de diferentes
plantas, de manera que puedan seguir su crecimiento como una sola planta; asi, se
implanta una variedad adecuada a las exigencias del mercado (Perales, 2001) sobre otro
individuo (portainjerto) que tenga las caracteristicas de tolerancia a factores adversos,
como es el caso de la especie Psidium friedrichsthalianum para el cultivo del guayabo, o
bien, mejorar la produccién, resistentes a plagas. Asi como brindar un mejor sistema

radical mas fuerte o adaptado al medio (Geilfus, 1989).
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2.1.7.1 Epoca de injertacion

La época mas oportuna para injertar en el cultivo del guayabo, se considera que es cuando
baja el flujo de savia, lo cual sucede cuando el &rbol esta en floracion y hasta dos semanas
después, esto dependera también de la region y de las condiciones de humedad bajo las

que se encuentre el cultivo (Perales, 1995).

De acuerdo con Gonzélez et al. (2002) se requieren de ciertas condiciones para tener éxito
en el injerto de guayabo incluyendo: afinidad entre el patrén y el injerto, esto es que sean
compatibles ambas partes, el didmetro de los tallos deben ser superior al didmetro de un
lapiz; regar los arboles de 3 a 4 dias antes de ser injertados; realizar los injertos antes del
medio dia o por la tarde, después de las horas mas calurosas del dia'y evitar realizar los

injertos en dias con vientos fuertes y polvaderas.

Segun Hartmann y Kester (1987) mencionan que previo a la cicatrizacion de los injertos

y para que esta sea adecuada se recomienda seguir los siguientes pasos:

1) Establecimiento de un contacto intimo de la regién cambial del patron y de la pta

en condiciones ambientales favorables, lo cual es controlado por el injertador.

2) Produccién y entrelazamiento de las células de parénquima (tejido de callo)

producido por el cambium del patron y de la pla.
3) Produccion de nuevo cambium vascular en el punto de union (callo).

4) Formacion de nuevo xilema y floema a partir del nuevo cambium vascular

producido en el callo, con lo que queda conectado el sistema conductor de ambas partes.

2.1.7.2 Técnicas de injertacion
Existen diferentes técnicas de injertacion que se han probado en guayabo, como los

injertos de yema en “T” invertida, y el injerto de “hendidura lateral”. Cuando la técnica
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de injertacion no es la adecuada, el crecimiento nuevo mantiene una tasa de respiracion
que se ve incrementada por las temperaturas de la época, y no recibe la cantidad de agua
necesaria a través de la limitada superficie conductora, por lo que subsecuentemente

muere (Hartmann y Kester, 1987).

2.1.7.3 Uso de portainjertos en guayabo

Es posible obtener clones que permitan regular el tamario de las plantas, como el uso de
portainjertos enanizantes, si es aplicable a guayabo como a manzano, se habra dado un
gran paso, con lo cual las posibilidad de usar portainjertos en plantaciones a alta densidad.
Se cree que P. pumilum, puede tener un efecto enanizante por sus caracteristicas (Mata y

Rodriguez, 2000).

En algunos paises se reportan problemas con nematodos que afectan la produccion de
guayabo, varios autores sefialan la importancia de los nematodos sobre el deterioro de
arboles y reduccién de la produccion de guayaba. Avelar et al. (2001), encontraron
asociacion entre el grado de ataque de Meloidogyne incognita, M. javanica y M. arenaria
y la enfermedad denominada declinamiento, la cual reduce el tamafio de los arboles, del
fruto y por lo tanto de la produccion. Por la magnitud de los dafios ocasionados por
nematodos en guayabo, Cuadra y Quincosa (1982) consideraron importante desarrollar
patrones resistentes al ataque de nematodos. Psidium friedrichsthalianum es una especie

tolerante a nematodos (Bocantes- Arias y Mora- Newcomer, 2010).

Otros efectos. Se ha encontrado que cuando P. guajava se injerta sobre P. catteianum se
incrementa el crecimiento y rendimiento del injerto, en comparacion con plantas no
injertadas (Teaotia y Phogat, 1971). También se ha observado que P. cujavillus, como
portainjerto, incrementa el contenido de acido ascorbico (Singh, 1978). Y el tamafio de

frutos aunque éstos crecen sin uniformidad y con la piel rugosa, mientras que P. pumilium
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incrementa los s6lidos solubles totales y los azucares totales. Sin embargo, estas son
algunas pruebas y aln no se tienen portainjertos comerciales en guayabo (Mata y

Rodriguez, 2000).

2.1.7.4 Posibles portainjertos para guayabo

Dentro de las especies del genero Psidium que se cultivan en varias partes del mundo
estan P. guineense, Sw., P. polycarpum Lamb., P. molle, Berthol., P. coriaceum Mart., P.
friedrichsthalianum (Beng). Nied., P. araca Raddi, P. cattleianum y P. cujavillus Burm.
Muchas de estas especies pueden ser importantes con fines de seleccionar patrones y
realizar mejoramiento genético. P. cattleianum es considerada como la especie que méas
tolera bajas temperaturas, ya que las plantas has resistido temperaturas de -5°C (Ochse et
al., 1972). P. angulatum, es considerada una planta rustica que se adapta facilmente, que
crece de forma silvestre en Brasil cuyos frutos son acidos pero tienen una forma conocida

como “Araca-Pera” de alta produccion (Arkcoll, 1990).

2.1.8 Compatibilidad de injertos

Se denomina compatibilidad a la capacidad de dos plantas diferentes, que injertadas entre
si llegan a producir con éxito una union y desarrollarse como una planta Unica (Mosse,
1962). La compatibilidad de injertos en plantas esta dado por el reconocimiento celular
de las partes injertadas y la continuidad de los tejidos vasculares en la parte de unién del
injerto (Yeoman et al., 1978). Cuando hay compatibilidad en los injertos se observa una
buena conexion y formacion de un nuevo xilema secundario en la zona de unién (Simons,
1987). El nuevo callo se desarrolla homogéneo y el tejido vascular se diferencia
rapidamente, asimismo se establece un contacto fuerte en ambos componentes, en donde
la masa de células que forman el callo es mas compacta y con una disposicion regular y

organizada, en tanto que la pared del callo es mas delgada y ademas presenta espacios
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extracelulares mas pequefios (Errea et al., 1994). Cuando hay compatibilidad en los

injertos hay poco o escasos compuestos fendlicos en el punto de unién (Errea, 1998).

La compatibilidad de los injertos es determinada, segun Mosse y Herrero (1951), de

acuerdo a la estructura anatomica del punto de union en cuatro grupos:

1) Union perfecta: La linea entre los tejidos del injerto pueden ser visto en tejidos de

madera y corteza, y la union del injerto esta libre de capas necroticas.

2) Buena unidn: La linea entre los sectores del injerto pueden ser vistos pero los

tejidos de la madera y corteza son continuos.

3) Unidn de injerto con discontinuidad de la corteza: Los tejidos de la madera en la
unién del injerto asi como los de la corteza no es continuo y se presenta una capa de color

negro en el punto de unidn del injerto.

4) Unién de injerto con discontinuidad en la madera y corteza: Las células del
parénquima no lignificado son encontrados en el tejido de madera de tal manera que

también pueden ser vistos los anillos a un afio de edad.

2.1.9 Incompatibilidad en injertos
La incompatibilidad de injertos no tiene que ver con un fracaso del injerto, que puede ser
causado por muchos factores, o por condiciones adversas al ambiente, asi como la falta

de habilidad del injertador (Andrews y Serrano-Marquez, 1993).

La incompatibilidad puede ser definida como la incapacidad de dos plantas diferentes que
al ser injertadas entre si no se logra el éxito en la unién y el injerto no se desarrolla y
muere. También ocurre incompatibilidad cuando hay ruptura en el punto de unién del

injerto, generalmente cuando ha estado creciendo durante varios afios (Mosse, 1962).
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Desde un punto de vista anatdmico la incompatibilidad se define como la ausencia de
desarrollo normal de los tejidos vasculares en la union del injerto, una incompleta
lignificacion de los tejidos en radios lo que resulta en una interrupcion en el cambium y

en la continuidad vascular (Mosse, 1962).

Feucht (1988) define el concepto de incompatibilidad como un fendmeno de senescencia
prematura causada por procesos fisiologicos y bioquimicos, aunque también puede ser
descrita como una inestabilidad fisiologica, que se acenta bajo condiciones de estrés
(Gebhardt y Feuch, 1982). La incompatibilidad constituye un problema en la fruticultura,
el cual se caracteriza por una disminucion del crecimiento, necrosis celular y muerte del
injerto (Moore, 1986). La mayoria de los sintomas caracteristicos de la incompatibilidad
es por la rotura o defecto en la estructura del punto de union del injerto, es por eso que
las investigaciones anatdmicas tienen un papel importante en el estudio de injertos

(Mosse, 1962).

Generalmente la incompatibilidad se presenta a medida que las plantas se alejan
taxondmicamente, y puede ser dentro de un cultivar, entre cultivares de una sola especie,
entre especies de un género, entre géneros de una familia o entre familias; si bien el éxito

del injerto con frecuencia puede ser especifico (Simons, 1985).

2.1.9.1 Sintomas de incompatibilidad

Las anormalidades anatomicas del punto de unién de los injertos es el resultado de una
incompatibilidad y se relaciona con algunos sintomas externos o aspectos morfoldgicos
como el prendimiento nulo de la pua injertada; clorosis y/o pérdida de color de las hojas;
senescencia prematura de las hojas; amarillamiento en las hojas y declinacién del

crecimiento vegetativo; crecimiento reducido, muerte prematura del injerto, desarrollo
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excesivo de la unidn, arriba o debajo de ella, ruptura por la union del injerto (Mosse,

1962).

2.1.9.2 Tipos de incompatibilidad
La incompatibilidad del injerto ha sido clasificada en dos tipos: localizada y traslocada

(Herrero, 1951; Mosse, 1962).

Incompatibilidad traslocada: Los sintomas que se asocian a la incompatibilidad traslocada
es el envejecimiento prematuro de hojas y alteraciones en el sistema radical. Ademas, se
ha observado una degeneracion de los tubos cribosos asociados a las células del floema
en el punto de union del injerto, lo que causa un problema en la translocacion y

acumulacion de compuestos.

Incompatibilidad localizada: Esta incompatibilidad se asocia a malformaciones en el
punto de unién del injerto, haciendo que sea una unién débil, la cual en un futuro puede

Ilegar a romperse.

2.1.10 Factores que influyen en la compatibilidad o incompatibilidad
2.1.10.1 Anatémicos
Diversos autores han descrito una secuencia de acontecimiento estructurales durante la

primera etapa del injerto en plantas lefiosas y herbaceas (Hartmann et al., 2002).

1. Se hace un corte a la vareta con capacidad de actividad meristematica la cual se
pone en contacto con el portainjerto con corte similar de tal manera que las regiones del
cambium vascular de ambos queden con la mayor proximidad con el fin de
interconectarse a través de un callo. Una vez que los dos componentes del injerto (patron
y vareta), estan en contacto intimo, se forma un tejido parenquimoso tanto en la vareta
como en el portainjerto para la formacion de tejido calloso, llenando los espacios entre

los dos componentes que conectan al injerto.
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2. Nuevas células del cambium se diferencian a partir del callo, forman una conexién

continua entre vareta y portainjerto.

3. En el altimo paso del proceso de establecimiento del injerto, el cambium recién
formado en el punto de unidn del injerto comienza una actividad cambial tipica para la
formacion de nuevos tejidos vasculares. La formacion de un nuevo xilema y floema

permiten una conexion vascular entre la vareta y el portainjerto.

Para la mayoria de los autores, estos eventos estructurales durante la primera etapa del
injerto, se consideran como el requisito basico para un injerto exitoso (Moore y Walker,

1981a, b; Yeoman, 1984; Tiedemann, 1989, Wang and Kollmann, 1996).

El tejido més importante que participa en la union del injerto y regeneracién de tejidos
vasculares es el cambium vascular (Gurudi, 1978). EI cdmbium vascular es un meristemo
lateral secundario que presenta una estructura longitudinal y otra radial. EI cambium
vascular de tallo produce centripetamente (es decir, hacia la medula caulinar) el xilema
secundario y centrifugamente (es decir, hacia la epidermis y la corteza) el floema

secundario (Larso, 1994).

El cdmbium vascular tiene una las funciones mas importantes que es la de formar callo o
tejido para cicatrizar la herida hecha durante la injertacion. El callo puede formarse a
partir de las células parenquimaticas del floema o de los medios vasculares, en general se
diferencia a partir de cambium vascular (Carmi et al., 1972). Una vez que ya se realizé el
injerto se inicia la division celular del parénquima para formar callo en ambos
componentes en la region del cambium (portainjerto y vareta), después las células del
parénquima se entremezclan, posteriormente las células del callo se diferencian en nuevas

células cambiales conectandose con el cambium original del portainjerto y la vareta,
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finalmente se producen tejidos vasculares del nuevo cadmbium, permitiendo asi el paso de

nutrimentos y agua entre el portainjerto y la vareta (Simons y Chu, 1985).

En muchos de los casos de incompatibilidad en plantas lefiosas se manifiesta por la rotura
de los &rboles en el punto de unién sobre todo cuando han estado creciendo durante
algunos afios (durazno injertado en diferentes especies del genero Prunus y en injertos de

pera sobre membrillo) (Pina y Errea, 2005).

En los casos en que la pda y el patron son incompatibles aparecen entre ellos uniones
débiles. Esta debilidad se debe a la disposicién andmala de los elementos de xilema. Esto
ocurre sobre todo con las fibras que en vez de entrelazarse a través de la union, se curvan
en direccién horizontal o bien quedan separadas por un estrato de tejido parenquimatoso.
La discontinuidad de los tejidos vasculares se debe a alguna interrupcion en el punto de
unién de la actividad cambial normal. En el floema aparecen muchas células necréticas
aisladas o en grupos (Hartmann et al., 2002). Las principales caracteristicas en injertos
incompatibles son una conexién vascular débil, acompafiada de una aglomeracion de
células, presencia de tejido parenquimatoso en lugar de xilema secundario en el punto de

unién después de un afio 0 mas de la injertacion (Simons, 1987).

Estudios anatémicos de la formacion de la unién del injerto han demostrado que los
procesos involucrados son similares en diferentes especies de arboles frutales como en
chabacano, durazno, pera y manzano (Errea et al., 1994; Soumelidou et al., 1994; Ermel

etal., 1997; Zarrouk et al., 2010).

Pina et al. (2012) caracterizaron las primeras sefiales celulares de incompatibilidad de
injertos del genero Prunus basada principalmente en pruebas histoquimicas y
cuantificacion de la comunicacion celular a través de plasmodemas, encontrando

adhesion y proliferacion de callo producido tanto en injertos compatibles como
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incompatibles una semana después de la injertacion. Sin embargo, no se observaron
formacion de nuevo cambium vascular derivado del tejido calloso en injertos
incompatibles. Chen et al. (2016) demostraron que la compatibilidad anatomica en
injertos de Litchi esta relacionada con la formacion de tejidos vasculares en el punto de

union del injerto.

