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INTRODUCCION

La paima de coco es uno de los arboles mas beflos y Utiles de 10s tropicos,
en donde crece Optimamente con 120 horas/mes de luz (Murray, 1977),
temperatura media anual de 270C y precipitacion pluvial de 1,300 a 2,500
mm/ario. La falta de lluvia por 4 6 5 meses afecta, tanto el crecimiento, como el
rendimiento de la palma (Ramadasan y Rajagopal, 1987). La temperatura optima
para la germinacion del coco es de entre 32 y 35°G (Sento, 1975).

El desarrollo de la plantula de coco es mantenido por el endospermo hasta
alrededor del cuarto mes después de |a germinacién (Foale, 1986). La
dependencia total de a plantula de su propia fotosintesis s6lo se completa hasta
17 meses después de la emergencia de la misma (Ramadasan y Rajagopal,
1987). La hoja méas joven, aun totalmente enrollada, posee los valores de
liberacidn de oxigeno mas elevados (Mathew y Ramadasan, 1974). Este hecho
hace del cocotero una planta con unafisiologiay una bioguimica muy especiales.

Las caracteristicas fotosintéticas de las plantas de coco estan
relacionadas estrechamente con el genotipo, siendo independiente de la
frecuencia en el nimero de estomas y fuertemente dependiente del genotipo.

Respecto a su metabolismo hasico, se sabe que existe una cierta
correlacion positiva entre la actividad de la nitrato reductasa y el rendimiento
anual de cocos (Shivashankar and Ramadasan, 1983) y también que esta enzima
presenta fluctuaciones diurnas, como en otras especies (Shivashankar and
Rajagopal, 1983). No obstante, en general se desconoce €l metabolismo
nitrogenado basico de esta pianta.
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EL AMARILLAMIENTO LETAL

Desde su descubrimiento en el siglo pasado, ta enfermedad del
amarillamiento letal del cocotero ha producido la muerte de millones de plantas
en Jamaica (Rommey, 1972), La Horida (Fisher, 1975), la zona del Caribe,
Tanzania (Schuiling and Mpunami, 1990) y méas recientemente en la Peninsula
de Yucatan en México (McCoy et al., 1983, Villanueva et al., 1985; 1987). Esta
enfermedad, producida por un organismo tipo micoplasma (Beakbane et al.,
1972; Plavsic-Banjac et al,, 1972), ain no se uede diqgnosticar_ en forma
temprana, y una vez que infecta a una palmera, ésta morira irremediablemente
en poco tiempo, a menos de que sea tratada con oxitretraciclina (Harries, 1974;

Hunt et al.. 1974; McCoy, 1975; McGoy etal., 1876).

El vector de la enfermedad, por lo menos en el area del Caribe, incluyendo
la Peninsula de Yucatan, es uninsecto de la familia Cixiidae, denominado M ndus,
crudus Van Duzee (Ferraies, 1987, Howard et al., 1983, 1984) y al cual se le
conoce en esta region con el nombre de "chicharrita".

ALTERACIONES FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS PRODUCIDAD POR
LA ENFERMEDAD DEL AMARILLAMIENTO LETAL

Se han reportado una serie de alteraciones fisioldgicas y bioguimicas en
plantas enfermas de amarillamiento letal. Se han observado alteraciones en los
flujos de! xilema y del floema, en las relaciones hidricas, en el comportamiento
estomatal, en los niveles de algunas enzimas, en los patrones electroforéticos y

probablemente en los niveles de reguladores del crecimiento.

Floema

Se han encontrado organismos tipo micoplasma (OTM) confinados a los
tubos cribosos del floema de las plantas enfermas (Howard et el., 1983, 1984,
Parthasarathy, 1974; Thomas. 1979). La presencia de este tipo de organismos
se ha asociado con alteraciones en el funcionamiento del floema.

E! potencial osmatico del exudado del floema de tallos de palmas de la
variedad Alto Jamaiquino es mayor, en alrededor del 20%, en palmas enfermas
(grado 6 a 7 de acuerdo a McCoy, 1983), cuando se compara con palmas sanas.
Este fenomeno es consistente con el hecho de que el contenido de solidos del
exudado del floema de plantas enfermas es 53% mas elevado que el de las
palmas sanas (Eden-Green and Waters, 1982). La velocidad de exudacion
también se ve afectada, de 13 ml/h en palmas en el estado 2, el cual es muy
similar al de las palmas sanas, a solo 1 a2 ml/h en palmas en el estado 6 a 7
(Eden-Green and Waters, 1982). Estas alteraciones son consistentes con la
posibilidad de que los OTM produzcan un dano en los vasos conductores,
alterando asi las funciones del floema en las palmas enfermas, tales como el
bloqueo de las placas cribosas. En otras especies, como la pera, como respuesta




