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Resumen

nonaceae y es la especie mas importante, ampliamente distribui-

da en el tropico. La formacion de la union del injerto involucra
procesos que incluyen muerte de células en la interseccion, adhesion
de los componentes del injertos, formacion de callo, puente cambial,
diferenciacion de callo y el establecimiento y continuidad del cambium
vascular. La deshidratacion de los tejidos se realizo a través de enjua-
gues con etanol al 509%, 70%, 96%. Para la infiltracion e inclusion las
muestras se cubrieron con glicolmetacrilato y etanol absoluto (50:50
v/v); (70: 30 v/v) y glicolmetacrilato (100%). Las primeras divisiones
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celulares fueron observadas entre los 3 y 6 dias después de la injerta-
cion, estas divisiones se iniciaron en el portainjerto. Todas las divisio-
nes sucesivas ocurren entre 6 y 15 dias después del injertado. A los 60
dias se observo la formacion de una union de callo. La actividad de las
cé¢lulas cambiales fue restaurada y la unién aparece como una cicatriz
a los 90 dias. Estas nuevas células cambiales producen nuevos tejidos
vasculares, xilema hacia el interior y floema hacia el exterior, estable-
ciendo asi una conexion vascular entre la ptia y el portainjerto requisito
fundamental para el éxito de la union del injerto.

Palabras claves: Union del injerto, puente cambial, cambium vascular y cicatri-
zdcion

Introduccion

El guanabano (Annona muricata L.), pertenece a la familia de las Anno-
ndcede y es la especie mas importante, ampliamente distribuida en el
tropico. Regularmente se propaga por la via sexual, esto conduce a
poblaciones muy heterogéneas, por lo que hay necesidad de conservar
ciertas caracteristicas genéticas y solo se logra a través del método de
injerto. La formacion de la union del injerto involucra la fusion de dos
unidades inicialmente independientes dentro de un sistema coheren-
te. Los estudios anatomicos en la formacion de la union del injerto en
plantas perennes han demostrado que los procesos involucrados son
similares en las diferentes especies de arboles frutales. Esos procesos
ha sido investigado durazno (Scaramuzzi, 1952), en manzano (Robi-
taille y Carlson, 1970; Soumelidou et al., 1994). Los procesos incluyen
muerte de células en la interseccion, adhesion de los componentes del
injertos, formacion de callo, puente cambial, diferenciacion de callo y
el establecimiento y continuidad del cambium vascular. Soule (1971),
describe los procesos de la formacion de la union del injerto en mango
y esta ocurre en cuatro etapas: Precallo, callo, puente cambial y la cica-
trizacion de la union. El grado de compatibilidad en combinaciones de
injerto fue determinado de acuerdo a Mosse y Herrero (1951) por inves-
tigaciones de estructura anatomica en la union del injerto en 4 grupos:
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Uni6n perfecta: La linea entre los tejidos del injerto puede apenas
ser vista en ambas corteza y tejidos de madera y en la union del injerto
esta libre de una capa necrotica

Uni6n buena: La linea entre el sector injertado puede ser visto pero
la cortezay tejidos de madera son continuos.

Union de injerto con corteza no continua: Los tejidos de madera y la
union del injerto, es como en el segundo grupo, sin embargo los tejidos
de la corteza y la union del injerto no es continua, presentando una
capa de corcho de color oscuro en la interseccion del injerto.

Union del injerto con tejidos de corteza y madera no continuo: La
madera es como en el grupo 2. Células del parénquima vital no lignifi-
cado es hallado en tejidos de madera que pueden también ser vistas en
un anillo con un ano de edad.

Cuando se realizan experimentos para probar la eficiencia de un de-
terminado tipo de injerto, normalmente no se consideran las caracte-
risticas morfologicas y anatomicas de la especie a pesar de que diversos
autores han demostrado que es comtn encontrar plantas cuyo cam-
bium vascular posee irregularidades morfologicas, falla sectoriales o
que presentan un periodo de letargo en la cual la actividad meristema-
tica es practicamente nula. El tejido mas importante que participa en
la union del injerto y la regeneracion de tejido vascular es el cambium,
tejido meristematico que debe ser estudiado para conocer su actividad
morfologica y anatomica. En guanabano, se ha observado un bajo pren-
dimiento de los injertos, esto a pesar de las habilidades y experiencia
del injertador. Se desconoce que factor (es), son los responsables de
este comportamiento.