2.1.10.1.1. Caracteristicas anatomicas de la madera de Psidium

La corteza externa tiene una textura lisa, de color pardo claro, escamas irregulares grises
y de 3 a 4 milimetros de grosor. La corteza interna es amarilla, fibrosa amarga y tiene un
grosor de 4 milimetros. En lo que respecta a las caracteristicas macroscépicas la madera
con albura y duramen amarillo muy palido, inodora e insipida, de veteado liso, textura
fina, lustre alto e hilo ondulado. En la cara transversal los anillo de crecimiento con poco
conspicuos y los poros muy pequefios, abundantes y de distribucion difusa, el parénquima
no se aprecia y los radios son muy poco visibles, en secciones longitudinales no se
distinguen las estructuras. En cuanto a las caracteristicas microscépicas, la porosidad es
difusa con zonas de crecimiento conspicuas de diferentes tamafos, delimitadas por una
banda de fibras asociada a vasos de 2 a 4 células de ancho e irregular en contorno y
continuidad. EI parénquima axial es apotraqueal y paratraqueal. En el parénquima radial,
los radios son extremadamente abundantes, encontrandose de 6 a 16 por milimetro y estan
conformados en uniseriados, biseriados y triseriados, son heterogéneos y muchos se
encuentran articulados. Las fibras son fibrotraqueidas de longitud muy corta de 754 a
1392 pum, didmetro mediano de 15 a 24 um y grosor de pared también mediano de 3a 5

pum (Ortega et al., 1988).

2.1.10.2 Bioquimicos y fitoquimicos
Las plantas producen una gran cantidad de metabolitos secundarios y son responsables

de diferentes funciones como proteccidn contra insectos y patdgenos que puedan afectar
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el desarrollo y crecimiento de las plantas. Entre los mas importantes se encuentran los
compuestos fendlicos, alcaloides, esteroides, cumarinas, terpenoides, flavonoides y
aceites esenciales, que varian en su funcion, biosintesis, concentracion y localizacion

dependiendo de la especie (Valencia, 1995; Beltran, 1997).

Los compuestos fendlicos desempefian una amplia variedad de funciones, motivo por el
cual han sido estudiados (Treutter, 2005). Errea (1998) menciona la implicacion de los
compuestos fendlicos en los procesos de incompatibilidad de los injertos. Principalmente
por su participacion en la ruta de sintesis de la lignina, cuya alteracion podria provocar
una acumulacion que afectaria el desarrollo de conexiones normalmente lignificadas
(Buchloh, 1960). La acumulacion de estos compuestos relacionados con los problemas
de incompatibilidad ha sido estudiada por diferentes investigadores en diferentes especies
(Treutter y Feucht, 1991; Errea et al., 2000, 1994, 1992; Musacchi et al., 2000; Usenik et

al., 2006).

En estudios realizados en injertos incompatibles de cerezo (P. avium sobre P. cerasus),
han encontrado una acumulacion de prunina (compuesto fendlico) en el punto de union
(Treutter et al, 1986; Treutter y Feucht, 1991). Algunas polifenoles inhiben el transporte
de auxinas (Eckardt, 2006; Wasson et al., 2006), lo que da como resultados un raquitico
crecimiento de injertos incompatibles dado su reducido contenido de auxina, la cual afecta

la diferenciacion de elementos vasculares como a la lignificacién (Mattson et al., 2003).

La prunasina es un glucosido cianogénico, encontrado en el floema en injertos
incompatibles de algunos cultivares de peral sobre membrillo (Gur et al., 1968). Los
tejidos del peral descomponen la prunasina en la region del injerto mediante la accién
enzimatica de la B-glucosidasa, siendo el acido cianhidrico uno de los productos de la

descomposicion. La presencia de &cido cianhidrico lleva a la falta de actividad cambial
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en la region de union del injerto, resultando en marcadas alteraciones en el floema y
xilema de esa region. Los tejidos por arriba y en el punto de unién son afectados de tal
forma que la conduccion de agua y fotoasilimilados se ven seriamente reducidos. Moore
(1984) encontrd que el acido cianhidrico induce necrosis celular en la interfase celular
del injerto, impidiendo la morfogénesis que lleva al desarrollo de la unién. Sin embargo,
la presencia de glucosidos cianogénicos en plantas lefiosas esta relativamente restringida
a pocos géneros, por lo que no se puede considerar que esta sea una causa universal de

incompatibilidad de injerto (Hartmann et al., 2002).
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CAPITULO 111

DETECCION TEMPRANA DE COMPATIBILIDAD I: Psidum guajava

INJERTADA SOBRE P. friedrichsthalianum PROPAGADAS in vitro

3.1 RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo optimizar el enraizamiento in vitro del portainjerto
Cass, ademas de una deteccion temprana de compatibilidad de “Enana Roja Cubana”
injertada sobre Cass mediante un estudio anatémico, analisis de azUcares solubles y fenoles
totales. El enraizamiento se hizo mediante una etapa de induccion (24 horas), donde se
evaluaron diferentes concentraciones de AIB 0.0 (T0), 3.42 (T1), 6.84 (T2), 10.27 (T3)
pumol. La respuesta se determind mediante la velocidad de enraizamiento, namero y
longitud de raices, y un estudio anatomico. EI mejor tratamiento fue T2, las primeras
raices emergieron 9 dias después de iniciado los tratamientos, alcanzando 72% de
enraizamiento a los 30 dias. Se observo que el origen de la raiz adventicia en el tallo, es
en el cambium vascular, mejorando el enraizamiento. Se hicieron dos tipos de injertos:
aproximacion y pua invertida. Después de seis meses se tomaron muestras de diferentes
secciones del tallo por arriba y debajo y en el punto de unién de los injertos. Para el
anélisis anatomico, las variables evaluadas fueron: nimero de vasos, didmetro de vasos,
namero de radios, ancho de radio, grosor de corteza. Se hizo una cuantificacion de
azUcares solubles. La cuantificacion de fenoles totales se determind por medio de la
reaccion oxido-reducciéon de Folin-Ciocalteu. No se encontraron diferencias entre los
tipos de injerto pla invertida y aproximacion para ninguna de las variables anatémicas
evaluadas, igualmente entre cada una de las secciones evaluadas, y de acuerdo con las

fotografias se observd continuidad en los tejidos, desarrollo y diferenciaciéon en el
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cambium vascular. En cuanto a la cuantificacion de azucares solubles, no se observaron
diferencias entre los tipos de injerto, sin embargo, hubo diferencias significativas en cada
una de las secciones evaluadas, observando que la mayor concentracion de azUcares se
acumula en el punto de unidn, siendo sacarosa el azucar que en mayor cantidad se
encontrd. Para el analisis de fenoles totales, se encontraron diferencias entre los tipos de
injertos, siendo el de aproximacion el que mayor cantidad de fenoles acumula, en cuanto
a las diferentes secciones, la mayor acumulacion se observé por arriba y por debajo del
punto de unién. Estos analisis indican la compatibilidad del injerto y la viabilidad de

promover el uso de portainjertos en guayabo.

Palabras clave: anatomia, azUcares solubles, enraizamiento in vitro, fenoles totales,

guayaba, portainjerto.

3.2 ABSTRACT

The objective of this study was optimize in vitro rooting of Cass rootstock and establishes
a method for early detection of compatibility between the cultivar ‘Enana Roja Cubana’
grafted onto Cass. The rooting induction was 24 h with different concentrations (umol)
of indole butyric acid (IBA): 0.0 (T0), 3.42 (T1), 6.84 (T2), 10.27 (T3). Response was
determined with rate of rooting and number and length of roots, and the anatomical study.
Two types of grafting were performed: approach and inverted thorn. After six months,
tissue samples were taken at different sections of the stem (1 cm above, 1 cm below, and
at the graft union) to quantify the concentration of soluble sugars, total phenol content
and anatomical study. The results indicate that there was no significant difference (P =
0.05) between the types of graft assessed in anatomical variables nor among the sections
assessed. Continuousness was observed in the tissue, and there was adequate
development and differentiation of the vascular cambium. There were no differences in

content of soluble sugars between the types of grafting, but there were significant

37



differences among the evaluated sections. The highest concentration of sugars
accumulated at the grafted point and the type of sugar found in the highest quantity was
sucrose. Accumulation of phenols was higher in the approach graft above and below the
point of union, and there were differences between the types of grafting. The study reveals
anatomical and biochemical compatibility between the two species. It is feasible to

promote the use of rootstock for guava.

Key words: anatomy, soluble sugars, in vitro rooting, total phenols, guava, rootstock.

3.3 INTRODUCCION

El guayabo (Psidium guajava L.) se considera uno de los cultivos tropicales méas
importantes por su agradable sabor y valor alimenticio (Medina y Pagano 2003). En el
cultivo de esta especie existen problemas serios como el ataque de nematodos. Varios
autores sefialan la importancia de los nematodos sobre el deterioro de arboles y reduccién
de la produccion de guayaba. Avelar et al. (2001) encontraron asociacion entre el grado
de ataque de Meloidogyne incognita, M. javanica y M. arenaria y la enfermedad
denominada declinamiento, la cual reduce el tamafio de los arboles, del fruto y por lo
tanto de la produccidn. Dificultades que podrian ser resueltas con el uso de patrones
adecuados (Casassa et al. 1998). Sin embargo, en México no existen huertas comerciales
que utilicen portainjertos. Existen genotipos dentro del género Psidium como Cass (P.
friedrichsthalianum), que tienen la caracteristica de ser tolerantes al ataque de los

nematodos (Bocantes y Mora 2010).

Un patrén ideal para injertar es el que se adapta tanto al clima y al suelo, que es tolerante
a patogenos e induce alta produccién y calidad de fruta, que tiene un porte que facilita el
manejo del cultivo (Monteverde 1989), y que ademas en el método de propagacion se
garantice la conservacion de las caracteristicas de la planta madre. Existen pocos trabajos

relacionados con la propagacion de especies que pudieran ser usados como portainjertos,
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el cultivo in vitro es un método de propagacion asexual para guayabo que asegura la
regeneracion de plantas completas y constituye en una alternativa de propagacion que
puede complementar satisfactoriamente con los métodos convencionales (Pontikis1996).
La eleccion del mejor portainjerto representa uno de los problemas mas complejos de la
fruticultura. Generalmente los injertos que se hacen, pertenecen a la misma especie 0
género, aunque el uso de genotipos genéticamente divergentes también es comln (Errea
et al. 2001). Existen diferentes factores involucrados en la compatibilidad o
incompatibilidad del injerto por ejemplo: anatbmicos, cuando la conexién vascular no se
logra o existe incompatibilidad celular (Pinay Errea 2005), nuevas conexiones vasculares
en el punto de union del injerto sin diferenciacion o con conexion débil, principal causa
de incompatibilidad en plantas lefiosas (Errea et al. 1994); factores fisiologicos,
bioquimicos como la translocacion de azlcares solubles (Ciobotari et al. 2010); y
fitoquimicos relacionados con  altas concentraciones de compuestos fenolicos
acumulados cerca de la unién del injerto causando incompatibilidad (Errea 1998,
Mng omba et al. 2008).

Con base en lo anterior y tomando en cuenta que el estudio de la propagacion de
portainjertos es importante, se plante6 como objetivo optimizar el enraizamiento in vitro
del portainjerto Cass. Y por otra parte detectar oportunamente la compatibilidad/
incompatibilidad de la Var. "Enana Roja Cubana” de guayabo injertada sobre Cass
mediante un estudio anatémico, analisis de azucares solubles y de fenoles totales.

3.4 MATERIALES Y METODOS

3.4.1 Material Vegetal

Se utilizaron dos especies del género Psidium. Cass (P. friedrichthalianum), usado como
portainjerto, a partir de arboles de aproximadamente 2 afios de edad provenientes de

semilla, obtenidos de un vivero del estado de Morelos. Ademas, la variedad "Enana Roja
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Cubana” (P. guajava) proveniente del Centro de Bioplantas de la Universidad de Ciego

de Avila, Cuba.

3.4.2 Enraizamiento in vitro

Se multiplicaron in vitro brotes apicales del portainjerto Cass en un medio MS
suplementado con sacarosa 30 g¢.L!, mio-inositol 10 ml.L*%, tiamina 1 mlL?! y
bencilaminopurina (BAP) 1 ml.L* (Concepcion et al. 2005), los cuales fueron
subcultivados cada 4 semanas.

Para el enraizamiento se utilizaron brotes de aproximadamente 1.5 cm de longitud
colectados al final del periodo de multiplicacién. Se evaluaron diferentes concentraciones
de acido indolbutirico (AIB): 0.0 (T0), 3.42 (T1), 6.84 (T2), 10.27 (T3) umol, en un
medio MS al 50 % de su concentracion, adicionado con sacarosa 30 g.L %, tiamina 1 ml.L-
1 mio-inositol 10 ml.L™, después de 24 horas los brotes fueron cambiados a un medio
similar sin auxinas. Para cada concentracion se utilizaron frascos de vidrio de 250 mL
con 50 mL de medio.

El disefio experimental fue completamente al azar con tres repeticiones y la unidad
experimental estuvo conformada por seis brotes. Las variables evaluadas fueron: nimero
de dias en aparecer la primera raiz (cinética de enraizamiento), niUmero de raices totales,
longitud de raices y porcentaje de enraizamiento.

3.4.3 Estudio anatomico

Para este estudio se tomaron muestras del mejor tratamiento de enraizamiento, que fue el
T2, desde el dia 0 hasta el dia en que el que aparecio la primer raiz. Las muestras se fijaron
en FAA (Formalina-acido-alcohol) (10% de formaldehido al 37%, 50% de etanol, 5% de
acido acético glacial y 35% de agua) (Berlyn y Miksche 1976, Ruzin 1999). Se hicieron
cortes longitudinales de 13 pm con un micrometro rotatorio (American Optical modelo

820), los cuales se tifieron con verde fijo FCF y safranina “O” (Johansen 1940). Las
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muestras fueron observadas y analizadas empleando un foto microscopio 11l Carl Zeiss
con una camara digital para microscopia PAXcam3.

3.4.4 Injertacion

El material utilizado para injertar fue propagado in vitro, tanto el portainjerto como la
variedad, y fueron aclimatados en un invernadero. Los injertos se hicieron en el
invernadero una vez que las plantas del patron y del injerto alcanzaron un diametro de
aproximadamente 1 cm. Se hicieron dos tipos de injertos: aproximacion y pla invertida.
Después de seis meses de injertar se hicieron los estudios anatémicos, bioquimicos y
fitoquimicos. Se tomaron fragmentos de 0.5 cm de tallo, a 1 cm por arriba y por debajo
del punto de unién de los injertos y fragmentos de 0.5 cm en el punto de union de los
injertos (Figura 3.1). Como testigo se eligieron arboles sin injertar, tanto del patron como
de la variedad en los que se tomaron muestras en las mismas posiciones como en los
materiales injertados.

