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Resumen

El injerto es una técnica agricola con miles de afios de antigiiedad. Consiste en cortar la parte
aérea de una planta (pua o variedad) y la parte radical de otra (patron, portainjerto, porta o pie)
de la misma o de diferentes especies (homoinjerto y heteroinjerto, respectivamente) y juntarlas
para que sus tejidos se unan y crezcan como una unica planta. Asi, se consiguen nuevas
variedades con ventajas adaptativas que, en Ultima instancia, se traducen en un mayor
rendimiento. Sin embargo, muchos injertos no son funcionales a pesar de realizarlos en las
condiciones ambientales dptimas. Por ello, el objetivo del trabajo ha sido reunir los
conocimientos existentes hasta el momento sobre los procesos celulares y moleculares que
ocurren en una planta durante un injerto para intentar averiguar qué factores son clave para su
éxito. Esto ha permitido concluir que el transporte a corta y larga distancia de moléculas es
esencial y, en concreto, que las fitohormonas presentan un papel clave en su regulacion. Sin
embargo, es necesario seguir investigando el injerto a este nivel para conseguir dilucidar todos
los detalles del proceso y poder, asi, obtener un mayor rendimiento econémico de este tipo de
cultivos.

Palabras clave: injerto de plantas, fitohormonas, formacion de callo, reconexion vascular,
respuesta a la herida.

Abstract

Grafting is an agricultural technique that is thousands of years old. It consists of cutting the
aerial part of one plant (scion or variety) and the root part of another (rootstock) from either the
same or different species (homograft and heterograft, respectively) and bringing them together
so that their tissues can join and grow as a single plant. This results in new plant varieties with
adaptive advantages that ultimately can be translated into higher yields. Nevertheless, many
grafts are unfunctional despite being executed under optimal environmental conditions. Hence,
the aim of this work has been to gather the knowledge available so far on the cellular and
molecular processes that occur in a plant during grafting in order to try to determine which
factors are key to its success. This has led to the conclusion that both short and long-distance
molecular transport are essential and that, in particular, phytohormones play a key role in its
regulation. Nonetheless, it is necessary to keep researching grafting at this level in order to
figure out all the details of the grafting process and thus be able to obtain a greater economic
return from these types of crops.

Key words: callus formation, phytohormones, plant grafting, vascular reconnection, wound
response.



Abreviaturas

FH Fitohormona

DAMP Damage-Associated Molecular Pattern

ROS Reactive Oxygen Species
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1. Introduccién

1.1 El injerto en plantas

El injerto es una técnica agricola que consiste en cortar dos piezas de plantas vivas de diferentes
variedades 0 especies y juntarlas para que sus tejidos se unan y crezcan como una Unica planta.
Este fendmeno también se da de manera natural, sobre todo en plantas que se injertan consigo
mismas o con otras de la misma especie y menos habitualmente entre plantas de especies
distintas (Hartmann et al., 2011; Melnyk y Meyerowitz, 2015; Tedesco et al., 2022). El
fragmento de la planta que contribuye formando la porcion aérea del injerto se denomina pua
o0 variedad y es la que proporcionara los frutos, mientras que el que contribuye aportando la
porcién de la raiz se denomina patrén, portainjerto, porta o pie (fig. 1) y servira para dotar a
la planta de diferentes caracteristicas de interés, como resistencia a condiciones ambientales,
enfermedades o plagas (Melnyk y Meyerowitz, 2015; U.S. Department of Agriculture -
Specialty Crop Research Initiative Team, no date). A veces, se afiade un interporta o porta
intermedio, procedente de otra especie distinta, entre ambos, si la pda y el porta proceden de
especies incompatibles, para controlar la propagacion de enfermedades entre ellos, para generar
una forma especial en el arbol o para mejorar la capacidad de crecimiento de la planta originada
(Hartmann et al., 2011).

The scion

The graft union =

The rootstock=-" -

Figura 1. Partes basicas de un injerto: pda, unién del injerto y porta (scion, graft union y rootstock en inglés,
respectivamente) (Hartmann et al., 2011).

Existen dos tipos de injerto:

- Homoinjerto: la play el porta proceden de la misma especie (intraespecifico).
- Heteroinjerto: la ptay el porta proceden de especies diferentes (interespecifico).

Debido a las diferencias genéticas existentes entre especies distantes, hay mas probabilidad de

encontrarse con un injerto no funcional si se ha practicado un heteroinjerto que un homoinjerto



(Baron et al., 2019). En general, cuanta mas distancia filogenética haya entre ambas especies,
menos probabilidad de éxito habra al intentar injertarlas (Melnyk y Meyerowitz, 2015). Esto es
debido a su incompatibilidad, lo cual se traduce en una falta de unién tisular entre pta y porta.
La compatibilidad de las especies injertadas, al contrario, esta asociada a la capacidad de unién
de ambas porciones (Melnyk, 2017; Baron et al., 2019; Tedesco et al., 2022).

Se cree que el origen de esta técnica podria remontarse al s. V a. C., pues existen referencias de
la utilizacion del injerto en la Biblia, textos de la Antigua Grecia y textos historicos de China
(Melnyk y Meyerowitz, 2015). Sin embargo, no esté claro donde ni cdmo surgié exactamente,
pero es probable que el injerto que se produce de forma natural en algunas especies les sirviese
de inspiracion a las antiguas civilizaciones de Europa y Asia para la creacion de esta técnica

agricola (Melnyk y Meyerowitz, 2015; Nawaz et al., 2016).

El primer registro de la aplicacion del injerto data del 500 a. C., en China, cuando los granjeros
unian diferentes variedades de calabaza para conseguir frutos mas grandes. En cambio, no fue
hasta 1927 cuando se documentd por primera vez la creacion de injertos a partir de dos especies
o cultivares distintos para el control de enfermedades y plagas, en Japdn, injertando sandia
sobre calabaza y consiguiendo la supervivencia de la primera frente a Fusarium (Kubota, 2016).
En los afios posteriores, la agricultura intensiva provocd la aparicion de un mayor nimero de
enfermedades procedentes del suelo en los cultivos, por lo que en la década de 1970 se comenzé
a investigar esta técnica y a comercializar injertos en China con el objetivo de combatir las
enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos, como Fusarium o Verticillium, bacterias y
nematodos en cucurbitaceas y solanaceas. A partir de entonces y hasta la actualidad, el injerto
se convirtié en una préactica habitual en este pais (Huang et al., 2015) y se extendi6 a otros,
como lIsrael, que comenzd a injertar cucurbitaceas en las décadas de 1950 y 1960, Corea y
Japon, que empezaron a aplicar la técnica en tomates en las décadas de 1980 y 1990 (Kubota,
2016). El injerto también se extendid por Europa a finales del s. XX (Singh et al., 2017) y llegd
a Canada y EE. UU. a partir de 1990, que a su vez la introdujo en México en los afios 2000,
convirtiéndose en la técnica que utilizan actualmente para la propagacion del tomate (Kubota,
2016).

1.2 Aplicaciones e importancia del injerto en la produccién agricola actual

La técnica del injerto se utiliza hoy en dia como alternativa al empleo de bromuro de metilo
para prevenir y evitar la propagacion de fitopatogenos en las cosechas (Kubota, 2016; Singh et

al., 2017). Ademas, tiene otras aplicaciones que aportan importantes beneficios a una gran



variedad de cultivos: desde promover la vigorosidad de la planta, extender el periodo de cosecha
y mejorar la calidad de los frutos, hasta proporcionarle ventajas adaptativas, como tolerancia al
estrés abidtico (altas o bajas temperaturas, alta osmolaridad, baja disponibilidad de nutrientes e
iones y tolerancia a metales pesados o al estrés hidrico), mejorar la eficiencia del uso del agua
y la toma de nutrientes, controlar el crecimiento de malas hierbas, etc. (Melnyk y Meyerowitz,
2015; Nawaz et al., 2016; Singh et al., 2017; Williams et al., 2021). En todas estas aplicaciones
se pueden utilizar una pUa o un porta, segun el caso, naturalmente resistente a alguna de las
citadas condiciones, o puede generarse un transinjerto, es decir, un injerto en el que una de las
partes esté modificada genéticamente con el proposito de mejorar la productividad de la planta
(Song et al., 2015). Esto, en ultima instancia, se traduce en una reduccion en las pérdidas
econdmicas debidas a malas cosechas y una menor necesidad de la utilizacion de pesticidas y

fertilizantes (Nawaz et al., 2016).