que se produjo en las sreas originalmente amarillas de las hojas enfermas. El
efecto del re- enverdecimiento fue muy pronunciado con la adicion del acido
giberélico, cobre o zinc. El hecho de que la adicion de cobre o zinc produzca un
re-enverdecimiento sugiere que las palmas infectadas pudieran presentar una
deficiencia de micronutrientes, lo cual podria ser el resultado de la disminucion
en el flujo det xilema que se ha observado (McDough and Zimmermman, 1979).
Sin embargo, el andlisis del exudado del floerna, tanto de palmas sanas Coimo
de palmas enfermas, no muestra diferencias en los contenidos de cobre y zinC
(Stemmer etal., 1982). Lamayor diferencia entre hojas de palmas sanasy palmas
enfermas fue una disminucion en el contenido de potasio (Stemmer etal., 1982).

Fitorreguiadores

El re-enverdecimiento provocado por el acido giberélico en hojas
afectadas por amarillamiento letal ha hecho sugerir a Dabek y Hunt (1976) que
la planta sufre un déficit de compuestos del tipo esteroidal. Este deéficit puede ser
provocado por el requerimiento de esteroides que tienen tanto los organismos
del tipo Mycloplasma, como los del género Spiroplasma (Tully, 1983).
Desafortunadamente no existen medidas de los niveles de giberelinas en C.
nucifera.

Adicionaimente, Dabek y Hunt (1976} estudiaron los niveles de etileno y
el efecto de la adicién exdgena de citocininas (Loyola- Vargas et al,, 1991) y
auxinas. Sus resultados muestran que la adicion de auxinas no promovio nNingun
re-enverdecimiento. Por otro lado, la adicién de citocininas causo un
re-enverdecimiento en forma restringida en la cercania del raquis, probablemente
debido a su poca movilidad (Thimann, 1963), mientras que la combinacién de
auxinas y citocininas fue mas efectiva causando un re-enverdecimiento mas
efectivo. Los autores sugieren que este fendmeno es consistente con el efecto
dte I?s%éxil;as, previamente reportado, en fa movilidad de las citocininas (Serh
et al., G).

Los resultados anteriores sugieren que, en .una paima afectada por
amarillamiento letal, ocurren cambios en los niveles de reguladores del
crecimiento. Sin embargo, para confirmar dichos resultados sera necesario medir
las concentraciones endégenas de dichos fitorreguladores. Por otro lado, no se
sabe si el acido abscisico (ABA) esta involucrado en el amarillamiento letal. Dado
que existe suficiente evidencia que apoya la participacion de este fitorregulador
en el control de cierre estomatal (Zhang et al., 1987), podria esperarse que el
cierre estomatal en el amarillamiento letal estuviera mediado por ABA.

Niveles de arginina

Las especies del género Mycoplasma pueden ser divididos en dos grupos
basados en su habilidad para fermentar glucosa. Las especies no fermentativas,
y unas pocas de las fermentativas, hidrolizan arginina a través de una via de tres
enzimas, la arginina desiminasa (EC 3.5.3.6), la ornitina carbamoil transferasa




Otras enzimas que han sido estudiadas en 1elacion al amarillamiento letal,
mediante patrones isoenzimaticos, han sido una fosfatasa alcalina, tres
peroxidasas, cinco estearasas y una ribonucleasa. Sin embargo, No se
encontraron diferencias consistentes entre plantas sanas y enfermas (McCaoy,
1983).

TRABAJO EXPERIMENTAL

Hace 3 afios la Division de Biologia Vegetal del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan abord6 el problema del amarillamiento letal a traves del
proyecto Aspectos Bioquimicos, Fisiologicos e Inmunoldgicos en Piantas de C..
nucifera L. Afectadas por amarillamiento letal.

Dicho proyecto tuvo como principal objetivo el desarroliar un estudio
sistematico e integral de algunos aspectos de la fisiologia y bioquimica de la
enfermedad encaminados a definir los parametros de deteccion temprana. En
otras secciones de este manual se reportan los resultados sobre los aspectos

fisioldgicos, por lo que en este capitulo solo se mencionan 1os resultados
biogquimicos.

ESTUDIOS BIOQUIMICOS

MATERIAL BIOLOGICO.