3.4.5 Anélisis anatomico

Se colectaron fragmentos de tallo de aproximadamente 0.5 cm de longitud, de cada
seccion descrita en la figura 1, en cada tipo de injerto (pUa invertida y aproximacion), de
tres arboles por cada tratamiento (injertos) y un arbol de cada uno de los testigos. Las
muestras de tallo se colocaron en solucidn fijadora FAA (formaldehido, alcohol, acético),
y se siguiod la microtecnia descrita para estudio anatomico en cinética de enraizamiento,
se hicieron cortes transversales entre 13 a 15 um. Las muestras fueron observadas y
analizadas empleando un foto microscopio Il Carl Zeiss con una camara digital para
microscopia PAXcam3. Las Variables evaluados fueron: nimero de vasos, didmetro de
vasos (10 mediciones), niumero de radios, ancho de radio (tres mediciones), grosor de
corteza (3 mediciones), se evaluaron tres arboles injertados, considerando a un arbol

como una repeticion.
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3.4.6 Cuantificacion de azucares solubles totales

Los azlcares solubles totales se determinaron por medio del método de Antrona
(Montreuil et al. 1997). Por cada tipo de injerto se analizaron tres plantas y una planta por
cada testigo, Se tomaron muestras de tres injertos de aproximacion, tres injertos de pua
invertida, y un &rbol testigo Cass y un arbol testigo "Enana Roja Cubana’. Por cada planta
se colectaron de cada seccion descrita en figura 3.1, cinco muestras de aproximadamente
0.5 cm cada una, para hacer un total de 15 muestras por planta. . Para los extractos de los
tejidos se hicieron cuatro extracciones sucesivas con 3 mL de etanol al 80% en bafio maria
con temperatura de 80°C, los extractos obtenidos se colocaron a sequedad en una estufa
a 60°C, se re-suspendieron en 1 mL de agua destilada. Para el ensayo se agregaron 3 mL
de reactivo de antrona, adicionando 300 pL de extracto y 300 pL de agua destilada, la
mezcla se coloco en hielo en un agitador orbital (Daigger®) constante a 180 rpm durante
5 minutos, para después transferir los tubos a bafio maria por 10 minutos. Antes de la
lectura los extractos se colocaron nuevamente en hielo por 5 minutos. Las lecturas de
absorbancia a 625 nm se realizaron en un espectrofotémetro UV-visible (Evolution 300,

Thermo). El contenido de azlicares se expreso en g-100g™* de materia seca.

3.4.7 Glucosa, fructosa y sacarosa

La cuantificacion de glucosa, fructosa y sacarosa se realizé a partir de los extractos usados
en la cuantificacion de azUcares solubles totales, y se realizé enziméaticamente por la
adicion secuencial de hexocinasa, fosfoglucosa-isomerasa e invertasa de acuerdo al
método de Scholes et al. (1994). Para los ensayos se colocaron 200 pL. de amortiguador
HEPES 100 mM (pH 7.5), 10 uL de NAD 40 mM, 10 uLL. de ATP 100 mM (pH 7), 10 uL
de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, y 10 uL de extracto. Para determinar glucosa se
adicionaron 10 pL de hexocinasa (0.05 U por 1 puL de amortiguador HEPES) y se dejo

actuar durante 20 minutos antes de hacer la lectura. La fructosa se determind agregando
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10 pL de fosfoglucosa isomerasa (0.06 U por 1 ul. de amortiguador HEPES) y a los 20
minutos se registrd la lectura. Por ultimo la determinacion de sacarosa se hizo
adicionando 10 pL de invertasa (0.8 U por 1 puL de amortiguador HEPES) y se dejé 20
minutos a temperatura ambiente antes de hacer la lectura. Las lecturas se hicieron en un
espectrofotdmetro lector de microplacas (Varioskan Flash, Thermo Scientific) a una
absorbancia de 340 nm. Los calculos se realizaron mediante curvas estandares de
calibracion preparadas previamente para cada uno de los azucares y se expresaron en
g-100g* de materia seca.

3.4.8 Determinacion de Compuestos fenolicos totales

La determinacion se hizo por medio de la reaccion oxido-reduccion de Folin-Ciocalteu
(Nielsen 1988). La colecta de las muestras se hizo de la misma forma que para el analisis
de cuantificacion de azucares. Las muestras se molieron en mortero y se maceraron con
1.5 mL de etanol al 95 % por 24 horas a -20°C. Después se centrifugaron a 16 060 g
durante 10 minutos. Se tomaron 50 L de extracto diluido, se le adicion6 450 pL de agua
destilada, 250 pL de reactivo Folin al 50%, y se dejo reposar durante 8 minutos,
posteriormente se agreg6 1.25 mL de Na2COs al 5%, se dejo reposar nuevamente por 30
minutos. Por cada extracto se realizaron dos replicas, la reaccién se hizo en oscuridad.
Las lecturas a una absorbancia de 725 nm se realizaron en un espectrofotometro UV-
Visible (Evolution 300, Thermo Scientific). Los resultados se expresaron en g-100g™ de
materia seca.

3.4.9 Andlisis estadistico

Todos los resultados fueron sujetos a analisis de varianza (ANOVA) y para la separacién
de medias se utilizo la prueba de Tukey. Se usé el paquete estadistico Statistical Analysis

System (SAS), version 9.
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3.5 RESULTADOS

3.5.1 Enraizamiento in vitro

El tiempo de enraizamiento del portainjerto Cass fue diferente para cada uno de los
tratamientos (Figura 3.2). En el tratamiento T2 las primeras raices emergieron a los 9 dias
después de iniciado los tratamientos, alcanzando un 72% de enraizamiento a los 30 dias.
Seguido por el tratamiento TO en el cual las primeras raices desarrollaron en el dia 11,
obteniendo en 44% de enraizamiento al final del periodo de evaluacion. Mientras que
para los tratamientos T1y T3 las primeras raices emergieron hasta los 13 dias, alcanzando
un 38% de enraizamiento. En cuanto al nimero y longitud de raices no hubo diferencias
estadisticamente significativas (Cuadro 3.1), sin embargo, el T2 obtuvo el mayor nimero
y longitud de raices en comparacién con el resto de los tratamientos, para la variable
porcentaje de enraizamiento se obtuvieron diferencias altamente significativas, siendo el
T2 el que mayor porcentaje tuvo, lo cual coincide con los resultados mostrados en la
Figura 3.2.

En cuanto al analisis anatomico, en el dia 0 antes de la aplicacion de AIB (Figura 3.3A)
la estructura anatémica en corte longitudinal mostr6 la corteza, la médula del tallo y el
tejido vascular secundario con una estructura normal. Después de 24 horas de iniciado el
tratamiento (Figura 3.3B) se observo que el parénquima cortical proliferé6 masivamente.
Entre los tres y cinco dias continud la formacién de callo tanto hacia la region de la
epidermis como hacia el parénquima cortical (Figura 3.3C); este callo en la base del tallo,
constituye un tejido cicatrizante (Figura 3.3C) que incluye todo el érgano (desde la
médula hasta corteza secundaria). Esta proliferacion callosa fue observada durante el dia
seis y siete. En el dia 8 se observo la aparicion de una raiz adventicia (Figura 3.3D), es
preciso sefialar que este proceso de rizogénesis no es uniforme ni contindo en todas las

muestras, anatdmicamente present6 todas sus estructuras: el cilindro vascular central
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(xilema y floema secundarios), corteza de la raiz y rizodermis, conectada al tallo. En el
noveno dia (Figura 3.3E), en la region apical de el meristemo de la raiz, la cofia, su
cilindro vascular central y la rizodermis. En la Figura 3.3F se observé que el origen de la
raiz adventicia en el tallo, es en el cambium vascular, con conexion anatémica al xilema

y al floema secundarios del tallo.

3.5.2 Estudio anatémico de compatibilidad de injertos

No se encontraron diferencias significativas para las variables: nimero de vasos, diametro
de vasos y nimero de radios, para ninguno de los tipos de injertos usados, mientras que
para el ancho de radio y el grosor del floema secundario se encontraron diferencias
significativas, siendo el tipo de injerto pua invertida el que mayor ancho de radio y grosor
de floema secundario presentd. La variable que mas distingue a un tipo de injerto del otro

fue el grosor de floema secundario seguido del ancho de radio (Cuadro 3.2).

No se obtuvieron diferencias significativas para ninguna de las variables anatomicas
evaluadas (Cuadro 3.3), en las diferentes secciones en la interaccion "Enana roja cubana’

sobre Cass.

En la Figura 3.4B se observa el punto de union el cual esta unido por la madera
neoformada y se aprecia el desarrollo un nuevo cdmbium vascular (CV). Resultados
similares se obtuvieron para el injerto de aproximacion (Figura 3.4D y F), en cuanto al
punto de unidn se observé el desarrollo de un anillo completo cambium vascular, ademas
de que se observaron las médulas de los tallos, lo cual es tipico en un injerto de

aproximacion. (Figura 3.4E).

En la Figura 3.5, se muestra el grosor del floema secundario para cada uno de los tipos

de injerto, pua invertida (Figura 5A y B), aproximacion (Figura 5C y D) y los testigos
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donde se observo que también el testigo "Enana roja cubana” presentd el floema

secundario es mas abundante o desarrollado con respecto de los injertos y el testigo Cass.

3.5.3 Azucares solubles totales (AST) y compuestos fendlicos totales (CFT)

En el Cuadro 3.4 se muestra la comparacién de medias para los tipo de injerto pla
invertida y aproximacion, para cada una de las variables avaluadas, no hubo diferencias
estadisticamente significativas para AST , glucosa, fructosa y sacarosa, sin embargo,
sacarosa es el azlcar que se encuentra en mayor cantidad para los dos tipos de injertos,
mientras que para CFT se obtuvieron diferencias significativas, siendo el injerto de

aproximacion el que tuvo la concentracion mas alta.

En la comparacion de medias para cada seccion (Cuadro 5.5), en la interaccion “Enana
roja cubana” injertada sobre Cass, hubo diferencias significativas para AST, donde la
mayor acumulacion se registrd en el punto de union. La sacarosa fue el aztcar que mas
se acumuld, y se detectd en mayor cantidad por debajo del punto de unién. La
acumulacion de CFT presenta diferencias significativas y es mayor por debajo y arriba
del punto de unidn. En el testigo sin injertar Cass (Cuadro 5.5) para AST se observaron
diferencias altamente significativas, donde la mayor acumulacion fue en la zona donde
deberia estar el punto de union. Resultados similares se obtuvieron para glucosa, fructosa
y sacarosa, siendo este Gltimo azucar el que se acumula en mayor proporcion. En los
CFT no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, su distribucion a través
del tallo es muy similar, sin embargo, los valores van de menor a mayor, de la base a la
parte superior del tallo. En el testigo sin injertar de "Enana roja cubana’, los AST
mostraron diferencias, la mayor acumulacion fue por arriba de donde deberia estar el
punto de union. De los azucares solo sacarosa tuvo diferencias significativas, y se
concentrd mayoritariamente arriba del punto de union. El contenido de CFT no mostro

diferencias significativas, el cual se encuentra uniformemente a través del tallo.

46



3.6 DISCUSION

3.6.1 Cinética de enraizamiento in vitro

Un adecuado enraizamiento in vitro es fundamental para una mejor aclimatacion ex vitro
(Pati et al. 2006). El uso de auxinas para el enraizamiento in vitro de guayabo es coman,
Rodriguez et al. (2006) enraizaron brotes de guayabo de la variedad “Cotorrera”
agregando 0.98 umol de AIB y 1.14 pmol de AIA pumol al medio de cultivo, comparado
con nuestro trabajo, usamos mayor cantidad de AIB para estimular el enraizamiento de
Cass (6.84 umol). En cuanto a la velocidad de enraizamiento, la primera raiz emergi6 9
dias después de iniciado el tratamiento (T2), alcanzando 72 % de enraizamiento a los 30
dias, resultados que no concuerdan con los obtenidos por Liuy Yang (2011), que lograron
inducir el enraizamiento de guayabo cultivar Beaumont a los 12 dias después del estimulo
usando un medio al 50% MS, sin hormonas, obteniendo 65% de enraizamiento a los 30
dias, cuando afiadieron AIB al medio su porcentaje de enraizamiento disminuyo. En el
TO, la primera raiz se registrd a los 11 dias de iniciado el experimento y se obtuvo un
enraizamiento del 44%, esta respuesta puede estar relacionada con el balance hormonal
endogeno de los brotes, favorable a las auxinas (Ali et al. 2003). El AlA (auxina natural)
se sintetiza en las hojas jovenes y apices de crecimiento y se transporta basipetamente en
el tallo mediante difusion polar quimiosmética (transporte polar de auxinas) en tejidos
asociados con el sistema vascular, especialmente por floema (Marks et al. 2002). En otros
estudios realizados por Mishra et al. (2007) el desarrollo de raices fue hasta los 17 dias
usando una concentracion 49. 2 umol de AIB y 30 dias para una concentraciéon de 123
umol, en el cultivar ‘Allahabab Safeda’. Por lo que el tiempo de induccion también es
importante, ya que altas concentraciones de auxinas en el medio de cultivo limitan el

desarrollo de las mismas.
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Ali et al. (2003) sefialan que son diversos los factores que promueven el buen
enraizamiento in vitro de guayabo, tales como: el origen de los explantes, el tipo y
concentracion de reguladores del crecimiento durante las fases de induccion, el

crecimiento de brotes, la edad y el genotipo.