Por otro lado, el injerto también es una técnica muy utilizada en investigacion para estudiar,
por ejemplo, el transporte a larga distancia a traves del floema de moléculas como proteinas,
ADN, ARNm, ARNs pequefios, y otras que intervienen en procesos como la regulacién
morfolégica de la planta, su ciclo reproductivo o las interacciones con parasitos y
microorganismos (Melnyk y Meyerowitz, 2015; Tsutsui y Notaguchi, 2017; Wang et al., 2017,
Baron et al., 2019; Thomas y Frank, 2019; Williams et al., 2021).

Por ultimo, el injerto se aplica actualmente como técnica de propagacion vegetativa
(multiplicacion clonal) en muchos cultivos, desde frutales (manzana, pera, naranja, mango, uva,
melocotdn, albaricoque, sandia, melon, almendra, nuez pecana, cereza, etc.) y horticolas
(pepino, tomate, pimiento, berenjena, calabaza, etc.) hasta ornamentales (rosa, crisantemo,
buganvilla y bonsai) (Nawaz et al., 2016; Baron et al., 2019; Ruan et al., 2020), y tiene cabida
en muchas partes del mundo: Asia, Oriente Medio, Europa, el norte de Africay América Central
(Tsutsui y Notaguchi, 2017).

Se ha demostrado que el cultivo de injertos aumenta el coste de la produccion, ya que el precio
de los materiales de injerto es mayor que el de las semillas y se requieren mas espacio,
suministros y mano de obra para llevarlo a cabo. Sin embargo, esto se ve mitigado por los
beneficios que aporta el injerto, mayores que los obtenidos de los mismos cultivos no injertados
al permitir una mejor productividad de las cosechas (Fundacion Hondurefia de Investigacion
Agricola, 2007; Ozores-hampton et al., 2010; Genova et al., 2013; Zhao et al., 2015). Un buen

ejemplo de la rentabilidad de la técnica se encuentra en China, pais productor de mas de la



mitad de sandias y pepinos del mundo, de los cuales el 40 y 30%, respectivamente, son
injertados (Huang et al., 2015; Ruan et al., 2020). Obviamente, el injerto resulta méas rentable
en aquellos paises con la mano de obra mas barata, como China o India (Singh et al., 2017),
donde se sigue haciendo de manera manual en la mayoria de los casos (Huang et al., 2015),
mientras que es mas caro en paises en los que se utiliza una técnica mecanizada, como EE. UU.,
muchos paises de Europa, Corea o Japon (Singh etal., 2017), donde se desarrollaron los
primeros robots capaces de generar injertos (Kurata, 1994). Sin embargo, estos avances
permiten realizar de 300 a 1200 injertos por hora, frente a 125-150 injertos por hora que puede
realizar una persona de forma manual, por lo que la mecanizacion, a fin de cuentas, también

resulta rentable (Ozores-Hampton et al., 2010).

El injerto es tan importante en la produccion agricola actual que algunos cultivos solamente se
producen injertados hoy en dia (Tedesco et al., 2022). Ademas, se han llegado a generar nuevos
cultivos de los que se obtienen dos tipos de productos comerciales distintos en la misma planta,
por ejemplo, injertando puas de tomate y portas de patata (como las marcas comerciales
TomTato® o Ketchup ‘n’ Fries™) se pueden cosechar frutos de tomate y tubérculos de patata.
Algo similar sucede con los injertos de berenjena sobre patata (como la marca comercial Egg
& Chips®) (Melnyk, 2017).

1.3 Planteamiento v objetivos

A pesar de la rentabilidad y el amplio abanico de aplicaciones que tiene el injerto, también
existen problemas, como el bajo ratio de supervivencia de algunas especies (Guo et al., 2017).
Esto puede deberse a la técnica utilizada, pero en la mayor parte de los casos se debe a la
incompatibilidad entre las especies injertadas, la cual puede tener un origen genético,
fisioldgico, en el crecimiento desproporcionado de pua y porta, etc. (Hartmann et al., 2011).
Para resolver estos problemas, se hace necesario estudiar las bases celulares y moleculares que
rigen el injerto funcional (Williams et al., 2021), pues conocer las claves del éxito del injerto
permitiria aprovechar mejor todas las ventajas y opciones que este puede proporcionar a los

cultivos y, asi, obtener mayores beneficios econdmicos.

El objetivo de este trabajo bibliografico es, precisamente, recopilar y discutir los resultados de
las investigaciones mas recientes relativas al estudio de los procesos celulares y moleculares
que ocurren durante la formacién de un injerto, asi como de los factores clave a tener en cuenta

para lograr su éxito.



2. Metodologia
La metodologia utilizada para realizar este trabajo ha constado de una basqueda bibliografica
de seis meses sobre el injerto y su historia, factores de mayor relevancia a la hora de llevarlo a
cabo, mecanismos celulares y moleculares implicados en la obtencion de injertos funcionales y
no funcionales y sobre la base cientifica mas actual en el intercambio de moléculas y organulos

entre pla y porta, seguido de la redaccidn del presente documento durante otros cinco meses.

Los buscadores utilizados para la obtencion de la informacion fueron: Google Académico,
Pubmed del NCBI y Science Direct. Se hizo una criba por fechas y se dio especial relevancia
en la redaccion a los articulos publicados entre 2016 y 2022. Las palabras clave principales
utilizadas para la busqueda de informacién fueron: injerto en plantas, historia del injerto,
ventajas e inconvenientes del injerto, aplicaciones del injerto en plantas, fitohormonas en el
injerto en plantas, pared celular en el injerto, respuesta a la herida, injertos funcionales y no

funcionales e intercambio de moléculas en el injerto en plantas.

El gestor bibliografico empleado fue Mendeley y el software utilizado para la redaccion fue
Microsoft Word, de Office 365.

3. Formacion del injerto. El problema de la incompatibilidad
Para crear un injerto, lo primero que se hace es cortar el tallo de las dos plantas elegidas (tres,
si se usa un interporta) en condiciones de asepsia y se ponen en contacto por la zona de corte.
Se mantienen firmemente unidas con el proposito de que los tejidos se regeneren resultando en
una continuidad tisular, dando lugar a una Unica planta (Hartmann et al., 2011). Para ello,
ocurren varios procesos desencadenados como respuesta a la herida generada. Primero, se
observa una zona necrotica alrededor del corte, que suele desaparecer en injertos funcionales
(Hartmann et al., 2011; Frey et al., 2020). Después, ocurre una adhesién temprana, favorecida
por el depdsito de algunos componentes de la pared celular (Frey et al., 2020; Frey et al., 2021;
Frey et al., 2022). Sin embargo, la principal caracteristica visible cuando se genera un injerto
es la formacion posterior de un callo de unién entre pua y porta (que puede ser de mayor o
menor tamafo segun la especie) durante los primeros dias (fig. 2 y 3). El callo de unién es una
masa de células indiferenciadas cuyo objetivo es rellenar el hueco que pueda quedar entre los
tejidos y servir de union simplastica entre las dos partes sin conexion vascular para que puedan
sobrevivir (Pina etal.,, 2012; Melnyk, 2017). Ademaés, también tiene como funcion
diferenciarse dando lugar al cambium de unidn y a los tejidos vasculares: el floema vy el

xilema (Melnyk y Meyerowitz, 2015). La formacion del callo se ve favorecida por la presion



mecénica ejercida sobre la zona de corte con una cuerda, cinta adhesiva, una pinza, cera o
Parafilm, que sirven tanto para mantener a pla y porta unidos como para orientar las divisiones
celulares que daran lugar al callo, entre otras funciones detalladas mas adelante (Melnyk y
Meyerowitz, 2015). En la mayoria de los injertos funcionales se forma callo y en la mayoria de
los no funcionales, no se forma, pero esta no parece ser una etapa imprescindible para la
generacion del injerto y la union vascular, puesto que se han descrito casos de injertos no
funcionales con callo e injertos funcionales en los que no se ha formado callo o apenas se
aprecia, por lo que podria ser que este fuese un proceso especie-especifico (Melnyk, 2017; Frey
et al., 2020; Frey et al., 2021). Contrariamente, la adhesion celular que tiene lugar después de
rellenar el hueco entre pda y porta solo suele darse entre especies compatibles, ya que depende

del reconocimiento célula-célula (Frey et al., 2021).

