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INTRODUCCION GENERAL

Desde fines del siglo XIX. la aparicion y dispersion de la enfermedad conocida
como amarillamiento letal (AL) ha arrasado con el cultivo del cocotero en paises de
Africa y América. La tnica alternativa disponible actualmente para hacer frente a los
efectos de esta devastadora enfermedad es replantar las areas afectadas con materiales
resistentes. Esta situacion ha determinado que la seleccion de germoplasma de cocotero
resistente al AL se haya convertido en un objetivo central de los programas de
mejoramiento y conservacion de esta especie (Been, 1995).

México es el principal pais productor de cocotero en el continente americano, y
uno de los mas importantes a nivel mundial (Oropeza and Zizumbo, 1997). La dispersion
del AL a nivel nacional ha arrasado las plantaciones de cocotero en la zona del Golfo de
Meéxico. y su reciente aparicion en la costa del Pacifico representa una seria amenaza para
las principales zonas productoras del pais.

El desconocimiento de marcadores de resistencia al AL es un factor que limita la
seleccion de germoplasma de cocotero resistente a la enfermedad. Esta situacion se ve
agravada por la falta de métodos para transmitirla en una forma controlada. Actualmente.
la seleccion de palmas de coco resistentes al AL implica el establecimiento de
plantaciones experimentales en areas afectadas, en las cuales se espera que ocurra la
transmision natural de la enfermedad. Esta estrategia es efectiva, pero lenta y costosa.
Adicionalmente, presenta la desventaja de que no permite determinar si las palmas
sobrevivientes son realmente resistentes, o si simplemente escaparon a la infeccién. Su
aplicacion en Jamaica ha llevado a plantear que se necesitan al menos 15 afios para
obtener resultados confiables (Been. 1981). Tal periodo es inaceptable en el contexto de
un programa de mejoramiento, por lo que el establecimiento de una metodologia para la
seleccion de palmas de coco resistentes al AL se presenta como una prioridad para el
mejoramiento de este cultivo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Efectuar analisis orientados a identificar marcadores biogimicos. fisiologicos y
genéticos que estén asociados con resistencia al AL en el cocotero.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Realizar anilisis de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD) orientados a
identificar marcadores asociados con resistencia al AL.

2. Efectuar estudios encaminados a determinar la posible participacion de diferentes
mecanismos bioquimicos y fisiologicos de resistencia a enfermedades en plantas. en la
respuesta de palmas de coco ante la infeccion por el AL.

5. Formar recursos humanos mediante la direccion de una tesis de licenciatura. una de
maestria y una de doctorado.

4. Publicar los resultados del proyecto en trabajos arbitrados de nivel internacional.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se siguieron en forma paralela disefios experimentales centrados en los siguientes
temas:
1. Idennficacion de marcadores genéticos de resistencia.
2. Exploracion del nivel del proceso de infeccién en el cual se manifiesta la resistencia.
3. Analisis de cambios fisiologicos asociados a la enfermedad.

Dentro de tales temas. las estrategias seguidas fueron como a continuacion se
describen:

MARCADORES GENETICOS.

Se siguié un esquema de sustraccion genética, en el cual se aplicé la técnica
RAPD para identificar marcadpres cuya distribucion fuese como a continuacion se indica:

1) Presentes en la poza de ADN de una poblacion resistente, y ausentes en la de una

poblacion susceptible.
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2) Presentes en frecuencias no menores que 0.85 en la poblacion resistente, y no mayores
que 0.15 en la susceptible.

3) Presentes en frecuencias no menores que 0.6 en una segunda poblacion susceptible, la
cual haya sido seleccionada en el campo en base a su sobrevivencia al AL. y sea
genéticamente similar a la poblacién susceptible inicial.

Los RAPDs asi seleccionados se consideraron como potencialmente ligados con
resistencia al AL. La estrategia seguida se esquematiza a continuacion.

Genotipos analizados Seleccion de RAPDs

Pozas de ADN E ]\ éSe generan RAPDs?

4‘ ﬂk IEta:j:1 L ;i
SRR =t

# f ? ff f * 1 T f Btapa | >0.85,q<0.‘|l$?
MIMI‘M MMM | e

|
'Enano Malayo Amarillo’ 'Alto del Oeste Africanc' - | :
(resistente) (susceptible) ¢Su frecuencia es

L

RN

ey " j
mmm S

- ligados con resistencia al AL
‘Alto del Atlantico' (susceptible,
seleccionado por AL)

F

NIVEL DE EXPRESION DE LA RESISTENCIA.

La estrategia propuesta contemplo los siguientes analisis:

1) Diagnostico por PCR de la presencia del patogeno en plantas resistentes (Emano
Malayo) que hubieran estado expuestas al AL. Si los analisis son positivos, se
consideraria que su sobrevivencia esta mediada por mecanismos que les permiten tolerar
cierto nivel de multiplicacion del patogeno. En caso negativo. se consideraria que su
resistencia actia a nivel de mecanismos que impiden la inoculacion del patogeno. o su
dispersion después de la inoculacion, y se desarrollarian los siguientes analisis.

2) Ensayos onentados a comparar la capacidad de sintesis de calosa en hojas (posible

-
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sitio de inoculacion) de plantas resistentes y susceptibles. Si tal capacidad es mayor en las
plantas resistentes. se consideraria que esta respuesta fisiologica posiblemente actue
impidiendo la dispersion del patégeno posteriormente a su inoculacién, y por lo tanto
constituiria un marcador fisiologico potencialmente aplicable en la identificacion de
plantas resistentes.

FISIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD.

Para elucidar el posible papel de diferentes parametros en el modo de accion del
AL. especificamente en el cierre anormal de estomas que se observa desde las primeras
etapas de desarrollo de la enfermedad, se efectuaron los siguientes analisis:

1) Cuantificacion de acido abscisico (ABA) en savia de xilema, hojas y raices, durante el
desarrollo de los sintomas del AL.

2) Conductividad, osmolaridad y concentracion de fenoles solubles, K~ y azicares
solubles, en extractos de hojas de palmas sanas y enfermas.

3) Biisqueda de compuestos presentes en hojas de palmas enfermas que provoquen cierre
estomatico. mediante la evaluacion de extractos de éstas en dos modelos experimentales:
1) Segmentos de hoja de palmas de coco sanas.
i1) Epidermis desprendidas de Commelina communis L.

PARTICIPANTES
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ANTECEDENTES, METODOLOGIAS Y RESULTADOS
MARCADORES GENETICOS.

Antecedentes.

El desconocimiento de marcadores de resistencia al AL es un factor que limita la
seleccion de germoplasma de cocotero resistente a la enfermedad. Esta situacién se ve
agravada por la imposibilidad de transmitir el AL en una forma controlada. Actualmente.
la seleccion de plantas resistentes depende de la realizacion de pruebas de campo en las
que la transmisién ocurre de forma natural. Esto plantea importantes desventajas: 1) El
tiempo requerido para que la enfermedad llegue y se disperse puede llegar a ser de
muchos afios; 2) el establecimiento y mantenimiento de las plantaciones es un proceso
costoso v laborioso.

Se han realizado pruebas de campo orientadas a identificar germoplasma resistente
al AL y enfermedades relacionadas en paises tales como Jamaica (Been 1981), Tanzania
(Schuiling er al., 1992; Kullaya er al., 1997), Ghana (Sangaré ef al., 1992; Dery. 1997) y
México (Zizumbo er al.. 1999). El analisis genético a nivel molecular de genotipos de
cocotero que han mostrado resistencia o susceptibilidad al AL podria permitir la
1dentificacion de marcadores que estén asociados con resistencia a esta enfermedad. Tales
marcadores serian de gran utilidad en programas de mejoramiento que incluyan como
objetivo la seleccion y propagacion de germoplasma de cocotero resistente al AL,

El analisis de fragmentos de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPDs) es una
técnica de desarrollo reciente que ha mostrado una gran utilidad para identificar en forma
rapida marcadores asociados con genes de interés agronémico (Michelmore, 1991:
Waugh y Powell, 1992). La técnica se basa en el uso de oligonucledtidos (decameros o
nonameros) de secuencia al azar para reconocer. mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), regiones variables dentro del genoma. Esta técnica es particularmente
eficiente para identificar marcadores asociados con caracteres poligénicos, de los cuales
la resistencia al AL ha sido sefialada ser un caso (Ashburner y Been. 1997). En este
proyecto se analizaron RAPDs en distintos genotipos de cocotero con el proposito de
identificar marcadores que estén potencialmente asociados con la resistencia al AL.

Materiales y métodos.

Genotipos.

Se analizaron genotipos colectados en Meéxico. los cuales habian sido
seleccionados en el campo por el AL, 0 no habian estado en contacto con la enfermedad.
El nivel de resistencia de los genotipos de este wltimo grupo habia sido determinado en
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evaluaciones previas (Been, 1981: Schuiling er al., 1992; Kullaya er al., 1997; Sangare er
al.. 1992: Dery et al.. 1997; Zizumbo er al., in press). Tales genotipos fueron el Enano
Malayo Amarillo (MYD, resistente) y el Alto del Oeste Africano (WAT, susceptible). Las
plantas seleccionadas por el AL provinieron de una poblacion Alto del Atlantico (AT.
susceptible) del estado de Campeche. la cual fue severamente atacada por la enfermedad
durante los previos seis afios (Oropeza y Zizumbo, 1997). La edad de estas plantas fue de
aproximadamente 20 afios, y desde dos afios antes de ser colectadas su tasa de mortalidad
se habia mantenido en un 10 por ciento. Los registros histéricos sobre el origen de la
poblacion AT analizada. asi como andlisis basados en morfologia del fruto y variacién
isoenzimatica, indicaron que este genotipo estaba estrechamente relacionado con el WAT
(Z1izumbo. 1997; Zizumbo-Villarreal y Pifiero, 1998). Los genotipos MYD y WAT fueron
wntroducidos a México en forma de semillas. a partir de una coleccién de germoplasma
establecida por el Institut de Recherches pour les Huiles et Oléagineux (IRHO) en Costa
de Marfil. Africa (Manciot. 1978; Meunier, 1982). Estas plantas tuvieron
aproximadamente 19 afios y estaban localizadas en una estacion experimental del estado
de Guerrero, en donde hasta el momento no se ha detectado el AL. Ademas de las

poblaciones anteriores. se analizaron las pozas de ADN del MYD y del WAT. Cada
poblacion contuvo 21 individuos.

Extraccion de ADN.

Foliolos provenientes de hojas no senescentes fueron cortados y guardados en
bolsas de polietileno dentro de una nevera con hielo durante su transporte. En el
laboratorio las hojas fueron lavadas, secadas y cortadas en segmentos de 0.3 g los cuales
fueron envueltos en papel aluminio y almacenados en ultracongelacion (-80 °C) para su

posterior extraccion. La extraccion se llevo a cabo de acuerdo al protocolo de Rogers vy
Bendich (1985).

Electroforesis y visualizacion de ADN.

La electroforesis se efectud en geles de agarosa al 1.2 por ciento. en sistema de
amortiguador TAE continuo. a 100 V constantes. E1 ADN en los geles se visualizo
mediante tincién con bromuro de etidio (100 ng/ml, 15 min de incubacién y 15 min de
lavado). y se visualizé en un transiluminador de luz ultravioleta. Los patrones de bandeo
se registraron en pelicula Polaroid 667 (ISO 3000).

Formacion de pozas de ADN.

Para cada poblacion. el ADN de 20 palmas se extrajo y se sometié a electroforesis.
Los geles se tifieron en bromuro de etidio (1 pg/ml), y la concentracion relativa de ADN
genomico en cada extracto se estimd visualmente mediante comparacion con estandares
de concentracion conocida. Cada extracto se diluyo a una concentracion de
aproximadamente 20 ng/ml. Una vez igualadas las concentraciones, las pozas genéticas se



formaron mezclando alicuotas de los extractos correspondientes a una misma poblacion.

