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RESUMEN

TITULO: CARACTERIZACION QUIMICA Y BIOQUIMICA DE LA INTERACCION PLANTA
PATOGENO EN PALMA DE ACEITE Elaeis guinensis Jacq. EN ESTADO SANO E INTERMEDIO
DE PUDRICION DE COGOLLO

Autor: RODRIGUEZ RODRIGUEZ, Rosa Ludy**
Palabras Claves: Palma de aceite, pudricién de cogollo, interaccion planta-patogeno
CONTENIDO:

La enfermedad conocida como “pudricion de cogollo” (PC) es una enfermedad que afecta el cultivo
de palma de aceite, cultivo que produce el segundo aceite mas consumido a nivel mundial y es el
cuarto en hectareas sembradas en Colombia. Este es un problema que viene presentandose hace
mas de 30 afios y que adn no tiene una solucion clara. Se han presentado dos hipétesis para
explicar por qué las palmas se infectan, una biética en la que se hace referencia al patdgeno (que
en el 2008 Cenipalma logré identificar como pseudohongo Phytophthora Palmivora) como el
agente causal; y otra abiética que hace referencia a un complejo de factores climaticos y edaficos.

Sin embargo ninguna de las dos hipotesis es completamente satisfactoria y no han contribuido al
planteamiento de métodos adecuados para el control de la enfermedad.

En este estudio proponemos contribuir al conocimiento de la enfermedad a través de una
caracterizacion quimica y bioquimica de factores que influencian la interaccion planta-patégeno. Se
plante6 estudiar 2 grupos de palmas (sanas y con grado medio de PC) en un area donde sea
confirmada la presencia del patégeno. Entre las estrategias presentadas se encuentran la
determinacién de la concentracion de macro y micronutrientes en suelo, la presencia de estos
iones en tejido vegetal, el transporte de calcio y la actividad de enzimas antioxidantes en células
obtenidas del cogollo y meristemo de las palmas, asi como los dafios sufridos sobre la
bioenergética mitocondrial en las palmas afectadas.

*Proyecto de grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora Stelia Carolina Mendez
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ABSTRACT

TITLE: CHEMISTRY AND BIOCHEMISTRY CHARACTERIZATION OF PLANT PATHOGEN
INTERACTION IN OIL PALM Elaeis guinensis Jacq. IN A HEALTHY STATE AND INTERMEDIATE
BUD ROT *

Author: RODRIGUEZ RODRIGUEZ, Rosa Ludy **
Keywords: palm oil, bud rot, plant-pathogen interaction
CONTENTS:

The disease known as "bud rot" (PC) is a disease affecting the cultivation of oil palm cultivation that
produces the second most consumed oil in the world and is the fourth in hectares in Colombia. This
is a problem that is appearing over 30 years ago and still do not have a clear solution. There have
been two hypotheses to explain why the palms are infected, a biotic which refers to the pathogen
(which in 2008 was identified by Cenipalma as pseudohongo Phytophthora palmivora) as the
causative agent, and other abiotic refers to a complex climatic and edaphic factors.

However neither hypothesis is not completely satisfactory and have not contributed to methods
suitable approach for disease control.

In this study we propose to contribute to the understanding of the disease through chemical and
biochemical characterization of factors influencing plant-pathogen interaction. It was proposed to
study two groups of palms (healthy and average degree of PC) in an area where it confirmed the
presence of the pathogen. Strategies are presented determining the concentration of macro and
micronutrients in the soil, the presence of these ions in plant tissue, calcium transport and the
activity of the antioxidant enzymes in cells obtained from the shoot meristem of palms and also
damage on mitochondrial bioenergetics affected palms.

*Work Degree
**Universidad Industrial de Santander. Faculty of Sciences.Department of Chemestry.Directed by:
Stelia Carolina Méndez S, PhD.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad conocida como “pudricion de cogollo” (PC) es una enfermedad que
afecta el cultivo de palma de aceite, cultivo que produce el segundo aceite mas
consumido a nivel mundial y es el cuarto en hectareas sembradas en Colombia.

La enfermedad PC ha devastado gran cantidad de hectareas y puestos de trabajo
en las zonas en las cuales se ha propagado, llegando a convertirse en una
emergencia fitosanitaria en el afo 2010. Este es un problema que viene
presentandose hace mas de 30 afios y que aun no tiene una solucién clara. Se
han presentado dos hipotesis para explicar por qué las palmas se infectan, una
bidtica en la que se hace referencia al patégeno (que en el 2008 Cenipalma logré
identificar como pseudohongo Phytophthora Palmivora) como el agente causal; y
otra abiotica que hace referencia a un complejo de factores climaticos y edaficos.
Sin embargo ninguna de las dos hipotesis es completamente satisfactoria y no han
contribuido al planteamiento de métodos adecuados para el control de la

enfermedad.

La busqueda de bases que soporten que ambas hipétesis convergen para generar
esta enfermedad, es decir que son complementarias y necesarias para el
desarrollo de la PC, llevo al desarrollo y empleo de técnicas que permitieran
determinar, primero, la cantidad de nutrientes y microelementos presente en
suelos, tejidos jovenes y meristemos apicales, en palmas con sintomasde la
enfermedad en su forma mas temprana vs palmas sanas, y segundo estudiar la
bioenergética mitocondrial, dentro de la cual se incluye la respiracion mitocondrial,
pilar importante para nuestra investigacion ya que permite evaluar las respuestas
adaptativas ante el estrés bidtico o abiotico de palmas sanas y enfermas, ya que
en las primeras se reduce la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO),
mientras que en las enfermas, como respuesta a la PC, estas especies se ven

aumentadas.
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La respuesta hipersensible de la palma, que envuelve la produccién de ERO, le
lleva activar canales para aumentar la expresion y/o la actividad de enzimas
antioxidantes que evitan la lipoperoxidacién de los tejidos, generada por la alta
cantidad de ERO. El balance que se presenta en las palmas busca regular tanto la
cantidad de ERO como de enzimas antioxidantes, permitiendo generar una
respuesta efectiva frente al patégeno sin llegar a la lipoperoxidacion y evitar asi la

necrosis de los tejidos.

Adicionalmente se evaluoé el transporte de calcio a nivel celular,especificamente a
nivel mitocondrial. El calcio en un i6n usadocomo mensajero secundario (que
media las respuestas frente al estrés),observando en las palmas sanas una
absorcion mayor y una menor liberacion del ion, lo que permite inferir que las

palmas sanas mantienen bajas las concentraciones de calcio citoplasmético.

En este estudio proponemos contribuir al conocimiento de la enfermedad a través
de una caracterizacion quimica y bioquimica de factores que influencian la
interaccion planta-patdgeno. Se plante6 estudiar 2 grupos de palmas (sanas y con
grado medio de PC) en un area donde sea confirmada la presencia delpatégeno.
Entre las estrategias presentadas se encuentran la determinacién de la
concentracion de macro y micronutrientes en suelo, la presencia de estos iones en
tejido vegetal, el transporte de calcio y la actividad de enzimas antioxidantes en
células obtenidas del cogollo y meristemo de las palmas, asi como los dafios

sufridos sobre la bioenergética mitocondrial en las palmas afectadas.

Se espera que con los resultados generados con este proyecto se pueda
establecer conexiones entre las hipdtesis bidtica y abidtica y aportar al
conocimiento basico de la enfermedad, conocimiento que pueda ser usado para
plantear o restructurar futuros métodos de control.

Adicionalmente se busca generar en nuestro laboratorio una nueva linea de

investigacion que integre la bioquimica, la bioenergética mitocondrial y la quimica

19



analitica para, en un futuro cercano, poder plantear estrategias que permitan llevar
nuestros avances y estudios al sector agropecuario y contribuir con soluciones a

problematicas de gran impacto.
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2. MARCO TEORICO

2.1 LA PALMA DE ACEITE:

La palma de aceite Elaeis guinensis Jacq. es una planta perenne cultivada por su
alta productividad de aceite. Taxondmicamente la palma se ha clasificado de la
siguiente  forma: division: faner6gamas; tipo: angiospermas; clave,
monocotiledoneas; orden: palmales; familia: palmaceae, tribu: cocoinea,

genero:Elaeis y especie:guineensis (QUESADA, 2000).

La palma africana es una especie monoica que produce inflorescencias
masculinas y femeninas por separado (ciclos masculinos y femeninos alternos
evitando autofecundaciones). Una inflorescencia femenina se convierte en un
racimo con frutos maduros de color rojo amarillentos pasados 5 meses a partir de
la apertura de las flores y es de éstos frutos de donde se obtiene el aceite de
palma. Actualmente, el aceite de palma es el segundo aceite mas consumido del
mundo y se emplea en las labores del hogar y en la industria en general. Contiene
igual proporcion de &cidos grasos no saturados, conteniendo alrededor del 40% de
acido oleico, 10% de &cido linoleico, 44% de &cido palmitico y 5% de acido
estearico. Este aceite es una fuente natural de vitamina E, tocofenoles y
cocotrienoles y el aceite sin refinar también es una fuente importante de vitamina
A (fedepalma, 2010). Ademas de sus anteriores aplicaciones, en las Ultimas
décadas se viene utilizando como biocombustible. En una mezcla de 90% fosil y

10% biodiesel de palma.

La industria de palma agrupa desde pequefios cultivadores, trabajadores
agricolas, profesionales de diferentes ramas administrativas, técnicas y cientificas,
y empresarios del campo Yy la industrial. El cultivo se ubica actualmente en 103
municipios de 16 departamentos y genera 114.000 empleos directos e indirectos
en Colombia (Fedepalma, 2010). Este es uno de los productos con mayor
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demanda agricola del pais, siendo el cuarto cultivo mas importante en éarea
sembrada (DNP, 2007). Segun Fedepalma, en 2009 se contaba con 364.970 Ha
sembradas con palma de aceite, produciendo 859.554 toneladas de aceite en ese

afno.

Desde sus inicios aproximadamente en 1970 hasta el 2008, ha habido un
desarrollo creciente en el area sembrada en palma, no solo en Colombia, sino
también en América latina, (Figura 1).Este es un cultivo de gran interés tanto
econdmico como cientifico debido a las expectativas de siembra proyectadas en el
pais, las cuales triplicaran en los proximos 10 afos, de acuerdo a los datos del

Departamento Administrativo Nacional de Estadistica (DANE), ver tabla 1.

Figura 1. Hectareas sembradas con palma de aceite en Colombia, desde 1964 - 2008.
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Tabla 1. Proyecciones de Area sembrada y produccion de Aceite de palma Colombia.

2010 2015 2020
Area (Ha) 443.037 664,377 996,296

Produccién de Aceite palma (Ton) | 1,204.382 | 2.018.786 | 3,383,892

Fuente: MADR direccién de cadenas productivas-direccion de politica sectorial-DNP. Vision 2010.

Proyecciones, en Min Comercio, 2010.
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Segun estas proyecciones y gracias a la promocién del cultivo como posible
biocombustible, se pasara de 443mil Ha a 996 mil Ha, en un periodo de 10 afios,
lo que significaria un crecimiento del 125% en hectareas sembradas, brindandole
a este cultivo mas importancia tanto a nivel econémico como social. (PEREZ,
2009)

Hay un potencial de produccion en nuestro pais, segun las proyecciones, que
debe ser desarrollado, pero que también requiere ser conservado y protegido de
factores que atendan la produccion, como los suelos 4cidos, zonas con contenidos
altos de aluminio, falta de drenajes, fertilizaciones pobres, variedades susceptibles

a enfermedades, entre otros.

Entre estos factores la enfermedad conocida como “Pudricion de Cogollo” o PC es
uno de los factores atenuantes mas importantes, convirtiéndose en el principal
problema que enfrenta el sector palmero en Colombia. Esta enfermedad ha
devastado gran cantidad de hectareas y puestos de trabajo en las cuatro zonas
palmeras del pais (Figura 2), segun informes de prensa recientes y alertas por
parte del ICA, la enfermedad sigue avanzando.Entre 2000-2009 Fedepalma
calcul6 perdidas de 135.225 toneladas, solo en la zona oriental y, aunque se ha
tratado de controlar la enfermedad desde diferentes areas del conocimiento aun
sigue siendo un problema por resolver para el sector palmero (FEDEPALMA,
2010).
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Figura 2. Zonas de produccion de palma de aceite en Colombia
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2.2. EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD PUDRICION DE COGOLLO EN LAS
ZONAS COLOMBIANAS

En Colombia la Pudricion de Cogollo, se ha presentado en diferentes zonas de
sembrado de palma desde 1965. En la plantacion la Arenosa, en la region de
Turbo, se reporto el primer caso, se generaron pérdidas del 20% de las palmas en
un area de 1.800 Ha. Para 1975 la plantacion estaba completamente infectada
(FRANQUEVILLE, 2001; NIETO, 1996; TURNER, 1981; DEROJAS Y RUIZ,
1972).

En el municipio de Tumaco (Narifio), la enfermedad fue registrada por primera vez
en 1977, pero en los aflos 2005 y 2006 la enfermedad adquirié caracteristicas
epidémicas (CORPOICA, 2007). Se incremento la incidencia acumulada del 8,3%
al 58% reduciendo la produccion de aceite (CORREDOR, 2008). A partir del 2008
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el aumento exponencial de la enfermedad, generé en la zona occidental una
emergencia sanitaria y econdmica, causando reduccion del 90% de la produccion
del aceite y mas del 70% del area sembrada se habia perdido (MARTINEZ Y
SILVA, 2009).

En la zona oriente (llanos) la PC aparecié a fines de los afios 70 (CORRADO,
1970), sin la misma intensidad como la observada en Turbo en lo referente a
incidencia y mortalidad, pero en 1988 la enfermedad alcanzé un nivel mas
preocupante (NIETO Y GOMEZ, 1991; GOMEZ 1995). Posteriormente, en esta
zona debido a diversos factores abioticos propios de la region, se observo la
recuperacion espontanea de algunas palmas, incluso durante los ultimos 20 afios
se ha podido convivir con la enfermedad, aprovechando las épocas del afio que
desfavorecen el desarrollo de la PC (MARTINEZ Y TORRES, 2007).