El estudio anatdmico se realiz6 Unicamente para el T2, debido a que el enraizamiento fue
mas rapido (9 dias) y se obtuvo el mayor porcentaje de enraizamiento (72 %), sin
embargo, no todos los explantes responden de la misma forma al tratamiento, ya que las
caracteristicas anatomicas son diferentes (Figura 3.3), y no presentan una secuencia, por
lo que la formacién de primordios radicales no es tan clara. Solo se observa proliferacion
del parénquima cortical y formacion de callo, sin embargo, existen cambios en los tejidos
que demuestran que los explantes responden al estimulo inicial con auxinas (AIB) (Figura
3F). Collet et al. (1994) trabajaron con brotes de facil (88%) y dificil enraizamiento (33%)
de diferentes cultivares de manzano, encontrando que la diferencias observadas en la
respuesta al enraizamiento se deben a la capacidad para organizar rapidamente nuevas
células en los primordios y no sélo a la capacidad para reactivar la division celular
después de la herida al explante o a la respuesta del tratamiento auxinico, contario a los
resultados obtenidos por Vidal et al. (2003), quienes mostraron que fue necesario el uso
de AIB para inducir enraizamiento en Quercus robur. Ademas, de que existe una
conexion entre tallo y raiz, lo cual es importante dado que Cass es un portainjerto (Figura
3H), el origen de este enraizamiento adventicio ocurre en el cambium vascular. Ballester
et al. (1999) reportan que para castafio enraizado in vitro (estimulo auxinico) el cambium
vascular, el cual normalmente funciona como meristemo secundario, adquiere funciones

de meristemo primario, formando el meristemo apical de la raiz.
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3.6.2 Estudio de compatibilidad de injertos: anatomico, azucares solubles totales
(AST) y compuestos fenolicos totales (CFT)

En este estudio se describe un método de deteccion temprana de compatibilidad basado
en el andlisis anatomico, concentracién de azucares solubles y compuestos fenélicos
totales. Nuestros resultados confirman que existen diferencias visibles entre los tipos de
injertos (pua invertida y aproximacién). Canessa y Castro (2008) mencionan diferencias
entre tipos de injertos para pistacho (astilla, yema en T, parche, hendidura apical y
empalme lateral), evaluados en diferentes épocas de afio, donde el tipo de injerto usado
influy6 en la compatibilidad. En contraste Lopez et al. (2008), al utilizar en sandia dos
métodos de injerto (pla y aproximacion), sefialan que el método de injertacion no influye
en la sobrevivencia de la planta. En cuanto a las diferentes secciones analizadas en este
estudio, tanto para los injertos como para los testigos, no se encontraron diferencias en
ninguna de las variables anatémicas evaluadas, lo que sugiere que hay compatibilidad
entre los tejidos, ademas de que se observa desarrollo y diferenciacion en el cambium
vascular. El portainjerto y la vareta se unen de tal manera que las regiones del cambium
vascular de ambas coinciden, una vez que esto ocurre hay una proliferacion de células
parenquimatosas, formando un callo. Las nuevas células se diferencian a partir del
cambium del callo recién formado. Sin embargo, en el tejido donde se hizo el corte
también comienza a diferenciar, primero el xilema seguido del floema. El Gltimo proceso
para la formacion del injerto ocurre con la formacion de un nuevo xilema y floema, que
permite la conexidn vascular entre el portainjerto y la vareta. Esto es considerado como
el requisito basico para un injerto exitoso (Yeoman 1984, Tiedemann 1989 Pina y Errea
2005). Segun Akinnifesi et al. (2004) hacer coincidir las células del cambium vascular

entre portainjerto y vareta es considerado un paso importante para el exito del injerto.
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Moore y Walker (1981) indican que la formacion de callo es la primera respuesta del
injerto, y se forma en injertos compatibles e incompatibles, a causa de la herida
provocada, y su formacién es independiente al desarrollo del injerto, lo que concuerda
con nuestros resultados, la primera etapa de los injertos fue la formacion de callo. Por su
parte Wang y Kollmann (1996) consideran que la formacion de conexiones vasculares es
un requerimiento basico para un injerto exitoso, ya que esta es la principal razén de
incompatibilidad en plantas lefiosas (Errea et al. 1994). El estudio sobre la regeneracion
del floema en los injertos ha sido tema de algunas investigaciones (Kollmann y
Glockmann 1990, Golecki et al. 1998). En nuestro estudio no se detectaron diferencias
entre las variables evaluadas respecto al floema, en las secciones por debajo y por arriba
del punto de unioén del injerto. Ermel et al. (1999), realizaron un analisis multivariado con
datos histoldgicos, en pera injertado sobre membrillo considerando tres sintomas tipicos
de incompatibilidad del injerto: discontinuidad de corteza, acumulacion de almidén en el
punto de union y disfuncion del cambium vascular; el cual les permitié realizar un
diagndstico rapido de incompatibilidad.

En algunos casos injertos incompatibles pueden crecer durante varios afios, sin indicacion
externa de incompatibilidad, y con formacion de conexiones vasculares funcionales
(Hartmann et al. 1997), dado que las causas de esta incompatibilidad pueden ser otras,
como bioquimicas, fisioldgicas o fitoquimicas. El uso de marcadores bioguimicos como
los compuestos fendlicos y el almidon analizados por debajo, por encima y en el punto
de unién, puede ser de utilidad para diagnosticar la incompatibilidad durante una etapa
temprana de desarrollo del injerto (Darikova et al. 2011). En nuestro estudio, la
concentracion de azlcares solubles totales, glucosa, fructosa y sacarosa no tuvieron
diferencias entre los tipos de injertos pla invertida y aproximacion. Sin embargo, las

diferencias de los injertos en cuanto al crecimiento fue distinto. Los injertos de pua fueron
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plantas vigorosas, con abundantes hojas en el dosel, y tallos gruesos. Por lo que
visualmente mostraron un mejor desarrollo, en relacion con los injertos de aproximacion,
los cuales presentaban tallos mas delgados y con menor cantidad de hojas. Al respecto se
sabe que arboles con doseles méas pequefios tienden a producir menos madera y menor
cantidad de carbohidratos en comparacion con los doseles mas grandes (Canham et al.
1999)

La evaluacion de compuestos en las diferentes secciones de los injertos mostro que la
mayor concentracion de azUcares solubles totales fue en el punto de union, después por
debajo del punto de unién y por altimo, por arriba del punto de unién (2.57, 2.23 y 1.87
9.100g? respectivamente). En injertos de pera de diferentes cultivares se describen
resultados similares en la tendencia de acumulacion de azicares solubles (punto de unién
0.052, debajo 0.041 y por arriba del punto de unién 0.032 g.100g™*) (Ciobotari et al. 2010),
aunque las concentraciones de los azucares no pueden ser utilizados como un marcador
para la compatibilidad entre vareta y patrén durante los primeros afios, debido a que el
contenido de los azUcares es una caracteristica propia de cada cultivar. En injertos de
cerezo evaluados en diferentes afios, la mayor concentracion de azucares solubles se
detectd en el punto de union y por encima del punto de unién, lo cual podria ser una
caracteristica de distincion entre injertos compatibles e incompatibles, ya que una
demanda menor de carbohidratos por el portainjerto, contribuye a niveles mas altos por
encima del punto de unidn, y se refleja en el crecimiento vegetativo y reproductivo
(Olmstead et al. 2010). En los testigos, los valores de azucares solubles son bajos. En el
testigo Cass, la acumulacion de azUcares ocurre justo a la mitad del tallo, a la altura donde
deberia estar el punto de union. En el testigo "Enana roja cubana’, la acumulacién y

distribucién de azlcares es de manera ascendente.
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La sacarosa desempefia un papel importante como fuente de carbono y energia para los
tejidos no fotosintéticos, ademas, se considera fundamental para el metabolismo de la
planta (Park et al. 2009), siendo este azucar metabolizado para formar glucosa y fructosa
(Martinez-Barajas et al. 2003). Lo cual explica la alta concentracion de este azUcar
detectado en las secciones de los injertos, en relacién a glucosa y fructosa.

En cuanto a la acumulacién de compuestos fendlicos totales (CFT), hubo diferencias entre
los distintos tipos de injerto, siendo el injerto de aproximacion el que tuvo mayor
cantidad. Esto se debe a que la herida que se hizo al momento de realizar el injerto es
mayor, en comparacion con el injerto de pua invertida, ya que es una reaccion normal la
formacidn de estos compuestos. En cuanto a la acumulacion de CFT en las secciones del
injerto, el punto de unién fue donde se detecté menor concentracion. Lo que sugiere que
los CFT no limitan la diferenciacion del callo, como ocurre en Prunus armenica, en donde
la acumulacién de algunos compuestos fendlicos estan relacionados con problemas en la
diferenciacion del callo y con la desorganizacién a nivel celular en el punto de unién
(Errea et al. 1994). La presencia de compuestos fendlicos en el punto de union se asocia
generalmente con la incompatibilidad (Errea et al. 2001). Mng” omba et al. (2008) indican
que en injertos de Uapaca kirkiana la incompatibilidad se atribuye a altas concentraciones
de flavonoides y &cido cumarico acumulado en el punto de unién.

La mayor acumulacion de CFT se observo por debajo y por arriba del punto de unién, lo
cual podria limitar la diferenciacién de las células (Errea 1998); al respecto Gebhardt y
Feucht (1982) reportaron incompatibilidad por la acumulacion de polifenoles por arriba
del punto de unién. En otras especies se ha detectado acumulacion de catequinas por
encima de la unién del injerto, lo cual resulta en incompatibilidad (Usenik et al. 2006).
Debido a que interfieren con la actividad de las peroxidasas (Feucht 1998) y la actividad

de la auxina AIA (Feucht y Treutter 1995), que estan involucradas en procesos de
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diferenciacion vascular. Hudina et al. (2014) mencionan diferentes compuestos
(catequina, la procianidina B1, la arbutina y varios flavonoles), como posibles causantes
de incompatibilidad en pera injertado sobre membrillo. Dado que en nuestro estudio solo
se hizo cuantificacién de CFT, no es posible asegurar algin tipo de incompatibilidad por
la presencia de estos compuestos. Sin embargo, Vargas et al. (2006) hicieron un analisis
de flavonoides en guayabo, donde miricetina y quercetina son los Unicos flavonoides
presentes en la corteza. Ademas la acumulacion de CFT también ocurre en respuesta de
defensa de la planta, a diferentes tipos de estrés, a condiciones ambientales, al estado
fisiologico del tejido, asi como al manejo de los huertos (Dirr et al. 1994, Michalek et al.
1999).

La deteccion de incompatibilidad o compatibilidad de los injertos, es un proceso complejo
motivo de estudios actuales, aunque ya se tienen especificados algunos factores como
los defectos en la diferenciacion del callo formado en el punto de unién, o interacciones
metabolicas, y una formacion de una zona necrotica en la union del injerto. Es importante
realizar mas estudios que nos permitan una seleccion temprana de portainjertos, antes de
que se observe algln sintoma de incompatibilidad externo.

En esta investigacion se mejoré el enraizamiento in vitro del portainjerto mediante la
induccion con AIB y un estudio anatémico que permitio verificar la conexion anatémica
entre tallo y raiz. Ademas se incluyeron diferentes analisis que dan un panorama de la
compatibilidad temprana del injerto "Enana roja cubana” sobre Cass, se concluye que de
acuerdo a la anotomia de las secciones de los injertos, asociado con la distribucion y
concentracion de azucares solubles y compuestos fendlicos totales existe compatibilidad.
Aunque es necesario hacer un estudio méas detallado sobre el tipo y contenido de fenoles,

que en futuro puedan afectar al injerto.
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- Arriba Seccién A
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Seccion B

Figura 3.1 Esquema de las zonas de toma de muestra en los injertos. La imagen

representa el injerto de aproximacion “Enana roja cubana” injertada sobre Cass.
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Figura 3.2 Efecto de la concentracion de AIB sobre en el enraizamiento in vitro del

portainjerto Cass, 30 dias después del inicio de los tratamientos.
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Figura 3.3 Secciones longitudinales de la base de tallo del portainjerto Cass, tomadas de
0-9 dias para el tratamiento 6.84 pmol de AIB (T2) durante la induccion del
enraizamiento. (A) Estructura anatomica de tallo al momento de la induccién (Dia 0). (B)
Base del tallo a las 24 horas después de iniciado los tratamientos, proliferacion del
parénquima cortical (Pc). (C) Formacion de callo (c) en epidermis, parénquima cortical,
y tejido vascular en la base de los tallos durante el dia 3 después de la induccion de
enraizamiento. (D) Formacion de la raiz adventicia (R) 8 dias después de inicio de los
tratamientos. (E y F) Raiz a los 9 dias después de la induccion. (E) Apice de raiz
adventicia. (F) Origen de raiz adventicia en el tallo, conexidn tallo-raiz hacia la region
del cambium vascular. Abreviaciones: M = médula, TV= tejido vascular del tallo, PC=
parénquima cortical, c= callo, R=raiz adventicia, X= xilema, F= floema, MA= meristemo
apical de la raiz, T=tallo, CV= cambium vascular, Rd= Rizodermis, Cx= Conexion de la
raiz adventicia con el tallo, Cf= Caliptra o cofia, Cc= Cilindro vascular central.
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Figura 3.4 Cortes transversales mostrando la ma | Injerto Pla
invertida (A) debajo del punto de unién, (B) punto de union, (C) arriba del punto de unién.
Injerto Aproximacion (D) debajo del punto de unién, (E) punto d union, (F) arriba del
punto de union. CV= Cambium vascular, V= elementos de vaso, R=radios. Pu= Punto de
unién, Mnf= Madera neoformada, Pi= Portainjerto, S=Vareta.
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Figura 3.5 Cortes transversales de la madera y corteza de tipos de injerto. Grosor de
floema secundario (Fs). Injerto Pla invertida (A) debajo del punto de unién, (B) Arriba
del punto de unidn. Injerto Aproximacion (C) debajo del punto de union, (D) Arriba del

punto de unién.
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Cuadro 3.1 Comparacién de medias de las diferentes concentraciones de AIB, para las
variables nimero y longitud de raices y porcentaje de enraizamiento en el portainjerto

Cass (P. friedrichsthalianum).

Tratamiento Numero de raices Longitud de Raices Porcentaje de
enraizamiento (%)
(cm)
TO 1.258 a 1.336 a 44 b
T1 1.253 a 1.293 a 38d
T2 1.382a 1.471a 72 a
T3 1241a 1.291a 38¢c
DMS 0.164 0.228 0.143

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presenta diferencias significativas (Tukey o=
0.05); DMS= Diferencia Minima Significativa.

Cuadro 3.2 Comparacion de medias de las caracteristicas anatomicas de la madera y del
floema secundario en el estudio de compatibilidad de guayabo: "Enana roja cubana

injertada sobre Cass.

Tipo de Numero de Didmetro de NUmero de Ancho de Grosor de
Injerto vasos vasos radios radio floema
secundario
(Hm) (Hm)
(um)
Pda Invertida 1433 a 18.72 a 1.833 a 14.987 a 383.29 a
Aproximacion 15.33a 18.27 a 2.00a 11.64 b 246.79 b
DMS 4.14 3.39 0.721 2.44 40.40

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presenta diferencias significativas (Tukey o= 0.05); DMS= Diferencia
Minima Significativa.
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Cuadro 3.3 Comparaciones de medias para las variables anatomicas observadas en cortes

transversales en madera de guayabo en las diferentes secciones para "Enana roja cubana”

injertada sobre Cass, y de los testigos.

Grosor de
-7 7 -7 7 floema
Seccion Numerode  Diametro  Numerode Anchode  gecundario
vasos de vasos radios radio
(Hm)
(nm) (nm)
Debajo del 15.83 a 17.86 a 1.83a 14.72 a 311.86a
punto de
union
. . Arriba del 13.83a 19.11a 2.00a 11.90a 319.22 a
Enana roja punto de
cubana’/Cass union
DMS 4.14 3.39 0.72 2.44 40.40
Debajo del 13.33a 24.92a 1.66a 20.14a 356.38 a
punto de
union
. Avrriba del 14.00 a 24.63 a 1.66 a 20.14a 356.38 a
Testigo Cass punto de
union
DMS 3.92 6.71 3.92 2.26 37.14
Debajo del 13.00a 13.33a 2.33a 15.36a 547.10 a
punto de
union
) Arriba del 14.66 a 14.06 a 1.66 a 15.36 a 547.10a
Testigo punto de
“Enana roja union
cubana’ Media 2.44 6.88 1.30 0.56 3.01
DMS 3.56 3.67 3.95 2.79 39.45

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presenta diferencias significativas (Tukey o= 0.05); DMS= Diferencia

Minima Significativa.

64



Cuadro 3.4 Comparaciones de medias de las variables concentracion de azucares y

compuestos fendlicos totales en los dos tipos de injerto de “Enana roja cubana” injertada

sobre Cass.
AzUcares Fenoles
. solubles Totales
Tipo de Glucosa Fructosa Sacarosa
Iniert totales (100g)
njerto . -
. (¢100gY)  (g100g")  (g100gY) e
(g:100g™)
Pua Invertida 2.35a 0.02a 0.19a 0.43a 0.71b
Aproximacion 2.09 a 0.02 a 0.19a 0.47 a 091a
DMS 0.25 0.003 0.02 2.82 0.06

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presenta diferencias significativas (Tukey a=
0.05); DMS= Diferencia Minima Significativa.
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Cuadro 3.5 Comparaciones de medias de las variables concentracién de azucares solubles totales, glucosa, fructosa, sacarosa y compuesto

fendlicos totales (CFT) en "Enana roja cubana” injertada sobre Cass, y los testigos, medidos arriba, debajo y en el punto de union.