El cambium de unién generado a partir de las células del callo tiene la funcion de poner en
contacto el cambium vascular de la piay del porta, un meristemo lateral encargado de regenerar
el tejido vascular en las plantas. Una vez ambos se encuentran unidos, sera este el principal
responsable de la formacion de nuevo xilema hacia dentro y nuevo floema hacia fuera (fig. 2y
3). Como se detalla méas adelante, solamente se producen injertos funcionales a largo plazo
cuando existe una continuidad vascular, por lo que un correcto contacto entre el cambium
vascular de ambas porciones del injerto y su union son esenciales para la supervivencia a largo
plazo. Asi, se permite la llegada del agua y sales minerales a la pua y de los fotoasimilados al
porta, ademas del transporte a larga distancia de otras moléculas que regulan el metabolismo y
desarrollo de las plantas (Hartmann et al., 2011).

Xilema y floema de reparacion de la herida
y produccion de cambium vascular inicial Médula

Cambium
vascular

Porta ) )
Peridermis

Fasel1y2 Fase 3 Fase 4 Fase 5

Figura 2. Fases de la generacion de un injerto (Adaptado de Hartmann et al., 2011).



Cambium
»? de union

Figura 3. Corte transversal a x10 de la zona de unién de un injerto en hendidura (Adaptado de Hartmann et al.,
2011).

Como se mencionaba anteriormente, algunos injertos tienen un bajo ratio de supervivencia
(Guo et al., 2017). Esto sucede sobre todo en heteroinjertos en los que se intentan unir dos
especies con problemas de incompatibilidad, generando un injerto no funcional (Melnyk y
Meyerowitz, 2015). Sin embargo, también se conocen casos de plantas que injertan bien con
otras de especies distantes filogenéticamente y no con plantas mas préximas. De esto se
deducen dos cosas: a) el primer factor que hay que tener en cuenta a la hora de realizar un
injerto esta representado por las especies que se van a injertar y la compatibilidad que existe
entre ellas; b) que la incompatibilidad es un fenémeno de rechazo muy complejo en el que
todavia queda mucho por investigar (Melnyk, 2017). Para entenderlo, primero se debera de

aclarar lo que se entiende exactamente por compatibilidad e incompatibilidad en el injerto.

La compatibilidad en un injerto de plantas se traduce en la capacidad de ambos fragmentos de
unirse y desarrollarse juntos como una Unica planta dado lugar a un injerto funcional. Esto
ocurre cuando consiguen generar una unién vascular. Al contrario, dos especies son
incompatibles cuando hay una discontinuidad vascular o del cambium por una union fallida de
ambas plantas, dando lugar a un injerto no funcional (Melnyk, 2017; Baron et al., 2019;
Tedesco et al., 2022). Este tltimo puede identificarse por: rotura de la unién entre pua y porta;
unién parcial entre ambas; muerte prematura de la planta; presencia de zonas necroticas; hojas
amarillentas, etioladas o defoliacion; diferencias significativas en la velocidad de crecimiento

o la vigorosidad de la pda y el porta, etc. (Hartmann et al., 2011; Melnyk, 2017; Balbi et al.,



2019; Irisarri et al., 2019; Frey et al., 2021; He et al., 2022). Cualquiera o varios de estos
sintomas pueden apreciarse en cuestion de dias, semanas o0 pocos meses (incompatibilidad
temprana), o bien pueden aparecer al cabo de muchos meses o afios (incompatibilidad
tardia), como en el caso del roble, que tarda 20 afios en manifestar la incompatibilidad, lo que
dificulta su diagnostico (Melnyk, 2017; Baron et al., 2019; Bhat y Rao, 2020).

La incompatibilidad genética o fisioldgica entre especies que conduce al injerto no funcional
puede estar causada porque una de ellas produce una sustancia perjudicial para la otra. Por
ejemplo, se sabe que el membrillero no puede injertarse con la mayoria de cultivares de peras,
porque produce un metabolito que es convertido en cianuro al llegar al cultivar de pera, lo que
mata a los tejidos de alrededor de la union, con la consecuente falta de funcionalidad en el
injerto (Melnyk y Meyerowitz, 2015). Otras causas de incompatibilidad entre especies pueden
ser la dificultad para el reconocimiento célula-célula entre pla y porta o que ambas muestren
respuestas al estrés desbalanceadas (Frey et al., 2021). Todo esto pone en evidencia de nuevo
que para evitar la incompatibilidad es necesario utilizar, preferiblemente, plantas con poca

distancia filogenética.

Sin embargo, también puede darse un injerto no funcional debido a que una de las plantas esté
infectada por un virus latente, insectos o fitoplasmas inducibles por injerto, que viajan de
una planta resistente y asintomatica a una planta susceptible tras formarse el injerto (Baron et
al., 2019; Bhat y Rao, 2020).

Para superar las citadas causas de incompatibilidad y conseguir la funcionalidad del injerto, se
han desarrollado algunos procedimientos. Uno de ellos consiste en afiadir un interporta entre
ambas especies (Agus 'y Eka, 2017; Shaltiel-Harpaz et al., 2018). En el ejemplo del membrillero
y el peral, se utiliza como interporta una variedad de pera compatible con el membrillero, con
lo que se entiende que el metabolito, capaz solamente de viajar cortas distancias, no llega nunca
al cultivar de pera susceptible, permitiendo la generacién de un injerto funcional (Melnyk y
Meyerowitz, 2015). Pero esta técnica no funciona siempre debido, probablemente, a que la
sustancia que provoca incompatibilidad podria viajar largas distancias a través del interporta
(Hartmann et al., 2011).

Aparte de la compatibilidad, hay otros factores que condicionan la union de las especies a
injertar y la supervivencia del injerto, como son: a) la edad del cultivar a injertar; b) las

condiciones ambientales en las que se realiza el injerto (temperatura, humedad y momento del



afio) y c) la técnica aplicada para cortar y unir las porciones de las plantas que participaran en

el mismo.

En relacion a la edad, existen evidencias de que si se injertan plantas jovenes, habra una mayor
tasa de éxito, probablemente por tener una mayor capacidad de division y diferenciacion celular
y por poseer menores niveles de toxinas y metabolitos secundarios (Melnyk y Meyerowitz,
2015; Nguyen y Yen, 2018).

En general, las temperaturas demasiado altas o demasiado bajas pueden provocar la formacion
de poco callo de union entre ambas plantas o retraso en su formacién (Hartmann et al., 2011;
Yang et al., 2016), asi como mas dafio celular causado por una mayor abundancia de especies
reactivas de oxigeno de la que cabria esperar y, como consecuencia de esto, mayor expresion
de enzimas antioxidantes (catalasa, superoxido dismutasa y ascorbato peroxidasa) (Muneer et
al., 2016).

La humedad debe de ser elevada, puesto que la pared de las células del cambium vascular y
del parénquima son finas y carecen de resistencia a la plasmolisis celular que podria causar la
deshidratacion (Hartmann et al., 2011; Miller et al., 2020). Ademas, el agua favorece la division
y la elongacion celular necesarias para la formacién del callo de unién, que, a su vez, sera el
que permitira el paso de agua del porta a la pla en los primeros estadios del proceso de union
de ambas plantas (Sharma y Zheng, 2019). Por ello, esta unién pua-porta se suele mantener
fisicamente mediante la incorporacion de algun material que permita retener la humedad natural
de la planta como cera o Parafilm (Rahemi et al., 2016; Bhat y Rao, 2020) o, incluso, se pueden
aplicar tratamientos que cierren los estomas de las plantas antes de injertarlas para evitar que
pierdan agua por transpiracion (Dabirian y Miles, 2017).

El momento del afio mas adecuado para realizar el injerto, al menos en climas templados, suele
ser el final de la primavera, pues cuando las temperaturas son calidas se favorece la
vascularizacion debido a una mayor actividad del cambium vascular y, por lo tanto, el transporte
de hormonas implicadas en el proceso. De la misma forma, las condiciones de humedad suelen
ser las 6ptimas en esta época del afio (Hartmann et al., 2011; Gotur et al., 2017; Serivichyaswat
et al., 2022), aunque para ciertos cultivos puede ser mas adecuada otra época diferente
(Chouksey et al., 2016).