Recientemente en la zona Central (Magdalena medio, Cesar y Norte de
Santander) la problemética por la PC ha incrementado. Durante afios la
enfermedad en esta zona no pasaba de la pudricién de la flecha (hoja que va a
nacer). A partir del 2004 se incremento la PC y para el 2009 en algunas
plantaciones su aumento fue considerable, alcanzando incidencias del 25%
(MARTINEZ Y SILVA, 2009).

En particular en Santander el ICA decreto en febrero de 2010 el estado de
emergencia fitosanitaria en los municipios de Barrancabermeja, Puerto Wilches,
sabana de torres y San Vicente de Chucuri, por esta enfermedad por un término
de 3 afos. De las 15.000 Ha de palma afectadas en la zona central, el 85% se
encuentran en el municipio de Puerto Wilches, lo cual indica que 12.750 Ha estan
siendo atacadas por la enfermedad de PC y segun Jens Mesa Dishington,
presidente ejecutivo de la Federacion Nacional de Palmicultores, Fedepalma, “si
no hacemos nada y dejamos morir esas palmas, se perderian entre 4 y 5 mil

empleos. Las pérdidas por salarios serian $100 mil millones anuales, el costo de
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oportunidad por produccion seria de $260 mil millones” (VANGUARDIA, 21 marzo
de 2010).

2.2.1 Descripcion y Sintomatologia de la PC
Hay una sintomatologia general constante en las fases tempranas del desarrollo
de la enfermedad. Generalmente, los primeros sintomas se expresan por una
clorosis (amarillamiento) en las hojas jovenes, que emergen presentando lesiones
necréticas con diferentes grados de severidad y contagiando otras hojas
emergentes a través del contacto de un folio a otro (FRANQUEVILLE, 2001;
MARTINEZ Y TORRES, 2007; SARRIA, 2008). El tejido necrosado aumenta hasta
el punto de contagiar todo el cogollo y meristemo de forma que la palma se

muestra ausente de hojas nuevas.

Cenipalma, ha disefiado una escala para determinar el grado de severidad de la
enfermedad de pudricion de cogollo en palma de aceite, para facilitar la
identificacion del avance de la enfermedad de acuerdo a sus sintomas. Grado O:
no hay lesiones; Grado 1 (0,1-.20% del area de la flecha afectada): lesiones
pequeiias, tejidos que se desintegran y quedan las nervaduras; Grado 2 (20.1 —
40% del area de la flecha afectada): aqui hay necrosis 0 muerte del tejido debido
al proceso de pudricion; Grado 3 (40.1 — 60% del area de la flecha afectada),
avance de la enfermedad, se evidencia un gran dafio; Grado 4 (60.1 — 80% del
area de la flecha afectada) sigue el necrosamiento y dafio de casi la totalidad de la
hoja; Grado 5 (80.1-100% del area de la flecha afectada) dafio total de la hoja, se
llega al estado de crater, aqui todos los tejidos nuevos desaparecen. (SANTOS,
2010; MARTINEZ, 20009).

2.2.2 Causas de la PC en Palmas de Aceite
Desde sus inicios en 1976, se han presentado dos hipo6tesis como causa de la PC,
conocidas como las teorias biotica y abidtica. La biotica, toma en cuenta el papel

de insectos, hongos y bacterias y en ocasiones complicaciones por virus. La
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abidtica, generalmente relacionada con un complejo de factores climaticos y
edaficos como causa de un desorden nutricional muy complejo, a continuacion se

explicara brevemente los fundamentos de cada una de las hipétesis.

Hipo6tesis Bibtica:

Con la intensidon de identificar el organismo patdégeno que induce la PC en palma
de aceite ser realizaron diversos estudios descartando la correlacion insecto-
incidencia de PC (FRANQUEVILLE, 2001; GOMEZ, 1995; SYED, 1979),
nematodo-incidencia PC (IRHO, 1986,1987; GUEVARA Y NIETO, 1999).

Recientemente Cenipalma encontrd, tras realizar aislamientos y pruebas de
patogenicidad, que un microrganismo del genero Phytopthora sp es el responsable
de las lesiones iniciales de la pudricion del cogollo de palma de aceite
(CENIPALMA, 2010). Después de aislar, cultivar, purificar y adelantar pruebas de
patogenicidad de la amplia gama de microrganismos asociados con las lesiones
presentadas en palmas enfermas, lograron hacer un tamizaje que los llevo a
descartar a muchos de ellos como los responsables de iniciar la enfermedad y
finalmente se concentraron en las estructuras resistentes que se venian
observando en el cogollo en estados muy tempranos. Después de estos estudios y
usando ademas de palma, frutas tropicales como pera, sandia, entre otras, se
logré la clara identificacion, que el dafio conocido como pudricién del cogollo lo

ocasiona especificamente el hongo Phytopthora palmivora.

Es importante tener en cuenta que la Phytopthora palmivora es el que inicia el
dafio y luego aparecen una serie de microrganismos oportunistas, hongos y
bacterias, que llegan a colonizar el tejido ya destruido por la Phytopthora
(CENIPALMA, 2010).

A pesar de aun no haber sido caracterizado, la accion enziméatica de la Phytphtora

palmivora, se conoce que otras Phytophthoras presentan actividad enzimatica
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propia para el ataque al hospedero (planta). SYSUEV y sus colaboradores en
1978 reportaron que la Phytophthorainfestansposee actividad ATPasa,
pirofosfatasa y tripolifosfatasa, siendo estas dos Ultimas enzimas inhibidas por
concentraciones de calcio entre 0,1 y 20mM. Para la formacién de esporangios
(una de las formas de esporas de las Phytophthoras) es necesaria la absorcion de
calcio que en el caso de la Phytophthorainfestans es dependiente de pirofosfato e
inhibido por la presencia de otros cationes divalentes como el Mg y por agentes
desacopladores de la cadena respiratoria mitocondrial como el FCCP y 2,4-
dinitrofenol (OKOROCOV et al, 1978). Adicional a estos estudios también fue
reportado que la P. infestans produce tres enzimas constitutivas extracelulares con
actividad pectinestereasa (FOSTER & RASCHED, 1985), lo que podria ser usado
para facilitar el dafio de la pared celular de la planta, debilitAndola, permitiendo el
acceso de otros microrganismo y promoviendo la liberacion de calcio contenido en

la pared que a su vez puede ser usado por el patdgeno para su proliferacion.

Hipo6tesis Abidtica

Aungue la PC ocurre en todos los tipos de suelos, para numerosos autores la
severidad de la enfermedad depende de mdltiples factores, incluyendo ademas de
los factores climaticos, la aireacién de la tierra, bajos niveles de desarrollo
radicular y diversos desordenes nutricionales como niveles bajos de calcio y
potasio (CHINCHILLA Y DURAN, 1999).

Desde sus inicios en el Congo la incidencia de la enfermedad en palma de aceite
es muy severa, solamente en aéreas donde las condiciones de produccion (suelos
y clima) son pobres, pero palmas nativas crecian sin dificultad (DUFF, 1963). En
América Latina se ha considerado que la PC esta relacionada a drenajes
insuficientes, a suelos compactos y densos y a asfixia radicular. En Turbo, la
ausencia de drenaje y la fertilizacién inadecuada han sido consideradas como la
causa de la PC (HARTLEY, 1965). También refiriéndose a Turbo, GOMEZ(2000),
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sugirié que la PC podria ser causada por la acumulacion de nitritos unida a la falta

de oxigenacion en los suelos pesadospobremente drenados.

Cenipalma condujo investigaciones en diversas zonas del pais demostrando que
la presencia de la enfermedad es generalmente mayor donde existen limitaciones
fisicas como suelos arcillosos, lotes con cantidades significativas de arcillas en el
horizonte (0-40cm). Esto podria estar relacionado con la dificultad que presentan
las raices para desarrollarse correctamente en suelos arcillosos, debido a que
presentan mas dureza y ademas no permiten el drenaje adecuado generando
compactacion. Al realizar drenajes en lotes afectados con PC, monitoreando la
enfermedad durante 22 meses, hubo una significativa reduccion de la frecuencia
de la pudricion (MUNEVAR, 2005).

La acidez del suelo se ha mencionado como un posible factor que induce o
favorece la PC al igual que el aluminio, el cual es mas soluble y més toxico cuando
el pH es acido. El pH en tres regiones de Colombia (Central, Occidental y
Oriental) ubican la mayor parte de los suelos con pH<5, segun datos de analisis

de suelos de Cenipalma.

Se debe tener en cuenta que la exagerada fertilizacion en algunas ocasiones
aumenta la acidez de los suelos. El uso de fertilizantes amoniacales (urea con
menos efecto) en dosis concentradas liberan H* por nitrificacion bacteriana de NH,4
— NOg3. El bajo contenido de materia organica en el plateo (coronas desnudas),
donde las pocas raices terciarias y cuaternarias son sometidas a alta acidez y al
Al toxico, son deformadas sufriendo alteraciones en sus funciones de absorcién

de nutrientes generando desbalance nutricional. (LAING, 2009)
Comparando las concentraciones de macro y micro elementos en palmas sanas

vs enfermas, VIEGAS (2000) midi6 la concentracion de Cu, Fe, Mn y Zn en las

hojas 1, 9 y 17 (siendo 1 hoja mas joven) de palmas sanas, palmas enfermas y de
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hibridos inter-especificos, demostrando que los niveles de Cu fueron ligeramente
inferiores en palma P. guineensis enfermas en comparacion a palmas sanas, el
hierro en las hojas 1 y 9 de las diferentes palmas testadas presentaron
concentraciones similares, pero en la hoja 17 de las palmas enfermas fueron
superiores, los niveles de Zn fueron muy inferiores en la palma enferma,

independiente de la posicion de las hojas analizadas.

Resultados de investigaciones aplicando una fertilizacion completa (N, P, K, Ca,
Mg, S, B, Fe, Mn, Cu y Zn) y comparando con otros tratamientos quitando un
elemento vs un testigo sin fertilizar muestran que la férmula completa favorece el
proceso de remision, la exclusion de todos los macro elementos (N, P,K) no
modifica el desarrollo de los sintomas, las formulas sin Ca y S favorecen la
repeticion de los sintomas y la exclusibn de cualquier micro elemento (Fe,
Mn,Cu,Zn y B) favorece el recrudecimiento de los sintomas (ROCHA,2000;
MUNEVAR, 2005).

Dada la importancia de la nutricion mineral en las plantas y como fundamento
dentro de la hipotesis abidtica se hara una amplia descripcion de cada uno de los

elementos que constituyen la nutricibn vegetal y su funcion en las plantas,

especialmente lo relacionado con los metabolismos de defensa.

2.3 SUELO, FERTILIDAD DEL SUELO Y NUTRICION MINERAL

Suelo

En cuanto a que es el suelo, existen muchos conceptos, los cuales se pueden
resumir en “suelo: es un ente natural, tridimensional, trifasico y dinamico, sobre el
cual crecen y se desarrollan la mayoria de las plantas”. Es un ente, porgue tiene
vida; tridimensional, porque es visto a lo largo, ancho y profundidad; trifasico,

porque existe fase sélida, liquida y gaseosa; dinamico porque dentro de el suelo
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ocurren proceso que involucran constantes cambios fisicos y quimicos.
Adicionalmente es el medio natural donde crecen las plantas, por tanto sirve como
soporte (SANCHEZ, 2007).

2.3.1 Lafertilidad del suelo:
La fertilidad del suelo es una cualidad resultante de la interaccion entre las
caracteristicas fisicas, quimicas y biol6gicas del mismo y que consiste en la
capacidad de poder suministrar condiciones necesarias para el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Cuando se habla de condiciones Optimas para el
asentamiento de las plantas, estas no son independientes, es decir, un suelo
puede estar provisto de suficientes elementos minerales —fertilidad quimica- pero
no estar provisto de buenas condiciones fisicas y viceversa. Igualmente, la
fertilidad no es suficiente para el crecimiento de las plantas; el clima juega un

papel importante y determinante en muchos casos.

En cuanto a su condicion en general una proporcion ideal esta dada por:
45-48% de particulas minerales, 2-5% de materia organica, 25% aire y 25% de
H,O (SANCHEZ, 2007; CASTRO, 1998).

2.3.2 Propiedades fisicas del suelo:

Textura: se refiere a la proporcion de arena, limo y arcilla expresados en
porcentaje. En la fraccidbn mineral del suelo, son de interés edafolégico solamente
las particulas menores de 2mm de didametro.

% arena + % limo + % arcilla = 100%
Es una propiedad fisica primaria y guarda relacién con otras, como por ejemplo:

e La permeabilidad

e La capacidad retentiva del agua
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e La porosidad

e Laaireacion

e Ladensidad real y aparente

e La capacidad de intercambio catiénico (CIC)

e La estructura
De acuerdo a las diferentes proporciones de arena, limo y arcilla, los suelos son
agrupados en clases texturales. Existen 12 clases texturales van desde arenoso,
limoso, arcilloso y la mezcla de estos son los suelos francos. (SALISBURY &
ROSS, 2000; SANCHEZ, 2007)

Caracteristicas sequn la textura.

Suelos arenosos: son suelos sueltos con mucha aireacion, baja retencion de agua,

muy permeables y con poca fertilidad, especialmente si se encuentran en zonas
altas en lluvias. Se deben abonar en dosis pequefias 0 con sustancias poco
solubles.

Suelos Arcillosos: son suelos plasticos y dificiles de trabajar que se conocen como

suelos pesados o fuertes. Son suelos fértiles, con buenas propiedades quimicas,
pero de propiedades fisicas poco manejables, no son permeables, se erosionan
facilmente porque el agua no penetra, sino que corre superficialmente arrastrando
los nutrientes; se encharcan facilmente, afectando los cultivos por la falta de aire
en las raices tornandose amarillas. Son ricos en nutrientes y cuando se adiciona

materia organica mejoran sus condiciones fisicas.

Suelos Limosos: son suelos intermedios entre arenosos Yy arcillosos,

predominando el limo. Aunque tienen buenas propiedades fisicas y quimicas se
encharcan facilmente produciendo problemas a las plantas por deficiencia de
oxigeno. Es la peor situacion, el limo carece de propiedades coloidales formadoras

de estructura y son suelos que se apelmazan con facilidad impidiendo aireacion y
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la circulacion de agua. Son casi imposibles de corregir y solo la aplicacién de gran

cantidad de abono organico puede atenuar sus malas caracteristicas.