Amplificacion de fragmentos RAPD.

Se probaron 80 decameros (Operon Technologies; series A, B, AB y AL). usando
las condiciones descritas por Banks (1994). La mezcla de reaccion contuvo polimerasa
taq (0.04 U/ul), dNTPs (200 puM), un decamero iniciador (1 pM), ADN muestra (10
ng/ul). y MgCl, en concentraciones que variaron segun el decamero (2.5 mM para B4.
B7. AB5 y AL3, 3.0 mM para B1, B1l, AB3, AB4 y AB16, 0 1.5 mM para los demas).
en amortiguador (KCI 50 mM. Tris-HCI 10 mM, pH 8.3). El perfil de temperaturas usado
se describe a continuacion.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) _ No. de repeticiones

1. Predesnaturalizacion 85 | 1
Desnaturalizacion 94 1

24 Alineamiento 35 i 44
Extension T2 1

3. Extension 72 5 1

Analisis v seleccion de RAPDs.

Los decameros probados durante la primera etapa del diseflo experimental se
clasificaron segun los criterios abajo descritos. El tamafio de los RAPDs del grupo IV se
estimé en base a la migraciéon de los marcadores de una escalera de 1 kbp. mediante
analisis de regresion efectuados con el programa Stat Graphics, version 5.0.

Grupo de Tipo de fragmentos amplificados

clasificacién
I Sin amplificacion, o con bandas demasiado ténues para ser analizadas.
1 Con amplificacion, pero solamente de bandas monomorficas.

11 Con fragmentos polimorficos dificiles de analizar (dobletes. bandas ténues
o con fondo intenso).

IV Con fragmentos polimoérficos evidentes v de facil analisis.

Resultados.

Primera etapa: Analisis de pozas de ADN.

La Figura 1 muestra patrones de bandeo generados por decameros de la serie A. en
los que se identifican algunos fragmentos polimoérficos. El analisis de los patrones de
bandeo generados por los 80 decameros probados. en base a los criterios de clasificacion
considerados. llevo a agruparlos como se indica en la Tabla 1. El 12.2 por ciento de los

®
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decameros no produjo amplificacion. o dio productos apenas perceptibles (grupo I). El
31.7 por ciento generd patrones de bandeo que no pudieron diferenciar a las pozas de
ADN del MYD vy el WAT (grupo II). El 56.1 por ciento amplificoé por lo menos una
banda especifica de la poza genética de]l MYD o del WAT (grupos Il y IV). Sin embargo.
se considerd que sélo 33 de éstos (grupo 1V, 40.2 por ciento del total) generaron RAPDs
faciles de analizar en las etapas subsecuentes.

Figura 1. Patrones de bandeo generados por decameros de la serie A. Cada par de carriles
uestra. sucesivamente. los fragmentos amplificados por las pozas de AJSN del Enano
Malavo Amarillo SMYD) v el Alto del Oeste Africano (WAT). Los carriles marcados
con M contienen los marcadores de tamafio de una escalera de ADN de | kbp. Los
astertscos muestran la posicion de polimorfismos detectables.

Tabla 1. Decameros asignados a cada grupo de clasificacion.

Grupo Decameros

I A5. A6. A12. A14. A16. A17. A19. B2. B3. AL?

I Al.A2 A3 A4 A10. Al15. A18. A20. B6. B8. B9. B12, B14. B15. B18. AB1.
AB8. AB12. AB14. AB17. AL1. AL4. ALS. AL7. AL13. AL1S

III  A8. A9. B10. AB5. AB6. AB7. AR9. ABI10. ABI11. AB15. AL6. AL10. AL17

[V A7 All, Al3. Bl. B4. B5. B7. B11. B13. B16. B17. B19. B20. AB2. AB3. AB4.
ABS. AB13. AB16. AB18. AB19. AB20. ALS. AL7. AL8. AL9. AL11. ALI12.
ALI4. AL16. ALIS. AL19. AL20




La migracion de los fragmentos de interés no siempre fue similar a la de los
marcadores usados. por lo que su tamaiio se estimé mediante analisis de regresion. La
primera opcion probada fue la regresion exponencial, la cual supone que una grafica de
log (tamario) vs. distancia recorrida debe mostrar una tendencia lineal. Tales regresiones
mostraron buenos ajustes, con coeficientes de correlacion no menores al 90 por ciento.
Sin embargo. las graficas de residuales mostraron tendencias evidentes y repetitivas. lo
cual indico que a pesar de la transformacion logaritmica los datos aiin conservaban alguna
tendencia de agrupamiento no lineal. Por lo tanto, se probé el efecto de conservar la
transformacion exponencial (y=e‘*™®) _ donde y = tamarfio; x= distancia recorrida; a=
ordenada en el origen; b= pendiente) y aplicar una segunda transformacién. la cual fue de
tipo exponencial, multiplicativa. o reciproca. El mejor ajuste, tanto desde el punto de
vista de los coeficientes de correlacion alcanzados. como por la desaparicion de
tendencias en las graficas de residuales, se logré cuando la segunda transformacion fue
reciproca (y=e@®" ) También, los ANOVAs mostraron que tal modelo fue el que

mejor se ajustdé al comportamiento de los datos experimentales. Los coeficientes de
correlacion variaron del 99.4 al 99.9 por ciento, y las R* de los ANOVASs variaron del
98.7 al 99.9 por ciento.

A partir del desplazamiento de los marcadores de tamafio incluidos en cada
electroforesis. el modelo anterior se usé para estimar el tamafio de los RAPDs
amplificados por los decameros del grupo IV. Los resultados de estos calculos.
redondeados a la decena de pares de bases mas cercana. se presentan en la Tabla 2. Los
33 decameros analizados generaron un total de 82 RAPDs, 42 especificos de la poza de
ADN del MYD y 40 especificos de la del WAT, cuyos tamaiios variaron entre 350 y
1710 bp. Tales RAPD:s se analizaron en la siguiente etapa del disefio experimental.

Segunda etapa: Analisis poblacionales (MYD y WAT).

Los 82 RAPDs seleccionados en la etapa anterior se analizaron en las poblaciones
de MYD y WAT que se usaron para formar las pozas de ADN, encontrandose que 12 de
ellos. o sus respectivos fenotipos nulos, aparecieron en frecuencias no menores que 0.85
en una de las poblaciones, y no mayores que 0.15 en la otra. Tales marcadores aparecen
enlistados en la Tabla 3, y sefialados dentro de los patrones de bandeo de la Figura 2. El
hecho de que aparecieran en proporciones altas en una de las poblaciones, y bajas en la
otra. los sefiala como posibles marcadores de resistencia al AL. La posibilidad de que
esten ligados con el cardcter de resistencia quedaria reforzada si aquellos que aparecieron
en frecuencias altas dentro del MYD (resistente) aparecieran también en frecuencias altas
en alguna poblacién que tuviera las siguientes caracteristicas: i) susceptible al AL. ii)
genéticamente similar al WAT (en donde aparecieron en frecuencias bajas). y iii) que
hayan sobrevivido a una exposicién prolongada al AL. Tal posibilidad se evalué en la
siguiente etapa del disefio experimental.



Q Tabla 2. Tamafio (bp) de los fragmentos generados por los decameros del grupo I'V. en las
pozas de ADN del Enano Malayo Amarillo (MYD) y el Alto del Oeste Africano (WAT).

Poza de ADN D ecam ero
A7 All Al535 Bl B4 B5 B7 Bll Bl13 Bl6 BI7
MYD 520 410 410 1140 1290 780 570 1710 1130
380 550 620 1310 580
440 950
WAT 540 990 460 610 980 990 1140 800 520 690
470 570 480 610 420
B19 B20 AB2 AB3 AB4 ABS ABI3 AB16 AB18 AB19 AB20
MYD 520 830 460 410 13510 780 780 680 460
, 500 690 600
O 490
430
WAT 1160 690 510 650 930 3500 1250 450 860 1130
640 990 550
AL3 AL7 AL8 AL9 ALIl AL12 AL14 AL16 AL18 AL19 AL20
MYD 1320 570 970 860 1370 1080 430 790 1080
1060 500 660
430
O WAT 1160 1350 1370 370 1180 1210
i 930 350 430 700
540

O Tabla 3. Decameros que generaron RAPDs especificos de las poblaciones del Enano
Malayo Amarillo (MYD) o del Alto del Oeste Africano (WAT), y tamaiio (bp) de tales

RAPD:s.
Poblacion Decamero

All BI B4 B7 Bll AB3 AB4 AB5 ABl16 AL3 AL7
MYD 990

- WAT 520 610 570 990 1140 650 930 500 450 1160 350

10
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Figura 2. Patrones de bandeo de los RAPDs enlistados en la Tabla 3. MYD. Enano
Malayo Amarillo: WAT. Alto del Oeste Africano: M. fragmentos de 0.5 y 1 kbp (flechas
superior e inferior. respectivamente) de una escalera de ADN.
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Tercera etapa: Analisis poblacionales (sobrevivientes AT).

La distribucion de los 12 marcadores identificados en la etapa anterior dentro de la
poblacion AT escogida para este estudio se muestra en la Tabla 4. Las frecuencias
resultantes se comparan en la Figura 3. Se observaron frecuencias que variaron entre 0 y
1.0. y tres marcadores, representados por los fenotipos nulos de B4,,, B7,, v ALS:. .
aparecieron en frecuencias mayores que 0.50, que fue la frecuencia minima considerada
para identificar posibles ligamientos con resistancia al AL. Las frecuencias de tales
marcadores fueron 0.80, 0.60 y 1.0, respectivamente. Las eficiencias de las tres etapas del
esquema de sustraccion genética probado se comparan en la Tabla 5.

Tabla 4. Distribucion de los RAPDs mostrados en la Figura 2 en la poblacién de
sobrevivientes Alto del Atlantico.

No. de RAPD
individuo Ally, Ally Bly, Bd., B7, BIl,, AB3,, ABl,, AB5. ABI6, AL ALl
1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1
2 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1
3 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1
4 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1
5 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1
6 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1
7 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1
8 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1
9 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 1
10 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1
11 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1
12 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1
13 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1
14 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1
15 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1
16 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1
17 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1
18 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1
19 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1
20 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1

1. presente: O, ausente
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Marcador

Fi%ura.fi. Frecuencia de los RAPDs mostrados en la Figura 2 en la poblacion de
sobrevivientes Alto del Atlantico. Excepto por All,,, los nombres de los RAPDs se
refieren a sus respectivos fenotipos nulos. La linea horizontal representa la frecuencia
minima considerada para identificar a un marcador como asociado con resistencia al AL.

Tabla 5. Decameros seleccionados en las distintas etapas experimentales, y nimero de
RAPDs generados por éstos.

Total analizado Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

AlalA20, A7, All Al3, All Bl B4, _ B4.B7 AL
Bl. B4, BS, B7, B7.Bll. AB3,
BlalB20.  Bj31 B13 B16, AB4. ABS.
B17.B19, B20, ABI6, AL3,
Decimeros ~ AB12l AB20. BIT.BIS, B0, _ ABI6 AL
seleccionados ~ AL1al AL20 AB5 AB13.
AB16. ABIS,
AB19. AB20,
AL3.AL7. ALS,
AL9. AL11.
AL12. AL14,
AL16. AL1S.
AL19. AL20

Total 80 33 11
No. de RAPDs >82 82 12
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NIVEL DE EXPRESION DE LA RESISTENCIA.
DIAGNOSHCO DEL AL EN POSIBLES PORTADORES RESISTENTES.

Antecedentes.