AzUcares solubles

CFT
y totales Glucosa Fructosa Sacarosa
Seccion (g:100g?)
(g'100g™) (g100g™) (g100g™) (g:100g™)
Debajo del punto de
y 2.23ab 0.039a 0.24a 0.51a 0.8la
union
Punto de uni6n 257a 0.020 ¢ 0.14c 0.45ab 0.71b
"Enana roja Arriba del punto de
. 1.87b 0.026 b 0.19b 0.39b 0.90a
cubana’/Cass unioén
DMS 0.37 0.005 0.037 0.088 0.09
Debajo del punto de
» 2.66b 0.014b 0.128 b 0.228 b 2.05a
unién
Punto de uni6n 7.13a 0.114 a 0.241 a 1.20a 2.23a
Testigo Cass Arriba del punto de
. 2.16b 0.013b 0.113b 0.24b 227a
unién
DMS 0.58 0.02 0.01 0.26 0.55
Debajo del punto de
y 247b 0.0la 0.07a 0.24b 1.07 a
unién
Punto de union 2.58b 0.0la 0.08a 0.25ab 1.13a
) ] Arriba del punto de
Testigo "Enana roja » 3.13a 0.0la 0.08 a 0.31a 123a
unién
cubana’ )
Media 2.73 0.01 0.08 0.27 1.14
DMS 0.29 0.002 0.01 0.06 0.26

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presenta diferencias significativas (Tukey a= 0.05); DMS= Diferencia Minima Significativa
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CAPITULO IV

DETECCION TEMPRANA DE COMPATIBILIDAD II: GUAYABA "Enana Roja

Cubana” INJERTADA SOBRE GUAYABA NAYARIT PROPAGADAS in vitro

4.1 RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue optimizar el enraizamiento in vitro del portainjerto
guayaba Nayarit, ademas de una deteccion temprana de compatibilidad de "Enana Roja
Cubana’” injertada sobre Nayarit mediante un estudio anatémico, analisis de azlcares solubles
y fenoles totales. El enraizamiento in vitro se realiz6 mediante una etapa de induccion (24
horas), donde se evaluaron diferentes concentraciones de AIB 0.0 (TO0), 3.42 (T1), 6.84 (T2),
10.27 (T3) umol. La respuesta se evalué mediante la velocidad de enraizamiento, nimero y
longitud de raices, y un estudio anatomico. El mejor tratamiento fue T2, las primeras raices
emergieron 8 dias después de iniciado los tratamientos, alcanzando 100% de enraizamiento
alos 22 dias. Se observé el origen de la raiz adventicia en el tallo, y existe una conexion entre
tallo y raiz. Se hicieron dos tipos de injertos: aproximacion y pua invertida. Después de seis
meses se tomaron muestras de diferentes secciones del tallo por arriba y debajo y en el punto
de union de los injertos. Para el analisis anatémico, las variables evaluadas fueron: nimero
de vasos, diametro de vasos, numero de radios, ancho de radio, grosor de corteza. Se hizo
una cuantificacion de azucares solubles y de fenoles. No se encontraron diferencias entre los
tipos de injerto pua invertida y aproximacion para ninguna de las variables anatomicas
evaluadas, igualmente entre cada una de las secciones evaluadas, y de acuerdo con las
fotografias se observo continuidad en los tejidos, desarrollo y diferenciacion en el cambium
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vascular. En cuanto a la cuantificacion de azucares solubles, se observaron diferencias entre
los tipos de injerto en cada de las variables evaluadas, siendo el de aproximacion donde hubo
mayor concentracion de azucares y fenoles totales. Se encontraron diferencias significativas
en cada una de las secciones evaluadas, observando que la mayor concentracion de azlcares
y fenoles totales se acumula en el punto de union, la sacarosa fue el azlicar que se encontrd
en mayor cantidad. Estos analisis indican la compatibilidad del injerto y la viabilidad de

promover el uso de portainjertos en guayabo.

4.2 INTRODUCCION

El injerto es un método ampliamente utilizado para la propagacion de plantas. Los injertos
pueden pertenecer a la misma especie 0 género, sin embargo, el uso de genotipos
genéticamente divergentes también es comun (Errea et al. 2001). En estos casos el injerto no
siempre es exitoso, lo cual es considerado como una incompatibilidad. La incompatibilidad
de los injertos puede estar asociada a sintomas relacionados con el envejecimiento foliar y
alteraciones en el sistema radicular (Errea 1998), y a una degeneracién de los tubos cribosos
y células acompafiante del floema. Esto provoca problemas en la translocacién de algunos
compuestos que se acumulan por encima del punto de unidn. La incompatibilidad anatdmica
también esté relacionada con malformaciones en la union del injerto, los cuales son débiles,
y pueden sufrir una ruptura. En este tipo de incompatibilidad, existen trastornos en la
funcionalidad del nuevo cambium vascular y fallas en la diferenciacién de nuevos tejidos y
continuidad vascular. Esta manifestacion de incompatibilidad del injerto puede ocurrir afios
despues, lo que dificulta la seleccion de portainjertos (Errea 1998), por lo que se requieren

estudios de deteccion temprana de compatibilidad o incompatibilidad.
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La guayaba es una de las frutas tropicales y subtropicales méas importantes, por su excelente
sabor y aroma, elevada digestibilidad, rica en vitamina A, By C, fibra, proteinas y minerales
(Fioravanco et al. 1995). En guayabo existen problemas importantes con el ataque de
nematodos, ya que pueden acabar con plantaciones completas (Avelar et al. 2001), y
problemas de fertilidad en los suelos (Manica 2000), por lo que se requiere de portainjertos
que solucionen todos o algunos de estos problemas. Como es el caso del genotipo de guayabo
(P. guajava) seleccion Nayarit que es resistente a deficiencias nutrimentales, principalmente

zinc (Dominguez et al. 2010).

Con base en lo anterior y tomando en cuenta que el estudio de la propagacion de portainjertos
es importante, se plante6 como objetivo optimizar el enraizamiento in vitro del portainjerto
Nayarit. Y por otra parte detectar oportunamente la compatibilidad/ incompatibilidad de la
Var. "Enana Roja Cubana” de guayabo injertada sobre Nayarit mediante un estudio

anatomico, andlisis de azlcares solubles y de fenoles totales.

4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Material Vegetal

Se utilizaron dos genotipos de guayabo la seleccion Nayarit (Psidium guajava), usado como
portainjerto, a partir de arboles de aproximadamente 2 afios de edad provenientes de semilla.
Ademas, la variedad "Enana Roja Cubana” (P. guajava) originaria del Centro de Bioplantas

de la Universidad de Ciego de Avila, Cuba.

4.3.2 Enraizamiento in vitro
Se propagaron in vitro brotes apicales del portainjerto Nayarit de acuerdo con lo descrito por

Concepcion et al. (2005), subcultivados cada 4 semanas.
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Para la etapa de enraizamiento in vitro se utilizaron brotes de aproximadamente 1.5 cm de
longitud. Se evaluaron diferentes concentraciones de acido indolbutirico (AIB): 0.0 (TO0),
3.42 (T1), 6.84 (T2), 10.27 (T3) umol, en un medio Murashige y Skoog (MS) al 50 % de su
concentracion, adicionado con sacarosa 30 g.L -1, tiamina 1 ml.L, mio-inositol 10 ml.L™,
después de 24 horas los brotes fueron cambiados a un medio similar sin auxinas. Los cuales
se desarrollaron en un cuarto de incubacion, bajo un ambiente de 16 horas luz y 8 horas de
oscuridad (luz artificial), y temperatura que oscilo entre 25+ 2 °C.

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar con tres repeticiones y la unidad
experimental estuvo conformada por seis brotes. Las variables evaluadas fueron: nimero de
dias en aparecer la primera raiz (cinética de enraizamiento), nimero de raices totales,
longitud de raices y porcentaje de enraizamiento.

4.3.3 Estudio anatémico

Para este estudio se tomaron muestras del mejor tratamiento de enraizamiento, que fue el T2,
desde el dia O hasta el dia en que el que aparecio la primer raiz. Las muestras se fijaron en
FAA (Formalina-acido-alcohol) (10% de formaldehido al 37%, 50% de etanol, 5% de acido
acético glacial y 35% de agua) usando la metodologia reportada por Berlyn y Miksche (1976)
y Ruzin (1999). Se hicieron cortes longitudinales de 13 pum con un micrémetro rotatorio
(American Optical modelo 820), se tifieron con verde fijo FCF y safranina “O” (Johansen
1940). Las muestras fueron observadas y analizadas empleando un foto microscopio I11 Carl
Zeiss con una camara digital para microscopia PAXcama3.

4.3.4 Injertacion

El material vegetal utilizado para injertar fue propagado in vitro y se aclimataron en un
invernadero. Los injertos se hicieron una vez que las plantas del portainjeto y del injerto

alcanzaron un diametro de aproximadamente 1 cm. Se hicieron dos tipos de injertos:
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aproximacion y pula invertida. Seis meses después de injertar se hicieron los estudios
anatomicos, la cuantificacion de azucares solubles y la determinacion de compuestos
fenolicos totales. Se tomaron fragmentos de 0.5 cm de tallo, a 1 cm por arriba y por debajo
del punto de unidn de los injertos y fragmentos de 0.5 cm en el punto de unidn de los injertos.
Como testigo se usaron arboles sin injertar, tanto del patron como de la variedad.

4.3.5 Analisis anatomico

Se obtuvieron muestras de tallo de aproximadamente 0.5 cm de longitud, de cada seccion
(por arriba, por debajo y punto union), en cada tipo de injerto, se muestrearon tres arboles
por cada tratamiento (injertos) y un arbol de cada uno de los testigos. La microtecnia usada
fue la descrita por Berlyn y Miksche (1976) y Ruzin (1999), se hicieron cortes transversales
entre 13 a 15 um. Las muestras fueron observadas y analizadas empleando un foto
microscopio Il Carl Zeiss con una cdAmara digital para microscopia PAXcam3. Las variables
evaluadas fueron: nimero de vasos, didmetro de vasos (10 mediciones), nimero de radios,
ancho de radio (tres mediciones), grosor de corteza (3 mediciones), se evaluaron tres arboles

injertados, considerando a un arbol como una repeticion.

4.3.6 Cuantificacion de azUcares solubles totales

La determinacion de azUcares solubles totales se hizo por medio del método de Antrona
(Montreuil et al. 1997). Se tomaron muestras de tres injertos de aproximacion, tres injertos
de pla invertida, y un arbol testigo Nayarit y un arbol testigo "Enana Roja Cubana’. Por cada
planta se colectaron de cada seccion cinco muestras de aproximadamente 0.5 cm cada una,
para hacer un total de 15 muestras por planta. Las lecturas de absorbancia se hicieron a 625
nm en un espectrofotdometro UV-visible (Evolution 300, Thermo). El contenido de azucares

se expreso en g-100g de materia seca.
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4.3.7 Glucosa, fructosa y sacarosa

La cuantificacion de glucosa, fructosa y sacarosa se realizé a partir de los extractos usados
en la cuantificacion de azucares solubles totales, y se realiz6 enziméaticamente por la adicion
secuencial de hexocinasa, fosfoglucosa-isomerasa e invertasa de acuerdo al método de
Scholes et al. (1994). Las lecturas se hicieron en un espectrofotdmetro lector de microplacas
(Varioskan Flash, Thermo Scientific) a una absorbancia de 340 nm. Los célculos se
realizaron mediante curvas estandares de calibracion preparadas previamente para cada uno
de los azucares y se expresaron en g-100g™ de materia seca.

4.3.8 Determinacion de Compuestos fendlicos totales

La determinacion se hizo por medio de la reaccion oxido-reduccién de Folin-Ciocalteu. Las
muestras se obtuvieron de la misma forma que para el anélisis de cuantificacion de azlcares.
Cada nuestra se molié y macero con 1.5 mL de etanol al 95 % por 24 horas a -20°C y se
siguid la metodologia descrita por Nielsen (1988). Por cada extracto se realizaron dos
replicas, la reaccién se hizo en oscuridad. Las lecturas se hicieron en un espectrofotometro
UV-Visible (Evolution 300, Thermo Scientific) a una absorbancia de 725 nm. Los resultados
se expresaron en g-100g™ de materia seca.

4.3.9 Anélisis estadisticos

Todos los resultados fueron sujetos a analisis de varianza (ANOVA) y para la separacion de
medias se utilizo la prueba de Tukey. Se usé el paquete estadistico Statistical Analysis

System (SAS), version 9.
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4.4 RESULTADOS

4.4.1 Enraizamiento in vitro

En la Figura 4.1 se muestran el efecto de cada uno los tratamientos con AIB sobre el tiempo
de enraizamiento del portainjerto Nayarit. En el tratamiento T2 las primeras raices
emergieron a los 8 dias de iniciado los tratamientos, se alcanz6 un 100% de enraizamiento a
los 22 dias. Seguido del tratamiento T1 en el cual las primeras raices emergieron a los 9 dias,
se obtuvo el 83% de enraizamiento. En el tratamiento TO las primeras raices desarrollaron a
los 12 dias, con 72% de enraizamiento al final del periodo de evaluacién. EI T4 obtuvo el
menor porcentaje de enraizamiento (61%), sin embargo, las primeras raices se observaron a

los 10 dias de iniciado los tratamientos.

100

80

Variable
—&— 0.0 AIB
—m— 342 AIB
-4 - 6.84 AIB
—a& - 1027 AIB

60

% ENRAIZAMIENTO

20

Figura 4.1 Efecto de la concentracion de AIB sobre el enraizamiento in vitro del portainjerto

Nayarit, 22 dias después del inicio de los tratamientos.

Respecto al nimero y longitud de raices se encontraron diferencias significativas (Cuadro
4.1), el tratamiento T1 fue el que mayor nimero de raices obtuvo en comparacion con el resto

de los tratamientos. En cuanto a la longitud de las mismas el tratamiento T2 fue el que obtuvo

73



las raices mas largas respecto al resto de los tratamientos. Para la variable porcentaje de
enraizamiento se obtuvieron diferencias altamente significativas, el T2 fue el que mayor

porcentaje tuvo, estos resultados se observan en la Figura 4.1.

Cuadro 4.1 Comparacion de medias de las diferentes concentraciones de AIB, para las

variables nimero y longitud de raices y porcentaje de enraizamiento.

Tratamiento NUmero de raices Longitud de Raices Porcentaje de
enraizamiento (%)
(cm)
TO 1.77 ab 161c 72¢c
T1 1.93a 1.82b 88b
T2 1.68 bc 214 a 100 a
T3 1.53¢c 144 c 61d
DSH 0.194 0.2 0

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presenta diferencias significativas (Tukey a= 0.05);
DSH= Diferencia Significativa Honesta. T0= 0.0, T1=3.42, T2=6.84, T3=10.27 umol de AIB.