Para los estudios bioquimicos se muestrearon plantas con grados de
avance de la enfermedad 0O, 1, 4 y 6-7, de acuerdo a la clasificacion hecha por
McCoy (1983) . De estas plantas se seccionaron las pinulas 20 y 40 de la hoja
bandera {hoja joven que estad completamente expuesta) y la pinula 20 de la hoja
espada, la hoja mas joven, asi como inflorescencias provenientes, tanto de
palmas sanas como de palmas enfermas. Inmediatamente después de
cosechado el material, se congelaba por inmersion en nitrogeno liquido y se
mantenian asi hasta el momento de su utilizacion. Se llevaron a cabo numerosos
muestreos independientes, durante el tiempo de duracién de este proyecto .

OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO.

. Las pinulas o las inflorescencias se maceraron en un mortero hasta polvo
fino; posteriormente se homogenizaron en un politrén por 3 min con el
amortiguador de extraccion (Tris-HCl 100 mM, 2 mM CaCl;, 10 mM
B-mercaptoetanol, 400 mM &cido transcinamico y 30% PVP), en una relacion
3.5/1 v/p, se filtrd através de 4 capas de gasa y se centrifugd a 18,000 x g durante
30 minutos. Todas las manipulaciones fueron hechas a 4°C. Finalmente, se utilizé




La actividad de esta enzima se definid como gmoles de L-ornitina formada por
minuto. Para poder cuantificar a actividad de esta enzima se levo a cabo una
activacion de la misma gHashimoto et al., 1989), sometiendo al extracto crudo a
una temperatura de 55°C durante 20 minutos en presencia de MnCl> 10 mM.

Posterior a esta activacion, se llevd a cabo Ia reaccion durante 60 minutos y
finalimente se cuantifico la cantidad de L-ornitina formada.

La actividad de la argininosuccinasa se determind segin el metodo
propuesto por Ratner (1970). Esta reaccion es seguida por el aumento en la
absorbancia a 240 nm debido ala formacion de fumarato. La mezcla de reaccion
contiene: amortiguador de fosfatos de potasio 0.10 M, pH = 7.5, extracto
enzimatico y argininosuccinato de potasio 0.01 M; este Gitimo se forma con 50
mg de la sal de bario (100 moles) del acido succinico, disuelta en 9.85 mi de
agua, mas 0.15 ml de K250, 0.1 M, esta solucion se clarifica por centrifugacion.
La mezcla de reaccidon conteniendo al amortiguador y a la enzima se preincuba
durante 2 minutos a 38°C, posteriormenite la reaccion se inicia por la adicion del
argininosuccinato, el volumen total de la reaccion es de 3 ml. El aumento en la
absorbancia se lee contra un blanco que contiene todos 10s componentes de [a
mezcla de reaccion excepto el sustrato. Las lecturas se toman cada medio minuto
durante diez minutos. Una unidad especifica se define como la cantidad de
enzima que es capaz de catalizar la formacion de un mol de fumarato por hora

a 38°C por mg de proteina..

La actividad de la arginina desiminasa se determiné segin el metodo
propuesto por Schimke (1970}, el cual se basa en la cuantificacion de la citrulina
formada a partir de la argining, 1a cual es posteriormente cuantificada por el
método colorimétrico de Archibald (1944). La mezcla de reaccion contiene
amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M, pH 6.5, extracto enzimético y
L-arginina0.05 M, ajustadaapH 6.5 con HCI. La mezcla de reaccién, conteniendo
al amortiguador y al extracto enzimatico, se preincuba a 37°C durante 2 minutos,
al final de los cuales se activa la reaccion por la adicion de la L-arginina. La
reaccion se detiene por la adicion de 0.2 ml de écido perclorico al 70% a diferentes
intervalos de tiempo. Posteriormente los tubos se centrifugan a 3,000 rpm
durante 10 minutos y del sobrenadante se tomam partes alicuotas para la
cuantificacion de la citrulina formada. Esta cuantificacion esta basada en la
formacion de un producto de reaccion coloreado con la acetil monoxima en
solucion acida (H2S04 concentrado y HaPO4 en relacion 1:3). El cambio en la
absorbancia se lee a 490 nm.

DETERMINACION DE LAS POZAS METABOLICAS.

Los aminoécidos fueron determinados utilizando el método de Cocking
(1954), utilizando acido glutdmico como estandar. La poza de amonio fue medida
a través del método de Nessler, descrito por Steli y Averell (1870). La
determinacion de las proteinas se efectud por el método de Peterson (1977),

utilizando albGmina sérica bovina como estandar.

Todos los experimentos fueron hechos por triplicado para cada uno de
los muestreos.