Objetivo

El objetivo principal fue estudiar la secuencia de eventos en la cicatri-
zacion de la union de injerto en guanabano.
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Meétodo
Localizacién del experimento

Este trabajo se realiz6 en condiciones de vivero en el Campo Experimen-
tal “La Bandera” perteneciente a la Facultad de Ciencias Agricolas, Uni-
versidad Veracruzana, ubicado en Actopan, Veracruz. Su localizacion
geogratica es: 19° 31" de Latitud Norte y 96° 36’ de Longitud Oeste y 400
msnm. De acuerdo con la clasificacion de Koppen modificada por Garcia
(1988) el clima es del tipo Aw”o(w)(i'), corresponde a un clima caliente
subhtimedo, con régimen de lluvias en verano. La temperatura promedio
es de 24.5 °C y un promedio de precipitacion anual de 1026 mm.

Injerto

Las plantulas fueron obtenidas de semillas de frutos de arboles criollos
de laregion. Las semillas fueron depositadas en semilleros y después de
60 dias fueron ubicadas en un vivero para su desarrollo. Ocho meses
después alcanzaron el diametro apropiado para su injertacion. El pro-
ceso del injertado se realizo el 7 de febrero de 2004. El método emplea-
do fue el enchapado lateral con ptias subterminal, descrito por Vidal

(1993).

Muestreo y microtecnia

La recoleccion de la muestra se realizé con base a un calendario de
muestreo (Cuadro 1).

500



Anondceas. Plantas antiguas, estudios recientes

Cuadro 1. Periodo de muestreos de la unién del injerto del guandbano en la fase de
campo

1° Muestreo 9 de febrero 2004
2° Muestreo 11 de febrero 2004
3 Muestreo 13 de febrero 2004
4° Muestreo 15 de febrero 2004
Lok Muestreo 17 de febrero 2004
6° Muestreo 19 de febrero 2004
[ s Muestreo 21 de febrero 2004
8° Muestreo 24 de febrero 2004
9° Muestreo 9 de marzo 2004
10° Muestreo 16 de marzo 2004
142 Muestreo 25 de marzo 2004
12° Muestreo 2 de abril 2004
13° Muestreo 9 de abril 2004
14° Muestreo 9 de mayo 2004

Se recolectaron dos muestras por cada fecha de muestreo. Las mues-
tras consistieron Gnicamente de la zona de unién de cada uno de los in-
jertos. Se tomaron 6 cm de longitud de la zona de unién de injerto. Cada
una de las secciones de unién se sumergié en una mezcla de glutaralde-
hido y Buffer de Fosfato, de esta manera las muestras se transportaron
al laboratorio. La deshidratacién de los tejidos se realiz6 a través de
enjuagues con etanol al 50%, 70%, 96% y finalmente con etanol abso-
luto al 100%. Cada una de estas fases tuvieron un intervalo de 24 h. La
infiltracion e inclusion se realiz6 de la siguiente manera: las muestras
se colocaron en pequenos viales de 6 mI. de capacidad. Estos se cubrie-
ron con glicolmetacrilato y etanol absoluto (50:50 v/v); (70: 30 v/v) y
glicolmetacrilato (100%) por una semana respectivamente. Las mues-
tras ya infiltradas se depositaron en cdpsulas de gel # 00 a las que se le
agrego la mezcla de glicolmetacrilato y peréxido de benzoilo (99:1 v/v)
(Ruzin, 1999), éstas se dejaron reposar por dos dias. Posteriormente
se colocaron dentro de una estufa a 40°C por 48 horas. Para el proceso
de montado y corte, las muestras se colocaron sobre pequefios trozos
de madera con ayuda de ciano-crilato, luego se procedio a los cortes
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anatomicos. Con un microtomo rotatorio Marca Leica 2125RT las sec-
ciones de muestras fueron cortadas aun grosor de 10 um. Los cortes se
depositaron sobre portaobjetos y éstos se colocaron sobre una plancha
a40°C por 15 min, para el proceso de secado de las muestras. La tincion
de las muestras se realizo con azul de toloidine y posteriormente éstas
se montaron con resina sintética y xilol. Las observaciones se realiza-
ron en un fotomicroscopio y éstas se analizaron posteriormente.