Myndus crudus, un vector confirmado del AL, es un insecto que se alimenta de la
savia del floema de hojas de cocotero (Eden-Green, 1997). Lo anterior sugiere que la hoja
es el sitio de inoculacién del fitoplasma que causa esta enfermedad, a partir de donde éste
se distribuye al resto de la planta y eventualmente se establece y prolifera en 6rganos en
crecimiento activo (raices Jovenes, inflorescencias, bases de peciolo de hojas jovenes,
meristemo apical).

Un estudio efectuado en una zona que se ha mantenido afectada por el AL mostro
que las densidades poblacionales de M. crudus en plantas resistentes (Enano Malayo) y
susceptibles (Alto del Atlantico) fueron similares (Pina, 1993). Esto llevd a suponer que
tales grupos de plantas podrian haber estado expuestos a inoculacion con el fitoplasma
del AL en forma similar, En tal caso, el diagnostico de la presencia del patogeno en las
inflorescencias de las plantas resistentes de esa misma zona proporcionaria una primera
linea de evidencia sobre el nivel al cual éstas €xpresan su resistencia ante la enfermedad.
Concretamente, un resultado positivo en tales analisis implicaria que los Enanos Malayos
si_fueron inoculados y ademas permitieron el transporte del patogeno hacia la
inflorescencia, y su posterior proliferacion dentro de este organo. Un resultado negativo
tambi€én seria informativo pues sugeriria que las plantas habrian expresado algin
mecanismo de resistencia capaz de impedir el transporte patogeno hacia la inflorescencia.

0 su proliferacién dentro de ésta.

Materiales y métodos.

Se analizaron poblaciones de Enano Malayo (resistente) localizadas en el ejido
San Crisanto, municipio de Sinanché, Yucatan. La plantacion experimental habia estado
sometida los 5 afios previos al ataque del AL. Se analizaron 30 plantas, 10 de cada uno de
los ecotipos Amarillo, Rojo y Verde. Como control positivo se usaron 5 plantas Alto del
Atlantico (susceptible) con sintomas de AL (grado 5), procedentes de una zona afectada
por la enfermedad en Belice,

La extraccion de ADN vy el diagnostico por PCR se efectuaron de acuerdo al
protocolo de Harrison er al. (1994), incorporando en la extraccion dos etapas iniciales de
centrifugacién en gradiente para enriquecer el extracto en ADN del fitoplasma.
Segmentos de inflorescencia fueron lavados, cortados en fragmentos pequeiios y licuados

en amortiguador de enriquecimiento frio (Por litro: sacarosa 100 g, fructosa 8 g, K .HPO,
3 H,0 21.8 g. KH_PO, 4.2 g, EDTA 3.36 g, albumina sérica bovina 1.5 g, PVP-40 20 g

O acido ascorbico 5.2 g, pH 7.3). El homogenado se filtro a través de gasa Yy se centrifugg a
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3000 g por 10 min a 4 °C. En esta etapa se sedimentaron plastidios, granulos de almidon
y fragmentos celulares. El sobrenadante se filtrd a través de gasa y se centrifugo
nuevamente, ahora a 20000 g por 30 min a 4 °C. En esta etapa se sedimentaron
fitoplasmas intactos, mitocondrias y fragmentos celulares restantes. El sobrenadante se
eliminé y las pastillas se procesaron de acuerdo a lo descrito en el protocolo original.
Como iniciadores se usaron dos oligonuclestidos (5-CAT ATT TTA TTT CTT TTG
CAA TCT G-3', hacia adelante; y 5-TCG TTT TGA TAA TCT TTC ATT TGA., hacia
atras) derivados de una secuencia genémica de aproximadamente 1.0 kb, especifica del
fitoplasma del AL.

Resultados y discusion.

Las 5 plantas Alto del Atlantico con sintomas de AL fueron positivas en la
amplificacion. al contrario de lo observado con los 30 Enanos Malayos asintomaticos.

Puesto que el AL permaneci6 activo en la plantacion de los Enanos Malayos desde
varios aflos antes de su colecta, es altamente probable que estas plantas hayan sido
inoculadas en algin momento con el fitoplasma causante del AL. Los resultados de un
estudio previo en la misma area apoyan esta hipotesis, pues mostraron que las frecuencias
de visitas del insecto vector Myndus crudus a plantas Enano Malayo y Alto del Atlantico
no fueron significativamente diferentes (Oropeza er al., 19xx). Por lo tanto. una
explicacion probable para los resultados obtenidos es que la resistencia de los Enanos
Malayos se exprese en forma de mecanismos que impedirian el transporte del patogeno a
la inflorescencia después de su inoculacién en la hoja, y/o su proliferacion en tal destino.
Uno de tales mecanismos podria ser la sintesis de calosa, fendémeno que ha sido
ampliamente asociado con situaciones de estrés que inducen dafio celular en plantas. y
cuya funcién como mecanismo para evitar la dispersion de patogenos ha sido
ampliamente demostrada (ver por ejemplo Kohle er al., 1985).

ANALISIS DE CALOSA.

Antecedentes.

La calosa es un 1,3-b-D-glucano sintetizado en algunos tejidos y células vegetales
durante etapas de desarrollo especificas (maduracion del grano de polen, crecimiento del
tubo polinico, formacion de poros en las placas cribosas, gravitropismo), asi como en
Tespuesta a situaciones de estrés que involucran alteraciones en la membrana plasmatica
(heridas. sonicacién. tratamientos quimicos, choque térmico, ataque por patdgenos)
(Kohle er al.. 1985). En situaciones de estrés, la calosa es sintetizada en forma de
depésitos localizados que actian aislando a la region afectada. Esta funcion de
aislamiento es particularmente significativa en casos de invasion por patogenos. en los
que la consecuencia es restringir el avance de la infeccion. En el cocotero. se sabe que
tejidos infectados por fitoplasmas de plantas con sintomas de AL -muestran

15



w w o w oW W w w w w w a Ww @ U
D
D '

'L

‘@ w w w s W ‘g ‘2 ‘= »

g

‘s

acumulaciones anormales de calosa. Tales acumulaciones se encontraron asociadas con el

floema. y coincidieron con los sitios de presencia de los fitoplasmas (Schuiling er al.,
1981).

Los resultados de este proyecto en los analisis por PCR (seccién previa) mostraron
que las inflorescencias de Enanos Malayos (resistentes al AL) que crecian en un foco de
infeccion no contenian al patogeno. También, en los Antecedentes de la seccion anterior
se mencion6 un estudio que indicé que las densidades poblacionales de M. crudus en
Enanos Malayos v Altos del Atlantico (susceptibles) de la misma zona eran similares
(Pifia, 1993). En conjunto. estas observaciones sugirieron que los Enanos Malayos
analizados por PCR si habian sido inoculados con el fitoplasma del AL, y que éstos

expresaron algin mecanismo de defensa que impidi6 el transporte del patogeno hacia la
inflorescencia, o su proliferacion en este organo.

Lo anterior. y lo expuesto en relacion a la sintesis de calosa como mecanismo
capaz de restringir la distribucion de patégenos, llevaron a suponer que esta respuesta

fisiologica podria estar involucrada en la resistencia que los Enanos Malayos expresan
ante el AL.

Materiales y métodos.

Material biolégico.

Se analizaron plantas de la variedad Alto del Atlantico (AT), las cuales se
colectaron en una plantacion localizada en Sabancuy, Campeche. Los analisis se

efectuaron cuando las plantas tenian aproximadamente 1 afio de edad. usando pinas de la
parte media de las frondas.

Establecimiento de condiciones para el analisis de calosa por microscopia.

Aplicabilidad de un protocolo de tincién mediante azul de anilina.

Se prob6 un protocolo usado originalmente para la deteccién al microscopio de
calosa a través de laminas foliares de cebada. mediante tincién con el fluorocromo azul
de anilina (Bayles er al.. 1990). Con el proposito de determinar la aplicabilidad de este
protocolo para detectar calosa en tejidos de cocotero. se analizo la inflorescencia de una
planta enferma de AL ya que se ha descrito que en este tipo de tejido se producen
cantidades anormalmente altas de calosa (Schuiling ez al., 1981).

Para los anilisis. las ramas laterales de la inflorescencia se usaron para efectuar
manualmente cortes transversales finos con una navaja de rasurar nueva. Mientras los
cortes se iban realizando. los de buena calidad se depositaban en portaobjetos y se
cubrian con una gota de amortiguador de fosfatos (0.067 M. pH 8.50). Después de lograr
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dos portaobjetos con tres cortes cada uno, el amortiguador se retiré mediante su absorcion
con papel toalla. En uno de los portaobjetos los cortes se cubrieron con azul de anilina al
0.1% en el mismo amortiguador de fosfatos, durante 10 min. Como control negativo para
la tincion, el segundo portaobjetos se traté de forma similar pero excluyendo el
fluorocromo del amortiguador. Después de la incubacion el liquido de los portaobjetos se
drend con papel toalla y los cortes se enjuagaron brevemente con amortiguador. Después
de drenar nuevamente, los cortes se montaron en glicerol y se observaron em un
microscopio de epifluorescencia (Karl Zeiss modelo MC63) con un juego de filtros de
436 nm (excitacion)., 520 nm (barrera) y 510 nm (emision). Los resultados se
fotografiaron en pelicula Kodak a color ISO 400.

Pruebas de fijacion.

Con el fin de establecer condiciones de fijacion que permitieran conservar lo mejor
posible las estructuras fisicas y quimicas del tejido foliar de palmas de coco, para el
posterior andlisis de la calosa presente en ellos, se realizaron los siguientes experimentos:

a) Evaluacion de un protocolo de fijacién estandar.

Segmentos de lamina foliar (0.1 g por segmento) se depositaron en 10 ml de una
solucion fijadora (FAA) compuesta de etanol al 70%, formaldehido al 5%, y 4cido
acético al 5%. Los segmentos se dejaron en reposo en la obscuridad durante 24 h,
después de lo cual su apariencia fue comparada visualmente con la de un segmento de
hoja equivalente recién cortado.

b) Efecto de la edad del iejido, la aplicacion de vacio y el uso de mercaptoetanol en la
fijacion estandar.

El eventual analisis in situ de calosa en hojas de cocotero tendria que relizarse en
tejidos que permitan una adecuada observacion al microscopio, asi como su
procesamiento por las técnicas histoldgicas que pudieran requerirse. Un factor que se
consider6 importante evaluar en este contexto fue la edad de la hoja, ya que durante su
maduracion aparecen compuestos y estructuras (pigmentos, fenoles, ceras) que podrian
dificultar su procesamiento y final analisis microscopico. Paralelamente, debido al efecto
negativo que podria tener el aumento en contenido de fenoles asociado a la maduracién
de la hoja. se evalué la utilidad de adicionar un antioxidante, B-mercaptoetanol. a la
solucion fijadora.

La aplicacion de vacio es un procedimiento que acompafia comunmente a los
procesos de fijacion de tejidos para microscopia, pues facilita la infiltracién de éstos con
la solucién fijadora al desplazar al aire presente en los espacios intercelulares. Para
acelerar tal proceso, la diferencia de presion entre la solucién fijadora y los espacios
intercelulares. lograda después de un periodo de aplicacion de vacio al tejido sumergido
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en el fijador, es revertida bruscamente mediante una rapida eliminacién del vacio.