Suelos francos: son suelos ideales porque tienen una proporcién equilibrada entre

arena, limo y arcilla. Presentan propiedades fisicas y quimicas Optimas para el
crecimiento de las plantas. (CASTRO, 1998)

2.3.3 Propiedades Quimicas.

2.3.3.1 Reaccion del suelo (pH):
El pH es una propiedad que tiene influencia indirecta en los procesos quimicos,
disponibilidad de nutrientes, procesos biolégicos y actividad microbiana. Se define
como el logaritmo inverso de la actividad de iones hidrogeno en la solucion del
suelo. Normalmente el rango de pH de los suelos varia entre 3,5 a 9,0; la razén
por la que no alcanza valores extremos de 0-14 se debe a que la solucion del

suelo no es una soluciéon verdadera, sino una solucién coloidal.

A la mayoria de las especies cultivadas, les favorece valores pH entre de 5,5 a
7,5, pero cada especie y variedad tienen un rango especifico donde se desarrolla
mejor. Los suelos de pH fuertemente acido (< 5.5) no son recomendables por la
gran cantidad de aluminio y la disminucién de la actividad microbiana. Los suelos
alcalinos originan una escasa disponibilidad de elementos menores, excepto el
molibdeno. (Sanchez, 2007)

El pH es una de las propiedades mas importantes del suelo, influye sobre los
siguientes aspectos:

e Disponibilidad de nutrientes en la planta

e Solubilidad de nutrientes

e Control de la clase y tipo de actividad microbiana

e Actua sobre la mineralizacién de la materia organica
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¢ Regula la concentracion de iones téxicos en el suelo como aluminio, sodio y

sales.
e Controla la capacidad de intercambio catidnico y anidnico en suelos

e Controla la presencia de enfermedades e insectos en el suelo.

Importancia del grado de acidez.

Los suelos muy acidos generalmente estan muy lixiviados, lo cual los convierte en
escasos en nutrientes minerales (Ca, Mg y P). Muchoscultivos son dafiados por la
alcalinidad excesiva o0 la acidez excesiva, esto debido a la disponibilidad de

nutrientes segun el pH. (Figura 3)

Figura 3. Disponibilidad de los nutrientes en funcién del pH del suelo.
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La acidez del suelo se corrige con la aplicaciéon de enmiendas, tales como cal,
roca fosforica, entre otras y la cantidad va a depender principalmente del cultivo a
establecer, del pH, del aluminio intercambiable, de la textura del suelo y el
contenido de materia organica, capacidad de intercambio cationico y el % de
saturacion de bases.


http://www.madrimasd.org/blogs/universo/2007/05/09/65262

La acidez intercambiable es la acidez debida a los iones de aluminio e hidrogeno
intercambiables desplazables con una sal neutra (KCI 1N). Se ha demostrado que
los suelos acidos de Colombia de origen mineral tienen muy poco H*
intercambiable y que es el aluminio y no el H" el responsable de la acidez del
suelo. Ya que el aluminio intercambiable al pasar a la solucion del suelo reacciona
con el agua formando hidréxido de aluminio ( AI(OH) y Al(OH), ), el cual es téxico

para las plantas cuando el pH es menor a 5,5. (CASTRO, 1998).

2.3.3.2 Aluminio (Al).
Considerado ya uno de los mas fuertes reductores del crecimiento vegetal en
suelos &cidos (SALISBURY, 2000), el pH es uno de los factores mas importantes
gue determina la disponibilidad o no de este metal. Existen zonas del planeta que
presentan de forma natural un pH acido como las zonas tropicales y subtropicales.
Esto se puede agravar con el uso de fertilizantes y acidificantes o de fuentes de
energia fosil como carboén y petroleo, que liberan una gran cantidad de NOx y SO,
los cuales en presencia de sustancias oxidantes, dan lugar al H,SO, y al HNOs.
Como consecuencia hay una mayor disponibilidad de aluminio y otros metales

para las plantas que pueden ser toxicos.

La quimica del aluminio es bastante compleja. Debido a su alta carga iénica y su
pequefio radio atdémico, es capaz de reaccionar con otros metales que se

encuentran en el suelo en forma soluble.

En estudios en los que se determiné la forma del aluminio que predomina a cada
valor de pH, se observo que cuando se encuentra en medio muy acido el aluminio
se presenta en forma iénica (AlI*®) o bien en forma de monémeros Al(OH)** y
Al(OH),'*,a valores de pH entre 3,5-50estos aumenta y llegan a una
concentracion maxima. Cuando el pH > 5, tanto las formas monoméricas como los
polimeros de hidroxido disminuyen y aparecen los hidroxidos altamente

basicosAl(OH);, Al(OH)4, entre otros, que son insolubles y precipitan facilmente
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por que no son disponibles para la planta; por tanto, no tienen efecto sobre ella.
(GARZON, 2003; CASTRO, 1998).

Las reacciones que encontramos en esos suelos son:
AP + H,0 < AI(OH)*" + H*
AI(OH)** + H,0 « AI(OH)*; + H*
Al(OH)** + 2H,0 « AI(OH)**; + 2H"

A pH neutro el aluminio se encuentra comoAIl(OH); (Gibsita).

Distribucién del aluminio en la raiz:

Para entender la toxicidad del aluminio sobre los vegetales es necesario elucidar
su localizacion tanto a nivel de tejido como a nivel celular. Como la inhibicién de la
elongacion de la raiz es uno de los primeros sintomas visibles en la planta tras la
aplicacion externa de aluminio, la mayoria de estudios indican que la
concentracién de Al en la raiz depende de la diferencia en la sensibilidad de la
planta al metal y la disminucién en el crecimiento de la raiz se relaciona con el
contenido de este en la raiz, ya que las plantas mas resistentes tienen
mecanismos de exclusién del metal (YARAMOTO, 1994).

Aluminio en la Pared Celular:

Diferentes estudios de RENGEL en 1996 indican que mas del 95% del aluminio
asociado a las raices de las plantas se encuentra en la pared celular y que el Al es
el responsable del rapido e irreversible desplazamiento del calcio en la pared
celular. El aluminio es el gran competidor del calcio, ya que tiene preferencia por
donantes de electrones que contienen O,. Las paredes celulares contienen una
gran variedad de lugares cargados negativamente, de los cuales el mas
importante es el acido galacturénico que forma cadenas lineales altamente

ramificadas dando lugar a las pectinas. Los principales polisacaridos péctidicos
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son: homogalacturonano, ramnogalacturonano | y Il y arabinogalactano. El
homogalacturonano forma un gel rigido e insoluble en presencia de calcio. Es
posible que el Al con una mayor capacidad de unién a las pectinas que el Ca, se
una produciendo un aumento en la rigidez de la pared de la raiz impidiendo la
expansion celular (GARZON, 2003).

Aluminio v la membrana plasmaética:

El aluminio no solo afecta rapidamente a la pared celular, sino que también a las
caracteristicas de la membrana plasmatica. Se ha comprobado como en plantas
expuestas a tratamientos con Al, el flujo de cationes (Ca*?, NH, y K*) se reduce y
el flujo de los aniones (NO3', PO,*) aumenta, mediante un mecanismo donde el Al
se une a los fosfolipidos de membrana formando una capa cargada positivamente
gue impediria o dificultaria el transporte de los cationes vy facilitaria el de aniones
(GARZON, 2003).

Una de las primeras consecuencias identificadas en la toxicidad por Al, fue la
reduccion en la absorcién de Ca®* (RENGEL, 1992). El Ca actlia como mensajero
secundario en la transduccion de sefales desde el medio exterior que rodea la
planta, hacia elementos del metabolismo de ésta y se encuentra implicado
sobretodo en la expansion celular. Diversos estudios han mostrado como el Al
puede bloquear los canales de calcio en la membrana plasmatica evitando la
entrada de calcio al citoplasma (PINEROS, 1995).

El aluminio vy las alteraciones en la funcionalidad del calcio:

El Ca actia como mensajero secundario en la transduccién de diferentes sefiales
desde el medio exterior que rodea a la célula, estas sefales son iniciadas por el
inositol trifosfato (TREWAVAS Y GILROY, 1991). Se cree que la distorsion de la

homeostasis del calcio es uno de los primeros sintomas de toxicidad por aluminio.
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2.3.3.3 Materia Orgéanica del Suelo (MO):
Esta constituida por todos los desechos o residuos de origen animal y vegetal,
rastrojos, hierbas, hojas, ramas, troncos, raices, desperdicios de cosecha, abonos
de origen animal, abonos verdes, compostaje y los macro y microrganismos del
suelo. La materia organica influye sobre algunas propiedades como estructura,
porosidad, retencion de agua y retencién de cationes intercambiables, poblacion
de microrganismos Yy fijacion de fosforo. Es una fraccibn muy importante ya que
ayuda a mantener la fertilidad del suelo mejorando las caracteristicas fisicas y

quimicas del mismo.

Funciones de la materia organica en el suelo:

Proteccion contra erosion: la materia organica gruesa en la superficie reduce el
impacto de la gota de lluvia que cae y permite que el agua se filtre con suavidad,
reduciendo el escurrimiento superficial y la erosion, dando a los cultivos agua para
su desarrollo. La perdida por evaporacion se reduce por capas protectoras de
materia organica. Las capas de paja y estiércol bajan la temperatura en verano y

en épocas de frio o heladas la mantienen templada.

Factores de agregacion del suelo: la materia organica y la actividad de las raices
ligan a las particulas en unidades estructurales llamadas agregados. La condicion

granular del suelo favorece una buena aireacion y permeabilidad.

Mejoras en la capacidad de retencidon de humedad: el incremento de materia
organica en el suelo le permite a las plantas tolerar mejor la falta de agua en

temporadas secas.
Deposito de nutrientes: la materia organica,esencial para la planta,contiene la

mayor parte de nitrogeno, asi como el fosforo y el azufre que tienen su

mineralizacion en la misma.
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Fuente de energia y alimento para microrganismos: la materia organica fresca
proporciona alimento para lombrices, hormiga y roedores. Los microrganismos que
fijan nitrégeno, requieren que la materia organica se descomponga con facilidad y

para de esta poder obtener el carbono.

Mejoras en la capacidad de intercambio cationico (CIC): se estima que cada 1%
de materia organica representa 2 meq/100g de CIC. Al mejorar la materia organica
mejorara la CIC, se hacen menos lavables las bases del suelo y aumenta la
eficiencia de la fertilizaciéon (CASTRO, 1998).

2.3.3.4 La capacidad de intercambio cationico (CIC).
Es una propiedad quimica que designa los procesos de:
a) adsorcion de cationes por el complejo de cambio desde la solucién del suelo y
b) liberacion de cationes, desde el complejo de cambio hacia la solucién del suelo
(SANCHEZ, 2007).

Es una propiedad atribuida a la arcilla (coloide mineral) y al humus (coloide
organico). Las particulas de arcilla son los componentes de carga negativa del
suelo, dichas particulas atraen, retienen y desprenden nutrientes con carga
positiva. Las particulas de materia organica poseen una carga negativa (COOH" y
OH") también atraen cationes. La arena no tiene reactividad (CHACON, 1998). La
fuerza de la carga positiva de un cation varia permitiendo que un cation reemplace

a otro en una particula del suelo con carga negativa.

Como regla general suelos con grandes cantidades de arcilla y materia organica
tendran una alta capacidad de intercambio cationico y los suelos arenosos con
baja concentracion de materia organica tendran una baja capacidad. Cuando la
capacidad es baja indica baja fertilidad y es necesario fraccionar las aplicaciones

de fertilizantes para no perder nutrientes por lavado.
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2.3.4 Nutrientes Minerales
Del 100% total que toma la planta para sus procesos vitales, el 44% es oxigeno,
42% es carbono y 7% es hidrogeno. Estos son tomados de la atmosfera y son
fundamentales para procesos de respiracion y fotosintesis. El 7 % son elementos
nutritivos (primarios, secundarios y microelementos). Los toma a nivel del suelo y
aunque representan solo el 7%, son determinantes en procesos vegetativos y

reproductivos

2.3.4.1 Elementos mayores 0 macroelementos:

Nitrégeno (N)

Cerca del 80% de la atmosfera contiene N, sin embargo la forma estable (N2) no
es tomado por las plantas. Los microrganismos son capaces de transformar el N,
en amonio (NH,") el cual puede ser tomado directamente por la planta o
convertido en NOg3™ por nitrificacion bacteriana. La planta absorbe las dos formas
ibnicas basicas del nitrogeno; nitrato (NO3) y amonio (NH;") (Figura 5), segln las
condiciones del suelo dependeracual de ellas tome. (MILLER, 2008)

La asimilacion y funciones bioldgicas: EI N necesita ser reducido al estado de
valencia -3. La nitrato reductasa (Figura 4) asegura que la forma de N tomado
como (NOg3’) sea convertido a amonio. La reduccién del nitrato puede tener lugar
en raices y brotes pero es espacialmente separada entre los cloroplastos, donde
la reduccion del nitrato tiene lugar, y los plastidios de los cloroplastos donde ocurre
la reduccién del nitrito (MAATHUIS, 2009; ORSEL ,2002)
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Figura 4. Representacion esquematica de la secuencia de asimilacion de Nitrato en las

células de las hojas.

Nitrate reductase Nitrite reductase
NAD(P)H+H™ Phutusystam I
' errednx
)NADFH +H*
Ferredux
H:0+0H"
Cytoplasm Chioroplast

Fuente: MARSCHNER, 1995.

La funcién principal del nitrégeno es la de proveer grupos aminos como en los
aminoacidos (Figura 5). EI N también es requerido en nucleétidos, donde ocurre
su incorporacion en la estructura del anillo de las bases nitrogenadas como la de
purina y pirimidina. Adicionalmente a los nucleétidos, en los &cidos nucléicos
también tiene gran importancia en la sefializacion y regulacion de proteinas en la

homeostasis.
También es esencial en la bioquimica de muchos compuestos no proteinicos tales

como las coenzimas, pigmentos fotosintéticos, metabolitos secundarios Yy
poliaminas. (MAATHUIS, 2009).
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Figura 5. Funciones y distribucion del Nitrégeno en la planta.
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Fuente:MAATHUIS, 2009

El nitrégeno es constituyente y activador de todas las enzimas e interviene en
procesos de absorcidon idnica, fotosintesis, respiracion, sintesis, multiplicacion,
diferenciacion celular y herencia (MARSCHNER, 1995). Las plantas con
cantidades limitadas de N muestran sintomas de deficiencia en las hojas mas
antiguas. Las plantas que tienen exceso de N suelen tener hojas con un color
verde oscuro y presentan abundante follaje, lo cual disminuye la absorcion de Ky
retarda la maduracion (SALISBURY Y ROSS, 2000).