En cuanto al anlisis de anatomia en la Figura 4.2A se observa la estructura anatémica en
corte longitudinal en el dia 0 antes de la aplicacion de AIB, la médula y el tejido vascular del
tallo con estructura normal. Después de cuatro dias de iniciado el tratamiento (Figura 4.2B)
se detecto la formacién de callo en la base del tallo, esta formacion de callo permanecio
durante los siguientes cinco, seis y siete dias. En el dia 7 también se observd que el
parénguima cortical prolifer6 masivamente (Figura 4.2C). En el dia 9 se observo la aparicion
de una raiz adventicia (Figura 4.2D), es preciso sefialar que este proceso de rizogénesis no es
uniforme ni continuio en todas las muestras, ya que cada explante responde de forma diferente
y Unica. Anatomicamente la raiz adventicia presentd todas sus estructuras: el cilindro
vascular central (xilema y floema secundarios), corteza de la raiz y rizodermis, conectada al

tallo.
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Figura 4.2 Secciones longitudinales de la base de tallo del portainjerto Nayarit, tomadas de
0-8 dias para el tratamiento 6.84 umol de AIB (T2) durante la induccion del enraizamiento.
(A) Estructura anatdmica de tallo al momento de la induccién (Dia 0). (B) Base del tallo a
los cuatro dias después de iniciado los tratamientos, formacién de callo (c) en epidermis. (C)
Proliferacién del parénquima cortical (PC), en el dia 7 después de la induccion de
enraizamiento. (D) Formacion de la raiz adventicia (R) 8 dias después de inicio de los
tratamientos. Abreviaciones: M=médula, TV= tejido vascular del tallo, c= callo, PC=
parénquima cortical, T= tallo, R= raiz adventicia, Cx= conexion de la raiz adventicia con el
tallo, X= xilema, F= floema.
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4.4.2 Estudio anatomico de compatibilidad de injertos

En el Cuadro 4.2 se muestra la comparacion de medias para los tipos de injertos utilizados
pla invertida y aproximacion, para cada una de las variables anatomicas evaluadas. No hubo
diferencias significativas para ninguna de las variables.

Cuadro 4.2 Comparacion de medias de las caracteristicas anatomicas de la madera y del

floema secundario en el estudio de compatibilidad de guayabo: “Enana roja cubana” injertada

sobre Nayarit.

Tipo de NuUmero de Diametro de NUmero de Ancho de Grosor de
Injerto vasos vasos radios radio floema
secundario
(Hm) (Hm)
(Hm)
Pua Invertida 12.66 a 20.38 a 2.66 a 11.83a 132.20 a
Aproximacion 13.83 a 20.13 a 216 a 14.17 a 162.23 a
DSH 2.66 3.69 0.64 3.82 37.34

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presenta diferencias significativas (Tukey o= 0.05); DSH= Diferencia
Significativa Honesta.

En lo que respecta a las diferentes secciones (debajo y arriba del punto de unién) en la
interaccion “Enana roja cubana” sobre Nayarit (Cuadro 4.3), no se encontraron diferencias
significativas para ninguna de las variables evaluadas. Para los testigos tampoco se

encontraron diferencias significativas.

En la figura 4.3 se observan los cortes anatomicos (transversal) de los tipos de injerto, donde
se muestra el punto de unién de cada uno de los injertos (Figura 4.3B y D), donde se aprecia

el desarrollo de un nuevo cambium vascular (CV).
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Cuadro 4.3 Comparaciones de medias para las variables anatomicas observadas en cortes

transversales en madera de guayabo: “Enana roja cubana” injertada sobre Nayarit, y de los

testigos.
Grosor de
L ; . . floema
Seccion Numero Diametro Numero  Anchode  gecundario
de vasos de vasos de radios radio
(Hm)
(Hm) (Hm)
Debajo del 13.0a 19.3a 25a 13.2a 1349 a
punto de
union
i . Arriba del 135a 211a 23a 12.7a 161.4
Enana roja punto de
cubana’/Nayarit ~ union
DSH 3.46 4.14 0.62 4.43 47.17
Debajo del 15.3a 15.2a 2.6a 126a 202.6 a
punto de
union
] ] Arriba del 16.6 a 14.7a 20a 126a 202.6 a
Testigo Nayarit punto de
union
DSH 2.61 3.87 0.92 8.0 50.38
Debajo del 13.00 a 13.33 a 2.33a 15.36 a 547.10 a
punto de
unioén
L Arriba del 14.66 a 14.06 a 1.66 a 1536 a 547.10a
Testigo "Enana punto de
roja cubana’ union
DSH 3.56 3.67 3.95 2.79 39.45

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presenta diferencias significativas (Tukey a= 0.05); DSH= Diferencia

Significativa Honesta.

77



Figura 4.3 Cortes transversales mostrando la madera (xilema secundario) del Injerto Pla
invertida (A) debajo del punto de unién, (B) punto de unién, (C) arriba del punto de unién.
Injerto Aproximacion (D) debajo del punto de unién, (E) punto d union, (F) arriba del punto
de unién. CV= Cémbium vascular, V= elementos de vaso, R=radios. Pu= Punto de union,
Pi= Portainjerto, S=Vareta.

En la Figura 4.4, se muestra el grosor del floema secundario para cada uno de los tipos de
injerto, pla invertida (Figura 4.4A y B) y aproximacion (Figura 4.4C y D), donde se aprecia
que el floema secundario es mas abundante o desarrollado por arriba del punto de unién, lo

cual concuerda con los resultados presentados en el Cuadro 4.3.
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Figura 4.4 Cortes transversales de la madera y corteza de tipos de injerto. Grosor de floema
secundario (Fs). Injerto Pua invertida (A) debajo del punto de union, (B) Arriba del punto de
unién. Injerto Aproximacion (C) debajo del punto de union, (D) Arriba del punto de union.

4.4.3 Azucares solubles totales (AST) y compuestos fendlicos totales (CFT)

En el Cuadro 4.4 se muestran los resultados obtenidos de la comparacion de medias para los
tipos de injerto utilizados pua invertida y aproximacion, para cada una de las variables
evaluadas, se obtuvieron diferencias significativas para AST donde la mayor concentracion
se observd en el tipo de injerto de aproximacion. Sin embargo, respecto a la concentracion
de glucosa, fructosa y sacarosa fue mayor en el injerto de pda invertida. El azGcar que se

encuentra en mayor cantidad para los dos tipos de injertos es sacarosa. Mientras que para la
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CFT se obtuvieron diferencias significativas, siendo el injerto de aproximacion el que tuvo

la concentracion mas alta.

Cuadro 4.4 Comparaciones de medias de la concentracion de azlcares y compuestos

fenolicos totales en los dos tipos de injerto de “Enana roja cubana” injertada sobre Nayarit.

Azlcares Fenoles
. solubles Totales
Tipo de Glucosa Fructosa Sacarosa
Iniert totales (e100g)
njerto :
: (2100gY)  (g100gY)  (z100gY) e
(g:100g™)
PUa Invertida 1.99b 0.35a 0.26 a 049a 0.95b
Aproximacion 2.22a 0.30b 0.23b 047D 1l11la
DSH 0.16 0.003 0.02 0.05 0.08

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presenta diferencias significativas (Tukey o= 0.05);
DSH= Diferencia Significativa Honesta.

En la comparacién de medias para cada seccion (Cuadro 4.5), en la interaccion "Enana roja
cubana” injertada sobre Nayarit, se obtuvieron diferencias significativas para la variable
AST, donde la mayor acumulacion fue en el punto de unién. El azicar que mas se acumul6
fue sacarosa, en el punto de union y por arriba del punto de unién. Por otro lado la CFT fue
diferente (p<0.5) y la mayor concentracion se detecto en el punto de union. En el testigo
Nayarit sin injertar para la variable AST se observaron diferencias significativas (Cuadro
4.5), donde la mayor acumulacion se present6 en la zona por arriba de donde deberia estar el
punto de uniédn. Los resultados para la acumulacion de glucosa, fructosa y sacarosa fueron
similares, la mayor concentracion fue por arriba del punto de union. La acumulacion de CFT
presento diferencias significativas y fue de manera ascendente, la menor acumulacion fue
debajo del punto de union, después donde deberia estar el punto de union la mayor
acumulacion por arriba del punto de unién. En el testigo sin injertar de "Enana roja cubana’,
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la concentracion de AST no se obtuvieron diferencias significativas, la mayor acumulacion
fue por arriba de donde deberia estar el punto de union. De los azucares, solo la sacarosa tuvo
diferencias significativas, y la mayor concentracion estuvo por arriba del punto de union. La
concentracion de CFT no mostro diferencias significativas, y se distribuyd de manera

uniforme a través del tallo.

81



Cuadro 4.5 Comparacion de medias para la concentracién de azlcares solubles totales, glucosa, fructosa, sacarosa y compuesto
fendlicos totales (CFT) en "Enana roja cubana” injertada sobre Nayarit, y los testigos en las posiciones arriba, debajo y en el punto de

union.

Tratamiento

"Enana roja

cubana’/Cass

Testigo Nayarit

Testigo "Enana roja

cubana’

AzUcares solubles

CFT
y totales Glucosa Fructosa Sacarosa
Seccion (g:100g1)
(g100g™) (g:100g™) (g100g™) (g100g™)
Debajo del punto de
N 2.05Db 0.031b 0.23b 0.30b 0.88b
unién
Punto de uni6n 252a 0.028 b 0.23b 0.57 a 1.27a
Avrriba del punto de
B 1.73¢ 0.041a 0.27a 0.56 a 0.95b
unién
DSH 0.23 0.004 0.03 0.07 0.12
Debajo del punto de
N 1.61b 0.031a 0.18 b 0.16 b 1.15c¢
unién
Punto de uni6n 1.27¢ 0.023 b 0.15b 0.15b 1.49b
Arriba del punto de
B 1.74a 0.036 a 0.23a 0.20a 1.53a
unién
DSH 0.36 0.013 0.08 0.05 0.38
Debajo del punto de
y 2470 0.01a 0.07 a 0.24b 1.07 a
unién
Punto de unién 2.58b 0.0la 0.08 a 0.25ab 1.13a
Arriba del punto de
B 3.13a 0.01a 0.08 a 0.31a 1.23a
unién
DSH 0.29 0.002 0.01 0.06 0.26

Valores con la misma letra dentro de la misma columna por tratamiento no presenta diferencias significativas (Tukey o= 0.05); DSH= Diferencia Significativa

Honesta.
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4.5 DISCUSION

4.5.1 Cinética de enraizamiento in vitro

En la fase de enraizamiento se busca la formacion de raices con el fin de convertir los brotes
en plantulas completas. Los requerimientos de auxinas durante esta fase, en guayabo estan
influenciados por el origen de los explantes, el tipo y la concentracion de reguladores de
crecimiento aplicados durante las fases de establecimiento y multiplicacién, ademas de la
edad de la planta (Amin y Jaiswal 1987, Ali et al. 2003). Shah et al. (2008) encontraron que
para el Cv. Safeda de guayabo la combinacion de AIB y &cido naftalenacetico (ANA) en
concentraciones de 1.5 y 0.5 mg.L"! respectivamente, ademas fue mejora para obtener 85%
de explantes enraizados. Rodriguez et al. (2006) también enraizaron brotes de la variedad
“Cotorrera” agregando al medio de cultivo 0.98 umol de AIB y 1.14 pumol de AlA al medio
de cultivo. Datos que no concuerdan con los resultados obtenidos para el portainjerto Nayarit

ya que la cantidad de AIB para estimular el enraizamiento fue mayor (6.84 pmol).

Liu y Yang (2011) indujeron el enraizamiento in vitro de guayabo cultivar Beaumont a los
12 dias después del estimulo usando un medio MS al 50% sin auxinas, obtuvieron a los 30
dias 65% de enraizamiento, estos resultados difieren a los nuestros, ya que la primer raiz
emergi6 a los 8 dias después de la induccion (T2) registrando un 100% de enraizamiento a
los 22 dias, indicando que se requiere el uso de auxinas. El tiempo de induccién también es
importante, ya que altas concentraciones de auxinas en el medio de cultivo limitan el
desarrollo de las mismas, al respecto Mishra et al. (2007) mencionan que el desarrollo de
raices in vitro de guayabo fue conseguido a los 17 dias usando una concentracion de 49.2

pumol de AIB y 30 dias usando 123 pumol.
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Las respuestas que se producen tras la aplicacion de auxinas a las plantas dependen de la
concentracion de la hormona. Concentraciones por arriba del 6ptimo reducen el crecimiento

hasta inhibirlo, llegando a producir incluso la muerte del explante (Acosta et al. 2008).

El estudio anatdmico se realizd solo para el mejor tratamiento (T2), en el cual el
enraizamiento fue mas répido (8 dias después de iniciado el tratamiento) y porcentaje
(100%), sin embargo, con los resultados obtenidos en el analisis anatomico se puede deducir
que no todos los explantes responden de la misma forma al tratamiento (Figura 2), ya que no
presentan una secuencia, por lo que la formacion de primordios radicales no es clara. Se
presentan cambios en los tejidos que demuestran que los explantes responden
satisfactoriamente al estimulo con auxinas (AIB) (Figura 2D), como lo muestra el estudio
realizado por Naija et al. (2008) en el portainjerto MM106 de manzano donde por medio de
un estudio anatdmico evidencian que la induccion de enraizamiento ocurrié en el dia 3
después de una induccién con AIB. Goncalves et al. (1998) trabajaron con explantes de
castafio (Castanea sativa x C. crenata) donde observaron de manera secuencial los cambios
anatomicos ocurridos durante la induccion del enraizamiento, el cual fue con AIB, las
primeras divisiones se observaron a las 24 horas de induccidn, formacion de meristemoide
entre 3-4 dias, identificaron primordios radicales después de 6-8 dias, a los 12 dias
observaron raices con todos sus tejidos bien organizados, estas raices conectadas al tallo.
Ademas, en este trabajo encontramos una conexion entre el tallo y la raiz, lo cual es

importante ya que Nayarit es un portainjerto (Figura 2D).
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4.5.2 Estudio de compatibilidad de injertos: anatomia, azicares solubles totales (AST)
y compuestos fenolicos totales (CFT)

De acuerdo con nuestros resultados el tipo de injerto utilizado es importante ya que se
obtuvieron diferencias entre los mismos (pua invertida y aproximacion), para las variables
AST y CFT, sin embargo, para las variables anatomicas no se encontraron diferencias y
ambos tipos de injertos son compatibles, resultados que concuerdan con Lépez et al. (2008),
que utilizaron dos métodos de injertos en sandia (pua y aproximacion) los cuales no
influyeron en la sobrevivencia de la planta. En contraste Canessa y Castro (2008) mencionan

que el tipo de injerto usado influy6 en la compatibilidad de injertos en pistacho.