El efecto de las variables descritas (edad del tejido, aplicacion de vacio, uso de
mercaptoetanol) se probd simultineamente con tres pares de segmentos de hoja (0.1 g por
segmento), cada par conteniendo un segmento de hoja joven y otro de hoja madura. Los
tratamientos aplicados a cada uno de los pares fueron como a continuacién se describe:

1) El primer par se cubrid con 10 ml de solucién fijadora (FAA) y se mantuvo en ésta por
24 h en la oscuridad.

i1) El segundo par se trato de forma similar, pero inmediatamente después de sumergirlo
en FAA se sometio a infiltracion al vacio en un desecador de vidrio. La infiltracion
consistid de 10 min a 620 mm Hg seguido de rapida eliminacién del vacio. por tres
ocasiones o hasta que dejaran de aparecer burbujas de aire sobre la superficie del tejido.

i11) El tercer par se tratd como el anterior, pero el FAA contuvo ademas mercaptoetanol al
1%.

Al terminar la incubacién, los segmentos se fotografiaron con luz transmitida y el
efecto de los tratamientos se evalud en base a su capacidad de evitar el oscurecimiento de
los tejidos, y por el grado de transparencia logrado en los mismos.

Uso de técnicas de aclaramiento.

En un estudio previo sobre la capacidad de hojas de cebada para sintetizar calosa.
la deteccion de este polisacarido se logré mediante su visualizacion a través de la lamina
foliar completa de plantulas recién germinadas (Freialdenhoven er al., 1996). Puesto que
se estim6 que el grosor y el contenido de pigmentos de las hojas de cocotero serian
considerablemente mayores, el eventual uso de este procedimiento seria facilitado si se
contara con un procedimiento de aclaracion efectivo. Con este propdsito. se evalud la
efectividad de diferentes técnicas de aclaramiento descritas en la literatura (Gavifio er al.,
1980). Se usaron segmentos de lamina foliar (0.1 g por segmento) previamente fijados.
los cuales se cortaron en fragmentos de aproximadamente 0.5 cm. Un grupo de tales
fragmentos fue mantenido en el fijador para usarlos posteriormente como control, y los
demas se trataron de acuerdo a los procedimientos descritos a continuacion. En todos los
casos, las observaciones se efectuaron después de montar los tejidos en glicerol.

a) Tratamiento con mezcla de etanol y lactofenol.

Los fragmentos de hoja se cubrieron con 10 ml de una mezcla de etanol y
lactofenol (2:1), y se incubaron con agitacion moderada. La mezcla aclaradora se renovo
cada 24 h por un periodo de 72 h.

b) Infiltracion con xilol.
Los segmentos de hoja se sometieron a deshidratacion mediante incubaciones
18



sucesivas de 24 h en soluciones de etanol (10 ml) de concentracién creciente (50%, 70%,
95% y 100%). Después de la ultima deshidratacion, los fragmentos se transfirieron a xilol
y se incubaron por 24 h.

¢) Uso de mezclas de glicerol y etanol.

Los fragmentos se infiltraron con glicerol, a través de una serie de incubaciones
sucesivas de 24 h en mezclas (20 ml) de este compuesto y etanol (3:7, 1:1, 7:3. 1:0). En
este caso. el efecto aclarador del glicerol provendria de su capacidad de disminuir el
indice de refraccion de los tejidos.

Oprimizacion de la reaccion con dcido periddico y reactivo de Schiff (PAS).

La reaccién con 4cido periédico y reactivo de Schiff (PAS) es usado comunmente
para reducir la autofluorescencia de tejidos de plantas (Freialdenhoven er al.. 1996;
Bayles er al.. 1990). cuando ésta es debida a la presencia de compuestos fenolicos como
las ligninas. Debido a que las hojas del cocotero han sido descritas como tejidos con una
alta concentracion de compuestos fenolicos (Cardefia, 1998), la reaccion PAS se probo
como un medio para reducir la interferencia que tales compuestos causarian durante la
deteccion de la fluorescencia del complejo formado por calosa y el azul de anilina.

a) Eficiencia de un protocolo esiandar.

Las condiciones de la reaccion con PAS, tal como fueron descritas por Bayles er
al. (1990), fueron aplicadas a tejido foliar de cocotero. Un fragmento de hoja (0.1 g)
previamente fijado se lavo con varios cambios de agua durante un periodo de 24 h. con
agitacion moderada. En un portaobjetos, el fragmento se cubrié con dos gotas de acido
periodico (0.1%) y se incubd por 10 min en la obscuridad. A continuacion el acido
periddico se lavo con agua. se cubrié el tejido con dos gotas de reactivo de Schiff v se
incub6 nuevamente en la obscuridad. ahora por 20 min. Finalmente, el exceso de reactivo
de Schiff se eliminé mediante lavados con agua y el tejido se montd en glicerol. Como
control. un fragmento de tejido fijado v lavado se monté directamente en glicerol. La
fluorescencia de los tejidos se observd con el microscopio y el juego de filtros que se
usaron para la deteccion de calosa.

b) Variaciones del tiempo de incubacion en dcido periaddico.

El protocolo anterior fue modificado de manera que las incubaciones en acido
periddico y reactivo de Schiff se efectuaron en tubos de ensayo. para permitir que el
volumen usado de tales reactivos (1 ml) cubriera completamente los fragmentos de hoja
tratados. Adicionalmente. se probo el efecto de aumentar el tiempo de incubacién en
acido periédico, en los siguientes intervalos: 10 min. 25 min. 40 min y 55 min.
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Analisis de calosa por fluorometria.

Establecimiento de condiciones para la extraccion de calosa.

El protocolo de Kéhle er al. (1985), usado onginalmente para extraer calosa a
partir de células en suspension de soya, se usé de base para probar distintas
modificaciones que permitieran adaptarlo al analisis de hojas de cocotero. El objetivo de
tales modificaciones fue eliminar las interferencias que se esperd que ocurririan en el
ulterior andlisis fluorométrico de los extractos, debido a que las concentraciones de
pigmentos y fenoles de las hojas del cocotero son considerablemente mayores que las
tipicamente encontradas en los cultivos de células en suspension.

En su forma original. el protocolo involucrd filtrar 300 mg de las células en
suspension a través de papel Whatman. El paquete celular se lavé inicialmente con 10 ml
de agua, y posteriormente con 10 ml de etanol para eliminar compuestos
autofluorescentes. Los residuos de etamol se filtraron al vacio, y las células se
homogenizaron en 3 ml de NaOH 1 N. El homogenado se incubé a 80 °C por 15 min, se
centrifugé (39000 g por 15 min) y el sobrenadante se uso para la cuantificacion
fluorométrica de calosa mediante reaccién con azul de anilina. Una alicuota del extracto
se diluy6 a 600 pul con NaOH 1 N, la dilucion se mezclé con 1200 ul de azul de anilina al
0.1 %, 630 pl de HCl1 IN'y 770 pl de amortiguador (glicina 1 M, pH 9.5). La mezcla se
homogeniz6 vigorosamente y se incubé inicialmente por 20 min a 50 °C para acelerar la
decoloracion del azul de anilina, y posteriormente por 30 min en la oscuridad a
temperatura ambiente. La emision de fluorescencia se evalué con un juego de filtros de
365 nm (excitacién), 510 nm (emision) y 520 nm (barrera). Como estandar se usé al B-1.3
glucano paquimano.

En las secciones siguientes se describen las distintas modificaciones efectuadas al
protocolo anterior. Todos los analisis se efectuaron con pinas de las hojas mas jovenes.
Las pinas se lavaron y la lamina foliar se cortd en discos de 1 cm de diametro, los cuales
se usaron para la extraccion. Para la cuantificacion de calosa el estandar paquimano se

substituy6 por el andlogo laminarina, efectuando los andlisis en un fluorémetro Turner
modelo 111.

a) Protocolo basico.

Los discos foliares (6.5 g) se infiltraron inmediatamente al vacio con FAA (acido
aceético al 5 %. etanol al 70 %. formaldehido al 5 %) y se incubaron en este fijador por 24
h. Después de la fijacion los discos se lavaron con agua y se maceraron en presencia de
6.5 ml de amortiguador (HEPES 0.5 M, pH 7.0). El homogenado se centrifugé v a
continuacion el sobrendante se desechd. La pastilla se resuspendio en 6.5 ml de NaOH 1
N v se incub6 por 15 min a 80 °C. Finalmente, se centrifugd y el sobrenadante se
recuper¢ para la cuantificacion de calosa. La presencia en el extracto de compuestos que
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interfirieran con la cuantificacion se evalué al comparar su fluorescencia con la de una
solucion de laminarina, y con la de una mezcla que contuviera cantidades equivalentes de
ambos.

b) Substitucién del amortiguador de HEPES por uno de ascorbaios.

Con el propdsito de reducir la concentracion de compuestos fendlicos en la pastilla
que se usaria para la extraccion de calosa, asi como para evitar la oxidacion de éstos
durante el proceso de extraccion, el amortiguador de HEPES se sustituyé por uno de
ascorbatos (acido ascorbico 0.1 M, cisteina 50 mM, tiourea 5 mM, PVP-40 al 10 %, pH
5.5), el cual habia sido usado con éxito para propdsitos similares (Cardefia et al., 1998).

¢) Reduccion del tiempo requerido para la fijacion.

Se tomoé en cuenta que el procesamiento de los tejidos antes de su extraccion
(corte con sacabocados. exposicién a vacio y a la solucion fijadora) podria actuar como
un estrés capaz de inducir aumentos en su concentracién de calosa. Si €sto ocurriera
durante el tiempo en que el fijador penetra y actua, la concentracion de calosa en los
extractos finales no reflejaria los niveles basales de este glucano en las hojas analizadas.
Para minimizar este riesgo, los discos foliares recién cortados se congelaron y molieron
inmediatamente en nitrogeno liquido, y el polvo se mezclé con amortiguador de
ascorbatos. En el momento en que la mezcla empezo a descongelarse, se le adicionaron
etanol y acido acético de manera que éstos alcanzaran concentraciones finales de 50% y
7%. respectivamente. El homogenado se dej6 en reposo por 30 min, se centrifugé y la
pastilla se terminé de procesar de acuerdo al protocolo anterior (lavados adicionales con
amortiguador de ascorbatos. extracciones con éter, extraccion alcalina. cuantificacion
fluorométrica de calosa).

d) Reduccion de compuesios que interfieren con la cuantificacion.

Con el propésito de eliminar mas eficientemente los compuestos fenolicos durante
la extraccion con el amortiguador de ascorbatos. asi como para reducir la posible
mterferencia de pigmentos durante la cuantificacién de calosa, se incorporaron al
protocolo anterior dos etapas adicionales de extraccién. Tales etapas siguieron
inmediatamente a la extraccién inicial con el amortiguador de ascorbatos, y constaron de
tres lavados de 5 min en vortex. Para los lavados se usé inicialmente amortiguador de
ascorbatos (10 ml por lavado), y seguidamente éter (5 ml sobre un volumen igual, no
renovado. del amortiguador anterior). Después del wltimo lavado la pastilla se uso para la
extraccion de calosa como se describio en la seccion anterior,
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e) Uso de antioxidantes durante la extraccion alcalina.

A pH alcalino, las reacciones de obscurecimiento en extractos de plantas debidas a
la oxidacion de fenoles se ven aumentadas (Loomis, 1974). El protocolo anterior se
modificd para minimizar la posible ocurrencia de este fenémeno durante la etapa de
extraccién alcalina de la calosa. Con este proposito, el NaOH IN usado para la
extraccion de este polisacarido se substituy0 por una mezcla de amortiguador de
extraccion (2 ml, adicionado inicialmente para resuspender la pastilla) y NaOH 2 N (4
ml).

Evaluacion de protocolos de inducion.