Por Gltimo, existen numerosas técnicas de injerto (en la figura 4 se muestran algunos
ejemplos) y no todas son ideales para cualquier tipo de cultivo (tabla 1) (Melnyk y Meyerowitz,
2015; Rasool et al., 2020), de modo que casi se podria decir que hay un técnica concreta para
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cada injerto. En cualquier caso, la metodologia utilizada debe de garantizar un contacto
adecuado entre el cambium vascular de la pla y el porta para que el injerto salga adelante.

!

Figura 4. Algunos ejemplos de las técnicas de injerto més populares. A. Injerto con corte en la corteza. B. Injerto
en hendidura. C. Injerto de corona. D. Injerto por empalme. E. Injerto en lengueta. F. Injerto por aproximacion
(Wang et al., 2017).

Tabla 1. Ejemplos de las técnicas de injerto con mejores resultados para diferentes cultivos (Adaptado de Maurya
et al., 2019).

Pla Porta Métodos
Berenjena | Solanum torvum, S. sissymbrifolium, | Método en hendidura y lengiieta. Método en hendidura. Método en
Solanum khasianum lenglieta y en hendidura.
Tomate L. pimpinellifolium, S. nigrum Solo método en hendidura. Método en lengileta y en hendidura.
Pepino C. moschata, Cucurbita maxima Método de insercion de agujeros y en lengieta. Método en lengiieta
Sandia Benincasa hispida, C. moschata, C. | Método de insercion de agujeros y en hendidura. Método de
melo, C. moschata x C. maxima, | insercion de agujeros y en hendidura. Método en hendidura. Método
Lagenaria siceraria de insercién por agujeros. Injerto por empalme.
Calabaza C. moschata Lagenaria siceraria Método de insercion por agujeros y en lenglieta. Método de
amarga insercion por agujeros.

De todos los factores mencionados que condicionan la ratio de supervivencia de los injertos
(sobre todo de los heteroinjertos) el menos estudiado y conocido es el de la incompatibilidad
que existe entre ciertas especies. Por ello, es necesario averiguar qué ocurre en las plantas a
nivel celular y molecular mientras se estan injertando y comparar las diferencias existentes a

estos niveles entre un injerto funcional y uno no funcional (Melnyk, 2017; Baron et al., 2019).

4. Bases celulares y moleculares del injerto

Tal y como se he indicado en el apartado anterior, los pasos clave que tienen que acontecer para
la generacidn de un injerto funcional son: respuesta a la herida, adhesion celular, formacién de

callo, union de los tejidos, diferenciacion celular para generar nuevo tejido vascular y, por
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ultimo, reconexidn vascular entre play porta (Frey et al., 2021). Sin embargo, algunos de estos

pasos no siempre ocurren.

4.1 Respuesta a la herida, adhesion celular y formacion de callo

Lo primero que ocurre en la planta al realizar el corte es la activacion de la respuesta a la herida,
una respuesta fisioldgica destinada a reparar los tejidos dafiados en la que participan diferentes
tipos de moléculas que cambian el patrén de expresion génica de las células. Esta respuesta

implica, entre otros, cambios en la pared celular y la participacién de fitohormonas (FHs).
A) Cambios en la composicion y estructura de la pared celular en la respuesta a la herida

El corte practicado en el tallo provoca la lisis celular (Melnyk, 2017) y la liberacién de
fragmentos de la pared y otras moléculas, que son detectados como patrones moleculares
asociados al dafio (DAMPS) por los receptores de la membrana plasmatica de las células
colindantes, activando la respuesta inmune y de reparacién del dafio (fig. 5). Se ha comprobado
la liberacion de ATP, NAD*, NADP*, asi como de fragmentos de pectinas
(oligogalacturdnidos), celulosa (celobiosa y celodextrinas) y hemicelulosa (xiloglucano) al
practicar un corte en el tallo para formar el injerto, que actian como DAMPs (tabla 2) (Claverie
et al., 2018; Vega-Mufoz et al., 2020). Los DAMPs también funcionan como sefializadores a
larga distancia cuando se produce una respuesta inmune sistémica (Claverie et al., 2018; Hou
etal., 2019) y la consecuencia ultima de su liberacion es la activacion de genes de defensa
(Vega-Muiioz et al., 2020; Claverie et al., 2018; Rasool et al., 2020; Nanda y Melnyk, 2018).
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Figura 5. Mecanismos moleculares desencadenados como respuesta a la herida debido a la lisis celular ocasionada
por el corte del tallo (Vega-Mufioz et al., 2020).
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Tabla 2. Consecuencias de la liberacion de ATP, NAD*, NADP", oligogalacturénidos, celobiosa, celodextrina y
xiloglucano al practicar el corte en el tallo, siendo MAPKSs = proteinas quinasa activadas por mitégenos, PAL =
fenilalanina amonio-liasa, ROS = especies reactivas de oxigeno y STS = estilbeno sintasa.

NAD* y NADP* Estrés oxidativo.

ATP Despolarizacidén de las membranas, entrada de Ca*™ y formacion de ROS.

Oligogalacturénidos | Liberacion de H20: y NO, estrés oxidativo, activacion de MAPKSs, de STS y PAL y deposito de
calosa.

Celobiosa Activacion de MAPKs y entrada de Ca**.
Celodextrinas Produccién de ROS.
Xiloglucano Activacién de MAPKSs, la STS, la PAL, division celular y produccién de ROS.

Al liberarse estos fragmentos de la pared celular, se induce una reestructuracion de la misma
(Melnyk, 2017). Uno de los primeros cambios detectados en la composicion de la pared de las
células colindantes es un deposito de pectinas, formando una especie de gel que permite la
adhesion temprana de ambas porciones del injerto (Melnyk y Meyerowitz, 2015; Melnyk, 2017;
Frey et al., 2020; Frey et al., 2022) y que suele permanecer en los injertos funcionales. Esto
genera un notable engrosamiento de las paredes a los 10 dias tras el injerto que suele disminuir
posteriormente, tras la unién de ambas porciones (Frey et al., 2020), permitiendo la formacién
de plasmodesmos, que unen las células de pla y porta via simplasto (Pina et al., 2012; Melnyk
y Meyerowitz, 2015; Melnyk, 2017).

Ademas, se activan y sobreexpresan algunas enzimas del cambium y la médula cercanos al
corte, que estan relacionadas con el mantenimiento, construccion y degradacion de la pared de
las células, como xiloglucano endotransglucosilasas/hidrolasas, B-1,4-glucanasas, B-1,3-
glucanasas y expansinas. Como consecuencia de la mayor actividad enzimética, se produce un
aumento en el dep6sito de algunos componentes de la pared celular (homogalacturonano y
xiloglucano) en pua y porta inmediatamente después de formarse un injerto, y de otros solo en
la pua (arabinano y arabinogalactano) (Frey et al., 2022). Asi pues, el objetivo parece ser la
reconstruccion y reestructuracion de la pared celular en la zona de corte. De hecho, se ha
comprobado que sin esta sobreexpresion, el injerto no es funcional (Melnyk y Meyerowitz,
2015; Melnyk, 2017; Kurotani et al., 2020; Notaguchi et al., 2020).

Después de unos dias de la realizacion del corte, se suele apreciar una zona necrotica alrededor

del mismo que desaparece al formarse el callo en los injertos funcionales (Frey et al., 2020).

En cuanto a los injertos no funcionales, en ellos también sucede la deposicion de pectinas que
permite la adhesion temprana, lo que explicaria que pua y porta puedan unirse durante las
primeras etapas de la formacion del injerto (Melnyk, 2017). Sin embargo, se ha observado que
las células de varias capas de alrededor de la herida presentan depdsitos de suberina, lignina 'y

calosa (de mayor a menor abundancia), que son el resultado de una reaccion de defensa
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hipersensitiva de la pared celular e impiden la adhesion definitiva de las células (tabla 3). Esta
podria ser la razon de que algunos injertos no sean funcionales (Frey et al., 2021). Otra seria la
permanencia de la zona necrética alrededor del corte, lo que también impide la unién pla-porta
y, por tanto, todos los procesos posteriores esenciales para una supervivencia a largo plazo
(tabla 3) (Frey et al., 2020). La presencia de necrosis que no desaparece con el tiempo es,

entonces, un signo de incompatibilidad en el injerto (Notaguchi et al., 2020).