En base a todos los resultados obtenidos con refacion a las enzimas de
asimilacion del amonio en plantas de Cocos nucifera L. y a los experimentos
realizados, se puede sugerir, que en este sistema las dos vias de asimilacion de
amonio parecen estar funcionando.

Por otro lado, tratando de esclarecer la posible relaoién_existente entre el
contenido de arginina en las palmas y su suceptibilidad a infectarse con el

micoplasma, se cuantificaron las actividades enzimaticas de dos de las enzimas
involucradas en el metabolismo de la arginina, la arginasa y la ureasa.

No se logré detectar actividad de ureasa en las muestras, con los
procedimientos empleados y con los cuales normalmente se puede medir esta
enzima en plantas superiores.

El comportamiento general de la arginasa fue el de aumentar conforme
aumenta el grado de avance de la enfermedad. Este aumento es mucho mas
marcado en la pinula 20 de la hoja bandera (Figura 7). Falta esclarecer, sin
embargo, si este aumento es debido a que hay un mayor contenido de arginina
enlas palmas, ya que es unaenzima inducible por su sustrato (Thompson, 1980),
provocado por el micoplasma, ya que lo utiiza como su mayor fuente en la
produccion de ATP (Razin y Tully, 1983), o si es resultado del proceso de
infeccion.

Para poder esclarecer este hecho, se monto Ia metodologia necesaria
para poder cuantificar a la arginina desiminasa, una enzima que es propia de los
micoplasmas y que degrada a la arginina hasta citrulina y amonio, {(Raziny Tully,
1983: Schimke, 1970), asi como a la argininosuccinasa, la cual es la enzima
responsable del Ultimo paso en la sintesis de la arginina en las plantas. Todo esto
con el fin de poder distinguir claramente entre el metabolismo de la arginina en
la planta y el metabolismo de este compuesto por el micoplasma.

La actividad de la argininosuccinasa, en las muestras provenientes de
hojas de palmas con diferentes grados de avance de la enfermedad, aumentd
con el grado de avance de la enfermedad (Cuadro 3), lo cual sugiere una sintesis
aumentada de arginina muy probablemente debida a la infeccion por el
micoplasma. Hasta fa fecha no se ha podido detectar actividad de arginina
desiminasa en las frondas de las plantas estudiadas.

' _Dado que los primeros tefidos de la palima que se ven afectados por la
infeccion del micoplasma son las inflorescencias, también se decidié incluirlos
en el estudio.

La actividad de las enzimas de asimilacion del amonio fueron estudiadas
tanto en inflorescencias de palmas sanas como en inflorescencias de palmas
enfermas grado 3. Puesto que durante el desarrollo de la enfermedad las
inflorescencias mueren, se podria esperar que hubiera una gran degradacion de
aminoacidos y de proteinas y con esto gran produccidn de amonio, el cual podria
modificar la actividad de alguna de las enzimas involucradas en su asimilacion.

La actividad que presentd la GDIH-NADH en las inflorescencias de palmas
enfermas fue menor que la presente en las inflorescencias de palmas sanas




micoplasma, ya que en ninguna de las' muestras provenientes de hojas 0
inflorescencias, tanto de palmas sanas como de palmas enfermas, logrd
detectarse actividad de la arginina desiminasa, que es |a enzima que degrada la
arginina hasta citrulina y amonio y es una enzima clave del micoplasma.

Como continuacién de este trabajo, nos proponemos realizar estudios
mas concretos con algunas de las enzimas, que se ven modificadas por el
amarillamiento letal y generar asi conocimiento basico acerca de su
comportamiento en los distintos tejidos del coco; previo al establecimiento, asi
como a lo largo de toda Ja enfermedad, con el fin de determinar si alguna de las
actividades enzimaticas ensayadas pudiera ser utilizadas como marcador
temprano de la enfermedad.
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Cuadro 5. Actividad de las enzimas de asimilacion del amonio en presencia de
PVP y &cido transcindmico en extractos de C. roseus.

Control PVP 30% + TC 400 mM
GDH-NADH 23.33 27.38
GDH-NAD 38.84 43.61
GOGAT 4.44 3.30
GS 8.94 10.77

Cuadro 8. Actividad especifica de la argininosuccinasa en plantas de Cocos
nucifera L. afectadas por el amarillamiento letal.

TEJIDO ACTIVIDADESPECIFICA

{moles fum/h/mg pro)

NFLORESCENGIA SANA i
INFLORESCENCIA ENFERMA :
HOJA GRADO 00.66
HOJA GRADO 11.38
HOJA GRADO 41.14

- = NO DETECTABLE
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