Se cuantifico la variacién temporal en la concentracion de calosa en tejidos de hoja
que fueron sometidos a cuatro tratamientos descritos en la literatura como capaces de
inducir sintesis de calosa. Tales tratamientos consistieron en dafio mecanico (Kéhle er al.,

1985). e incubacion de tejidos con quitosano (Kohle er al., op. cit.) o concentraciones
toxicas de Al (Zhang y Taylor, 1988, 1989) 0 Mn (Wissemeier er al., 1993). En estos dos
ultimos casos no se tuvo la certeza de que las concentraciones de los inductores fueran
realmente toxicas al tejido. No obstante, éstas fueron cuatro veces mayores que las
comunmente usadas en medios para cultivo de tejidos de cocotero (Chan et al., 1998).
Cada tratamiento se aplico a tres pinas consecutivas de la parte media de la hoja abierta
mas joven, usandose la mitad distal de cada una para el control respectivo. Los
tratamientos abarcaron un periodo de cuatro dias, iniciandose alrededor de las 9:00 A M.
(tiempo 0) v efectuando los muestreos para extraccion de calosa cada 24 h.

a) Dario mecanico.

Al micio del experimento (tiempo 0), se efectuaron punciones con una aguja de
0.5 mm de diametro sobre la lamina foliar de la planta en el vivero, en un patrén de malla
cuadrangular de 0.5 cm paralelo al eje de la pina. El area cubierta por las punciones
abarco toda la superficie de los fragmentos que se analizarian a lo largo del experimento.
El control consisti6 en no aplicar las punciones.

b) Quitosano. Mn y Al.

Al inicio del experimento (tiempo 0), fragmentos de lamina foliar de 0.1 g se
infiltraron al vacio en presencia de 10 ml de un amortiguador (acido ascérbico 0.1 M.
cisteina 50 mM, tiourea 5 mM. CaCl, 0.1 mM, PVP-40 al 10%, pH 5.50) que contuvo o
no (control). segun el caso. quitosano al 0.01%. MnSO, 20 mM o AICI; 250 mM. La
incubacién se efectué a 20 °C. bajo una intensidad luminica de 240 mmol m-s" durante
el fotoperiodo (14 h). La solucion de incubacion se renové cada 24 h.



Resultados y discusién.

Microscopia.

Deteccion de calosa con azul de anilina.

Al observar los cortes de inflorescencia en luz visible se logré reconocer facilmente
los haces vasculares incluidos en células de parénquima. Dentro de los haces vasculares.
los vasos de xilema pudieron ser ficilmente diferenciados por los engrosamientos
helicoidales de lignina caracteristicos de este tipo de célula. Los grupos de tubos cribosos
pudieron reconocerse como bandas de apariencia homogénea adyacentes a los vasos de
xilema, distinguibles por la aparente ausencia de estructuras perpendiculares a la
direccion de los haces vasculares (Figura 4A). Bajo iluminacién ultravioleta los cortes
mostraron una ténue autofluorescencia de color verde. En los cortes tratados con azul de
anilina se observaron regiones con una intensa fluorescencia amarilla-verdosa. las cuales
coincidieron con la localizacion de los tubos cribosos. La fluorescencia apareci6 en forma
de grupos de pequefios puntos, bordeando segmentos de la pared longitudinal en algunos
tubos cribosos, v como Segmentos cortos perpendiculares o diagonales respecto a la
direccion del haz vascular. de longitud equivalente al diametro de los tubos cribosos
(Figura 4B). En ocasiones, los sitios donde aparecian estos segmentos coincidian con la
localizacién de alguna placa cribosa (Figura 4C). En conjunto, estas observaciones
indicaron que el protocolo usado fue capaz de permitir la deteccion de calosa. Los grupos
de puntos fluorescentes corresponderian a zonas de concentracion de poros cribosos
recubiertos de calosa. Asi mismo, el tamafio de los segmentos fluorescentes, su eventual
co-localizacion con estructuras reconocibles como placas cribosas, y el hecho de que
tales segmentos siempre aparecieron en posicion perpendicular o diagonal a la direccién
de los haces vasculares, sugieren fuertemente que se trataban de placas cribosas
recubiertas de calosa.

Fijacion.

Mediante la aplicacién del protocolo original se observo que los fragmentos de
tejido foliar adquirieron una coloracién café verdosa. tipica de la oxidacion de
compuestos fenolicos. Esta observacion llevo a pensar en la necesidad de acelerar el
proceso de fijacién. y evitar la oxidacién de fenoles asociada a éste. Con este propdsito,
se introdujeron dos modificaciones al protocolo de fijacion original: i) aplicacién de vacio
para infiltrar los tejidos con la solucién fijadora inmediatamente después de ser
sumergidos en ésta. y ii) adicion del antioxidante mercaptoetanol a la solucion fijadora.

Las modificaciones mencionadas se probaron con tejido foliar joven y maduro.
mediante la aplicacion de un disefio factorial. Lo anterior indico que el uso de tejido
Joven. en combinacién con infiltracion al vacio y uso de mercaptoetanol. fue el
tratamiento que mejor conservo la apariencia original de los tejidos (Figura 5).
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Figura 4. Corte de inflorescencia tefiido con azul de anilina. mostrando un haz vascular v

observado a través de luz visible (A), epifluorescencia (B). v una combinacion de ambas
(C). La flecha senala una placa cribosa.



Sin vacio Con vacio  Con vacio y B-
mercaptoetanol

Hoja
joven

Hoja
madura

Figura 5. Efectos producidos por distintas modificaciones incorporadas al protocolo de
fijacion.

Aclaramiento.

Las técnicas de aclaramiento se aplicaron con el proposito de facilitar la
observacion de depositos de calosa a través de laminas foliares de cocotero. ya que de
esta manera se podria estudiar mejor la respuesta de este tejido ante tratamientos de
induccion localizados tales como el dafio mecanico.

Durante la incubacion en etanol y lactofenol. el aclaramiento avanzé muv
lentamente desde los bordes de los tejidos hacia el interior de éstos. Al final de la
incubacion (72 h). el perimetro de los segmentos de hoja (cuadrados de 1.0 ¢cm por lado)
mostraba una zona de aclaramiento de aproximadamente 2 mm de ancho. En vista de la
lentitud e ineficiencia de este procedimiento. se descart la posibilidad de usarlo como
tratamiento previo a la tincion de calosa y se probo para este proposito otros métodos de
aclaramiento.

Al aplicar el aclaramiento con xilol, la etapa inicial de deshidratacion incluida
dentro de este procedimiento causo que el tejido se decolorara rapidamente debido a la
solubilidad de las clorofilas en el medio de deshidratacion (etanol). Posteriormente a la
incubacion en el xilol. el tejido adquirié una apariencia casi transparente. A pesar de la
eficiencia de esta técnica. su uso previo a la tincion de calosa requeriria que después de la
incubacion en xilol los tejidos se sometan a una etapa de rehidratacion. ya que este
solvente es inmiscible en agua y durante la tincion se utilizan sélamente soluciones
acuosas.
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Los cuatro periodos sucesivos de incubacién en concentraciones crecientes de
glicerol (24 h en cada concentracién) no permitieron alcanzar el grado de aclaramiento
logrado mediante el uso de xilol. Sin embargo éste fue mejor que el alcanzado después
del tratamiento con etanol y lactofenol, y a diferencia de lo que ocurrié en este caso, el
aclaramiento no quedé restringido a los bordes del tejido.

Los resultados anteriores indicaron que el mejor procedimiento de aclaramiento
fue la infiltracion con xilol. Sin embargo, debido a que el xilol es inmiscible en agua, la
aplicacion de este procedimiento requeriria que este solvente fuese desplazado por agua
previamente a la tincion de calosa, y consecuentemente el procesamiento se haria mas
largo y complicado. Por tal motivo, la infiltracién con glicerol se presenta como una
opcion de aclaramiento mas apropiada.

Optimizacion de la reaccion con dcido periédico Y reactivo de Schiff (PAS).

La reaccion con PAS se us6 para disminuir la autofluorescencia que se espero que
apareceria durante el analisis por microscopia de los tejidos foliares de cocotero, debido a
los compuestos fendlicos normalmente presentes en éstos. Esta reaccion se aplico con el
proposito de evitar la interferencia que tal autofluorescencia causaria durante la posterior
deteccion de calosa mediante el fluorocromo azul de anilina.

Al aplicar el protocolo estandar se observo que los bordes de los fragmentos de
hoja (cuadrados de 1 cm por lado) adquirieron una coloracion roja intensa. Esta
coloracion penetré gradualmente desde las orillas del tejido durante su incubacién en el
reactivo de Schiff. v formé un borde de 2 a 3 mm de espesor. La observacion al
microscopio de los fragmentos tratados mostrd que las zonas no tefiidas conservaron una
fuerte autofluorescencia. mientras que en los bordes rojos €sta desapareci6 casi por
completo. La autofluorescencia en la zona central (no tefiida) de los fragmentos tratados
con PAS fue similar en color e intensidad a la observada en el control (Figura 6).

Figura 6. Efecto del tratamiento con acido periddico y reactivo de Schiff sobre Ia
autofluorescencia de laminas foliares de cocotero. A. tejido tratado; B, control.
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Estos resultados indicaron que el protocolo usado para aplicar la reaccion con PAS
permiti6 eliminar la autofluorescencia de los tejidos solamente de una manera parcial.
Ademas, sugieron que la accién limitada del tratamiento se debié a que la difusion de los
reactivos al interior de los tejidos ocurrio principalmente a través de las zonas de corte en

los bordes. Aparentemente, la duracion del tratamiento fue insuficiente para permitir una
infiltracion completa.

En base a los resultados previos, se probé el efecto de tiempos de incubacién
mayores con el dcido periddico. Esta prueba mostrd claramente que, al aumentar el
tiempo de incubacion, el area con autofluorescencia en el centro de los fragmentos
foliares se iba reduciendo (Figura 7). A los 55 min de exposicion en acido peridédoco,
solamente una pequefia porcion en el centro de los fragmentos conservaba
autofluorescencia. Dada la velocidad de avance de la respuesta, se estimo que con 60 min
de exposicién en acido periddico la autofluorescencia de los tejidos se podria eliminar
practicamente por completo.
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Figura 7. Reduccién del area autofluorescente (zona clqragi en los fragmentos foliares
sometidos a diferentes tiempos de incubacién en acido periodico.
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O Fluorometria.

Extraccion de calosa.

En el protocolo usado para la extraccion de calosa, ésta se solubilizd a partir de
una pastilla que contenia las paredes celulares del tejido mediante una etapa de hidrélisis
alcalina (NaOH 1 N a 80 °C por 15 min) (Ké6hle er al., 1985). La aplicacién del protocolo
anterior proporciono extractos de un intenso color ambar, el cual ya era evidente en el
sobrenadante obtenido después de macerar los tejidos. Esta coloracién es caracteristica de
la oxidacion de fenoles a quinonas. Por otra parte, cuando los extractos fueron
neutralizados durante su procesamiento para la cuantificacion de calosa, se formé un
precipitado de color rojo. Al eliminar este precipitado mediante centrifugacion los
extractos quedaban casi transparentes, con un ligero tono amarillento. La formacién del

O precipitado rojo durante la neutralizacion seria consistente con la siguiente serie de
-7 eventos, correspondientes a reacciones tipicas de las clorofilas (White er al., 1978)
(Figura 8):
1) Solubilizacion de clorofilas durante la extraccion acuosa.

2) Formacion de clorofilidas durante la etapa de digestion alcalina, mediante
saponificacion de los ésteres formados por los grupos carboxilicos de las cadenas unidas
al nicleo porfirinico.