Fésforo (P):

Tras el N, el fésforo es el elemento que con mayor frecuencia resulta limitante en
los suelos. Se absorbe principalmente en forma de anién fosfato monovalente
(H,PO.) (Figura 6), mas lentamente como el anién divalente (H,PO.?). El pH del
suelo controla la abundancia relativa de estas dos formas; el (H,PO,) se ve
favorecido por un pH menor a 7, mientras que el (H,PO4?) lo estara por encima de
este valor. Gran parte del fosfato se convierte en una forma orgéanica al entrar en
la raiz, o después de que sea transportado por el xilema hasta el tallo o las hojas.
A diferencia de lo que sucede en el caso del nitrdgeno y el azufre, el féosforo nunca
es reducido en las plantas, y por ello permanece en forma de fosfato, ya sea libre
0, bien unido a formas organicas del tipo esteres (MARSCHNER, 1995).
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Cerca del 90% de las plantas constituyen una simbiosis que mejora la adquisicion
de este escaso mineral. Las hifas del hongo pueden entregar hasta 80% del P a la
planta aunque a un costo considerable para la planta ya que reduce carbono.
(MAATHUIS, 2009; BUCHER, 2007) .

Figura 6. Funciones y distribucion del fésforo en las plantas.
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Fuente:MAATHUIS, 2009.

El fosfato se redistribuye facilmente en la mayor parte de las plantas pasando de
un érgano a otro.Mientras se pierde en las hojas antiguas, se acumula en las hojas
jovenes y en las flores, y en las semillas que se encuentran en desarrollose da
unsecuestro vacuolar, especialmente importante durante este estadio, cuando
grandes cantidades de P y otros minerales se almacenan en la semilla; lo hace
tipicamente en vacuolas de almacenamiento de proteinas como el inositol-hexa-
fosfato (IP6). IP6 o acido fatico es un quelante de cationes excelente y por lo tanto
contiene la mayor parte de los minerales cationicos que se encuentran en las
semillas tales como Ca*?, Mg®* y K" (MITSUHASHI, 2005). Los fitatos también

secuestran micronutrientes como Fe?" y zn?".

Asimilacion y funciones bioldgicas: A diferencia de Ny S, el P permanece en su

forma oxidada, como P inorganico (Pi) o bien se encuentran como Pi soluble
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(ortofosfato) o como PP (pirofosfato). El fésforo organico es mantenido unido a
grupos hidroxilo de azucares y alcoholes por esterificacion. (Figura 6)
(MAATHUIS, 2009) Alternativamente, Pi se une a otros grupos fosfato a través de
la formacion de enlaces pirofosfato y la interrupcién del enlace pirofosfato es uno
de los mecanismos centrales en la homeostasis de la energia celular. EI ATP
también es la base de muchas de las rutas, tales como la sintesis de acidos
nucléicos. Otros fosfo-nucleotidos similares ricos en energia son UDP (uridina
difosfato), CTP (citidina trifosfato) y GTP(guanosin trifosfato) y todos tienen un
papel importante en el metabolismo del acido nucléico. EI UDP es también un
elemento de sintesis de sacarosa, almidén y formacion de celulosa mientras que
CTP actia como energia rica (acumulando energia para reaccion de tranferencia
de fosfato). (MAATHUIS, 2009; MARSCHNER, 1995)

La funcion de fésforo como componente de estructuras macromoleculares es mas
prominente en los acidos nucléicos, los cuales, como unidades de la molécula de
ADN, son los portadores de la informacion genética y, como unidades de ARN son
los responsables de la traduccién de la informacién genética (MARSCHNER,
1995). En estas macromoléculas el Pi actia como un puente entre cada base de
nucleétido por acoplamiento C3 y C5 de dos ribosas adyacentes a través de
esterificacion. Otra funcion importante del Pi es su papel estructural en las
membranas celulares (MAATHUIS, 2009). Estas estan en su mayoria constituidas

por fosfolipidos.

La deficiencia de P causa una rapida disminucion en la fotosintesis. Quizas porque

muchos de los pasos en la fijacién del carbono requieren azlcar fosfatos.

Potasio (K):

Es uno de los elementos méas deficientes en los suelos. El ion potasio K* se
redistribuye facilmente desde los 6rganos maduros hacia los jovenes, por ello los

sintomas de deficiencia aparecen antes en las hojas mas antiguas. En las
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monocotileddneas (palma), mueren primero las células de las puntas y los bordes

de las hojas y la necrosis se va expandiendo.

Es un elemento esencial para la sintesis de proteinas, almidén, y celulosa en las
plantas (Figura 7). La celulosa es una componente primario de la pared celular, y
la deficiencia de K causa que se inicie rompimiento de la pared,resultando en el
aumento de azucares y aminoacidos en el apoplasto de las hojas
(SPANN&SCHUMANN, 2010). La deficiencia de K ocasiona la reduccion de

azucares y el agotamiento de los acidos organicos (AMTMANN et al, 2009).

Figura 7. Funciones y distribucion del potasio en las plantas.

Fuente: MAATHUIS, 2009

El potasio es un activador de muchas enzimas esenciales para la fotosintesis y la
respiracion, y también activa enzimas que son necesarias para la formacién
almidon y proteinas. (MAATHUIS, 2009, SALISBURY & RO0SS,2000) Es un
constituyente de la quinasa piravica, sintesis de glutationa, sintesis de succinil
CoA, sintesis de glutamilcisteina, sintesis de NAD", deshidrogenasa aldehido, etc.
Interviene en procesos osmoticos, apertura y cierre de estomas. Un aumento en la
concentracion de K en las células aumenta su potencial osmoético y genera
efectos en la captacion de agua de las células adyacentes y un aumento

correspondiente en la turgencia en la células de reserva y por lo tanto la apertura
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de estomas (MARSCHER, 1995). Interviene en el transporte de carbohidratos y
fijacion simbidtica de nitrogeno. (SANCHEZ, 2007) El papel dominante de K'en el
suministro de agua y turgencia para la homeostasis es evidente en procesos tales

como transporte de solutos en el xilema y floema (MAATHUIS, 2009).

2.3.4.2Elementos Secundarios

Azufre (S):

Se absorbe del suelo en forma de aniones de sulfato divalente (SO4%), el cual es
bastante movil y rapidamente transportado a través del xilema hacia los tejidos
donde la mayoria de azufre es reducido. El excedente de S se deposita en
vacuolas como SO,*. (Figura 8). Aunque algo del SO.* podria reducirse en los
plastidos de la raiz, se cree que la mayor parte de la reduccion de S se produce en
los cloroplastos. La asimilacion de S implica la reduccién del SO, a SO5*

posteriormente a S, el cual es incorporado al amino&cido cisteina.

Figura 8. Funciones y distribucién del azufre en las plantas.
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Fuente: MAATHUIS, 2009

Esto significa que la mayoria del S reducido va a través del floema, principalmente

en la forma del tripéptido glutationa (Glu-Cys-Gly) tanto el transporte intracelular
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como en el de larga distancia (MAATHUIS, 2009). En algunas especies vegetales
el azufre no se redistribuye con facilidad desde los tejidos maduros, asi que la

deficiencia casi siempre es notoria en las hojas jovenes.

Funciones Bioldgicas: la mayoria del azufre es encontrado en sus formas
reducidas haciendo parte estructural de los aminoacidos (cisteina, cistina,
metionina, taurina); la cisteina, un aminoacido que hace parte de la ruta del
metabolismo primario, la sintesis de proteinas y la formacion compuesto de
defensa que contiene azufre como los compuestos (SDC) (Figura 8). Todas las
proteinas y las vitaminas como tiamina y biotina, también hacen parte de la
coenzima A (compuesto esencial en la respiracion y para la sintesis y degradacion
de acidos grasos), y forma esteres con polisacaridos (SALISBURY &ROSS ,
2000).

La produccion de glutationa (Figura 9) sirve como un transporte movil de S
reducido pero la glutationa también actia como un amortiguador redox, por
ejemplo, como agente reductor en la desintoxicacidon de especies reactivas de
oxigeno. La glutationa es la base de las fitoquelatinas (MARSCHNER, 1995), en
general tienen la estructura de (Glut-Cys)n-Gly. Se conoce la afinidad de las
fitoquelatinas por los metales pesados. El tercer rol de S inorganico se encuentra
en sulfolipidos. Estos son normalmente encontrados en pequefias proporciones en
las tilacoides de los cloroplastos. Se cree que son esenciales para la estabilizacion
de componentes del fotosistema (MAATHUIS, 2009)
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Figura 9. Sintesis de la glutationa (GSH).
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Fuente: MARSCHER, 1995

Magnesio (Mq)

Se absorbe en forma de ion Mg** divalente (Figura 10). En su ausencia, el primer

sintoma que se produce es la clorosis intervenal de las hojas mas antiguas, ya que

las células del mesdfilo situadas cerca de los haces vasculares retienen clorofila

durante mas tiempo. Las funciones del Mg? en las plantas estan relacionadas

principalmente con su capacidad de actuar fuertemente con ligandos nucleofilicos

(ejemplo, grupos fosforilo) a través de enlaces ionicos, y actia como un elemento

puente formando diferentes complejos estables (MARSCHER, 1995)

Figura 10. Funciones y distribucion del Magnesio

Fuente:MAATHUIS, 2009
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Funciones Bioldgicas: EI magnesio es mas conocido por su presencia en la
clorofila, el Mg** se encuentra coordinado covalentemente con cuatro 4tomos de
nitrégeno de un anillo porfirinico. La insercion del Mg dentro de la fotoporfirina es
realizado por la enzima Mg-quelatasa, que consta de varias subunidades que
pertenecen a la superfamilia de proteinas AAA (las ATPasas estan asociadas con
diversas actividades celulares). Recientemente se han realizado considerables
progresos para desentrafiar la bioguimica de estos importantes procesos
(SIRIJOVSKI et al, 2008); resulta ser un elemento esencial porque se combina con
el ATP (permitiéndole participar en diversas reacciones) y porque ademas activa
enzimas necesarias para procesos de fotosintesis, respiracion y formacion de
ADN y ARN (SIRIJOVSKI et al, 2008). Hay una larga lista de enzimas y reacciones
enzimaticas que requieren o son fuertemente promovidas por el magnesio, por
ejemplo, el glutation sintasa o PEP carboxilasa. Para esta Ultima enzima en
presencia de magnesio, el sustrato fosfoenolpiruvato (PEP) se ligada en mayor
cantidad y con mas fuerza. (MARSCHER, 1995)

Es constituyente de la tioquinasa acética, quinasa piravica, hexoquinasa, enolasa
y piruvato descarboxilasa,ayuda al balance electrolitico y da estabilidad a los
ribosomas (MARSCHNER, 1995). Actia como transportador de fosforo en la
planta, regula la absorcién de otros elementos como el K, P y el Ca. (SALISBURY
& ROSS, 2000; SANCHEZ, 2007). La acumulacién de carbohidratos no
estructurales (almidon, azucares) es una caracteristica tipica en las hojas en

plantas con deficiencia de magnesio.

Calcio (Ca):

Se absorbe en forma de ion Ca** divalente. La absorcién de Ca por las plantas
esta influenciada por su estado redox, ademas de estar relacionada con sus
funciones en la pared celular, respiracién, fotosintesis, transpiracién y/o
sinergismo de otros iones. Las plantas lo absorben Unicamente en forma iénica, y

es transportado hacia la parte aérea de la planta por el flujo de transpiracién a
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través del xilema. A diferencia de K y Mg, iones que como el nitrégeno y los
compuestos de fosforo, que son facilmente transportados en el floema
(TAGLIAVINI, 2000). Los iones Ca y B, son transportados exclusivamente a través
de los vasos del xilema (BERGMANN, 1992) bien en forma i6nica o complejado
con los acidos malico o citrico (VANG-PETERSEN, 1980). El transporte del Ca a
las hojas parece estar mas relacionado con la tasa de crecimiento de la raices que
con la de los brotes (SCAIFE Y CLARKSON, 1978). A diferencia de lo que sucede
con el Mg, parece que el Ca no puede cargarse en las células transportadoras del

floema.

Figura 11. Funciones y distribucion del calcio en la planta.
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Fuente: MAATHUIS, 2009

El calcio es poco mdvil ya que se observa que una vez ha llegado a las hojas
tiende a acumularse. Se encuentra en mayor concentracion en los érganos mas
viejos de la planta, mientras que los 6érganos de mayor actividad metabdlica (hojas
en crecimiento, flores, frutos y meristemos apicales) pueden presentar niveles por
debajo de la normalidad,(CHIU & BOULD, 1977) por lo que la deficiencia de este
macro nutriente en la fertilizacion afecta en primer lugar a las partes en formacion

y meristemos en crecimiento. El resultado es que los sintomas de deficiencia
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siempre son mas remarcado en los tejidos jovenes, las zonas meristematicas de
las raices, los tallos y las hojas, donde existen divisiones celulares, son las mas
susceptibles quizas porque se necesita calcio para que se forme una nueva lamina
media en la placa celular que aparece entre las células hijas. Los tejidos retorcidos
y deformados se producen por la deficiencia de calcio. Por lo que las zonas

meristematicas suelen morir en etapas tempranas. (SALISBURY & ROSS, 2000)

Funciones del Calcio.

Estabilizador de la pared celular: en la lamina media el Ca®* se encuentra unido a
los grupos R-COO" de los acidos poligalacturonicos presentes en las pectinas,
permitiendo la union de varias cadenas formando la conocida estructura
denominada “caja de huevo” (REDONDO, 2002); actuando como agente
cementante, manteniendo unidas las cadenas de polisacaridos que forman la
estructura protopéctina. La protopéctina esta localizada en la lamina media y en la
pared primaria celular; de la cual hacen parte los homogalacturonano (formados
por un polimero lineal de acido (1—4)-a-galacturénico), el ramnogalacturonano |
(RG 1) (formado por un disacarido de ramnosa y acido galacturénico que se
repite), y cadenas laterales largas de arabinanos, galactanos, arabinogalactanos y
homogalacturonano (BUSTAMANTE, 2009). El Ca** se acumula en la pared
celular, dandole estabilidad e integridad a las pectinas (WISNIEWSKI, 1995;
BIGGS, 1997).