Resultados y discusion

La afinidad entre el portainjerto y el injerto representa una serie de
reacciones bioquimicas, fisiologicas y morfologicas en plantas injer-
tadas. Cuando esta afinidad es con respecto a la compatibilidad, se
observa una interaccion positiva y un desarrollo armoénico entre el
portainjerto e injerto. Una vez realizado el injerto y en pleno contacto
el cambium vascular de la pua y del portainjerto, se inicia la division
celular del parénquima para formar callo en ambos componentes en la
region cambial. Por esta razon, es importante la presion hecha a través
del amarre con el plastico, esto permite la firme union de ambos cam-
bium de los componentes restaurando la actividad cambial de manera
normal. Sobre la sobrevivencia del injerto, la yema terminal inicio la
brotacion entre los 12 y 15 dias después de la injertacion. Se observo un
renuevo prematuro de la yema, esto ocurrié cuando la union cambial
no habia sido establecida. Esto podria ser un indicador confiable de la
union cambial, estableciéndose con ello un éxito en la injertacion. Las
primeras divisiones celulares fueron observadas entre los 3 y 6 dias des-
pués de la injertacion, estas divisiones se iniciaron principalmente en
el portainjerto. La formacion del callo después de la injertacion usual-
mente ocurre primero en el portainjerto y mas tarde en el injerto. Esto
quiza se atribuya a las diferencias en las condiciones fisiologicas que
prevalece en el injerto y portainjerto, como un resultado en donde el
injerto ha sido completamente aislado de fuentes nutrimentales y agua,
en tanto que el portainjerto permanece como una planta funcional. La
principal caracteristica anatdmica en una seccion transversal en tallo
de joven de guanabano esta ilustrado en la (figura 1).
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Figura 1. Corte transversal de la union del injerto del guanabano 3 dias después de la
injertacion. M: Médula; X: Xilema; F: Floema; ZC: Zona de conexion; CV: Cambium
Vascular; I: Injerto; P: Portainjerto

La union del injerto en ambos componentes, estuvo bien ensambla-
das, un buen contacto se establecio entre el injerto y el portainjerto.
Todas las divisiones celulares sucesivas ocurren entre 6 y 15 dias des-
pués del injertado, esto condujo a la formacion de un callo entrecru-
zado entre los dos componentes. Los primeros 15 dias después de la
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injertacion se observo la formacion de una union de callo. Fragmentos
de células lesionadas durante la operacion dieron origen a la formacion
de una capa necrotica sobre la interseccion de la union. Los estudios en
la formacion de la union del injerto en guanabano han revelado algunas
observaciones interesantes sobre la division celular del callo en ambos
componentes. La exposicion de los tejidos vivientes de la plantas por
efecto de la remocion del material alrededor de la zona de afectacion
durante el proceso de la injertacion, estimula la formacion de callo.
Reemplazando el tejido que ha sido removido y asentando firmemente
el sitio de unidn, restaurando nuevamente la actividad normal. Las cé-
lulas de parénquima se entremezclan, luego se presenta una diferencia-
cion de las células del parénquima del callo en nuevas células cambiales
conectandose con el cambium original del portainjerto y de la ptia, para
finalmente producir tejidos vasculares por el nuevo cambium, permi-
tiendo asi el paso de nutrimentos y agua entre el portainjerto y la ptia
(Simons y Chu, 1985). Cé¢lulas diferenciadas e inmaduras presentes en
la zona de interseccion fueron distorsionadas, presumiblemente como
resultado de la presion durante el amarre del injerto. El dano celular
contribuyo a la formacion de la capa necrotica sobre el corte de la in-
terseccion. Al principio de la formacion del callo fragmentado la capa
necrotica fue gradualmente absorbida y con el tiempo esta desaparecio.
Stoddard y McCully (1979), refirieron a la muerte de células, material
entre los componentes del injerto como la “capa necrotica” y Copes
(1969) la llamo “capa de contacto™.