Respecto a las diferentes secciones analizadas en este estudio (debajo del punto de unidn,
punto de unién y arriba del punto de unién), tanto para los injertos como para los testigos, no
se encontraron diferencias (p<0.5) en ninguna de las variables anatomicas evaluadas, lo que
permite afirmar que hay compatibilidad entre los tejidos, ademés de que se observo desarrollo
y diferenciacion en el cambium vascular. El portainjerto y la vareta se unieron bien que las
regiones del cambium vascular de ambas coinciden, una vez que esto ocurre hay una
proliferacion de células parenquimatosas, formando un callo. Las nuevas células se
diferencian a partir del cambium del callo recién formado. El Gltimo proceso para la
formacidn del injerto ocurre con la formacion de un nuevo xilema y floema, que permite la
conexién vascular entre el portainjerto y la vareta. Todos estos pasos son considerados como
el requisito basico para un injerto exitoso, desde el punto de vista anatdmico (Yeoman 1984,
Tiedemann 1989 Pina y Errea 2005). Pina et al. (2012) caracterizaron las primeras sefiales
celulares de incompatibilidad de injertos del genero Prunus basada principalmente en

pruebas histoquimicas y cuantificacion de la comunicacion celular a través de plasmodemas,
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encontrando una semana después de la injertacion adhesion y proliferacion de callo
producido tanto en injertos compatibles como incompatibles. Sin embargo, no se observo
formacion de nuevo cambium vascular derivado del tejido calloso en injertos incompatibles.
Chen et al. (2016) demostraron que la compatibilidad anatdmica en injertos de Litchi esta
relacionada con la formacion de tejidos vasculares en el punto de union del injerto. Por su
parte Trinchera et al. (2013) describieron el proceso de afinidad entre injerto y portainjertos
para alcachofa, 3 dias después observaron la aparicion de muchas estructuras de
interconexion entre los dos componentes de injerto, seguido por un reordenamiento vascular
y un desarrollo de callo durante la union del injerto, la formacion de novo de muchos

plasmodesmas entre injerto y patron confirmo su alta compatibilidad.

Sin embargo, algunos injertos incompatibles pueden crecer durante varios afios, sin sintomas
visibles de incompatibilidad, incluso con conexiones vasculares funciones (Hartmann et al.
1997), las causas de esta incompatibilidad pueden ser otras, como bioquimicas o fisiologicas.
El uso de marcadores bioquimicos pueden ser de utilidad para diagnosticar la
incompatibilidad durante una etapa temprana de desarrollo del injerto (Darikova et al. 2011).
De acuerdo con nuestros resultados se encontraron diferencias en las diferentes secciones de
los injertos, la concentracion de AST fue mayor en el punto de union, después por debajo del
punto de unién y por ultimo, por arriba del punto de unién, sin embargo, la concentracion de
azucares no puede ser utilizados como un marcador para detectar la compatibilidad temprana
entre el patron y la vareta, debido a que el contenido de azucares es una caracteristica propia
del cultivar (Ciobotari et al. 2010). Los testigos presentaron concentraciones similares o
incluso mas altas de azucares que las plantas injertadas. Por otro lado Olmstead et al. (2010)

menciona que la concentracion de azucares sobre todo en el punto de union y por arriba de
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este, podria ser un parametro entre injertos compatibles e incompatibles, ya que esta
concentracion se reflejara en el crecimiento vegetativo y reproductivo. La sacarosa fue el
azlcar que se encontré en mayor concentracion, tanto en los injertos como en los testigos
evaluados, y esto se relaciona con que la sacarosa desempefia un papel importante como
fuente de carbono y energia para los tejidos no fotosintéticos y es fundamental para el

metabolismo de la planta (Park et al. 2009).

Por otro lado, en cuanto a la acumulacion de compuestos fenolicos totales (CFT), se
encontraron diferencias entre los tipos de injertos, el injerto por aproximacion fue el que
mayor cantidad de fenoles acumulo. Lo cual puede estar relacionado con el corte que se hizo
al momento de realizar el injerto, el cual fue més grande en comparacion con el injerto de
pla invertida. Lo que indica que la herida a cicatrizar fue mayor, y por lo tanto la acumulacion
de fenoles fue mayor. Otro indice importante de evaluar en el CFT en cada una de las
secciones del injerto, donde se encontré que en el punto de union fue donde hubo mayor
acumulacion. Sin embargo, esta acumulacion en el punto de unién no limito la diferenciacién
del callo. En estudios realizados en injertos incompatibles de cerezo (P. avium sobre P.
cerasus), se encontrd una acumulacion de prunina (compuesto fendlico) en el punto de union
(Treutter y Feucht, 1991). En estudios de incompatibilidad de cerezo Mng omba et al. (2008)
mencionan que en injertos de Uapaca kirkina la incompatibilidad se atribuye a altas
concentraciones de flavonoides y acido cumérico acumulado en el punto de union. Algunas
polifenoles inhiben el transporte de auxinas (Eckardt, 2006; Wasson et al, 2006), lo que da
como resultados un raquitico crecimiento de injertos incompatibles dado su reducido
contenido de auxina, la cual afecta la diferenciacion de elementos vasculares como a la

lignificacion (Mattson et al, 2003). La acumulacion de CFT también ocurre en respuesta de
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defensa de la planta, a diferentes tipos de estrés, a condiciones ambientales, al estado
fisioldgico del tejido, asi como al manejo de los huertos (Michalek et al. 1999), y dado que
nuestros resultados solo se basaron en una cuantificacion CFT, no es posible asegurar algun
tipo de incompatibilidad.

Los estudios de deteccion de compatibilidad o incompatibilidad de injertos, es un proceso
muy complejo, que requiere de diversos andlisis para poder detectarla a tiempo. Estudios
anatomicos, el uso de marcadores bioguimicos, son algunos de los métodos que pueden ser
empleados para la deteccidén temprana, se debe considerar la especie, ya que también es un

factor que interviene en la compatibilidad o incompatibilidad.

Por lo que podemos concluir que en esta investigacion se mejord el enraizamiento in vitro
del portainjerto Nayarit mediante la induccion con AIB, ademés el estudio anatdmico
permitio verificar la conexion entre tallo y raiz. También, se realizaron diferentes analisis
que permitieron inducir que existe compatibilidad de la Var. "Enana roja cubana” injertada
sobre Nayarit, sin embargo, es necesario hacer estudios méas detallados sobre el tipo y

contenido de fenoles, que en un futuro puedan afectar al injerto.
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CAPITULO V

EFECTO DE LOS PORTAINJERTOS CASS Y NAYARIT INJERTADOS SOBRE

DIFERENTES SELECCIONES DE GUAYABO

5.1 INTRODUCCION

El guayabo (Psidium guajava L.) es uno de los cultivos mas importantes del genero Psidium
y de la familia Myrtaceae, que se desarrolla en las zonas tropicales y subtropicales del mundo
(José y Priya, 2011). La guayaba posee grandes cantidades de vitaminas y minerales, y tiene
tan altos niveles de antioxidantes polifendlicos (Hassimotto et al. 2005). Esta especie es de
importancia comercial en la India, China, México, Indonesia, Sudéfrica, Egipto, Yemen,
Brasil, Colombia, Antillas, Cuba, Venezuela, Nueva Zelanda, Filipinas, Vietham y Tailandia
(Le et al. 1998). En México existe una gran variabilidad de especies del género Psidium, la
especie distribuida mas ampliamente es P. guajava L., seguida de: P. sartorianum, P.
guineense Swartz, P. friedrichsthalianum (Berg.) Nied., P. salutare, P. hypoglaucum, P.
galapageium, P. cattleianum Sabine, y P. cattleianum Lucidum, la mayoria de estas especies
poseen una excelente adaptacion a un muy amplio rango de suelo y clima, pueden
comportarse como arbol caducifolio y perennifolio a la vez, segun la disponibilidad de
humedad. Esta capacidad de respuesta del guayabo a las diferentes condiciones ambientales
puede estar asociada también a la enorme variabilidad genética existente en México por ser

uno de los probables centros de origen de la especie (Hayes, 1960; Popenoe, 1974).
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En México la produccion de guayaba, esta basada casi exclusivamente en el cultivar conocido
como ‘Media China’, tanto para consumo en fresco, como para la industria, por lo que es
importante la diversificacion de variedades y selecciones (Padilla et al. 2002). Sin embargo,
en guayabo existen problemas importantes con el ataque de nematodos, ya que pueden acabar
con plantaciones completas (Avelar et al. 2001), y problemas de fertilidad en los suelos
(Manica 2000), lo que conllevaa requerir de portainjertos que solucionen todos o algunos
de estos problemas. Dentro de la diversidad del genero Psidium encontramos a Cass (Psidium
friedrichsthalianum (Berg.) Nied), susceptible de ser propagada y aprovechar su rusticidad y
vigorosidad para ser utilizada como portainjerto, ya que tiene la caracteristica de ser tolerante
al ataque de los nematodos (Bocantes y Mora 2010). En México se cuenta con el genotipo
Nayarit (P. guajava), que es resistente a deficiencias nutrimentales, principalmente zinc

(Dominguez et al. 2010).

Con base en lo anterior y considerando que la eleccion del mejor portainjerto representa uno
de los problemas mas complejos de la fruticultura, la presente investigacion planteo como
objetivo detectar la compatibilidad/ incompatibilidad de la de diferentes genotipos de
guayabo injertados sobre Cass y guayaba Nayarit mediante un analisis de azUcares solubles
y de fenoles totales.

5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Material Vegetal

Se utilizaron dos genotipos como portainjertos pertenecientes al género Psidium, la seleccién
Nayarit (P. guajava L.) y Cass (P. friedrichsthalianum (Berg.) Nied). Ademas de Psidium ¢?,
la variedad "Enana Roja Cubana’, el genotipo Pm12 y Roja Exterior Redonda (RER) (Cuadro

5.1).
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Cuadro 5.1 Caracteristicas de los genotipos utilizados como portainjertos y varetas.
Genotipo Lugar de Colecta Caracteristicas

Rosa Morada, Nayarit. Portainjerto, planta resistente a la peca
Seleccion Nayarit de la guayaba, causada por deficiencia

nutrimentales,

Yautepec, Morelos. Portainjerto, planta resistente al

ataque por nematodos.

Ciego de Avila, Cuba. Fruto de pulpa roja, epidermis rugosa

amarilla al madurar. Peso del fruto

“Enana roja Cubana’

mayor a 250g, fruto firme.

Vitoria de la Conquista, Brasil. Fruto de pulpa rosada, epidermis lisa
y amarilla al madurar. Peso del fruto
mayor a 2509, fruto firme.

Principalmente para la industria.

Fruto de pulpa blanca, epidermis
Cerro colorado, Michoacén. chapeada al madurar. Peso del fruto

menor de 150g, firme.

5.2.2 Injertacion

El material utilizado para injertar fue propagado in vitro, tanto los portainjertos como los
genotipos a injertar, y fueron aclimatados en un invernadero. Los injertos se hicieron en el
invernadero una vez que las plantas del patrén y del injerto alcanzaron un diametro de
aproximadamente 1 cm. Se hicieron dos tipos de injertos: aproximacién y pua invertida.
Después de seis meses de injertar se hicieron los estudios biogquimicos y fitoquimicos
correspondientes. Se tomaron fragmentos de 0.5 cm de tallo, a 1 cm por arriba y por debajo

del punto de unién de los injertos y fragmentos de 0.5 cm en el punto de unién de los injertos
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(Figura 5.1). Como testigo se evaluaron arboles sin injertar, en los que se tomaron muestras

en las mismas posiciones como en los materiales injertados.

Punto de unidon
Secciéon B

H Debajo Seccién C

Figura 5.1 Esquema de las zonas de toma de muestra en los injertos. A= Injerto de pla

invertida, B= Injerto de aproximacién de “Enana roja cubana” sobre Cass.

5.2.3 Cuantificacién de azucares solubles totales

Los azucares solubles totales se determinaron de acuerdo al método de Antrona (Montreuil
et al. 1997) con algunas modificaciones. Por cada tipo de injerto se analizaron tres plantas y
una planta por cada testigo, Se tomaron muestras de tres injertos de aproximacién, tres
injertos de pla invertida, y un arbol testigo. Por cada planta se colectaron de cada seccion
descrita en figura 1, cinco muestras de aproximadamente 0.5 cm cada una, para hacer un total
de 15 muestras por planta. . Para los extractos de los tejidos se hicieron cuatro extracciones
sucesivas con 3 mL de etanol al 80% en bafio maria con temperatura de 80°C, los extractos
obtenidos se colocaron a sequedad en una estufa a 60°C, se re-suspendieron en 1 mL de agua
destilada. Para el ensayo se agregaron 3 mL de reactivo de antrona, adicionando 300 pL de

extracto y 300 pL de agua destilada, la mezcla se colocé en hielo en un agitador orbital
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(Daigger®) constante a 180 rpm durante 5 minutos, para despues transferir los tubos a bafio
maria por 10 minutos. Antes de la lectura los extractos se colocaron nuevamente en hielo
por 5 minutos. Las lecturas de absorbancia a 625 nm se realizaron en un espectrofotometro
UV-visible (Evolution 300, Thermo). El contenido de aziicares se expresd en g-100g™ de

materia seca.

5.2.4 Glucosa, fructosa y sacarosa

La cuantificacion de glucosa, fructosa y sacarosa se realizé a partir de los extractos usados
en la cuantificacion de azucares solubles totales, y se realizé enzimaticamente por la adicion
secuencial de hexocinasa, fosfoglucosa-isomerasa e invertasa de acuerdo al método de
Scholes et al. (1994). Para los ensayos se colocaron 200 uL de amortiguador HEPES 100
mM (pH 7.5), 10 uL de NAD 40 mM, 10 pL de ATP 100 mM (pH 7), 10 pL de glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, y 10 pL de extracto. Para determinar glucosa se adicionaron 10 pL
de hexocinasa (0.05 U por 1 uL. de amortiguador HEPES) y se dejo actuar durante 20 minutos
antes de hacer la lectura. La fructosa se determin6 agregando 10 pL de fosfoglucosa
isomerasa (0.06 U por 1 pL de amortiguador HEPES) y a los 20 minutos se registro la lectura.
Por ultimo la determinacion de sacarosa se hizo adicionando 10 pL de invertasa (0.8 U por 1
uL de amortiguador HEPES) y se dejo 20 minutos a temperatura ambiente antes de hacer la
lectura. Las lecturas se hicieron en un espectrofotometro lector de microplacas (Varioskan
Flash, Thermo Scientific) a una absorbancia de 340 nm. Los calculos se realizaron mediante
curvas estandares de calibracion preparadas previamente para cada uno de los azucares y se

expresaron en g-100g™* de materia seca.
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5.2.5 Determinacion de Compuestos fendlicos totales

La determinacion se hizo por medio de la reaccion oxido-reduccion de Folin-Ciocalteu
(Nielsen 1988). La colecta de las muestras se hizo de la misma forma que para el analisis de
cuantificacion de azucares. Las muestras se molieron en mortero y se maceraron con 1.5
mL de etanol al 95 % por 24 horas a -20°C. Después se centrifugaron a 16 060 g durante 10
minutos. Se tomaron 50 UL de extracto diluido, se le adiciond 450 pL de agua destilada, 250
pL de reactivo Folin al 50%, y se dejé reposar durante 8 minutos, posteriormente se agrego
1.25 mL de Na2COs al 5%, se dejo reposar nuevamente por 30 minutos. Por cada extracto se
realizaron dos replicas, la reaccion se hizo en oscuridad. Las lecturas a una absorbancia de
725 nm se realizaron en un espectrofotometro UV-Visible (Evolution 300, Thermo
Scientific). Los resultados se expresaron en g-100g™ de materia seca.