Ademés, el Ca**, inhibe la accién de poligaracturonasa que degrada las pectinas
(KONNOet al., 1984), de hecho, en deficiencia de Ca** la pared se desorganiza y
desestabiliza, colapsandose los tejidos afectados. El Ca®* aumenta la resistencia a
la invasion por ciertos patdégenos, y mejora la tolerancia a desordenes abioticos
(YUEN, 1993), la actividad de este elemento contra lo pudricion de la raiz en
citricos y aguacate por Phytophthora es bien conocida (CHAPMAN, 1965;
ZENTMYER, 1995).Inhibe drasticamente la accion de la enzima

poligaracturonasa, debido a que niveles de Ca*" altos en el apoplasma de las
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células generan mayor proporcibn de pectatos y mayor resistencia a la

desintegracion de las paredes.

Crecimiento Celular: en ausencia de Ca** toda actividad de crecimiento en la raiz
cesa a las pocas horas. La causa se encuentra en el mecanismo de estimulacién
de crecimiento promovido por la accion de auxinas. La acidificacion de la pared
provoca una liberacién de Ca?* unido a las pectinas, el cual pasa al citoplasma a
activar las auxinas los canales de Ca®* (FELLE H, 1988). Este aumento del Ca®*
citoplasmatico induce la sintesis de componentes de la pared celular y su
secrecion al apoplasto (REDONDO, M, 2002).

Secrecion: El proceso de secrecién requiere Ca?* ya quela presencia de este
elemento promueve la formacién de vesiculas de secrecion y su fusion con la
membrana plasmatica. La acumulacion de Ca en determinadas zonas adyacentes
a la membrana celular puede dirigir la actividad secretora a dichas regiones,
estableciéndose una polaridad celular, necesaria para determinados procesos
como el crecimiento del pelo radical o la formacién del tubo polinico (REDONDO
et al, 2002)

Estabilizacion Membrana: el Calcio estabiliza las membranas bioldgicas
estableciendo puentes entre los grupos fosfato y carboxilo de los fosfolipidos y las
proteinas de membrana (SIMON, 1978). La deficiencia de Ca?* provoca un
aumento en la tasa de respiracion al producirse una filtracion de metabolitos desde
la vacuola hacia el citoplasma, en donde se encuentran las enzimas respiratorias.
La deficiencia de Ca®" origina la peroxidacion de los lipidos de membrana,
fendmeno que se previene afiadiendo calcio o citoquininas. La presencia de calcio
es necesaria para la accion de ciertas proteinas de membrana como la ATPasas
(REDONDO, M et al, 2002). Su deficiencia o ausencia provoca entre otros efectos
despolarizacion del potencial transmembrana en mitocondrias (GIL-MARTINEZ,
1995).
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Mensajero secundario en rutas de transduccién de sefal: como se ha mencionado
anteriormente, en el citoplasma se mantienen concentraciones reducidas de Ca*",
mientras que en compartimientos adyacentes se encuentran reservorios del
cation, como la vacuola, el reticulo endoplasmético y la pared celular, de los
cuales por estimulos externos, es liberado al citoplasma (REDONDO, M., 2002).
En el citoplasma, los principales sensores de Ca®* son proteinas que lo unen,
como las calmodulinas y las proteinas-quinasas independientes de calmodulina.
Estas proteinas son capaces de estimular la actividad ATPasa y otras protein-
quinasas que culminan en un cambio en la expresion genética (REDONDO, M.,
2002). Influye en la compartimentacion de la célula, modula la accién de hormonas
y sefiales de respuesta al estrés (MARSCHNER, 1986, DIiAZ, 2007, WHITE,
2003).

Transduccion de sefiales: para que el calcio pueda ser considerado como
mensajero capaz de regular los procesos fisiolégicos provocados por estimulos
primarios deberian cumplirse cuatro criterios (HEPLER & WAYNE, 1985; GILROY
et al 1987, POVAIAH et al, 1987):

1) El Ca** citosélico debe cambiar en respuesta a estimulos primarios y
tales cambios precederan a la respuesta fisioldgica.

2) La induccion artificial de Ca** citosélico evocard una respuesta
fisiologica en ausencia de estimulos primarios.

3) Las células deben poseer el mecanismo para percibir los cambios en
Ca** citosélico y transformarlo en una respuesta fisioldgica.

4) El bloqueo de los cambios en el Ca®* citosélico o el sistema de
precepcion de Ca®* debe prevenir la respuesta fisioldgica a estimulos

externos.

El calcio es importante para el desarrollo de las raices, ejerciendo una triple

funcién: multiplicacién, crecimiento celular y neutralizacion de hidrogeniones
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(NAVARRO Y NAVARRO, 2000). Adicionalmente el calcio tiende a reducir la
permeabilidad de las raices jovenes, provocando la expansion de éstas y también
la de sus pelillos radiculares, lo que potencia una mayor eficacia en la exploracion
del suelo (SANZ et al, 2000).

Desde el punto de vista quimico, se podria destacar que es el encargado de
neutralizar la acidez del suelo aumentando el pH, incrementa el porcentaje de
saturacion de bases, y participa en los mecanismos de intercambio catidnico entre
la solucion y el complejo de intercambio catidénico, ademas de mantener el
potencial redox. El es antagonista de algunos elementos, como K, Fe, Mn, By Zn
dificultando su asimilacion y reduciendo la toxicidad generada por Mn, B y Zn
(AZNAR, 2001).

Alteraciones de las plantas inducidas por la deficiencia de calcio: con frecuencia,
se encuentran frutos, tejidos y meristemos apicales con sintomas de enfermedad
(como sucede con la palma) al tener un contenido de calcio mas bajo que en las
hojas de las plantas que no presentan la enfermedad (MANSCHER, 1986). La cual
puede estar relacionada con los mecanismos implicados en el movimiento dentro
de la planta, mencionados anteriormente, que acumula el calcio en las hojas

maduras.

Inhibicion del crecimiento: la deficiencia de calcio afecta a las regiones
meristematicas del tallo, las hojas y las raices que, con facilidad, mueren
tempranamente; se detiene la mitosis, por lo que las hojas jovenes presentan
malformaciones. Mas tarde, las hojas muestran clorosis marginales y estas areas
laterales inician un fendbmeno de necrosis. Al final las hojas caen y se detiene el
crecimiento del apice. El sintoma mas caracteristico de la deficiencia del calcio
consiste en la morfologia de gancho que adquieren los limbos foliares, algo muy
comun en las palmas afectadas por PC (AZNAR, 2001).
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Alteraciones fisioldgicas: segun analisis de SANZet al (2001), encontraron que la
deficiencia de calcio no induce alteraciones significativas en la estequiometria
pigmentaria de estructuras de antena y centros de reaccién del aparato
fotosintético. Y, finalmente, el ligero descenso en la eficiencia del PSIl de plantas
de tomate deficientes en calcio, se agudiza conforme disminuye la concentracion
de calcio en le medio de cultivo. Estos datos sugieren que al restringirse el
crecimiento de las plantas, ya no es necesaria la produccion de los fotoasimilados
gue se dirigen en condiciones normales, a los sumideros de actividad fotosintética,
es decir, a los 6rganos en crecimiento. Concluyen que ante la ausencia de Ca*", la
planta interrumpe los procesos asociados al crecimiento tratando de mantener

vivas el resto de las estructuras existentes (AZNAR, 2001).

2.3.4.3 Micronutrientes

Los micronutrientes son nutrientes que la planta necesita en cantidades mucho
mas pequeiias (CASTRO, 1998). Los micronutrientes estdn implicados en
practicamente todas las funciones metabdlicas y celulares, como metabolismo
energético, metabolismo primario y secundario, proteccion celular, regulacion de
genes, sefiales de transduccion y reproduccion entre otras (HANSCH & MENDEL,
2009). Investigaciones recientes sobre fisiologia vegetal han demostrado que los
micronutrientes desempefian un importante papel en la resistencia a
enfermedades y plagas (KYRKBY & ROMHELD, 2008).

Hierro (Fe):

Como metal redox activo este esta envuelto en procesos de fotosintesis,
respiracion mitocondrial, asimilacion de nitrégeno, biosintesis de hormonas
(etileno, acido giberelico, acido jasmonico), produccion y recoleccion de especies
reactivas de oxigeno, osmoproteccién y defensa a patégenos. Mas del 80% del Fe
celular es encontrado en los cloroplastos lo cual es consistente con su mayor
funcion en fotosintesis (HANSCH & MENDEL, 2009).
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Los dos principales grupos de proteinas que contienen hierro son las proteinas
hemo y las proteinas Fe-S. Las proteinas hemo se caracterizan por la presencia
de un complejo Fe hemo-porfirina, el cual puede actuar, como grupo prostético de
citocromo que facilitan el transporte de los electores en la respiracion. Otras
proteinas hemo incluyen la citocromo oxidasa, catalasa, peroxidasa Yy
leghemoglobina(hemoproteina presente en nodulos radiculaes que fijan nitrégeno
en leguminosas). La biosintesis de la clorofila comparte la misma biosintesis de
las proteinas hemo y a pesar de que la clorofila es una molécula que no contiene

Fe, necesita de este micronutriente en tres periodos de su biosintesis (Figura 12)

Figura 12. Biosintesis de la clorofila y proteinas hemo.
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/
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{hemo) l
Citocromos Protoclorofilideo

Cytochromo oxidasa l — Luz
Catalasa
Peroxidasa Clorofila
Leghemoglobina

Fuente: KYRKBY & ROMHELD, 2007

Las actividades de las enzimas hemo disminuyen bajo las condiciones de
deficiencia de Fe, caso particular de la catalasa, y peroxidasa. La catalasa facilita
la disminucién de peréxido de hidrégeno en el agua. Las enzimas hemo
desempefian un importante papel en la asociacién con la superdoxido dismutasa
(SOD). Las peroxidasas ligadas a la pared celular catalizan un segundo tipo de
reaccion, la polimerizacion de fenoles para la formacion de lignina, requiere como

sustrato tanto compuestos fendlicos como H,O,. La formacién de H,O, es
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catalizada por la oxidacion de NADH en el plasma de la membrana / interface
pared celular (MARSCHNER, 1995). Los principios de estas reacciones se
muestran en la figura 13.

Figura 13. Las peroxidasas y la formacion de lignina.

Cytoplasm [/ PM 7/ Apoplasm
%// = Phenolics ---=-----~ /r """"" > Lignin
’ 7 n NAD" Per;l:gza;e.s- ------ h\\:
S "7} NADH A

Fuente: MARSCHNER, 1995.

La cadena de transporte de electrones durante la fotosintesis de las membranas
tilacoides de los cloroplastos tiene varios grupos hemo que contiene Fe vy
combinaciones Fe-S. La deficiencia de Fe genera reduccion en el contenido de

clorofila al igual que otros pigmentos que captan luz (KIRSKBY & ROMHELD,
2007).

Otra forma de Fe ligado son las proteinas Fe-S: en estas no hemo proteinas, el
hierro se coordina con el grupo tiol de la cisteina o con grupos de S inorgéanico, o
ambos. La mas conocida es la ferredoxina que tienen una funcién esencial en la
transferencia de electrones, mediante una serie de procesos metabdlicos basicos
(Figura 14), también estan envueltas en regulacion transcripcional y translacional.
La ferredoxina (proteina Fe-S) es el primer compuesto redox estable en la cadena
de transporte de electrones durante la fotosintesis (HANSCH & MENDEL, 20009).
Los primeros sintomas visibles de deficiencia de Fe aparecen como clorosis en las

hojas jovenes, porgue es un elemento poco movil.
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Figura 14. La ferredoxina y la transferencia de electrones.
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Fuente: MARSCHNER, 1995.

La caida en el nivel de ferredoxina esta asociada a una menor actividad nitrato
reductasa (NRA). Ambos, ferredoxina y contenido NRA se pueden restaurar con el
reabastecimiento de hierro. Otro ejemplo de proteinas de hierro-azufre son
aquellas isoenzimas de la superéxido dismutasa (SOD), que contienen hierro
como un componente de metal del grupo prostético (FeSOD). La superdxido
dismutasa desintoxica los radicales libres de anién superéxido (O,”) mediante la
formacion de H,O, y puede contener Cu, Zn, Mn o Fe como componentes
metalicos (MARSCHNER, 1995). En los cloroplastos FeSOD es la isoenzima tipica
de SOD, pero también puede ocurrir en la mitocondria y peroxisomas en el
citoplasma (DROILLARD & PAULIN, 1990). La aconitasa también es una proteina
hierro-azufre, que cataliza la isomerizacion de citrato a isocitrato en el ciclo de los
acidos tricarboxilicos, especialmente la deficiencia de hierro y por ende de la

aconitasa afecta los acidos organicos, especialmente el acido citrico y malico.

Manganeso (Mn):

Esta presente en las plantas principalmente en forma divalente Mn**. Se combina
rapidamente con ligando organicos, en los cuales puede ser rapidamente oxidado
a Mn®** y Mn**. El Mn desempefia un importante papel en los procesos redox, tales
como en el transporte de electrones en la fotosintesis y en la desintoxicacion de
radicales de oxigeno libres (SALISBURY & ROSS, 2000).
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El Mn forma metaloproteinas que son componentes de solo dos enzimas, la
enzima que quiebra la molécula de H,Oen el FSIlI de la fotosintesis y en la
superéxido dismutasa que contienen Mn. La mas documentada y exclusiva
reacciéon del Mn en plantas verdes es aquella en la que disocia la molécula de
agua y el sistema de evolucion de O, de la fotosintesis que se realiza en los
cloroplastos, denominada reaccion de Hill, (Figura 15) (KYRKBY & ROMHELD,
2007).

Figura 15. La reaccion de Hill
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Fuente: KYRKBY & ROMHELD, 2007.

Los electrones son liberados por la enzima que quiebra el agua, la cual contiene
cuatro atomos de Mn y luego son transferidos hacia el FS Il. En el proceso de
fotolisis, dos moléculas de agua liberan una molécula de O y cuatro de H" con
una donacion simultanea de cuatro electrones. Una leve deficiencia de Mn afecta
la fotosintesis y reduce el nivel de carbohidratos solubles en plantas.
(KYRKBY&ROMHELD, 2007).