Es evidente que este tipo de estructura es de ocurrencia normal en
el desarrollo de la union del injerto. Se cree que esta formada de pared
celular y otros desechos segtin varios autores.

La presencia ocasional de las células del callo en la capa necrotica
indica que las condiciones en la capa no es detrimental sobre el desa-
rrollo del callo. De los diversos nombres atribuidos a la capa, la “capa
necrotica” parece mas apropiada, ademas la capa en guanabano con-
sisti6 de muerte de células y remanente de citoplasma, el término tam-
bién indica la poca participacion activa en la formacion de la union.
La capa necrotica desaparecio y fue absorbida presumiblemente por la
proliferacion de callo durante el proceso de la formacion de la union
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(Stoddard y McCully, 1979). Todos los tejidos vivientes fueron dana-
dos durante el proceso de la injertacion e involucrados en la formacion
del callo. La primera division celular en respuesta a las lesiones fue ob-
servada 6 dias después de la injertacion y se observo en ese mismo sitio
células del parénquima cortical y células de los radios del floema en el
portainjerto (figura 2).

Figura 2. Corte transversal de la union del injerto del guanabano 6 dias después de la
injertacion. M: Médula; X: Xilema; F: Floema; ZC: Zona de conexion; CV: Cambium
Vascular; CP: Células del parénquima; I: Injerto; P: Portainjerto
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Los estimulos que causaron la reaccion en la superficie lesionada se
extendieron mas alla de la herida y las células de la médula también em-
pezaron a alargarse y a dividirse en respuesta a las heridas. Mas tarde
el callo fue formado por células inmaduras del xilema secundario cerca
del corte de la interseccion de los componentes del injerto, asi como de
los radios celulares. Mas callo fue producido y el tejido necrotico fue
desapareciendo hacia dentro de la interseccion del injerto/portainjerto
hasta hacer contacto con el tejido necrotico opuesto o tejido de callo.
La fusion de callo del portainjerto e injerto fue obstruida en areas loca-
lizadas por esos fragmentos de tejidos necroticos. Después de 37 dias
se observo un buen establecimiento de filas de células de callo, este se
presento perpendicular al corte original. Ese puente en la union de la
corteza se extendio hacia la zona de la médula (figura 3). El injerto fue
realmente expandido a los 37 dias después de la injertacion y mucho
tiempo después con la continuidad vascular una vez prendido. Estas
observaciones concuerdan con Herrero (1951) quién observo una capa
de tejido no diferenciado en la union del injerto entre ciruelo (Prunus
spp) y pera (Pyrus spp) aun asi los arboles fueron normales por muchos
anos.
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Figura 3. Corte transversal de la union del injerto del guanabano 37 dias después de la
injertacion. M: Médula; X: Xilema; F: Floema; ZC: Zona de conexion; CV: Cambium
Vascular; CP: Células del parénquima; I: Injerto y P: Portainjerto