Por lo tanto, parece que las primeras etapas del injerto son inespecificas, dado que se ha descrito
la union de tejidos vegetales a superficies inertes y que algunas especies incompatibles se
adhieren inicialmente (Melnyk, 2017). Sin embargo, la fusion de los tejidos si es especifica y

depende del reconocimiento célula-célula entre play porta (tabla 3) (Frey et al., 2021).
Tabla 3. Comparacion de distintas caracteristicas fenotipicas entre injertos funcionales y la pla y el porta de

injertos no funcionales, siendo [+] = presencia y [-] = ausencia. Valoracion relativa y subjetiva (Adaptado de Frey
etal., 2021).

Unién Grupo de | Diferenciacion | Adhesiéon | Reconexion Frecuencia | AzUcares Depositos de
del células del vascular vascular de solubles defensaen la
callo callo amiloplastos pared
Innjerto +++ +++ +++ +++ +++ + + -
funcional
Pl_]a no - ++ ++ -/i - +++ +++ +++
funcional
Porta no - + + -/ + + ++
funcional

Otra de las consecuencias de practicar un corte en el tallo de una planta es que se interrumpe la
comunicacion vascular entre sus partes aérea y radical y, por tanto, el transporte de azucares
via floema. Tras poner en contacto la pua y el porta, durante los primeros estadios del injerto,
se ha observado que la pta acumula mayor concentracion de azucares y amiloplastos que el
porta (fig. 6). Una teoria que podria explicar este hecho es que la parte baja de la pla se
convierte en un fuerte sumidero debido a la necesidad de un mayor aporte de energia para la
regeneracion y union de los tejidos. El contenido en almidén en el porta podria ser, entonces,
un marcador de funcionalidad del injerto, dado que, una vez se regenera y se fusiona el tejido
vascular en injertos funcionales, aumenta la concentracion de azucares y amiloplastos en el

porta, cosa que no ocurre en injertos no funcionales (tabla 3) (Frey et al., 2021).
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Figura 6. A. Diferencias en la distribucién de amiloplastos en tejidos no injertados y en la play el porta de injertos
funcionales y no funcionales. Las letras diferentes indican diferencias significativas con p <0.05 en el test Kruskal-
Wallis. B. Diferencias en el contenido en azlcares solubles entre la pla y el porta de injertos funcionales y no

funcionales. Las letras diferentes indican diferencias significativas con p <0.05 en el test ANOVA (Frey etal.,
2021).

B) Las fitohormonas en la respuesta a la herida, la adhesion celular y la formacion de callo

Otras moléeculas que se activan tras la deteccion de los DAMPs son las fitohormonas u
hormonas vegetales. Su papel se manifiesta desde que se practica el corte en ambas plantas.
Dependiendo de su concentracion, se activan diferentes genes y factores de transcripcion (FTs)
responsables de inducir los procesos de desdiferenciacion y proliferacién celular que dan lugar
al callo entre pla y porta, asi como la diferenciacion celular posterior para generar los nuevos
tejidos vasculares que permitiran la continuidad entre ambas porciones del injerto. Ademas, una

caracteristica destacable de su funcionamiento es que existen interacciones entre ellas (fig. 7).
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Figura 7. Resumen de las interacciones entre fitohormonas, factores de transcripcion y proteinas en el injerto
conocidas hasta el momento. Esquema elaborado por la autora del TFG.
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Las auxinas, representadas por el &cido indolacético (AlA), y las citoquininas (CKSs), un grupo
complejo de moléculas, son FHs involucradas en casi todos los procesos del desarrollo de las
plantas. Las CKs promueven la division celular, mantienen la identidad de los meristemos y
regulan la actividad del cambium vascular (Nanda y Melnyk, 2018). EI AIA es responsable de
la dominancia apical, participa en la formacion de 6rganos y en el gravitropismo, asi como en
la diferenciacion celular a tejidos vasculares y en la respuesta a la herida (Matsuoka et al., 2016;
Nanda y Melnyk, 2018).

Las CKs se sintetizan mayoritariamente en la raiz de las plantas y de ahi son transportadas en
sentido acropétalo hacia las partes aéreas. Por el contrario, el AIA se sintetiza sobre todo en el
meristemo apical del tallo y en hojas jovenes, y se transporta basipétalamente hacia la raiz
mediante un trasporte activo mediado por las proteinas de membrana de tipo PIN (PIN-
FORMED) (fig. 7 y 8) (Wang et al., 2014). Esto es lo que sucede en condiciones normales,
pero, cuando se practica el corte en el tallo para la formacion del injerto, el transporte de ambas
FHs se ve impedido fisicamente, lo que provoca diferencias en su concentracion en play porta,
al igual que sucedia con los azucares. La concentracion de CKs es mayor en la parte alta del
porta y menor en la parte baja de la pta, mientras que el AlA se acumula en la parte baja de la
pla y su concentracion se va perdiendo con el tiempo en la parte alta del porta. EI AIA y las
CKs provocan, a través de sus rutas de sefializacion celular, cambios en la expresion de genes
y en la activacion de FTs relacionados con la respuesta a la herida y la formacion de nuevo
tejido vascular. Ya que las respuestas a FHs son dependientes de su concentracion, estas seran
distintas o se producirén con diferente intensidad en las dos partes del injerto que se ponen en
contacto (Melnyk y Meyerowitz, 2015; Melnyk, 2017).

En relacion a las CKs, se ha comprobado que la expresién de WIND1 (WOUND INDUCED
DEDIFFERENTITATION 1) se activa en ambas porciones del injerto, pla y porta. EI FT
resultante provoca desdiferenciacion y proliferacion celular al activar la sefializacion de las
CKs, generando un callo como parte de la respuesta a la herida (fig. 7 y 8) (Melnyk, 2017;
Nanda and Melnyk, 2018; Frey et al., 2021). Por su lado, la alta concentracion de AlA en la
parte baja de la pua inhibe la expresion de RAP2.6L (RELATED TO AP2 6L) y conlleva la
activacion de los FT ARF6 y ARF8 (AUXIN RESPONSE FACTOR 6/8), al unirse el AlA a
sus represores, lo que permite la expresion de ANACO071, mientras que la baja concentracion
de AIA en la parte alta del porta supone una menor actividad de ARF6 y ARF8 y la activacion
del gen RAP2.6L (fig. 7y 8) (Asahina et al., 2011; Pitaksaringkarn et al., 2014; Matsuoka et al.,
2016). El resultado es que ANACO71 se acumula en la parte baja de la pua y RAP2.6L en la
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parte alta del porta. EI primero de estos FT induce la expresion de los genes XTH19 y XTH20
(XILOGLUCANO ENDOTRANSGLUCOSIDASA/HIDROLASA 19/20) que, como se indico
anteriormente, codifican para enzimas que participan en la relajacion de la pared, permitiendo
la division celular de la médula (para la formacion del callo) y la union de los tejidos entre
pua y porta (fig. 7) (Pitaksaringkarn et al., 2014). De RAP2.6L no se conoce todavia el
mecanismo de actuacion en el injerto (Melnyk, 2017; Nanda y Melnyk, 2018).

Otra consecuencia de la acumulacion de AIA en la base de la pda es la formacion de raices
adventicias en el callo, ya que esta hormona es capaz de inducir su formacion. También pueden
aparecer en injertos no funcionales. De hecho, su formacion no beneficia a la obtencion de un

injerto funcional (Frey et al., 2020).

