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Resumen

La relacion existente entre la acumulacion de compuestos fenolicos y la respuesta
de incompatibilidad de injerto es un area de interés en la blisqueda de un mecanismo de
deteccion precoz. El objetivo de este estudio fue caracterizar el perfil de compuestos
fenolicos en combinaciones de injerto con distinto grado de compatibilidad, tanto en el
patron como en la variedad, para evaluar su implicacion en la formacion de uniones
incompatibles. Los compuestos fenolicos se analizaron en tejidos de hoja y corteza de
heteroinjertos compatibles (‘Paviot’ sobre ‘Mariana 2624°) e incompatibles (‘Moniqui’
sobre ‘Mariana 2624°) un mes después del injerto, utilizando un sistema de
cromatografia liquida UHPLC Elute acoplado a un espectréometro de masas TIMS-TOF.
El analisis de los compuestos fenolicos mayoritarios y minoritarios de las distintas
muestras en disolucion permitio su identificacion a partir de su masa molecular. Los
resultados obtenidos mostraron diferencias en el perfil de compuestos fenolicos entre
diferentes tejidos, combinaciones de injerto y zonas estudiadas. Las diferencias tanto
cuantitativas como cualitativas en el contenido fenolico de estas combinaciones podrian
estar implicadas en los mecanismos metabdlicos que intervienen en la formacion del
injerto y condicionar el desarrollo de uniones compatibles o incompatibles.

INTRODUCCION

En los ultimos afios, se han identificado importantes rutas metabdlicas implicadas en
la respuesta de incompatibilidad de injerto en frutales, entre las que destaca la ruta
fenilpropanoide (Pina et al., 2017). Esta ruta desempena un papel fundamental en la formacion
de la unién de injerto, pero cuando se producen reacciones de incompatibilidad se observa
una acumulacion de estos compuestos que afectan a los procesos de diferenciacion celular y
falta de lignificacion en la union (Assungdo et al., 2021; Pina et al., 2017). Asimismo,
investigaciones recientes han puesto de manifiesto un aumento en la expresion de la enzima
fenilalanina amonio liasa (PAL) en uniones incompatibles que refleja una falta de adaptacion
entre las dos partes que forman la union y se ha correlacionado con una mayor presencia de
compuestos fenolicos en el interior de vacuolas y pared celular (Irisarri et al., 2021; Loupit
and Cookson, 2020). La relacion existente entre las acumulaciones de estos compuestos con
los problemas de incompatibilidad ha sido estudiada en distintas especies: albaricoquero,
peral, cerezo, vid (Loupit and Cookson, 2020; Pina et al., 2017). Sin embargo, existe un gran
desconocimiento sobre los perfiles fenodlicos implicados en la reaccion de incompatibilidad
patron-variedad no so6lo en la zona de unidn sino en otros tejidos de plantas injertadas. El
objetivo de este estudio fue caracterizar el perfil de compuestos fendlicos que se acumulan en
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la zona de union, las zonas adyacentes del injerto (tanto en el patron como en la variedad) y
hojas de la variedad, para evaluar su implicacion en la formacion de uniones incompatibles.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Se establecieron heteroinjertos de los cultivares de albaricoquero de tendencia
compatible ‘Paviot’ e incompatible ‘Moniqui’ injertados sobre el patron ‘Mariana 2624°. El
material sin injertar y homoinjertos del patron (Mn/Mn) se utilizaron como controles. Los
injertos fueron realizados en umbraculo sobre patrones de un afo de edad con un diametro
entre 7-10 mm utilizando el método de injerto ‘chip’ (Howard, 1977), en primavera de 2018.
Se realizaron entre 12-30 injertos por combinacion y se recolectaron muestras de 5
repeticiones biologicas de distintos tejidos 30 dias después del injerto: de corteza (floema y
cambium) en la zona de unién, 1 cm por debajo y 1 cm por encima del injerto, y en las hojas
de la variedad (Fig. 1). Los tejidos se congelaron en nitrogeno liquido, y se almacenaron a -
80°C hasta su posterior liofilizacién. Para la determinacion de los perfiles fendlicos, las
muestras se liofilizaron en un liofilizador Virtis Genesis 25L (Hucoa Erldss, SA/Thermo
Fisher Scientific, Madrid, Espafia).