Funciones del Manganeso en las proteinas: sirve como metal cataliticamente
activo. EI Mn contenido en la superéxido dismutasa protege a la célula de dafios
efectuados por radicales libres y la oxalato oxidasa(HANSCH & MENDEL, 2009).

Ejerce un rol como activador de enzimas: activando las enzimas maélico, isotrato

deshidrogenasa, PEP carboxiquinasa y fenilalanina amonio liasa (HANSCH-&

MENDEL). Es un importante cofactor para varias enzimas fundamentalmente en la
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biosintesis de los metabolitos secundarios de la planta asociados al acido
skiquimico, incluyendo aminoéacidos, aromaticos fendlicos, cumarinas, ligninas y
flavonoides (HANSCH & MENDEL,2009).

El Mn actia como cofactor, en la activacion de aproximadamente 35 enzimas
diferentes. La mayoria de estas enzimas catalizan la oxidacion-reduccion, la
descarboxilacién y las reacciones hidroliticas. EI manganeso tiene un papel
primordial en el ciclo del acido tricarboxilico (TCA) en reacciones de
descarboxilacion oxidativa y no oxidativa, como por ejemplo, el NADPH especifico
en descarboxilar la malato deshidrogenasa, enzima malico, y la isocitrato

deshidrogenasa (Figura 16).

Figura 16. El manganeso como cofactor en el ciclo de los acidos tricarboxilicos.

Malic enzyme | catalyzing the reaction :

Malate + NADP* s~ Pyruvate+ NADPH+ H"+CO2
n-, Mg

Isocitrate dehydrogenase | catalyzing the reaction :

Isocitrate + NADP* - — Oxalosuccinate + NADPH
Mn2*, Mg?

Fuente: MARSCHER, 1995.

La deficiencia de Mn disminuye la produccion de materia seca, la fotosintesis neta,
y acelera la disminucién del contenido de clorofila, mientras que las tasas de

respiracion y la transpiracion no se ven afectados.
En muchas especies de plantas sintomas de toxicidad de manganeso se
caracterizan por manchas marrones en las hojas maduras, aunque estas manchas

marrones contienen manganeso oxidado, el color marron no se deriva del
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manganeso (por ejemplo, MnO,) se deriva de polifenoles oxidados (WISSEMEIER
& HORST, 1992). La formacion de manchas marrones es precedida por la
formacion de calosa en la misma &rea, las células reaccionan auto necrosandose,
lo que indica los efectos téxicos de Mn?* en la membrana plasmatica y podrian
mejorase al suministrar Ca**(WISSEMEIER & HORST, 1987). La toxicidad de Mn
induce deficiencia de otros nutrientes minerales como el Fe, Mg y el Ca. La
deficiencia inducida en hierro y magnesio es causada tanto por competencia como
por desbalance. La deficiencia de calcio, es uno de los sintomas inducidos por la
toxicidad del manganeso, ya que este interviene directamente en la absorcion y
transporte de calcio, al estimular la actividad de la (AlA)-oxidasa y la polifenol
oxidasas que degradan la auxina acido Indolo-acética (AIA), encargada del
transporte de calcio (HORST, 1988).

Cobre (Cu):

El cobre es absorbido en forma de ion cuprico (Cu®*) divalente en suelos que
estén bien aireados o bien como ion cuproso monovalente en suelos que estén
hamedos y con poco oxigeno (SALISBURY & ROSS, 2000). El cobre se parece en
algo al Fe, ya que forma quelatos altamente estables que permiten la transferencia
de electrones (Cu** + e — Cu"). Adicionalmente participa en los procesos redox
de la fisiologia de las plantas. A diferencia del Fe, las enzimas que contienen Cu
pueden reaccionar con oxigeno molecular y catalizan, preferentemente procesos
terminales de oxidacion (KYRKBY & ROMHELD, 2007).

Mas de la mitad del cobre en las plantas se encuentra en los cloroplastos
participando en las reacciones de fotosintesis y de respiracién mitocondrial, en el
metabolismo de carbono y del nitrégeno, en la proteccion por estrés oxidativo
(participando en la desintoxicacion de radicales superdxido) y ademas es
requerido para la sintesis de la pared celular (HANSCH & MENDEL, 2009). La
reduccion del transporte fotosintético de electrones, como consecuencia de

menores contenidos de plastocianina (Figura 17), una de las proteinas de cobre
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mas abundantes en las plantas que transfiere electrones desde el complejo de
citocromo b6f al fotosistema | (PALMER & GUERINOT, 2009), disminuye la tasa
de fijacién de CO,, de modo que el contenido de almidon y carbohidrato soluble
(especialmente sacarosa) también se reduce (KYRKBY & ROMHELD, 2007).

Figura 17. Flujo electrénico fotosintético (funcion plastocianina)
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El cobre tiene una gran afinidad por moléculas de dioxigeno, lo cual explica
porque el cobre es el metal catalitico en muchas oxidasas. Una de los miembros
mas importante de este grupo es la mitocondrial citromo ¢ oxidasa como principal

catalizador de la oxidacion terminal (PILON et al, 2006)

Por otro lado, las enzimas superéxido dismutasa (SOD) han atraido la atencion
por el papel que desempefian en la desintoxicacién de radicales superdxido, los

cuales pueden causar severos dafios a las células por varios mecanismos. La Cu-
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Zn-SOD esté localizada en los estromas de los cloroplastos, sitio donde el &tomo
de Cu esta directamente involucrado en la desintoxicacion de O, generado
durante la fotosintesis. La deficiencia de cobre disminuye la actividad de estas

enzimas.

Otro rol importante que desempefia el Cu esta en el metabolismo secundario,
especialmente cuando existe deficiencia, ya que disminuye la actividad de las
enzimas polifenol oxidasa, ascorbato oxidasa y diamino oxidasa, enzimas que
estan presentes en las paredes celulares desempefiando un papel importante en
las reacciones del fenol, via quinona, a sustancias melandlicas y a lignina;
provocando en su ausencia la acumulacién de fenoles y la reduccion de la

lignificacion y de sustancias fendlicas.(Figura 18)

Figura 18. Funcion del Cu en la transformacion de fenol
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Fuente: KIRKBY & ROMHELD, 2008

Razon por la cual la presencia de cobre en el metabolismo secundario es
importante para incrementar la resistencia a enfermedades, debido a que la
formacion de lignina interpone una barrera mecanica contra la entrada de
organismos patogenos y la produccion de sustancias melandlicas también
aumenta la resistencia, ya que compuestos de estos, como la fitoalexinas, inhiben

la germinacién de esporas y el crecimiento de hongos.
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Los sintomas tipicos de la deficiencia de cobre son clorosis, necrosis, distrofia
foliar y muerte descendente (muy similar a los vistos en palma). Los sintomas
generalmente aparecen en los tejidos de los brotes, lo que indica una pobre
distribucion de Cu en las plantas. Otros sintomas son la reduccién de la
lignificacion, que se asocia con brotaciones caidas (KYRKBY & ROMHELD, 2007).

Zinc (Zn):

El zinc se absorbe en forma de zZn®** divalente y probablemente a partir de
quelatos de Zn; funciona principalmente como catién divalente en metaloenzimas,
algunas de las cuales ligan la enzimas y sus correspondientes sustratos y en otros
casos el Zn forma complejos tetraédricos con el N y el O, y particularmente ligado
al S en compuestos organicos (Kyrkby y Rdmheld, 2007). Es un elemento
importante como componente de enzimas para la sintesis de proteinas, y
produccion de energia y manteniendo la integridad estructural de
biomembranas(HANSCH & MENDEL, 2009).

Las deficiencias de zinc causan el retraso del crecimiento del tallo que se debe en
parte a que el zinc es necesario para la produccion de la hormona de crecimiento
llamada &cido indol acético (AlA-Auxina). La deficiencia de zinc también reduce la
fotosintesis en plantas porque genera disturbios en la actividad de hidratos de
carbono, causando que la actividad de la anhidrasa carbénica disminuya
acentuadamente, ya que esta enzima ubicada en los cloroplastos facilita la fijacion

fotosintética de COzen plantas C4 y posiblemente tambiénC3.

La isoenzima superéxido dismutasa (SOD) o Cu-Zn-SOD, la cual contiene Zn
desempefia un papel muy importante en la remocién de los radicales super
oxidados (O7) y por lo tanto en la proteccién de membranas y proteinas contra la
oxidacion (Figura 19). Este control lo hace interferiendo en la oxidacién del
NADPH por su funcion en SOD (CAKMAK, 2000).
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Figura 19. Intervencion del Zinc en la detoxificacion de los radicales superoxido y los

efectos de los radicales libres en la funcion de la membrana y el metabolismo del AIA
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Percolacidn Clorosis, Inhibicion del

por la membrana necrosis crecimiento del tallo

Fuente: KIRKBY & ROMHELD, 2008

Al haber deficiencia de Zn, aumenta la generacion de O, y se produce
permeabilidad de la membrana plasméatica.A medida que los radicales O, toxicos
libres rompen los dobles enlaces de los &cidos grasos polinsaturados y los
fosfolipidos de la membrana (causando la perdida de azucares, aminoacidos y K*);
aumentan la oxidacion de lipidos en las hojas, loque lleva a la destruccion de la
clorofila, necrosis y crecimiento atrofiado producto de la oxidacién del AlA,
particularmente bajo una alta intensidad luminosa (CAKMAK, 2000; KYRKBY
&ROMHELD, 2008).

Existe cada vez mas evidencia de que el Zn, al mantener la estructura e integridad
de la membrana y el control de la permeabilidad; también protege a la planta
contra varios agentes patdégenos. En plantas con deficiencia de este
micronutriente, las membranas pierden sus caracteristicas de permeabilidad de tal
modo que los carbohidratos y los aminoacidos son liberados, atrayendo agentes

patdgenos e insectos hacia las raices y nuevos brotes (CAKMAK, 2000).
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Boro (B):

Se absorbe del suelo casi siempre en forma de acido bérico sin disociar (H3BO3) y
es el menos entendido de todos los nutrientes. El boro esta envuelto en
NUMErosos procesos importantes, incluyendo sintesis de proteinas, transporte de
azucares, respiracion, metabolismo RNA y carbohidratos, metabolismo hormonas
(AlA-acido indolacetico), metabolismo de fenoles, metabolismo del ascorbato y
disminucién de la toxicidad del aluminio. Por otra parte, tiene funciones
relacionadas con la sintesis de la pared celular, lignificacion y estructura de la
pared celular por reticulacion con polisacaridos (HANSCH & MENDEL, 2009).

Otras investigaciones han mostrado que el boro puede estimular el bombeo de
protones lo que causa hiperpolarizacion del potencial de la membrana. Mas del
90% de el boro en plantas se encuentra en la pared celular, formando un complejo
polisacarido péptico compuesto por acido borico y dos cadenas de polisacaridos
péptidicos en las paredes celulares (HANSCH & MENDEL, 2009).

En deficiencia de boro se afectan las hojas jovenes dada la bajamovilidad de los
oligoelementos, por lo que se ven rapidamente afectadas y aparecen deformadas,
quebradizas y pequefias. Aunque no exhiben clorosis si se pueden encontrar una
coloracion verde oscura o necrética en casos severos. La deficiencia de boro
afecta dafiando érganos en crecimiento como yemas, puntas de raices y puntos
de crecimiento meristematicos, que en deficiencia del elemento enferman y
mueren (KYRKBY & ROMHELD, 2008).

La deficiencia severa de boro afecta la actividad de la enzima ATPasa, ligada a la
membrana plasmatica y la tasa de absorcion de iones disminuyen. La ruta de la
pentosa fosfato, y no la de la glicolisis en condiciones de deficiencia, lleva a la
degradacion de carbohidratos, formando compuestos fenélicos por la via del acido
skiquimico (Figura 20). La acumulacion de los compuestos fendlicos y actividad de

la polifenil oxidasa conduce a la formacion de compuestos como las quinonas,
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produciendo radicales libres superoxidados, que dafian la membrana mediante

peroxidacion de lipidos

Figura 20. Rol del boro en el metabolismo del fenol y la biosintesis de lignina.
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2.4 RESPIRACION MITOCONDRIAL

La respiracion celular es una de las piedras angulares en la vida de las plantas
debido a su funcion crucial en el metabolismo del carbono y la energia, en
organismos heterétrofos la respiracion es la ruta para proveer la mayor parte de la
energia celular. En todas las células la respiracion tiene un amplio rango en las
funciones fisiolégicas, incluyendo la formacion de ATP, la disposicion de
esqueletos carbonados para biosintesis, la fotorespiracion, la regulacion redox de
la célula, y un rol muy importante en las respuestas adaptativas ante el estrés

abidtico minimizando la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO).
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El metabolismo respiratorio en plantas esta compuesto por una combinaciéon de
diferentes rutas; la glicolisis (que esta, al menos parcialmente, presente en el
citosol y los plastidios), el ciclo mitocondrial de los &cidos tricarboxilicos (CAT) (el
cual se da en la matriz mitocondrial) y la fosforilacion oxidativa (que ocurre en el
interior de la membrana mitocondrial) (VAN DONGEN et al. 2011).

Las mitocondrias son organelas complejas, propias de organismos eucariotas, que
poseen un sistema membranoso interno, con bastantes plegamientos, que se
encuentra rodeado por una membrana lisa externa (Figura 21). La membrana lisa
externa tiene una gran cantidad de lipidos y es muy permeable a los diferentes
compuestos que ingresan a y se segregan desde las mitocondrias. La membrana
rugosa interna tiene formas variadas, incluyendo protuberancias tubulares que
reciben el nombre de crestas. La membrana interna rodea a una matriz, y muchas
de las enzimas que controlan algunos pasos de la respiracion celular y el
metabolismo en general se encuentran en esta. Es probable que mas de la mitad
del metabolismo celular se realice en las mitocondrias (SALISBURY & ROSS,
2000a)

Figura 21. Estructura mitocondrial A-estructura tridimensional, B-micrografia electrénica.
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En las mitocondrias la formaciéon de ATP a partir de ADP y Pi se impulsa

directamente debido a la fuerte tendencia termodinamica del O, a reducirse, en un
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proceso que se conoce como fosforilacién oxidativa (SALISBURY & ROSS, 2000).
En la fosforilacion oxidativa, se produce la reduccion de O, — H,O con electrones
cedidos por el NADH y el FADH, que captan los electrones de las reacciones
oxidativas del complejo de la piruvato deshidrogenasa del ciclo de los acidos
tricarboxilicos, de la ruta de la B-oxidacion de acidos grasos y de reacciones del
catabolismo de aminoacidos. Estos electrones son canalizados en forma de pares
electronicos hacia los complejos proteicos que forman la cadena respiratoria o
cadena de transporte de electrones mitocondrial (NELSON & COX, 2008).