En oposicion al transporte basipétalo del AIA en la pua, se ha demostrado que también existe
una circulacion de la auxina del porta a la pia cuando se forma un injerto. En un experimento
reciente, se unieron puas wt con portas que sobreexpresaban un gen relacionado con la sintesis
de AIA y los resultados mostraron un incremento de los niveles de la FH y de la expresion de
genes inducibles por AlA en la pda, en comparacion con un injerto wt/wt. Ademas, se comprob6
que a mayor concentracion de AlA en el porta, mas rapido se formaba el callo y mas rapido era
el proceso de cura de la herida, aumentando las probabilidades de éxito en el injerto. Por lo
tanto, la conclusion fue que la creacion de injertos que contengan un porta modificado

genéticamente para sobreexpresar genes que intervienen en la sintesis de AIA podria ser una

estrategia para mejorar su tasa de éxito (Zhai et al., 2021).
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El &cido jasmonico (JA) es una FH lipidica con funciones en la respuesta al estrés bidtico y
abiotico, el desarrollo de la raiz y la formacion de tricomas. También parece estar relacionada
con el desarrollo vascular, como se detallara mas adelante (Nanda y Melnyk, 2018). En cuanto
a su papel en la respuesta a la herida realizada en el injerto, de nuevo se observa una distribucion
desigual del JA entre pla y porta, pues hay méas concentracion de esta hormona en la parte alta
del porta que en la parte baja de la pla, y cambios diferentes en la expresion génica inducida
por la FH en ambas porciones. Se ha demostrado que RAP2.6L se activa en el porta cuando se
practica el corte y cuando se aplica JA, por lo que se deduce que su expresion podria ser activada
por este (Asahina et al., 2011). También existe una relacion entre el AlA'y el JA, de modo que
ARF6 y ARFS8, activados por el AIA, inducen la expresion de DAD1 (DEFECTIVE IN
ANTHER DEHISCENCE 1), que codifica para una enzima involucrada en la sintesis de JA. A
pesar de que la concentracion de AlA es baja en el porta, debido a la interrupcion su transporte
basipétalo, es suficiente para activar DAD1y, por tanto, RAP2.6L por el JA. Los niveles de AIA
en el porta no parecen, en cambio, ser suficientes para inhibir la expresion de RAP2.6L (fig. 7
y 8) (Pitaksaringkarn et al., 2014). Sin embargo, hay estudios realizados con plantas mutantes
en la sintesis o transporte de JA que demuestran tener una formacion de callo mayor que los
controles, por lo que esta FH podria estar involucrada en su inhibicion. También existen casos
en los que se forma un injerto funcional cuando la planta es deficiente en JA (Nanda y Melnyk,

2018). Por tanto, el papel de esta FH en el injerto todavia no esta suficientemente claro.

Si el injerto es funcional, play porta terminaran uniéndose y teniendo una continuidad vascular,
lo que provocara que la concentracion de CKs, AlA y JA se vaya igualando, cambiando asi el
patron de expresion genética de respuesta a la herida y, por tanto, restableciéndose el fenotipo
normal (fig. 8) (Melnyk, 2017).

El etileno es una FH en forma de gas involucrada en la iniciacion de la raiz, la maduracion de
los frutos, la senescencia, la respuesta al estrés bidtico y abidtico y el crecimiento secundario
(Gu et al., 2017; Nanda y Melnyk, 2018). Ademas, la inhibicién de la sintesis de etileno en el
injerto reduce la formacion de callo y la union de los tejidos, lo que pone de manifiesto su
importante papel en estos procesos. De hecho, se ha demostrado que la expresion de genes de
sintesis y respuesta al etileno aumentan en la ptay en el porta de las 0 a las 24 h tras formarse
el injerto y que disminuyen de las 24 a las 96 h (Zhai et al., 2021). También se sabe que el
etileno activa la expresion de los FTs AP2 (APETALA2) y ERF (ETHYLENE RESPONSIVE
FACTOR) en respuesta al estrés y a procesos del desarrollo que se inician tras realizar un corte
(fig. 7) (Gu et al., 2017; Nanda y Melnyk, 2018). Ademas, se ha observado que cuando se forma
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la herida al cortar el tallo de ambas plantas, el etileno promueve la expresion de ANACO071,
que, como Yya se indic6, también es inducido por AIA, promoviendo la division celular. Asi
pues, AlA y etileno podrian tener un accion conjunta en la formacion de callo en el injerto
(fig. 7y 8) (Asahina et al., 2011; Nanda y Melnyk, 2018). La interaccion entre ambas FHs se
daria también a nivel de metabolismo, pues se ha comprobado que, si se sobreexpresan los
genes de sintesis de AIA, se incrementa la concentracion de etileno (Nanda y Melnyk, 2018).
Esto lleva a pensar que el AlA podria ser responsable de la induccion de las sintesis de etileno

como respuesta a la herida (fig. 7). Sin embargo, esto todavia no estd comprobado.

A pesar de que las FHs mas estudiadas involucradas en estas primeras fases en la formacion de
un injerto son las CKs, el AlA, el JA'y el etileno, también hay algo de bibliografia que relaciona

otro tipo de FHs con la respuesta a la herida y la formacion de callo.

Existen indicios de que el &cido abscisico (ABA), FH que regula las respuestas de las plantas
a la sequia y tiene numerosos e importantes papeles en el desarrollo de las semillas (Takahashi
et al., 2018), también podria estar implicada en la diferenciacion del xilema (detallado mas
adelante) y en la respuesta a la herida en el injerto. En relacién con esto Ultimo, se ha detectado
una acumulacién de ABA y un aumento en la expresion de genes de respuesta a la herida en la
zona de corte, lo que podria indicar que la FH tiene un efecto promotor del injerto. Sin embargo,
un reciente estudio demuestra que la formacion de callo es més eficiente en el injerto cuando
hay bajo transporte de ABA (fig. 7). Una posible explicacion para la acumulacion de esta FH
en la zona de corte podria ser que se tratase de una respuesta a la desecacion producida en los
tejidos dafados (fig. 7) (Nanda y Melnyk, 2018).

Las giberelinas (GAs) son FHs involucradas en la regulacion del crecimiento de las plantas y
que participan en la expansion, diferenciacion y proliferacion celular (Matsuoka et al., 2016),
asi como en la formacion de xilema a partir del cambium (descrito méas adelante). Se ha
comprobado que, inhibiendo la sintesis o sefializacion de GAs, la puay el porta no se unen, por
lo que parecen ser esenciales para la expansion y el sellado de ambas porciones del injerto (fig.
7'y 8) (Nanda y Melnyk, 2018). En cuanto a su relacion con otras hormonas, existe evidencia
de que los bajos niveles de GAs se recuperan a su estado normal con la aplicacion de AlA, por
lo que parece que esta podria inducir la sintesis o acumulacién de GAs (Matsuoka et al., 2016).
Ademas, las GAs promoverian el transporte de AlA al regular el recambio de las proteinas PIN
(fig. 7) (Nanda y Melnyk, 2018).
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4.2 Formacion y unién del floema

Como ya se comento, parece que la formacion de callo no es una clave para la obtencién de un
injerto funcional en el 100% de los casos. Sin embargo, la unién vascular de ambas plantas si
es imprescindible para la supervivencia del injerto a largo plazo (Melnyk, 2017). En algunos
casos concretos, se genera un injerto funcional sin union vascular, pero no es lo méas comin y
es probable que no sean funcionales a largo plazo, ya que es necesario un intercambio eficiente
de nutrientes, de hormonas y otras moléculas entre todos los tejidos para la supervivencia de
las plantas (Melnyk, 2017; Frey et al., 2020; Frey et al., 2021).

La diferenciacion y conexion del floema se produce de 3 a 4 dias después de la generacion del
injerto, correlacionandose con un aumento de la respuesta a AIA y a las CKs (Melnyk, 2017;
Frey et al., 2021). Al bloguear los receptores de CKs se reduce la actividad del cambium (Nanda
y Melnyk, 2018), por lo que se deduce que su percepcién en estas células es esencial para la
formacion de nuevo floema. Por otro lado, los niveles de AIA necesarios para la diferenciacion
del floema dependen de la especie, pero, en la mayoria de los casos, una baja concentracion de
AlA es suficiente (fig. 7 y 8) (Nanda y Melnyk, 2018). Su transporte basipétalo activa
MONOPTEROQOS, que, a su vez, activa AtHB8, un marcador de la actividad del cambium. Se
cree que su expresion supone que dichas células indiferenciadas adquieran como destino el
tejido vascular (fig. 7) (Melnyk, 2017; Nanda y Melnyk, 2018). Ademas, se ha comprobado
que las temperaturas elevadas promueven la regeneracién del tejido vascular en el injerto, al
impulsar el transporte de AIA. En cambio, no parece tener un efecto potenciador de la adhesion
y formacion del callo (Serivichyaswat et al., 2022), por lo que un tratamiento con altas

temperaturas podria ser utilizado a partir del dia 3 para potenciar la unién vascular.

Actualmente, las hormonas mas estudiadas en la regeneracion del floema en el injerto son el
AlA'y las CKs. Sin embargo, también existe algo de bibliografia sobre el papel de otro tipo de

FHs y de los azlcares en esta etapa del injerto.