5.2.6 Descripcion de los tratamientos

Se usaron tres genotipos diferentes que se injertaron sobre dos portainjertos, dando como
resultado 6 combinaciones, que se probaron con dos tipos de injertos (pla invertida y
aproximacion) en total fueron 12 tratamientos (Cuadro 5.2). Y como testigos se evaluaron

plantas sin injertar.
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Cuadro 5.2 Descripcion de los tratamientos evaluados en el analisis bioquimico y

fitoquimico

Tratamiento Vareta Portainjerto Tipo de injerto

Pla invertida

1 Pm 12 Nayarit
Aproximacion
Pua invertida
2 Enana Roja Cubana Nayarit Aproximacion
Pla invertida
3 RER Nayarit Aproximacion
Pua invertida
4 Pm 12 Cass Aproximacion
Pua invertida
5 Enana Roja Cubana Cass Aproximacion
Pua invertida
6 RER Cass Aproximacion

5.2.7 Anélisis estadistico
Se realizaron analisis de varianza (ANOVA) y para la separacién de medias se utilizé la
prueba de Tukey. Todos los andlisis se realizaron con el paquete estadistico Statistical

Analysis System (SAS), version 9.
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5.3 RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo al analisis de varianza se encontraron diferencias significativas. En la prueba de
medias cada una de las combinaciones de injertos (vareta/portainjerto), y en cada variable
evaluada, se encontraron diferencias significativas (Cuadro 5.3). La mayor concentracion de
azucares solubles totales se obtuvo en la combinacion RER/Nayarit y la concentracion mas
baja en la combinacion RER/Cass, en comparacion con los testigos, el portainjerto Cass fue
el que mayor concentracion de azucares solubles registro (3.98 g-100g™), sin embargo,
cuando este se injerta se registra menor concentracion de azucares (2.21-1.29 g-100g?), lo que
sugiere que hay escaso movimiento de los azucares (translocacion) de la vareta al patron. Las
celulas que realizan fotosintesis se encuentran en su mayoria en las hojas, capturan la energia
de la luz solar con la que elaboran moléculas para su propio uso, el proceso por el cual los
productos de la fotosintesis son transportados a otros tejidos de la planta se conoce como
translocacion, este proceso tiene lugar en el floema y sigue un patron de "fuente a destino",
de acuerdo con la hipo6tesis de la corriente por presion, los azlcares ingresan en los tubos
cribosos de la hoja por transporte activo y salen a otras partes del cuerpo de la planta, donde
se les necesita para crecer y obtener energia, el agua se mueve hacia el interior y hacia el
exterior de los tubos cribosos por 6smosis, siguiendo a las moléculas de azlcar (Curtis et al.

2008).

En lo que respecta a la concentracion de los azucares analizados, la sacarosa es el tipo de
azlcar que se acumulé mas, tanto en las diferentes combinaciones como en los testigos. La
sacarosa desempefia un papel importante como fuente de carbono y energia para los tejidos

no fotosintéticos, ademas, se considera fundamental para el metabolismo de la planta (Park
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et al. 2009), y es metabolizado para formar azucares simples como glucosa y fructosa

(Martinez-Barajas et al. 2003).

El andlisis del contenido de fenoles totales reveld que la mayor se obtuvo en los testigos Cass
y Nayarit (portainjertos), y en las combinaciones de injertos la mayor concentracion se
observo en "Enana roja cubana’/Nayarit. Mientras que en las combinaciones injertadas sobre
Cass, las concentraciones de compuestos fendlicos fueron bajas (poner el rango). La
presencia de fenoles es una caracteristica de todos los tejidos vegetales, producto del
metabolismo secundario de las plantas (Pifiol et al. 2008), son compuestos solubles en agua
porque la mayoria de las veces se encuentran unidos a azucares y normalmente se localizan

en vacuolas (Valencia, 1995).
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Cuadro 5.3 Comparacion de medias de la concentracion de azlcares y compuestos

fendlicos totales en las diferentes combinaciones de injertos.

Azlcares Glucosa Fructosa Sacarosa Fenoles Totales
. -1 . -1 . -1 . -1
Tratamientos solubles totales (g-100g1) (g:100g) (g'100g) (g'100g)
(g100g™)
Pm12/ Nayarit 1.55 ef 0.035 ab 0.25ab 0.36 bcde 0.96 cde
"Enana roja 2.11 bede 0.033 abc 0.24 ab 0.48 abc 1.03cd
cubana’/Nayarit
RER/Nayarit 2.67 bc 0.038 ab 0.26 a 0.34 cde 0.69 f
Pm12 /Cass 1.47 ef 0.017 de 0.10 de 0.11g 0.66 f
"Enana roja 2.21 bed 0.028 bcd 0.19 bc 0.45 abcd 0.81 def
cubana’/Cass
RER/Cass 1.29 f 0.037 ab 0.29a 0.52 ab 0.74 ef
Testigos
Nayarit 1.54 ef 0.030 abc 0.19 bc 0.17 of 1.39b
Cass 3.98a 0.047 a 0.16 cd 0.55a 2.19a
Pm12 2.04 cde 0.01 de 0.13 cde 0.29 def 0.83 def
"Enana roja 2.73b 0.011e 0.08¢e 0.27efg 1l14c¢
cubana”
RER 1.66 def 0.019 cde 0.14 cde 0.32 cde 0.39¢
DSH 0.66 0.01 0.06 0.16 0.23

Valores con la misma letra dentro de la misma columna entre tratamientos no presentan diferencias

significativas (Tukey o= 0.05); DSH= Diferencia Significativa Honesta.
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En el Cuadro 5.4 se muestran los resultados de las comparaciones de medias para cada una
de las variables evaluadas en los dos tipos de injertos usados (pUa invertida y aproximacion)
y los testigos (plantas sin injertar), donde se incluyen todas las combinaciones de injertos
utilizadas y se dividen por tipo de injerto. Se observaron diferencias significativas para todas
las variables, la mayor acumulacion de azUcares solubles totales se obtuvo en las plantas sin
injertar, seguido del injerto de pUa invertida, lo que se vio reflejado en el crecimiento, ya que
los injertos de pua invertida fueron plantas vigorosas, con abundantes hojas en el dosel, y
tallos gruesos. Arboles con doseles mas pequefios tienden a producir menos madera y menor
cantidad de carbohidratos en comparacion con los doseles mas grandes (Canham et al. 1999).
El azlcar que se acumula en mayor concentracion es la sacarosa, tanto en el injerto de pua
invertida como en el de aproximacion. En cuanto a los compuestos fendlicos, la mayor
acumulacion se observé en los testigos, seguido del injerto de aproximacién. Esto se debe a
que la herida que se hizo al momento de realizar el injerto fue mayor, en comparacion con el
injerto de puUa invertida, ya que es una reaccioén normal la formacion de estos compuestos, ya
que los compuestos fendlicos desempefian un papel importante en la proteccion de la planta
frente a los depredadores, ademas de ayudar a curar heridas en las plantas (Pifiol et al. 2008).
Canessa y Castro (2008) mencionan que el tipo de injerto influye en la compatibilidad de los

injertos, de acuerdo a los resultados que encontraron en pistacho.
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Cuadro 5.4 Comparaciones de medias de la concentracion de azlcares y compuestos
fendlicos totales en los dos tipos de injertos, donde se incluyen todas las combinaciones de
injertos y sus testigos.

Azucares Fenoles
. solubles Totales
Tipo de Glucosa Fructosa Sacarosa
Iniert totales (2100g)
njerto .
: (@100g?)  (2100gY)  (z100gY) e
(g'100g™)
PuUa Invertida 2.00b 0.031a 0.22a 0.38a 0.79b
Aproximacion 1.83b 0.033 a 0.23a 0.38a 0.85b
Sin injertar 2.39a 0.025b 0.14b 0.32b 1.19a
DSH 0.21 0.004 0.02 0.05 0.07

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presenta diferencias significativas (Tukey a= 0.05);
DSH= Diferencia Significativa Honesta.

En relacidn a las secciones evaluadas (debajo del punto de unién, punto de unién y arriba del
punto de union), donde se incluyen todas las combinaciones de injertos y los tipos de injertos,
se obtuvieron diferencias significativas en cada una de las variables evaluadas. La mayor
concentracion de azucares solubles se registrd en el punto de union, y fue la sacarosa el azlcar
que en mayor concentracion se acumuld. Al respecto Ciobotari et al. (2010) sefialan que en
injertos de pera de diferentes cultivares, la acumulacion de azdcares solubles fue mayor en
el punto de union (0.052 g.100g™?), y tuvo concentraciones menores por debajo del punto
union (0.041 g.100gY), y por arriba del punto de union (0.032 g.100g™). Por otro lado,
Olmstead et al. (2010) mencionan que la mayor concentracion de azucares solubles en
injertos de cerezo se acumula en el punto de unién y por arriba de este, lo cual podria ser

una caracteristica entre injertos compatibles e incompatibles , ya que una demanda menor de

105



carbohidratos por el portainjerto, contribuye a niveles mas altos por arriba del punto de

union, lo cual podria reflejarse en el crecimiento vegetativo y reproductivo.

Con relacion a los compuestos fendlicos la concentracion fue mayor por arriba del punto de
unién (Cuadro 5.5). Usenik et al. 2006mencionan que la acumulacién de catequinas por
encima de la unién del injerto resulta en incompatibilidad, lo cual esta relacionado con la
actividad de las peroxidasas (Feucht 1998) y la actividad de la auxina AIA (Feucht y Treutter
1995), que estan involucradas en procesos de diferenciacion vascular. En pera injertado sobre
membrillo se sabe que diferentes compuestos (catequina, la procianidina B1, la arbutina y
varios flavonoles) fueron los causantes de incompatibilidad (Hudina et al. 2014). En el punto
de union se detectaron concentraciones bajas de fenoles en comparacién con Prunus
armenica, en donde la acumulacion de algunos compuestos fendlicos estan relacionados con
problemas en la diferenciacion del callo y con la desorganizacion a nivel celular en el punto
de union, que se asocia generalmente con incompatibilidad (Errea et al. 1994, 2001). Dado
gue en nuestra investigacion se hizo solo una cuantificacién de compuestos fendlicos totales,
no es posible asegurar algun tipo de incompatibilidad en cualquiera de las combinaciones de

injertos, sino solo las respuestas fisiologicas que tuvieron los tratamientos.
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Cuadro 5.5 Comparaciones de medias de la concentracion de azUcares y compuestos
fenolicos totales en cada una de las secciones evaluadas, donde se incluyen todas las
combinaciones de injertos y sus testigos.

AzUcares
Fenoles totales
solubles totales Glucosa Fructosa Sacarosa
Seccion (g:100g)
(g:100g™) (g'100g™) (g'100g™) (g:100g™)
Debajo del punto
1.83b 0.028 b 0.21a 0.35a 0.75b
de unién
Punto de unién 2.18a 0.031 ab 0.21a 0.39a 0.78 b
Arriba del punto
1.92b 0.034 a 0.22a 0.38a 1.08a
de unién
DSH 0.18 0.004 0.01 0.04 0.06

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presenta diferencias significativas (Tukey o= 0.05);
DSH= Diferencia Significativa Honesta.

La deteccidn oportuna de compatibilidad o incompatibilidad de los injertos, es considerado
un proceso complejo, que involucra uno o diferentes aspectos anatdmicos, bioquimicos y
fisiologicos, en algunas especies ya se tiene descrito el factor o factores que estan
involucrados en la compatibilidad o incompatibilidad. Algunos de estos factores se asocian
con la diferenciacion del callo formado en el punto de unidn, o interacciones metabdlicas, y
una formacion de una zona necrotica en la unién del injerto. Sin embargo, es importante
realizar mas estudios que nos permitan una seleccion temprana de portainjertos, antes de que
se observe algun sintoma de incompatibilidad externo.

En esta investigacion se realizd un estudio de compuestos quimicos para aportar
conocimiento sobre la posible respuesta de compatibilidad de dos diferentes portainjertos,
injertados sobre diferentes selecciones de guayabo, donde se concluye que de acuerdo con

los resultados obtenidos con la distribucion y concentracion de azucares solubles y

107



compuestos fenodlicos totales los portainjertos Cass y Nayarit presentan compatibles con las
diferentes selecciones de guayabo evaluadas, esto se debe a que taxonémicamente son muy
cercanas ya que pertenecen al mismo género e incluso en el caso de Nayarit son de la misma
especie. En lo que respecta al tipo de injerto, el desarrollo y crecimiento visual fue mejor en
plantas donde se utilizé el injerto de pla invertida. Es importante sefialar que en guayabo no
existen estudios previos de compatibilidad por lo que este estudio debe ser considerado como
pionero que sirva de base para futuras investigaciones, ya que el uso de portainjertos ayudaria
a resolver algunos de los problemas existentes en el cultivo, como son el ataque causado por

nematodos y la fertilidad de suelos.
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CONCLUSIONES GENERALES

Con base en el analisis y la discusion de cada uno de los capitulos de esta investigacion, se

concluye lo siguiente:

Dado que los portainjertos son propagados in vitro, fue importante optimizar la metodologia
de la etapa de enraizamiento in vitro. El uso de AIB en concentraciones adecuadas durante
esta etapa es importante para acelerar el enraizamiento en ambos portainjertos, asi como
obtener un mejor porcentaje del mismo. Ademas el estudio anatdbmico permitio observar que

existe una conexion entre el tallo y la raiz, lo cual no generara problemas en un futuro.

Los analisis anatomico y bioquimico realizados permitieron determinar la compatibilidad de

diferentes combinaciones de injertos.

Las variables anatomicas evaluadas (xilema secundario) permitieron determinar la
compatibilidad anatdmica entre los portainjertos y la variedad "Enana roja cubana”, en ambas

combinaciones se observo continuidad y diferenciacion en los tejidos.

La concentracién de azucares solubles no representd un problema para el desarrollo y
prendimiento de las diferentes combinaciones de injertos, en su mayoria se acumularon por

arriba del punto de unién. La sacarosa fue el aztcar que se acumulo en mayor concentracion.

Los compuestos fenolicos no representan un problema de compatibilidad, ya que la
concentracion no afecto el prendimiento de los injertos y desarrollo durante los primeros 6

meses.

Respecto al tipo de injerto, los injertos en los que se observd un mayor crecimiento fue en
los de pua invertida, aproximacion fue el injerto donde mayor concentracion de compuestos

fenolicos hubo en el punto de unién, sin embargo, su prendimiento no se vio afectado.

El uso de portainjertos en el cultivo de guayabo es una opcion viable para resolver algunos
de los problemas existentes como son el ataque causado por nematodos y la fertilidad de

suelos.
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La deteccion temprana de compatibilidad de injertos es importante ya que permite conocer
la afinidad entre el portainjerto y la vareta en menor tiempo. En herbéceas se han realizado
varios estudios, sin embargo en plantas lefiosas la informacion es mas escasa dado que su
crecimiento y desarrollo es mas lento, sobre todo en el caso del cultivo de guayabo donde el
uso de portainjertos a nivel comercial es nulo, por lo que este estudio debe ser considerado

base para futuras investigaciones.
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