O 3) Durante la adicion de acido (etapa de neutralizacién), precipitacion de los micleos
porfirinicos al perder su solubilidad por el desplazamiento de los atomos de sodio
esterificados. Simultaneamente, formacion de feoforbidas (coloracion café rojiza) por
eliminacion del atomo de magnesio.
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O Figura 8. Eventos que conducirian a la formacion de un precipitado de color rojo durante
~ el analisis de los extractos obtenidos mediante el protocolo de Kohle er al. (1985).
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Para determinar si los extractos contenian compuestos que interfirieran con la
cuantificacién de calosa se compard las fluorescencias de soluciones que contuvieron 425
ul de extracto, 173 pg de laminarina, o una mezcla equivalente de ambos. Los porcentajes
de fluorescencia observados para estas soluciones fueron de 39, 55 y 66, respectivamente.
Estos resultados mostraron que la suma de los porcentajes de fluorescencia de las
soluciones de extracto y laminarina (94) fue mayor que el porcentaje de fluorescencia de
su mezcla (66).

Lo anterior indic que el protocolo empleado provoco la extraccion de compuestos
que interfirieron con el ensayo para la cuantificacion de calosa. Estos compuestos podrian
ser fenoles (y sus productos de oxidacién, quinonas), los cuales muestran maximos de
absorcion en un amplio intervalo de la region ultravioleta del espectro.

En base a estos resultados, el amortiguador de extraccion se substituyd por uno
que habia sido probado con éxito para evitar problemas asociados a la extraccion de
compuestos fenélicos en hojas de cocotero (Cardefia er al., 1998). El uso de este
amortiguador redujo notablemente el color obscuro del sobrenadante obtenido después de
la maceracion. Sin embargo, las reacciones de obscurecimiento que ocurrian durante la
digestién alcalina de la pastilla. v durante la neutralizacién del extracto para su analisis
por fluorometria, no lograron evitarse. El color final de los extractos obtenidos con el
amortiguador de ascorbatos fue indistinguible del que se obtuvo con el amortiguador de
HEPES. Estos resultados indicaron que. aunque el amortiguador de ascorbatos si mostro
un efecto benéfico sobre el color del sobrenadante después de la extraccion inicial. tal
efecto fue insuficiente para contrarrestar las reacciones de obscurecimiento que se
presentaron posteriormente. El esquema de reacciones propuesto anteriormente para
explicar el obscurecimiento de los extractos considera que tal efecto es debido, al menos
en parte. a la presencia de clorofilas en la pastilla tratada con NaOH. Esta hipétesis se vio
apoyada por la observacion de que tanto el sobrenadante como la pastilla que se
obtuvieron después de macerar los tejidos con el amortiguador de ascorbatos presentaron
un intenso color verde.

Consecuentemente. se traté de minimizar las posibles causas del obscurecimiento
de los extractos mediante la incorporacién de dos modificaciones adicionales al protocolo
de extraccion:

1) la reduccion del tiempo requerido para la fijacion. usada para disminuir reacciones de
oxidacién durante este proceso, y

1) la eliminacion de pigmentos en la pastilla mediante lavados sucesivos con
amortiguador de ascorbatos, y con éter.

Se observo que cada uno de estos tratamientos produjo un aclaramiento notable del
extracto final. siendo ambos efectos muy similares entre si. La combinacion de los dos
tratamientos produjo un aclaramiento més intenso. observandose un aparente efecto
sinergistico. Sin embargo. aiin en este caso los extractos conservaban un tinte ambar claro
v presentaban autofluorescencia.

Por lo anterior. se traté de limitar las reacciones de oxidacion que pudieran ocurrir
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durante la solubilizacién alcalina de la calosa, mediante la adicién de amortiguador de
ascorbatos a la solucion de NaOH usada en esta etapa. De esta forma se traté de mantener
activo el efecto de los antioxidantes presentes en el amortiguador, durante el tratamiento
alcalino de la pastilla. Esta modificacion permitié obtener extractos casi transparentes y
libres de autofluorescencia. Lo anterior indico que el ambiente oxidante inducido por el
tratamiento alcalino de la pastilla, aunque necesario para solubilizar la calosa, habia
estado causando la aparicion de compuestos que interfieren con su cuantificacion
fluorométrica.

Induccion de la sintesis de calosa.

Con el proposito de seleccionar un tratamiento que permitiera inducir sintesis de
calosa en hojas de cocotero, se determin la variacién en su concentracion a lo largo de
un periodo de cuatro dias posteriores a la aplicacion de cada uno de los siguientes
tratamientos: punciones bajo condiciones de campo, o infiltracion al vacio de fragmentos
con soluciones que contuvieron quitosano, o concentraciones altas de Mn o Al

Se encontré que todos los tratamientos causaron aumentos en la concentracién de
calosa de aproximadamente un 12 por ciento a las 24 h. En los tratamientos de
infiltracién la concentracion de calosa mostré aumentos posteriores menos significativos,
pero en todos los casos la respuesta fue similar a la del control (infiltracion con
amortiguador) (Figura 9). Lo anterior indicé que cualquiera de los tratamientos probados
podria usarse para inducir sintesis de calosa en hojas de cocotero. La respuesta similar
ante los cuatro tratamientos experimentales, y entre éstos y €l control de los tratamientos
de infiltracion, sugiere que la hoja es un tejido muy sensible al dafio mecanico. En los
tratamientos de infiltracion y su control, el dafio mecanico habria sido inducido por la
aplicacion de vacio. De todas las condiciones probadas, la infiltracion al vacio com
amortiguador represent6 el tratamiento més simple capaz de inducir sintesis de calosa
bajo condiciones experimentales controladas.
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Figura 9. Efecto de los tratamientos probados sobre la cinética de acumulacion de calosa.

Las cuatro condiciones probadas para inducir sintesis de calosa dieron lugar a
aumentos en los niveles de este glucano en las hojas tratadas. Sin embargo, para cada
tratamiento la respuesta que se obtuvo no fue significativamente diferente a la del control.
De manera similar. no se encontraron diferencias significativas en la intensidad de la
respuesta entre los distintos tratamientos. Estos resuitados sugirieron que la hoja es un
tejido muy sensible a condiciones de estrés mecanico, las cuales fueron comunes a todos
los procedimientos evaluados. Entre éstos, la infiltracién al vacio con amortiguador libre
de quitosano, Mn o Al, fue el tratamiento mas simple capaz de permitir el control de las
condiciones del medio durante el tratamiento. Sin embargo, la aplicacién de este
tratamiento en dos pruebas subsecuentes dio lugar a acumnulaciones de calosa mas bajas.
las cuales no se iniciaron sino hasta el cuarto y tercer dia, respectivamente. Esto sugirig la
participacion de efectos ambientales sobre la capacidad de acumulacion de calosa bajo las
condiciones de los ensayos. e indico la importancia de evaluar otros protocolos (o
modificaciones de los protocolos probados) para lograr un anilisis mas confiable de esta
respuesta fisiologica. ,
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FISIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD.

Antecedentes.

El AL causa multiples alteraciones fisiolégicas en la palma de coco, siendo una de
las mas notorias el cierre de los estomas, el cual se presenta desde los primeros estadios
de la enfermedad (Ledn er al., 1996). Se ha sugerido que este cierre anormal de estomas
es uno de los factores que promueven la posterior muerte de la planta, ya que afectaria a
procesos metabdlicos fundamentales como la fotosintesis al limitar el intercambio
gaseoso (asimilacién de CO,), y el transporte de agua y nutrientes al abatir la
transpiracion (Oropeza er al., 1995).

Se ha demostrado en diversas especies que bajo condiciones de estres abidtico
(sequia, inundacion, salinidad, etc.) puede ocurrir cierre de estomas como resultado de un
aumento en la sintesis de acido abscisico (ABA) (Zhang er al., 1987). Un estudio
efectuado en palmas de coco enfermas de AL (Leén er al. 1996) indicé que las
variaciones observadas en la concentracion foliar de ABA a lo largo de la enfermedad no
estuvieron relacionadas con el cierre anormal de los estomas. En tal estudio se detectd un
aumento en la concentracion de ABA, pero éste ocurrié en los grados tardios de la
enfermedad, mucho después de iniciarse el cierre permanente de los estomas.

Los resultados del estudio anterior, sin embargo, no permiten descartar que el
metabolismo del ABA durante el AL juegue algin papel en el cierre anormal de estomas
que ocurre en esta enfermedad. Otras evidencias sugieren que el cierre de estomas
oservado en plantas sometidas a estres hidrico se relaciona en forma mas directa con
aumentos en la concentracién de este fitorregulador en raices (un sitio de sintesis) y en
savia de xilema (via de transporte), que en hoja (Davies y Zhang, 1991; Schurr er al.,
1992). Asi, se probo la hipotesis de que el cierre de estomas inducido por el AL es
fisiologicamente analogo al que ocurre en plantas sometidas a estres hidrico.
Paralelamente, se analizo la posible participacion de otros factores fisico-quimicos (K .
conductividad, osmolaridad. azucares. fenoles) que han sido descritos como capaces de
alterar el funcionamiento estomatico en distintos modelos experimentales.

Materiales y métodos.

Material biologico y diagnéstico del AL.

Se analizaron plantas del genotipo Alto del Atlantico de entre 20 y 30 afios de
edad. localizadas en una plantacion del municipio de Sabancuy, Campeche. Se usaron
tanto palmas sanas como enfermas, en todos los grados del esquema de sintomatologia
descrito por McCoy (1973). Se consideré como palmas sanas a aquellas que no
mostraban sintomas de la enfermedad y dieron resultados negativos cuando se les realizé
diagnostico mediante PCR (Escamilla er al., 1995).
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Adicionalmente, para la evaluaciéon de compuestos con actividad de cierre
estomatico se usaron plantulas de Commelina communis germinadas en el laboratorio.
Las semillas se incubaron en papel filtro humedecido a 30 °C, en la obscuridad. Una vez
germinadas se transplantaron a un sustrato inerte (Agrolita) en una camara de crecimiento
con temperatura de 20 °C, intensidad luminica de 240 mmol ms"! y ciclo luz/oscuridad
de 14 h. Las plantulas se regaron diariamente con agua, y cada tercer dia con solucién
nutritiva de Hoagland al 50 % (Hoagland, 1950). Cuando las plantas tuvieron entre 5y 6
semanas de edad. las hojas mas jovenes completamente expandidas se usaron como
fuente de material experimental.

Concentracion foliar de ABA durante el desarrollo del AL,

Fragmentos de hoja o raiz se congelaron en nitrogeno liquido y se liofilizaron
durante aproximadamente 48 h. Los tejidos liofilizados se maceraron hasta obtener un
polvo fino. El homogenado (1 g) se extrajo con 30 ml de agua destilada y desgasificada.
con agitacién y a temperatura constante (2 °C) . durante 12 h. La suspension se centrifugo
a 20000 g por 1 min y el sobrenadante se recuperd para los analisis. Alternativamente, se
analiz6 savia de xilema extraida segmentos de hojas mediante inyeccién de nitrogeno
gaseoso (15 a 20 bars) en su extremo basal. La extraccién de savia se realizé con una
camara de presion (PMS Instruments). La concentracion de ABA se determiné mediante
radioinmunoensayo (RIA), usando anticuerpos monoclonales especificos para (+) ABA
(Quarrie er al., 1988).

Bioensayos para compuestos con actividad de cierre estomatico.

Hojas de palmas enfermas se extrajeron mediante el protocolo de extraccion
descrito arriba. v los extractos se probaron en los siguientes bioensayos:

Modelo 1. Segmentos de hoja de cocoteros sanos.