Las estringolactonas (SLs) son FHs derivadas de los carotenoides que regulan el desarrollo de
la planta y la actividad del cambium. Se ha demostrado su capacidad de inhibir la expresion y
acumulacién de los transportadores PIN sin afectar al cambium (fig. 7), por lo que se deduce
son capaces de inducir su actividad de forma independiente al AIA. Sin embargo, existen casos
en los que se genera un injerto funcional con plantas deficientes en SLs, por lo que puede que
no sean esenciales en esta técnica (Nanda y Melnyk, 2018) e, incluso, podrian tener un efecto

negativo, al inhibir el transporte de AlA, la principal reguladora de todas las etapas del injerto,
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aunque, para confirmar esta teoria, seria necesario seguir investigando su papel en esta técnica

agricola.

Por otro lado, se ha demostrado que los azticares promueven la regeneracion del tejido vascular
al aplicarse junto con AIA. Sin embargo, no se forma nuevo tejido vascular solamente
afiadiendo esta FH y azlcar a células indiferenciadas, por lo que las otras hormonas implicadas

en este proceso deben de ser esenciales en esta etapa (Melnyk, 2017; Frey et al., 2021).

4.3 Formacion v unién del xilema

Existen pruebas de que el nuevo xilema se puede formar a partir de la vasculatura ya
existente, por diferenciacion de las células del callo y transdiferenciacion del parénquima
a células xilematicas, ya que se han detectado masas de células indiferenciadas en tejido
vascular preexistente y en el parénquima medular y cortical cerca de la zona de la herida. Sin
embargo, la transdiferenciacion en el injerto no se ha estudiado todavia en profundidad. Lo mas

comun es que se forme a partir de vasculatura preexistente (Frey et al., 2020; Frey et al., 2021).

La conexion del xilema se produce de 6 a 8 dias después de la creacion del injerto. Se ha
demostrado que el AlIA es imprescindible para este proceso, pues si se cortan las hojas no se
une el xilema, pero si si se aplica AlA en la zona donde se encontraban las hojas previamente
(Asahina et al., 2011; Matsuoka et al., 2016; Melnyk, 2017). Los niveles de esta FH necesarios
para la induccion de la diferenciacion a células del xilema también depende de la especie, pero,
en general, seran necesarias concentraciones altas de AlA (fig. 7 y 8) (Melnyk, 2017; Nanda y
Melnyk, 2018). Ademas, hay pruebas de que las CKs favorecen el transporte de AIA 'y, por
tanto, la formacion de nuevo tejido vascular, al regular la distribucion de las proteinas PIN en
los nuevos tejidos vasculares en formacion. Sin embargo, el AlA induce la expresion de AHP6
(HISTIDINE PHOSPHOTRANSFER PROTEIN 6), que provoca la diferenciacion celular a
xilema, pero cuya proteina codificante es un inhibidor de la sefializacion de las CKs (fig. 7)
(Schaller et al., 2015). Se ha comprobado que evitando la sintesis de CKs se forma mas xilema
y que utilizando un tratamiento de CKs se forma menos, lo que lleva a pensar que el papel de
estas FHs en esta etapa del injerto es contrario al del AlA (fig, 7) (Nanda y Melnyk, 2018).
Quizas, por ello, se inhibe su expresion tras inducir el transporte de AlA, el principal

responsable de la formacion de nuevo tejido vascular.

Se sabe que el etileno promueve el crecimiento secundario al activar la expresiéon de los FT
AP2, ERF (que también actlan en la respuesta al estrés), PXY (PHLOEM INTERCALATED
WITH XYLEM) y TDR (TRACHEARY ELEMENT DIFFERENTIATION INHIBITOR
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FACTOR RECEPTOR). Ademas, estos también son inducibles por WOX4 (WUSCHEL-
RELATED HOMEODOMAIN 4), cuya expresion es activada por AlA, otra prueba mas que
apoya la teoria de que AIA vy etileno presentan una accion conjunta en el injerto (fig. 7)
(Nanda y Melnyk, 2018). Estos hallazgos llevan a hipotetizar que, modificando genéticamente
las plantas que vayan a formar parte de un injerto para que sobreproduzcan etileno, se podria
mejorar la tasa de éxito a largo plazo de este, al potenciar la capacidad de union vascular.
Ademas, dadas las otras funciones del etileno, su sobreexpresion podria conllevar una respuesta
al estrés biotico y abiotico, una iniciacion de la raiz y una maduracién de los frutos mucho mas
répidas, lo cual beneficiaria a la formacion de callo y la unidn de los tejidos en el injerto, al

desarrollo y supervivencia de la planta y a la obtencion de frutos maduros en menor tiempo.

Otras hormonas que podrian estar implicadas en este proceso son los brasinoesteroides (BRs).
Sus funciones més estudiadas son la estimulacion del crecimiento celular y de la morfogénesis
de las plantas. Sin embargo, también presentan un papel muy importante en la formacion de
xilema, pues la inhibicion de su sintesis inhibe la diferenciacion de los elementos traqueales
(fig. 7), aunque su papel en el injerto no esta muy investigado todavia (Belkhadir y Jaillais,
2015; Saini et al., 2015; Nanda y Melnyk, 2018).

Como se adelantaba en el apartado de respuesta a la herida, las GAs también parecen estar
involucradas en la formacidn de nuevo xilema, pues el tratamiento con estas hormonas induce
la formacién de maés fibras xilematicas y de mayor tamafio, mientras que la inhibicion de su
sintesis provoca una menor formacion de las mismas (fig. 7) (Matsuoka et al., 2016; Nanda y
Melnyk, 2018). Por tanto, seria conveniente estudiar en mayor profundidad el papel de estas

FHs en el injerto para poder dilucidar mas detalles de su mecanismo de accion.

El JA, ademas de las funciones ya conocidas y mejor estudiadas expuestas anteriormente, se ha
comprobado que también provoca la formacion de xilema, al inhibir la accién de las CK (fig.

7), pero todavia no es un proceso que se entienda a la perfeccion (Nanda y Melnyk, 2018).

Por ultimo, se sabe que el crecimiento secundario provoca la expresion de genes inducibles por
ABA. Un FT que podria estar implicado en este proceso es ATHB7 (ARABIDOPSIS
THALIANA HOMEBOX 7), pues se expresa mientras se esta formando nuevo xilema vy,
ademas, se sabe que el gen que lo codifica es inducible por ABA como respuesta al estres por
sequia (fig. 7). Sin embargo, su papel en el injerto debe ser investigado mas a fondo (Nanda y
Melnyk, 2018).
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En apartados anteriores, se comentaron diferencias entre compuestos que se sintetizan en
cantidades distintas en injertos funcionales y no funcionales. Otros componentes cuya
concentracion es significativamente diferente entre ambos son los compuestos fenoélicos. Los
injertos no funcionales suelen presentar mayores cantidades de estos, como el acido r-cumarico
(Rasool et al., 2020), al haber una mayor expresion de la fenilalanina amonio-liasa (fig. 9), la
enzima del punto de control de la ruta de sintesis de los acidos hidroxicinamicos (lIrisarri et al.,
2016). Estos son liberados de las vacuolas al citoplasma de las células e inhiben la lignificacion
y, por tanto, la formacion de nuevo xilema (fig. 7). Ademas, se ha comprobado que altas
concentraciones de estos compuestos en la pda afectan al transporte de AIA (fig. 7), lo que
también desemboca en un fracaso del injerto debido a una menor induccién de diferenciacion
celular a tejido vascular. Por ello, el contenido en fenoles y los niveles de expresion de la
fenilalanina amonio-liasa pueden ser marcadores importantes para determinar si un injerto sera
funcional a largo plazo (Rasool et al., 2020). Para intentar mejorar el éxito en el injerto se
podrian modificar genéticamente las plantas que van a formar parte de él para que expresen esta

enzima en menores cantidades.
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5. Intercambio de moléculas y organulos entre puay porta
Las plantas parasitas son utilizadas para estudiar como se unen los tejidos de plantas diferentes
y el transporte de moléculas entre ellas. Por lo tanto, son modelos para el estudio del injerto, ya
que su haustorio, el 6rgano capaz de conectar con los haces vasculares de otra planta para
obtener sus nutrientes, necesita fusionarse y transportar moléculas entre ambas. Gracias a ellas,
se ha comprobado que el ARNm, las proteinas y los virus pueden viajar largas distancias entre

plantas diferentes a través de los haces vasculares, bidireccionalmente (Shahid et al., 2018).