2.4.1 Transporte de electrones en la mitocondria.
El transporte de electrones va desde los portadores termodinamicamente dificiles
de reducir (con potenciales de reduccion negativos) hacia los que presentan
mayor tendencia a aceptar electrones (y que tienen potenciales de reduccion
superiores, incluso positivos). Cada portador en el sistema, habitualmente solo
acepta electrones provenientes del transportador previo cercano a él. Los
portadores se sitian en cuatro grandes complejos proteinicos de la membrana

mitocondrial interna.

En cada mitocondria existen varios miles de sistemas de transporte de e". Estos
cuatro complejos estdn representados en la figura 22: complejo |, NADH-
deshidrogenasa; complejo II, succinato deshidrogenasa; complejo lll, bcl; y el
complejo IV, citocromo oxidasa. La mitocondria produce dioxido de carbono a
través del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (CAT) asi como sustratos celulares
biosintéticos. (MACKENZIE & MCLNTOSH, 1999)
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Figura 22. Complejos proteinicos de la cadena respiratoria mitocondrial.
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Fuente: AFFOURTIT et al. 2001
NOTA: Representacidonesquematica de la cadena respiratoria mitocondrial en plantas. Las flechas
delgadas y gruesas representan la transferencia de electrones y protones, respectivamente, a lo
largo y a traves del interior membrana mitocondrial. DH deshidrogenasa; Cyt c, citrocomo C; ALT.
OX., oxidasa alternativa; P y N se refieren a la carga positiva y negativa sitios al interior de la

membrana mitocondrial, respectivamente.

Complejo | o NADH deshidrogenasa: transfiere los electrones desde el NADH
hacia la ubiquinona. Via varios centros redox (FMN y centros Fe-S). Se cree que

aproximadamente 40 unidades componen el CI.

Complejo 1l — Succinato deshidrogenasa: cataliza la reaccion de oxidacion de

succinato a fumarato y la reduccién de ubiquinona a ubiquinol.

Complejo 1l - Ubiquinona-citocromo c¢ oxidoreductasa (bcl): transporta los

electrones desde el ubiquinol hasta el citrocromo C.

Complejo IV-Citrocromo C oxidasa: transfiere los electrones del citocromo C al
oxigeno molecular (STRYER, 1995)
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El transporte de electrones en los complejos |, Il y IV induce a la translocacién de
H" hacia el espacio intermembrana en contra de su gradiente de concentracion,
generando un potencial electroquimico que luego sera utilizado por el complejo V
(F1Fo-ATP sintasa) para catalizar la conversiéon de ADP en ATP. Este complejo
consiste en una porcién hidrofilica (F1), sitio de unién a nucleétidos, y un canal de
protones (Fo), sitio de ingreso de éstos desde el espacio intermembrana a la

matriz a favor del gradiente de concentracién (LODISH et al. 2002).

Control de la velocidad del transporteelectronico por el aceptor o control

respiratorio:

De la ecuacioén global para la fosforilacion oxidativa de la cadena respiratoria:

NADH + H" + 3ADP + 3Pi + 1/20, — NAD" + 4H,0 + 3ATP

Se observa como el Pi y ADP son necesarios para el proceso de transporte
electrénico desde el NADH hasta el oxigeno. Modificaciones en la concentracion
de estos sustratos permite evaluar la respiracion mitocondrial en los estados tres y

cuatro, los cuales se presentan a continuacion.

Estado 3 o respiracion activa.En este estado se observa un alto contenido de ADP
y sustrato. Al afiadir una cantidad conocida de ADP al sistema de transporte de
electrones, el consumo de oxigeno experimenta un incremento brusco hasta un

maximo; correlativamente se observa que el ADP afadido se fosforila y rinde ATP.

Estado 4. En este estado, por el contrario, se presenta un bajo contenido de ADP

y un alto contenido de sustrato, es decir cuando se ha agotado el ADP.

Cuando se ha fosforilado todo el ADP afadido, la velocidad de consumo del

oxigeno desciende bruscamente, y vuelve la velocidad del estado 4, o de reposo.
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Este fendmeno, en el que la velocidad de transporte se halla controlada por la
concentracion de ATP, se llama control respiratorio. La relacion estado 3/estado 4,
es la relaciéon entre la velocidad de respiracion de la mitocondria en presencia de
abundante ADP vy la velocidad de respiracién en ausencia de ADP. Esta relacién
puede ser igual o mayor a 3 en mitocondrias intactas; sin embargo en
mitocondrias lesionadas o envejecidas, estas pierden su capacidad de fosforilar
ADP vy la relacién desciende hasta 1, ademas se pueden agregar distintos
inhibidores o desacoplantes de la cadena respiratoria para evaluar el grado de
inhibicion de la misma (NELSON & COX, 2008).

En plantas la cadena de transporte electrénico mitocondrial contiene los complejos
I-IV y presentan las mismas propiedades de transporte electronico que las
mitocondrias de otros organismos. Adicionalmente también se conocen los
inhibidores de algunos complejos; como por ejemplo la rotenona que puede inhibir
el complejo I, la antimicina A y el mixotiazol que inhiben el complejo Il y el KCN es

capaz de bloquear el complejo IV.

En plantas esta cadena de transporte electronico contiene cinco enzimas no
presentes en animales: una oxidasa alternativa (AOX) que puede ser inhibida por
SHAM, lo cual segun el modelo de Krab’s podria inducir un incremento en el nivel
de Q-pool; y cuatro NAD(P)H deshidrogenasas (MACKENZIE & MCLNTOSH,
1999) que son flavoproteinas y sitios potenciales de sintesis de especies reactivas
de oxigeno (ERO) (Moller, 2001)(Figura 23). BAHR & BONNER fueron los
primeros en estudiar el fraccionamiento (reparticion) de electrones entre el

citocromo y la ruta alternativa.

Las oxidasas alternativas son enzimas que permiten a las plantas respirar en
presencia de compuestos téxicos tales como cianuro y monoxido de carbono,
funcionalmente es un ubiquinol:oxigeno oxidoreductasa no asociada a un

gradiente de protones (AFFOURTIT, 2000). La ruta alternativa permite transportar
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electrones hasta el oxigeno, tal vez del ubiquinol a una flavoproteina y desde ésta
a la oxidasa. La oxidasa terminal tiene mucho menor afinidad por el O, que la
citocromo oxidasa, y poca o practicamente ninguna fosforilacion oxidativa se
encuentra acoplada al camino alternativo; es decir, conduce principalmente a la
produccion de calor, no de ATP (SALISBURY & ROSS, 2000b).

Figura 23. Cadena de transporte electrénico en plantas, Oxidasas alternativas

Intermembrane space
H* NADH _ NADPH

411 (o Ca*% :|
a = |
myxothiazol, |CllI

antimycin A
&

SHAM {

NDin Din
{NADH) (NADPH
- o, g
0O, F o ,7 \: >
& /7- Ca’ \-
o, NADH NADH NADPH s O, H,O (@] () (8] H,O

Matrix

rotenone | ClI

P

Fuente: MOLLER, 2001.
Nota: Cadena de transporte de electrones de mitocondria de plantas y el complejo ATP sintasa.
Adicional a los complejos respiratorios CI al CIV encontrados en otros organismos, la mitocondria
de plantas contiene una oxidasas alternativa (AOX) y NAD(P)H deshidrogenasa al lado interno y

externo de la membrana interna mitocondrial.

Cuando el oxigeno interacciona con el complejo IV y AOX, dos oxidasas
terminales en mitocondrias de plantas, cuatro electrones son transferidos y se
produce agua. Se cree que AOX desempefia un papel para regular el estado
redox y la relacion con las vias metabdlicas. Cuando la via del citocromo de
transporte de electrones mitocondrial se inhibe, la relacion del NADH/NAD*
aumenta y como consecuencia, el ciclo de los CAT baja su velocidad y una
cantidad considerablemente menor de esqueletos carbonados se hacen
disponibles para las vias metabdlicas que se derivan directamente de

intermediarios del CAT. Bajo tales condiciones la via alternativa podria ayudar a
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controlar el ciclo CAT. Es concebible que AOX se active en estas circunstancias
debido a un aumento de ERO. En efecto, la produccion de ERO por la cadena de
electrones mitocondrial es reducida por la expresion de AOX (MACKENZIE &
MCLNTOSH, 1999; VAN DONGEN et al. 2011), con lo cual se espera disminuir el
dafio oxidativo causado por los cambios transitorios rapidos en el estado redox de
la NAD(P)H y/o ubiquinol-pool por la disminuciéon de un exceso de ubiquinol
oxidado o reducido (VAN DONGEN et al. 2011). Las AOX ayudan a disminuir las

ERO cuando estas no pasan al complejo Ill.

Anteriormente se ha mencionado que las AOX ayudan a disminuir las ERO, las
cuales se generan principalmente en la cadena de transporte de electrones, por lo
cual es pertinente hacer una pequefia revision de por qué la planta genera ERO,

como se generan y como la planta puede desintoxicarse de las mismas.

2.5 ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO EN LA INTERACCION PLANTA-
PATOGENO

Las ERO se generan como respuesta al ataque de patdgenos a nivel local. La
resistencia inducida se caracteriza por una lesion necrotica que ocurre en el sitio
de entrada del patégeno. Estas lesiones son el resultado de la muerte celular
programada o reaccion hipersensible (HR) que ocurre alrededor del sitio de
infeccidn, y se usa para confinar al patdogeno y proteger a la planta (LAM et al,
2001). La HR consiste en un mecanismo con gran actividad oxidativa de NAD(P)H
deshidrogenasa de la membrana celular ocasionando un estrés oxidativo,
resultando en la muerte celular programada (JABS, 1999). El estrés oxidativo
resulta del desequilibrio entre los sistemas pro-oxidantes y los mecanismos de
defensa y son caracterizados por el efecto dafiino de ERO sobre lipidos, proteinas
y DNA ocasionando un aumento en la permeabilidad de la membrana,
disminuyendo la actividad enzimatica y aumentando la posibilidad de mutacién.
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Esta respuesta HR y el estrés oxidativo se caracterizan por un aumento brusco del
ion superdxido (Oz) y una acumulaciéon de peréxido de hidrogeno (H,0,),
fendmeno conocido como “burst oxidativo” y ocurre luego de horas de ataque por
parte de los patdgenos. (MAYER et al, 2001)

Especies Reactivas de Oxigeno (ERQO)

La mayoria de las ERO son generadas durante la respiracion mitocondrial, cuando
entre el 1-2% de oxigeno consumido durante la respiracion fisiolégicamente
normal es reducido a radical superéxido (O,") (OTT et al., 2007). El O, reacciona
principalmente con iones metélicos y centros hierro-azufre, facilitando las
liberaciones de hierro (BARTOSZ, 2008; TURRENS, 2003). Por la acciéon de la
enzima antioxidante, superéxido dismutasa (SOD), el O," es dismutado a peréxido
de hidrégeno (H205).

La reaccion del H,O, con metales de transicion producen radical hidroxilo (*OH), la
especie mas reactiva generadain vivo. El <OH reacciona rapida e
indiscriminadamente con biomoléculas de todos los tipos, incluida &cidos
nucléicos, nucleétidos libres, proteinas, lipidos y carbohidratos (BARTOSZ, 2008).
Las reacciones entre O, y el 6xido nitrico (NO®) genera el peroxinitrito (*|ONOQ),
una de las especies reactiva de nitrégeno, un poderoso oxidante que causa dafos
celulares por variados mecanismos, incluyendo la peroxidacién lipidica (MORO et
al., 2005; TURRENS, 2003). En la figura 24 estan representadas las reacciones
envueltas en la generacion de radicales a partir de O,", y a partir de especies
reactivas de nitrégeno (MORO et al., 2005; TURRENS, 2003).
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Figura 24. Reacciones de generacion de las Especies Reactivas de Oxigueno (ERO)
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Las ERO son comunmente vistas como toxicas, pero actian en bajas
concentraciones como traductores de sefales y en altas concentraciones pueden
causar dafios irreversibles a los &cidos nucléicos, fosfolipidos y proteinas
(GRIVENNIKOVA & VINOGRADOV, 2006; VALKO et al., 2006). Las ERO pueden
reaccionar con proteinas, lipidos, y DNA causando disminucion en la actividad
enzimética, incrementando la permeabilidad de la membrana y las mutaciones

respectivamente.

La produccion de ERO podria ser evitada o minimizada y, si se produce, ERO
puede ser eficientemente desintoxicada para finalmente poder detener cualquier
avance dafiino producido por estas. La tabla 2 muestra los mecanismos o
estrategias que las mitocondrias de plantas tienen para minimizar la produccion de
ERO, tales como los que envuelven las AOX, asi como variados sistemas para
remover las ERO una vez formadas (MOLLER, 2001)
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Tabla 2. Estrategia de defensa contra el estrés oxidativo en mitocondrias de plantas

ESTRATEGIAS PARA LA DEFENSA CONTRA ESTRES OXIDATIVO EN MITOCONDRIAS DE
PLANTAS

Evitar la produccién de ERO en la cadena de transporte de
electrones manteniendo adecuadamente la oxidacién por:
a. Manteniendo el balance entre la disponibilidad de

_ . sustrato y los requerimientos de ATP
Primera linea de defensa o ] ]

b. Activacion de Oxidasas Alternativas (AOX)

c. Activacion de proteinas desacopladoras (UCPs)

d. Activacion de NAD(P)H deshidrogenasas insensibles a

rotenona.

Desintoxicacion de ROS
La conversion de Superdxido a H,O, por MnSOD
Desintoxicacion de Peréxido de hidrogeno por:
Segunda linea de defensa a. Catalasa
b. Elciclo de la ascorbato/glutation
c. El sistema glutationa peroxidasa

d. El sistema tioredoxina

Repara el dafio causa por ROS:
Tercera linea de defensa La hidroperéxidacion de acido grasos, por glutationa peroxidasa

A las proteinas, por reduccién de enlaces disulfuro

Fuente: MOLLER, 2001.