Repetidas divisiones periclinales acompanadas con la expansion
celular resultaron en la formacion de un abanico en la region del callo
consistente en diversas columnas de células a menudo originado en la
médula debajo de la superficie de la herida. Como la proliferacion del
callo procedio, el espacio entre el cambium vascular del injerto y del
portainjerto fue rellenado con mezcla de callo. La extension del cam-
bium vascular permaneci6 desde el borde hacia el final de la separacion
del viejo cambium vascular de ambos componentes, y este fue continuo
hasta restaurase 60 dias después. El cambium vascular demostro haber
contribuido muy escasamente en la produccion del callo en este estu-
dio. Estas observaciones estan de acuerdo con Mergen (1954), quien
observo que la mayor parte del callo fue producido por tejidos fuera
de la zona del cambium vascular. Buck (1954), sugirio que el cambium
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vascular no contribuyo en el proceso de cicatrizacion del callo. La for-
macion de callo en células de radios del xilema ha sido reportada en
Pinuselliotii (Mergen, 1954) y P.ponderosa (Harris y Barnett, 1975). Copes
(1969), observo que el desarrollo del callo en Pseodotsuga menziesii estu-
vo asociado principalmente a los radios y las células del parénquima
del floema localizados en la zona de entrecruzamiento y a las células
cribosas no funcionales. Barnett y Weatherhead (1988) observaron
en injertos de coniferas que el callo se origino de las células de radios
del parénquima, asi como del cambium vascular. En contraste Braun
(1958) y Fuji y Nito (1972) observaron que el callo fue producido prin-
cipalmente por el cambium vascular.

El establecimiento de la union cambial a través del callo entre el por-
tainjerto e injerto estuvo acompanado por la formacion de una perider-
mis cubriendo el corte de la interseccion. La peridermis es importante
durante la formacion del injerto, ademas protege a la union contra para-
sitos invasores y otros efectos externos (Copes, 1969). Ademas la conti-
nuidad vascular entre el injerto y portainjerto asegura un sistema mas
eficiente para el transporte de agua y nutrimentos entre ambas partes;
60 dias después la capa necrotica fue totalmente eliminada y la linea del
injerto fue borrada por el callo en la interseccion (figura 4).
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Figura 4. Corte transversal de la union del injerto del guanabano 60 dias después de la
injertacion. M: Médula; X: Xilema; F: Floema; ZC: Zona de conexion; CV: Cambium
Vascular; CP: Células del parénquima; I: Injerto y P: Portainjerto

Laactividad de las células cambiales fue restaurada y la union apare-
ce como una cicatriz a los 90 dias. Estas nuevas células cambiales pro-
ducen nuevos tejidos vasculares, xilema hacia el interior y floema hacia
el exterior, estableciendo asi una conexion vascular (figuras 5y 6).
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Figura 5. Corte transversal de la union del injerto del guanabano 90 dias después de
la injertacion. M: Médula; CV: Cambium Vascular; X: Xilema; I: Injerto; P: Portainjer-
to; ZC: Zona de conexion; CP: Células del parénquima y Re: Radios expandidos
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Figura 6. Corte transversal de la union del injerto del guanabano 90 dias después de la
injertacion. M: Médula; X: Xilema; F: Floema; ZC: Zona de conexion; CV: Cambium
Vascular; CP: Células del parénquima; I: Injerto; P: Portainjerto y Re: Radios expandi-
dos

Conclusiones

1. Inicialmente se observo una capa necrotica en la zona de intersec-
cion, presumiblemente ocasionada por la operacion durante los
corte en ambos componentes, esta capa con el tiempo fue absorbi-
da por la formacion del callo en esa zona, quedando aislada dentro
del nuevo tejido.
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Se observo una division celular activa y continua de las células
del parénquima, esto dio origen a una proliferacion de callo que
cubrio6 los espacios entre el cambium vascular del injerto y del
portainjerto.

Se observo que la formacion del callo no fue limitada por algtin
tejido en particular. La médula fue un sitio de formacion de ca-
llo, asi como los radios y las células del parénquima del floema
localizadas en la zona de conexion. Este resultado confirma la
totipotencia de las células parenquimatosas.

La formacion de callo después de la injertacion usualmente ocu-
rrio primero en el portainjerto y mas tarde en el injerto.
Posterior a la formacion del callo, producto de las divisiones ce-
lulares se presento la diferenciacion celular, para formar el tejido
vascular que comprende al xilema y floema.

El cambium vascular demostro haber contribuido muy escasa-
mente en la produccion de callo en este estudio.
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VII. Annona purpurea Moc. & Sessé ex Dunal
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