Al comprobarlo en injertos, se observé que, efectivamente, algunos ARNm viajan largas
distancias entre los tejidos de ambas plantas (Spiegelman et al., 2015) y son capaces de generar
una proteina en un 6rgano en el que naturalmente no se detecta (Zhang et al., 2016). Se cree
que la razdén por la que esto sucede solo con algunos ARNm es la abundancia y vida media de
los mismos (Calderwood et al., 2016). Ademas, se ha comprobado que algunas proteinas
pueden unirse al ARNm para evitar que sea desgradado durante el transporte (Duan et al., 2015;
Duan et al., 2016). También existen pruebas de que esto puede potenciar la accion del AlA,
consiguiendo asi una mejor conexion vascular, por lo que un correcto intercambio genético a

larga distancia podria ser una de las claves para obtener un injerto funcional (Wang et al., 2017).

También existe evidencia del transporte de ARNs pequefios entre pla y porta, que provocan
cambios epigenéticos una vez se establece la union vascular en el injerto, impidiendo la
expresion de algunos genes por metilacién (Lewsey et al., 2016), asi como de ARNSi, que
silencian la expresion de algunos genes, dado que evitan la traduccion de sus transcritos (Hyun
etal., 2011; Shahid et al., 2018).

El saber que existe intercambio de estas y otras moléculas, como FHs y FTs (Duan et al., 2015),
a larga distancia entre pla y porta ha permitido utilizar el injerto para estudiar el transporte de
moléculas involucradas, por ejemplo, en la respuesta al estrés por sequia (Takahashi et al.,
2018), a la luz (Spiegelman et al., 2015) y a la disponibilidad de nitrégeno (Landrein et al.,
2018).

Ademas del transporte a larga distancia, también hay pruebas de un intercambio genético de
célula a célula en la unién pua-porta. Numerosos estudios han demostrado la transferencia de
ADN nuclear, mitocondrial y plastidico a través de esta via en los Gltimos afios (Stegemann y
Bock, 2009; Fuentes et al., 2014; Gurdon et al., 2016; Sidorov et al., 2018; Hertle et al., 2021).

La capacidad de intercambiar material entre células vecinas se ha comprobado no solo para

material genético, sino también para organulos enteros. En un reciente estudio, se demostro la

23



transferencia célula a célula de plastos entre play porta a través del callo. Para ello, se injertaron
dos lineas de tabaco, una cuyo genoma nuclear se marco con la proteina fluorescente amarilla
(YFP) y otra cuyo genoma plastidico se marco con la proteina fluorescente roja (dsRed). Se
analizaron, entonces, cortes de los callos resultantes de los injertos y se encontraron cinco tipos
de células: (1) las que expresaban la YFP en el ndcleo y en el citoplasma, (2) las que expresaban
la YFP en el nucleo y, ademaés, la dsRed en todos los plastos, (3) las que expresaban la YFP en
el nacleo y con algunos plastos wt y otros que expresaban la dsRed, (4) las que no expresaban
la YFP, pero con algunos plastos que expresaban la dsRed y otros wt y (5) las que expresaban
la dsRed en todos los plastos (fig. 10) (Hertle et al., 2021). Ya se conocia que el genoma nuclear
puede transferirse de célula a célula mediante el paso del ARNm a través de plasmodesmos
(Hyun et al., 2011; Fuentes et al., 2014), sin embargo, el encontrarse el genoma marcado con
dsRed contenido en los plastos era indicativo de que habia ocurrido una transferencia de estos
organulos. Otro hallazgo que apoya esta teoria es que se observo una reestructuracion de la
pared celular para la formacion de porosy, cerca de ellos, se encontraron plastos y mitocondrias
de un tamafio mas pequefio que estos. Ademas, se observé que los plastos que se acababan de
intercambiar entre dos células presentaban un tamafio menor que el resto y que iban adquiriendo
un tamafio normal con el tiempo. Para confirmar este fendmeno, consiguieron visualizar y
grabar la transferencia de plastos de célula a célula a tiempo real a través de la union entre pla

y porta, confirmando su teoria (Hertle et al., 2021).

1 2
Pt Pt L o Pt
Pt Pt Pt Pt Pt
Nc Pt | Ne ‘ | Ne Pt | Nc Pt | Ne - |
G U. \_/. \-/ \ ./
Figura 10. Tipos de células encontradas en el callo de las plantas injertadas, siendo Nc amarillo = genoma nuclear

marcado con la YFP, Nc azul = genoma nuclear wt, Pt verde = plastos wt y Pt rojo = plastos con el genoma
marcado con la dsRed (Adaptado de Hertle et al., 2021).
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En otro estudio, se utilizd una estrategia novedosa y prometedora para demostrar la existencia
de un transporte célula-célula de mitocondrias en la zona de union de un injerto. Se utilizaron
plantas de Nicotiana tabacum, a cuyas células se les habia intercambiado su citoplasma por el
de células de N. undulata, y plantas de N. sylvestris. La razén por la que se modifico el
citoplasma de las células de N. tabacum fue conseguir plantas androestériles de esta especie,

ya que la androesterilidad es un caracter de N. undulata codificado por el genoma mitocondrial,
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gue se hereda por via materna. De este modo, de haber un transporte de las mitocondrias de N.
sylvestris a N. tabacum tras el injerto, se conseguiria recuperar el fenotipo de N. tabacum
respecto a este caracter. Asi, se marcé el ADN nuclear de N. tabacum con un gen de resistencia
a gentamicina 'y el ADN plastidico de N. sylvestris con un gen de resistencia a espectinomicina
y se realizo el injerto con la primera como pla y la segunda como porta. Del callo, se aislaron
las células resistentes a ambos antibidticos y se regeneraron plantas completas a partir de ellas.
El resultado fue la obtencion de una planta quimérica, con flores masculinas fértiles y flores
masculinas infértiles en diferentes ramas, ya que, tal y como se hipotetizd, el ADN mitocondrial
de N. sylvestris consigui6 revertir la esterilidad masculina. Por ultimo, consiguieron identificar
un posible gen responsable de este fendmeno: ORF293, cuyo transcrito se acumula en las

plantas infértiles, pero no en las plantas fértiles (Gurdon et al., 2016).

Con ello, no solo queda demostrada la capacidad de transferirse horizontalmente proteinas y
diferentes tipos de ARNS entre pua y porta, sino también los tres tipos de genomas: el nuclear,
el mitocondrial y el plastidico. Esto abre la puerta a cruzar plantas que no son compatibles
sexualmente, pero cuyo injerto es funcional, para generar nuevas variedades con caracteristicas

que no se podrian encontrar en la naturaleza (Gurdon et al., 2016).

6. Conclusiones
El injerto es una técnica agricola vigente desde hace miles de afios que consiste en unir partes
de dos plantas para generar un nuevo individuo que retne caracteristicas beneficiosas de una o
de ambas. En su éxito influyen la compatibilidad genética y/o fisiologica entre las especies
injertadas, la presencia de patégenos o metabolitos producidos por una de las plantas que pueda
ser perjudicial para la otra, la edad de la planta, las condiciones ambientales en las que se realice
y la técnica utilizada. El estudio de los mecanismos moleculares que subyacen a la formacion
exitosa de un injerto permite concluir que la herida causada a las partes que se ponen en contacto
(pUa y porta) puede desencadenar una respuesta hipersensitiva, que implica la sintesis de
suberina, lignina, calosa y compuestos fenolicos. La deposicidn de estos en las zonas de corte
evita la union entre ambas y genera injertos no funcionales. Otra conclusion es que la unica

etapa imprescindible para la supervivencia de un injerto a largo plazo es la union vascular.

En cuanto al papel de las FHs en estos procesos, esta bastante definido para AlA y las CK
actualmente, siendo el AlA el principal agente regulador de todas las fases del injerto. También

parece que podria tener una accion conjunta con el etileno y los azucares. Sin embargo, esto,
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junto con la participacion del JA, el ABA, las GAs, las SLsy los BRs, asi como las interacciones
entre diferentes FHs, todavia necesita ser investigado mas a fondo.

Por ultimo, existe una clara evidencia del transporte de moléculas a corta y larga distancia entre
pla y porta, que parece ser esencial para su funcionalidad también, lo que abre la puerta a
futuras aplicaciones e investigaciones para conseguir un aumento del porcentaje de éxito en el

injerto y, por tanto, un mayor rendimiento econémico.
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