La sensibilidad de estomas de plantas de coco sanas ante extractos de hoja de
plantas enfermas se evalud mediante un bioensayo de transpiracion (Weyers y Meidner.
1990). Segmentos de lamina foliar de plantas sanas (15 cm de largo) se cortaron bajo
agua destilada y se colocaron en vasos de precipitado (60 ml) con 20 ml de amortignador
(10 mM MES, 50 mM KCl, pH de 6.15), conteniendo o no (tratamiento control) el
extracto por evaluar. E] extremo basal del segmento de hoja quedaba sumergido y los
frascos se cubrian con papel aluminio, permitiendo que el otro extremo sobresaliera del
frasco. El extremo expuesto de la hoja representaba la superficie transpirable de la misma
(Figura 1). Posteriormente los dispositivos se colocaban en la oscuridad por 12 h. al
término de las cuales se encendia la luz y se registraba el peso a intervalos de 1 h hasta
completar cinco lecturas. Con el fin de considerar las pérdidas por evaporacion durante el
periodo de obscuridad. los dispositivos se pesaban durante la hora previa al periodo de
iluminacion. y de este valor se restaban los pesos registrados durante el periodo de luz.
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Los ensayos se efectuaron en un cuarto con luz, temperatura y humedad relativa
controladas (flujo de fotones fotosintéticamente activos 210 mmol m™", temperatura de
26 +/- °C y humedad relativa de 45%)

Las tasas de transpiracion se expresaron en base al area de hoja expuesta (area
transpirable), la cual se determiné con un medidor de area foliar. Los calculos se
efectuaron de acuerdo a la siguiente formula:

Tasa de transpiracién = (P1 - P2 )/ (T A)

Donde:

P1= Peso inicial del sistema (descontando evaporacion).

P2= Peso final del sistema al tiempo T (descontando evaporacion).
T= Tiempo que transcurre entre una pesada y la siguiente.

A= Area foliar transpirable,

El dispositivo usado para los ensayos de transpiracion se presenta en el esquema
siguiente.

Modelo 2. Epidermis desprendidas de Commelina communis /.

Epidermis desprendidas de la superficie abaxial de hojas de C. communis se
cortaron en segmentos de 5 mm x 10 mm y se incubaron en una solucin amortiguadora
(10 mM MES, 50 mM KCl, PH de 6.15) por 30 min en la oscuridad. Esta incubacién
garantizaba que la mayoria de los estomas se encontraran cerrados antes del analisis de
los extractos. Posteriormente la incubacién se continud por otras 3 h a 25 +/- 1 °C bajo
una intensidad luminica de 280 mmol m™', con burbujeo de aire libre de CO, a una
velocidad de 8.8 ml min". Los extracto se evaluaron adicionandolos o no (tratamiénto
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control) al inicio de esta incubacién. Finalmente, los segmentos de epidermis se
analizaron en un microscopio digitalizador de imagenes y las aperturas de los estomas se
midieron individualmente.

Analisis fisicoquimicos.

Fenoles solubles.

El contenido de compuestos fendlicos solubles se determiné de acuerdo a la
técnica descrita por Swain y Hillis ( 1959). Se mezclaron voliimenes iguales de la muestra
por analizar y el reactivo de Folin-Ciocateau, y la mezcla se diluyé con 18 volimenes de
agua. La dilucion se incubd 30 min a temperatura ambiente, y se determind su
absorbancia a 725 nm en un espectrofotémetro. La cuantificacion se efectud por
comparacion con curvas estandar de acido caféico.

Potasio (K).

La concentracion de K™ en los extractos se determiné con un espectrometro de
absorcion atomica (Perkin Elmer 3100). En tal equipo, las muestras se asperjaron sobre la
flama ionizante, a través de la cual se hizo pasar un haz de luz de 766 nm. La cantidad de
K" se determino en base a lecturas de absorbancia.

Azucares.

La cuantificacion de azicares totales se efectud segin Buysse y Merckx (1993), y
la de azucares reductores segiin Bernfeld (1955). La concentracion de aziicares reductores
se estimo al calcular la diferencia entre los dos valores. Para los aziicares totales, se
mezclaron sucesivamente 0.1 ml de extracto, 1.9 ml de agua, 1 ml de fenol al 5 % y 5 ml
de H,SO,, con agitacion. La mezcla se dejo reposar por 10 min, se agité y se dejo reposar
15 min adicionales. Finalmente, se registré la absorbancia a 490 nm. Para la
cuantificacion se usaron curvas estandar de glucosa.

Para los aziicares reductores, se mezclaron sucesivamente 0.1 ml de extracto. 1.5
ml de agua y 3 ml de 4cido dinitrosalicilico (DNS). La mezcla se hirvié por 5 min, se
enfrid v se le adicion6 15.5 ml de agua. Se agitd y se determino su absorbancia a 550 nm.

Conductividad y osmolaridad..

La conductividad y osmolaridad de los extractos se determinaron mediante un
conductimetro (Cole-Parmer. modelo 4070) y un osmometro (Advanced Instruments.
Inc.. modelo 3W2), respectivamente.

o
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Resultados y discusién.

Concentracion de ABA durante el desarrollo del AL.

En la Figura 10 se muestran las concentraciones de ABA en extractos de hoja
(panel a). en savia de xilema (panel b), y en extractos de raices primarias (panel ¢) y

secundarias (panel d), de plantas sanas (grado 0) y en diferentes grados de avance del AL
(grados 1 al 6).

En las hojas de palmas sanas se observd que las concentraciones de ABA se
mantuvieron constantes (de 1 a 2 mg g* P.S.) al ir progresando la sintomatologia del AL
hasta alcanzarse el grado 6, cuando éstas alcanzaron un promedio de 3 mg g’ P.S. Estos

resultados estuvieron de acuerdo con lo observado en un estudio previo similar (Ledn er
al., 1996).

En savia de xilema, las concentraciones de ABA siguieron una tendencia similar a
la observada en las hojas, aunque el aumento de concentracion OCwItid mas
tempranamente, a partir del grado 5. En este caso, las concentraciones iniciales variaron
de 0.022 a 0.229 ng mlI", y el maximo detectado fue de 0.924 ng ml”.

Con raices secundarias, los analisis no incluyeron los grados 5 y 6 de la
enfermedad puesto que en tales etapas este tipo de raiz ya ha sufrido degeneracion y

necrosis. En las etapas previas, la concentracién de ABA se mantuvo constante en niveles
de aproximadamente 0.15 mg g P.S.

En las raices primarias, la tendencia y los valores obtenidos para los grados 1 al 6
fue la misma que se observo en las raices secundarias. Sin embargo, en el grado 0 se

encontraron concentraciones marcadamente mas elevadas, con un promedio de 1.38 mg
-1
g PS.

Debido a las evidencias que sefialan a ABA como el principal regulador de la
apertura estomatica en diversas clases de estrés abidtico (Zhang er al., 1989: Davies y
Zhang, 1991; Schurr er al., 1992), se propuso a este fitoregulador como causante del
cierre anormal de estomas en palmas de coco enfermas de AL. Sin embargo nuestros
resultados confirmaron lo observado en un estudio previo (Leén er al., 1996) al mostrar
que, aunque los niveles de ABA aumentaron tanto en hoja como en savia, tales aumentos
ocurrieron en los grados avanzados del AL. Este comportamiento no justifica el cierre de
los estomas que se presenta a partir del grado 1 de enfermedad. Los aumentos de ABA
que se observaron en savia y hoja podrian estar relacionados, ya que ambos aparecieron
en los grados de la enfermedad cuando el potencial hidrico de la hoja comienza a verse
afectado (a partir del grado 5) (Ledn er al., op. cit).

Lo anterior sugiré que el aumento de ABA en savia fue una consecuencia del
aumento detectado en la hoja. ya que en las raices su concentracion se mantuvo constante
0. inclusive, disminuy6. Tal disminucion podria deberse a las alteraciones bioquimicas y
fisiologicas (disminucion en la tasa de respiracion y en el contenido de azucares), que
ocurren en las raices antes de la aparicion de los sintomas visuales (Islas-Flores er al., en
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prensa). Tales alteraciones podrian afectar el metabolismo de las raices al grado de alterar
la sintesis, e incluso provocar la degradacion, de ABA.

En base a los resultados obtenidos, la posibilidad de que aparezcan en las hojas
Otros compuestos con actividad de cierre de estomas durante el desarrollo del AL, no
puede descartarse. La presencia de tales compuestos pudo haber sido enmascarada por la
actividad anti-transpiracional detectada en los extractos de hoja, la cual estuvo presente
en las plantas sanas y se mantuvo a o largo de todas las etapas de Ia enfermedad.
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Figura 10. Concentracién de ABA en hojas (a), savia de xilema (b), raices primarias (c)y
raices secundarias (d), de palmas de coco en diferentes grados de desarrollo del AL. En
grado 5y 6 no se encontraron raices secundarias. El grado 0 corresponde a plantas sanas
(control). Las determinaciones en hojas se realizaron de la parte media de la fronda. Cada
pumio representa el promedio de tres plantas con tres réplicas, y las barras Ia desviacion
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Bioensayos para la evaluacion de cierre estomatico.

Modelo 1: Segmentos de hojas de cocotero.

En el bioensayo de transpiracion, los segmentos de hojas de cocotero mostraron
respuestas dependientes de la dosis ante la aplicacion de ABA, en forma tal que la
transpiracion disminuyd al aumentar la concentracién del fitorregulador en el
amortiguador (Figura 11, panel a). Segin la concentracién probada, a las tres horas se
observaron reducciones en la transpiracion del 30% (1x 10% M), 60% (1 x 10° M)y 95%
(I x 10® M). Estos resultados demostraron la utilidad del bioensayo empleado para
detectar compuestos que afecten el cierre estomatal en hojas de cocoteros sanos.

Cuando se compararon los efectos de los extractos de plantas sanas con los de
plantas enfermas. se encontraron cinéticas de transpiracion muy similares (Figura 11,
panel b). A la tercera hora del ensayo, ambos tipos de extracto redujeron la transpiracion,
siendo esta reduccién mayor con los extractos de plantas sanas (aproximadamente 30%
del control) que con los de plantas enfermas (aproximadamente 50% del control). Esto
ndica que tanto los extractos de plantas sanas como los de plantas enfermas contuvieron
algun compuesto que actud inhibiendo la transpiracién en los segmentos de hoja de
plantas sanas. Tal inhbidor podria haberse producido durante la extraccion, a partir de
modificaciones quimicas o enzimaticas de compuestos naturalmente presentes en las
hojas. Asi mismo, los resultados indican que el (los) inhibidor (-es) de la transpiracién
estuvieron mas diluidos en los extractos de plantas enfermas.

Modelo 2: Epidermis desprendidas de C. communis,

La capacidad del sistema experimental de responder a compuestos con actividad
de cierre estomatico se evalué mediante la aplicacién al mismo de concentraciones
variables de ABA. En este ensayo, se observé que la apertura de los estomas disminuy6
al aumentarse la dosis de ABA (Figura 12, panel b). Para las dosis probadas, se
encontraron reducciones en la apertura estomatica del 20% (1 x 10°® M), 60% (1 x 10
M) y 95% (1 x 10® M). Estos resultados demostraron la utilidad del bioensayo para
detectar compuestos con actividad de cierre estomatico.

Cuando se probaron los extractos de plantas sanas (grado 0) y enfermas (grados 1
al 6). se observo que todos produjeron cierres estomaticos hasta valores cercanos al 25%
de la apertura del control, no encontrandose diferencias significativas entre los
tratamientos (Figura 12. panel a). Estos resultados estuvieron de acuerdo con lo
observado mediante el bioensayo de transpiracion.

Factores fisicoquimicos.

En la Figura 13 se muestran las concentraciones de fenoles solubles (panel a),
potasio (panel b) y azicares (panel c) en los extractos de palmas de coco sanas (grado 0)
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y enfermas (grados 1 al 6). La concentracion de fenoles no vario significativamente
durante el desarrollo de la enfermedad, manteniéndose dentro del intervalo de 20 a 30 mg
g' P.S. Estos resultados sugieren que los compuestos fendlicos presentes en las hojas no
contribuyen al cierre anormal de los estomas de palmas afectadas por AL.