Determinacion de compuestos fenolicos

La extraccion de los compuestos fenolicos se realizd tomando 0.050 g de material
liofilizado y fue extraido en 3 ml de solucidén de extraccion (80:20 metanol:agua), y 2mM
NaF para prevenir la oxidacion (reaccion de la polifenoloxidasa) durante la extraccion en un
bano de ultrasonido (Bactosomic 14.2, Bandelin, Berlin, Alemania) con hielo durante 1 hora,
siguiendo el procedimiento descrito por Tomés-Barberan et al. (2001) con modificaciones. A
continuacion, se centrifugaron las muestras a 9000 rpm durante 7 min a 5 °C y el sobrenadante
se filtré a través de un filtro de poliamida Chromafil Xtra PA-45/25 (Macherey-Nagel, Diiren,
Alemania). Las muestras se guardaron a -20°C hasta ser utilizadas y se inyectaron en un
sistema cromatografia liquida UHPLC Elute (Bruker, Bremen, Alemania) acoplado a un
espectrometro de masas TIMS-TOF, en el Servicio de Espectrometria de Masas ICMA, CSIC
de la Universidad de Zaragoza. Por ultimo, se procedio al analisis de elementos mayoritarios
y minoritarios de muestras en disolucion mediante el programa Metaboscape v.5. Esta técnica
permite la caracterizacion de sustancias a partir de su masa molecular y la masa de iones
obtenidos por la fragmentacion molecular y puede ser utilizada tanto en analisis cualitativo
como cuantitativo, con una alta sensibilidad que permite llegar a muy bajos limites de
deteccion. Los reactivos quimicos usados en el procedimiento se compraron en Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) con grado de pureza HPLC.

RESULTADOS Y DISCUSION

La deteccion de compuestos fendlicos en estados tempranos del desarrollo del injerto
es un area de interés debido al bloqueo que pueden ejercer estos compuestos sobre el
establecimiento de nuevas conexiones vasculares entre el patron y la variedad, produciendo
reacciones de incompatibilidad de injerto en diversas especies (Pina et al., 2017). En este
estudio, el analisis de los compuestos fenélicos mayoritarios y minoritarios de las distintas
muestras con distinto grado de compatibilidad de injerto, permiti6 su identificacion a partir
de su masa molecular, y los compuestos mas destacados fueron: quercetina-3-o-glucésido,
procianidina A1, procianidina B1, procianidina B2, catequina, epicatequina, acido
glucocafeico, acido clorogénico, acido isovainilico, quercetina-3-o-rutinosido, acido feralico,
aldehido protocatéquico, florizina y procianidina C1/C2. Entre los compuestos fenolicos de
bajo peso molecular sobresalen las catequinas, epicatequinas, aldehido protocatéquico y
quercetina (Tabla 1). Los resultados obtenidos muestran una mayor o menor concentracion
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relativa de compuestos fendlicos especificos en hojas que en corteza. Asimismo, la
concentracion relativa de compuestos fendlicos vario dependiendo de la combinacion y zona
estudiada, con un mayor efecto del patron sobre la variedad que de la variedad sobre el patron,
y una mayor acumulacion de procianidina A1, procianidina B1, catequina, epicatequina, acido
glucocafeico y procianidina C1/C2 arriba de la union incompatible respecto de la compatible,
de acuerdo con lo observado en otros estudios (Canas et al., 2015; Hudina et al., 2014; Magnus
et al., 2020). Estas diferencias tanto cuantitativas como cualitativas en el contenido fendlico
de estas combinaciones podrian resultar en disfunciones metabolicas que condicionaran el
desarrollo de una unidon compatible o incompatible. Futuros ensayos con diferentes variedades
y patrones permitiran validar los perfiles fendlicos asociados a la reaccion de incompatibilidad
en albaricoquero y su estudio en nuevas selecciones de comportamiento desconocido al
injerto.
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Tabla 1. Compuestos fenolicos mayoritarios y sus masas moleculares determinadas en
combinaciones de injerto de albaricoquero sobre ciruelo 30 dias después del injerto.
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