Las concentraciones de K~ mostraron una tendencia general a disminuir durante el
desarrollo de la enfermedad (grado 0, 5 mg g P.S.; grado 6, 2 mg g' P.S.), con un
aumento temporal en las primeras etapas (grados 2 y 3) cuyo méximo se observé en el
grado 3 (7.5 mg g P.S.) (Figura 13, panel b).

Las concentraciones de aziicares no variaron significativamente durante el
desarrollo del AL (Figura 13, panel c). Los aziicares reductores se mantuvieron en valores

muy cercanos a 4 mg g’ P.S.. mientras que las concentraciones de aziicares totales
variaron de manera mas irregular.

La osmolaridad (Figura 14, panel a) y la conductividad (Figura 14, panel b) no
mostraron cambios que pudieran explicar el cierre anormal de estomas en palmas
enfermas de AL. La osmolaridad varié en el intervalo entre 40 y 45 mOsm kg-1 H20,
mientras que la conductividad se mantuvo en valores muy cercanos a 4 mS.
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Figura 11. Cinética transpiracional de segmentos de hoja de palmas de coco sanas, las
cuales se expusieron a concentraciones variables de ABA (a), o a extractos foliares de
palmas de coco en diferentes grados de desarrollo de] AL (G-0 a G-6) (b). G-0 representa
a palmas sanas, y CON a los tratamientos control. Se analizaron hojas de la parte media
de la fronda. Cada punto representa el promedio de tres segmentos de hoja con tres
O réplicas. y las barras la desviacién estandar. ;
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Figura 12. Apertura estomatica despies de 3 h de incubacion de epidermis de C.
communis en presencia de concentraciones variables de ABA (b), o extractos foliares de
palmas de coco en diferentes grados de desarrollo del AL (a). Las epidermis se
obtuvieron de plantas de 3 semanas, a partir de las hojas expandidas mas jovenes. Cada

punto representa el promedio de 60 estomas con tres réplicas, y las barras la desviacion
estandar.
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Figura 13. Concentracion de fenoles solubles (a), K™ (b) y azicares (®= totales, m=
reductores, “ = no reductorels:‘) (c), en extractos foliares de palmas de coco en diferentes
grados de desarrollo del AL. El grado 0 corresponde a glantas sanas. Las determinaciones
se realizaron en hojas de la parte media de Ia fronda. Cada punto representa el promedio
de tres plantas con tres réplicas, y las barras la desviacién estandar. ‘
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(I;Jifu.m 2. Osmolaridad (a) y conductividad (b) de extractos foliares de palmas de coco en
iterentes grados de desarrollo del AL. El grado O corresponde a plantas sanas. Las
determinaciones se realizaron en hojas de [a parte media de la fronda. Cada punto
rep}'egglta el promedio de tres plantas con tres réplicas, y las barras la desviagién
estandar.
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CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

que pudieran ser usados para definir diferencias entre plantas resistentes y susceptibles.
Por lo tanto, la primera estrategia involucré la identificacién de marcadores genéticos, y
la segunda de marcadores fenéticos, de resistencia.

El disefio experimental seguido en la basqueda de marcadores genéticos demostro

S€r una estrategia adecuada para identificar a algunos cuya distribucién dentro de
diferentes poblaciones de cocotero los sefialé como asociados con resistencia al AL. Del
total de decameros probados (80), se identifico a tres capaces de generar un nimero 1gual

O de RAPDs potencialmente ligados con el caracter de resistencia. Ademas, se detectd un
=7 total de 82 polimorfismos que pueden ser usados en estudios sobre caracterizacion de
germoplasma de cocotero. Los 12 RAPDs que aparecieron en frecuencia minima de 0.85

hibridos. y serian por lo tanto herramientas valiosas en programas de mejoramiento
basados en estos materiales (Bourdeix er al., 1992). El ligamiento entre la resistencia al
AL y los tres marcadores que s€ encontraron asociados a este cardcter necesitaria ser
confirmado mediante pruebas genéticas formales como el analisis de segregantes, el cual
O permititia confirmar su  aplicabilidad como herramientas para la seleccion de
"~ germoplasma resistente.

Esquemas de seleccion similares al probado en este estudio podrian ser aplicados a

otos cultivos perennes que presenten problemas para su mejoramiento genético similares

a los del cocotero, tales como tiempos de generacion largos, baja produccion de semillas

v/0 mecanismos ineficientes de propagacion vegetativa. La aplicacion de tales esquemas

dependera de la disponibilidad de genotipos que expresen fenotipos contrastantes para el

O caracter de interés. Las posibles dificultades para llevar a cabo anilisis genéticos formales

en tales cultivos podria significar que el uso de estrategias como la seguida en este

estudio represente la alternativa mas viable para identificar marcadores aplicables en la
seleccion de caracteristicas deseables,

Los andlisis de diagnostico por PCR sugirieron que la resistencia de los Enanos
Malayos podria deberse a mecanismos que impedirian el transporte del patogeno desde la
hoja (sitio de inoculacion) hasta la inflorescencia (sitio de proliferacion), y/o su
establecimiento en este organo. La aplicacion reciente de la técnica de PCR con
iniciadores anidados (nested PCR) al diagndstico del AL (Harrison et al., 1999) ha abierto

nivel al cual se expresa la resistencia al AL en el cocotero. y su aplicacion dentro de
DUESro grupo se inicid recientemente dentro de otro proyecto financiado por el
_ | CONACYT (980107).
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Los analisis de calosa, desarrollados para evaluar la posible participacion de la
sintesis de este glucano como un mecanismo de resistencia al AL, permitieron establecer
protocolos para su deteccién microscopica en laminas foliares, asi como para su
cuantificacion en extractos de estos tejidos. De las distintas modificaciones que se
probaron para facilitar la observacién microscopica de calosa, las siguientes mostraron
los mejores resultados en cuanto a su capacidad para evitar el obscurecimiento de los
tejidos, aumentar su transparencia, reducir su autofluorescencia, y mantener su
procesamiento lo mas breve posible:

1) Uso de hojas jovenes.

2) Adicion de mercaptoetanol al fijador (FAA).

3) Infiltracion de los tejidos con el fijador mediante la aplicacion de vacio.
4) Aclaramiento con mezclas de glicerol y etanol.

5) Alargamiento del tiempo de incubacidén en acido periodico a una hora.

La cuantificacion confiable de calosa se logré mediante la incorporacion de varias
modificaciones a un protocolo de extraccion usado originalmente para células de soya en
suspension. Tales modificaciones permitieron eliminar la interferencia encontrada durante
los analisis fluorométricos, la cual se encontrd posiblemente asociada a compuestos
fenolicos y a la formacién de derivados de clorofilas. Los cambios introducidos
involucraron lo siguiente:

1) Maceraci6n de los tejidos con nitrégeno liquido al inicio de la extraccion.
2) Substitucién del amortiguador de HEPES por uno de ascorbatos.

3) Lavado de la pastilla sometida a extraccién con amortiguador y éter.

4) Adicién de antioxidantes durante la extraccion alcalina,

La evaluacion de métodos para inducir sintesis de calosa sugirié que la hoja es un
tejido muy sensible a estrés mecanico, el cual fue una parte integral de todos los
procedimientos evaluados. Entre éstos, la infiltracién al vacio con amortiguador fue el
tratamiento mas simple capaz de permitir el control de las condiciones del medio durante
los analisis. Sin embargo. la falta de reproducibilidad en la respuesta inducida por este
tratamiento sugirié la influencia de efectos ambientales sobre la misma. e indic6 la
importancia de evaluar otros protocolos para lograr un anilisis confiable de este posible
mecanismo de resistencia al AL. Una alternativa que permitiria reducir posibles
influencias ambientales durante los analisis seria trabajar con pinas que se mantendrian
con la base sumergida en medio nutritivo, dentro de cuartos con condiciones controladas.
En cualquier caso. los protocolos que se establecieron para el analisis de calosa
representan una valiosa herramienta para determinar su posible participacion dentro de la
resistencia al AL.

En conjunto. los estudios fisioldgicos proporcionaron evidencias de que el ABA
no esta involucrado en el cierre estomatico asociado al AL. Esto planted otras posibles
causas. como la accion de algin otro fitorregulador, desbalances idnicos producidos por
aquellos sintomas del AL que reducen la movilizacion de nutrientes (dafio en raices,
disminucioén de flujo en el xilema; Dabek y Hunt, 1976), compuestos producidos por el
patogeno. o cualquier otro compuesto con accion antitranspirante. La posibilidad de que
alguno de los mecanismos anteriores esté participando dentro del modo de patogenicidad
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del AL se evalué mediante los analisis fisicoquimicos efectuados en raices y hojas.

Los analisis de compuestos fendlicos indicaron no mostraron alteraciones que
pudieran explicar el cierre estomatico observado al inicio del AL. Esta evidencia, sin
embargo, no permite descartar que grupos especificos de compuestos fenélicos puedan
participar como mecanismos de defensa ante el AL. Se han descrito evidencias de este
tipo en otros sistemas, como es el caso de los fenoles betagarina y betavulgarina (Halloin,
1994), o acidos benzoicos y fenilpropanoides (Kurosaki et al.,1986; Neemann e7 al..
1991). En el caso del AL, se requeriria efectuar analisis mas especificos para determinar

la identidad y la cantidad de los fenoles que aparecen durante el desarrollo de la
enfermedad.

Los analisis de K™ no permitieron atribuir alguna participacion a este ion dentro
del cierre estomatico que ocurre al inicio del AL. El notable aumento €N Su concentracion
alcanzado en el grado 3 es contradictorio con la disminucién en absorcion y transporte de
nutrientes que se esperarian del dafio que ocurre en las raices al inicio de la enfermedad.
Se requieren estudios adicionales que expliquen la razon de este aumento inesperado. En
cualquier caso, el analisis de las concentraciones citoplasmicas de K~ en las células
guarda seria conclusivo para esclarecer si este ion realmente participa en el cierre
estomatico de las plantes enfermas de AL.

Los anilisis de aziicares no mostraron alteraciones que pudieran explicar el cierre
estomatal que se presenta al inicio del AL. Anteriormente se habia asociado al AL con un
aumento en la concentracion de azicares reductores y sacarosa, y una disminucion en el
contenido de almidén. concluyéndose que la enfermedad provoca desequilibrios en el
metabolismo de los carbohidratos (Chen, 1966). Al respecto, lo tinico notable en nuestros
resultados fue que las concentraciones de aziicares fueron mas constantes en las palmas
sanas que en los distintos grados de desarrollo de la enfermedad. Lo anterior resalta la
necesidad de analizar azicares especificos para detectar la posible participacion de
alguno de ellos con el cierre de los estomas. También en este caso. la realizacion de tales

analisis a nivel del citoplasma de las células guarda representaria el medio mas directo
para determinar relaciones de causalidad.

Los analisis de conductividad y osmolaridad se plantearon como un medio
adicional para detectar posibles desbalances en la concentracién de compuestos que
afecten el potencial osmético de la hoja (azicares, por ejemplo), o algun desequilibrio
i6nico (K™?). Aunque estas técnicas son bastante inespecificas, sus resultados estuvieron
de acuerdo con los de los analisis de azicares y K. Es decir, no se encontraron
alteraciones que pudieran asociarse con el cierre estomético que ocurre al inicio del AL.
Por lo tanto, se hace necesario efectuar pruebas especificas para la deteccién vy
cuantificacion de compuestos que pudieran estar afectando la osmolaridad de la hoja. En
este contexto. el analisis de nitrogeno (N) y fosforo (P) se presenta como una alternativa
de interés. pues la deficiencia de estos nutrientes se ha encontrado asociada con
disminuciones en la conductancia estomatica (Radin er al., 1982; Radin, 1984).
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