Por otra parte, se ha descubierto una serie de proteinas denominadas
desacopladoras, presentes en mitocondrias vegetales, cuya activacién por acidos
grasos disminuye la produccion de ERO en las mitocondrias (CASOLO et al,
2000).

2.6 PROTEINAS DE DESACOPLAMIENTO MITOCONDRIAL EN PLANTAS
(UCP)

Se ha vuelto mas claro que las mitocondrias de plantas poseen, adicionalmente a

la respiracion enzimética no dependiente de protones, una extra proteina (UCP)
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que también desacopla efectivamente electrones transferidos desde la
fosforilacion. Estas UCP han sido identificadas en muchas especies de plantas
(AFFOURTIT, 2000). Las proteinas desacopladoras (UCPs) forman una subfamilia
dentro de la familia de proteinas portadoras de aniones mitocondriales. Las UCPs
residen en la membrana mitocondrial interna y catalizan una conductancia de
protones que disipa el gradiente electroquimico de protones construido por la
cadena respiratoria. Las UCPs son capaces de distribuir la fuerza protén motriz
con la ATP sintasa (H" fraccionamiento) durante la respiracion fosforilativa (estado
3) y parcialmente desacoplar el transporte de electrones de la sintesis de ATP.
Como consecuencia de la disipacion de energia, un rol consecuente de los

homélogos UCP puede ser la proteccion frente a especies reactivas de oxigeno.

La activacion de homoélogos de las UCP1l por acidos grasos libres es
frecuentemente debatida aunque el efecto directo de los acidos grasos libres esta
bien documentado. Por otra parte parece que el anién superéxido puede activar
las UCPs a través de productos de lipoperoxidacién de lipidos, tales como 4-
hidroxi-2-nonenal (CONSIDINE et al, 2003). Recientemente se ha mostrado que
en la fosforilaciéon mitocondrial en los mamiferos, protista y las plantas, las UCPs
son capaces de disminuir la eficiencia de la fosforilacién oxidativa (ejemplo, la
cantidad de ADP fosforilado por consumo de oxigeno) en presencia de acidos
grasos libres. Esto indica que los homodlogos de UCP1 pueden ser activados
cuando las mitocondrias estan en un estado de fosforilacion y que ellas pueden
competir con la ATP sintasa por la fuerza proton motriz (H* fraccionamiento)
(SLUSE et al, 2006).
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2.7. DANOS EN FOSFOLIPIDOS YPROTEINAS POR ESTRES OXIDATIVO.

Los fosfolipidos también son extremamente sensibles a la oxidacion. Las
membranas celulares son ricas en acidos grasos polinsaturados que en presencia
de ERO generan radicales peroxido y radicales alcoxido que sufren una serie de
reacciones que llevan a un re-arreglo (nueva disposicion) con el compromiso de la
integridad de las membranas, un proceso conocido como lipoperoxidacion. La
lipoperoxidacion envuelve la formacion y la propagacion de radicales lipidicos, la
captacion de oxigeno, la nueva disposicion de dobles enlaces en lipidos
insaturados y la eventual destruccibn de membranas lipidicas. Las membranas
biolégicas son ricas en acidos grasos insaturados que si encuentran un medio rico
en oxigeno que contiene metales, como el hierro presente en algunas proteinas,

se tornan susceptibles a los ataque peroxidativos .

En la figura 25 se presentan las diferentes reacciones que sufren los fosfolipidos
(FL) durante la lipoperoxidacion. El inicio se da con la abstraccion de un atomo de
hidrogeno generando un radical lipidico (RL) que tiende a sufrir un
reordenamiento, lo que resulta en la formacién de dienos conjugados (DC). El
atague por oxigeno molecular produce un radical lipoperoxil (RLP), el cual puede
tanto quitar un atomo de hidrégeno a partir de un lipido adyacente, para formar un
hidroperoxido lipidico (HPL), como formar un endoperoxido lipidico (EPL). La
formacion de EPL en &cidos grasos insaturados, que contienen por lo menos tres
dobles enlaces, puede llevar a la formaciéon de malondialdeido (MDA) como un
producto de degradacion (BUEGE & AUST, 1978).
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Figura 25.Reaccién en el proceso de lipoperoxidacion.
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Fuente: BUEGE & AUST (1978).

NOTA: FL, fosfolipido; RL, radical lipidico; DC, Dienos conjugados; RLP, radical lipoperoxil; HPL,
hidroperdxidolipidico; EPL, endoperoxido lipidico; MD, malondialdehido.

La oxidacién de proteinas por ERO esta asociada con la formacion de diferentes
clases de enlaces cruzados, inter e intra proteicos. Un importante mecanismo de
toxicidad de O," esta relacionado con la oxidacion directa de proteinas que posen
grupos hierro-azufre. La aconitasa es un ejemplo de este tipo de proteina, que al
sufrir el ataque de O, se inactiva debido a la oxidacién del hierro del grupo Fe-S
(LIOCHEV & FRIDOVICH, 1994). Los efectos perjudiciales resultantes de la
formacion de ERO en la mitocondria son prevenidos por varios sistemas
antioxidantes. Como se mencioné anteriormente las AOX son activadas por la
planta para controlar la formacién de las ERO, pero cuando las AOX son
suprimidas, gran cantidad de especies reactivas de oxigeno son producidas. Para
mantener bajos los niveles de ERO, existen en las células vegetales mecanismos

enzimaticos y no enzimaticos responsables de esta funcién.
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oxidada; OH, radical hidroxil; HO,, radical perhidroxi; H,0,, peréxido de hidrogeno ;

2.8 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Entre los mecanismos no enzimaticos se incluyen el ascorbato y glutationa (GSH),
los flavonoides, alcaloides, tocofenoles y carotenoides. Estos eliminan
directamente el anion superoxido y al peroxido de hidrégeno por su capacidad
antioxidante intrinseca. En cuanto al GSH este es oxidado por ERO, formando
glutationa oxidasa (GSSG), cuando el ascorbato es oxidado se obtiene el
monodehidroascorbato (MDA) y deihidroascorbato (DHA) (KOWALCZYK et al,
2006). Una alta tasa de ascorbato y GSH reducidos son necesarios para una

buena defensa oxidante de las células.

Los mecanismos enzimaticos de defensa de ERO en plantas incluyen superoxido
dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX), glutationa peroxidasa (GPX) y
catalasa (CAT). SOD actua como la primera defensa contra ERO, dismutando el
02" a H202 (GILL & TUTEJA, 2010) (Figura 26).

Figura 26. ERO y mecanismos de defensa antioxidantes.

J, H,O
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OH" Haber Weiss Cyele oz'
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% O, + H,O H.,O + GSSG
= 2= <@ &
OH

Fuente: GILL & TUTEJA, 2010.

Nota: APX, ascorbato peroxidasa; ASH, ascorbato;CAT, catalasa; GSH, glutationa reducida; GSSG, glutatilona

oxigeno singulete; SOD, superoxido dismutasa; 02_ , radical superoxido; monodehidroascorbato reductasa, MDHAR,;

dehidroascorbato reductasa, DHAR; glutationa peroxidasa, glutationa-S- transferasa, GST)
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El radical superdxido es enzimaticamente convertido a H,O, por la MnSOD (en la
matriz) y por la Cu y ZnSOD (en el espacio intermembrana y en el citosol). Esta
reaccion también puede ocurrir espontaneamente en el espacio intermembranal,
en cuyo caso, el citocromo ¢ actia como sistema de defensa para secuestrar el
02". De esta forma, su liberacion al citosol, debido al aumento de permeabilidad
de la membrana externa, contribuye al aumento de la concentracion de este
radical. ElI H,O, proveniente de la reaccion catalizada por la SOD es
descompuesto por las enzimas glutationa peroxidasa, tioredoxina peroxidasa (en
la mitocondria) y por la catalasa (en los peroxisomas e interior mitocondrial)
(BARTOSZ, 2008; OTT et al., 2007; VALKO et al., 2006; TURRENS, 2003).

2.8.1 Superoxido dismutasa (SOD):

La metaloenzima SOD es la mas efectiva enzima antioxidante, se encuentra en
todos los organismos aerobicos y en los compartimientos subcelulares propensos
a producir ERO por estrés oxidativo. SOD ha sido propuesta como la enzima
antioxidante mas importante de la planta frente al estrés y provee la primera linea
de defensa frente a efectos toxicos por elevadas concentraciones de ERO. SOD
remueve el O,”, por catalizacién y dismutaciéon, un O," es reducido a H,O, y otro
oxidado a O,. Al eliminar el O," se elimina el riesgo de formacién de OH" por la
catalizacion, segun la reaccion de Haber-Weiss (GILL & TUTEJA, 2010). Las SOD
son clasificadas por sus cofactores metéalicos dentro de tres tipos conocidos: la
Cobre/Zinc (Cu/Zn-SOD), el manganeso (Mn-SOD) y el hierro (Fe-SOD). Mn-SOD
esta localizada en las mitocondrias, Fe-SOD en cloroplastos, y Cu/Zn-SOD en el
citosol y cloroplastos (CAKMAK, 2000).

Cuando hay un suplemento deficiente de Zn decrece la actividad total de SOD v,
mas especificamente la CuzZn —SOD, mientras que Mn-SOD no se afecta por esta
deficiencia (CAKMAK, 2000). El radical OHe fue sugerido por HODSON &
FRIDOVICH (1975) como el responsable de la inactivacion de CuZn-SOD. La
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inactivacion de SOD puede ocurrir en plantas con alta sensibilidad a bajas

temperatura.

2.8.2 Catalasa (CAT):
Las catalasas son enzimas tetramericas que contienen grupos hemo con el
potencial para dismutar directamente H,O, y O,, estas son indispensables para la
desintoxicacion de ERO durante condiciones de estrés. La CAT puede convertir
aproximadamente 6 millones de moléculas de H,O, a H20 y O, por minuto (GILL
& TUTEJA, 2010)

2.8.3. Glutationa reductasa (GR):

Es una flavoproteina oxidoreductasa, encontrada en procariotas y eucariotas. Es
una enzima potencial del ciclo de ASH-GSH y presenta un papel esencial en los
sistemas de defensa frente a ERO porque mantiene el estado reducido de GSH.
Esta localizada principalmente en los cloroplastos, pero en pequefias cantidades
también se encuentran en la mitocondria y el citosol. GR cataliza la reduccion de
GSH, una molécula presente en muchas procesos metabdlicos regulatorios y
antioxidantes en plantas, donde GR cataliza la reacciona dependiente de NADPH
de enlace disulfuro de GSSH y es también importante para mantener el GSH pool
(GILL & TUTEJA, 2010).

2.8.4 Glutationa Peroxidasa (GPX):
Son una gran familia de diversas isoenzimas que usan GSH para reducir H,O; e
hidroperoxidos orgéanicos y lipidos y por lo tanto ayuda a las células de las plantas
frente al estrés oxidativo. Presentes en cloroplastos, citosol, mitocondrias y
reticulo endoplasmatico (MILLER, 2002)
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2.9 TRANSPORTE DE CALCIO EN PLANTAS.

Los canales permeables al Ca** son puntos de entrada claves en el citosol. La
elevacion de calcio citosolico ([Ca®*].;) puede darse por el incremento del flujo de
entrada o la disminucién del flujo de salida (eflujo), aunque generalmente mas
sefiales de Ca®'se inician por el aumento en la actividad de los canales
(HETHERINGTON & BROWNLEE, 2004). Las bajas concentraciones de calcio en
el citosol se dan porque las membranas tienen baja permeabilidad a este
elemento, lo cual es muy importante ya que actia como mensajero secundario
reaccionando a estimulos externos (patdgenos, estrés abiotico, etc.), induciendo
respuestas fisiolégicas y por ende, activando el flujp de Ca** hacia todas las
células de la planta (WHITE & BROADLEY, 2003).

Cuando la concentracién de [Ca*'].;; aumenta, las membranas remueven este
elemento hacia el apoplasma o hacia los organelos intracelulares, lo que
presupone un transporte de energia. Esta es catalizada por Ca?*-ATPasas y por el
antiporterH*/Ca®*. Debido a la remocién de Ca*" desde el citosol estas enzimas
desempefian varias funciones importantes: 1-Mantienen una baja [Ca*‘]cit en la
célula en reposo (no estimulada). 2-restaurar la [Ca®*]; a los niveles de reposo
después de una perturbacién, de este modo controla la magnitud, cinética y
localizacion de las seflales intracelulares de [Ca2+]cit. 3-Restaura o responde al
abastecimiento de Ca®" intra y extracelular para futuras sefiales de [Ca*']s: VY
permite la generacién de oscilaciones locales de [Ca**].; a través de su interaccion
con los canales de Ca*". 4-Proporciona Ca®" al reticulo endoplasmatico para las
funciones del sistema de secrecion. 5- Remueven cationes divalentes, tales como
Mg, Mn%**, Ni** o zn%*, desde el citosol, dando soporte a la bioquimica
especializada de organelos particulares para prevenir la toxicidad mineral(White &
Broadley, 2003).

Eventos dependientes de calcio tienen lugar en cloroplastos, mitocondrias y

nucleo y, consecuentemente, las concentraciones de calcio libre podrian ser
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también reguladas por estas organelas y de alguna manera contribuir a especificar
la sefializacion del calcio celular (XIONG et al, 2006). En mitocondrias aisladas de
diferentes plantas se comprob6 que son capaces de tomar calcio de un medio en
presencia de un sustrato de respiracion (CHEN & LEHNINGER, 1973). Datos
obtenidos con mitocondrias de avena sugieren fuertemente que los fotoreceptores,
fitocromos de plantas, pueden regular el flujo de calcio de una manera foto-

reversible.

En presencia del rojo de rutenio (un inhibidor de la toma activa de Ca®*) en el
medio de reaccion, la irradiacién luz roja provoca la liberacién de Ca** en el
citosol. También se ha comprobado que planta expuestas a Pi y Ca* en
concentraciones mM induce rdpidamente la contraccion seguida por una alta
amplitud de hinchamiento (Arpagaus et al, 2002). Ambos, el Pi y el Ca*" son
requeridos y remplazan el Ca** por una equivalente concentracién de Mg?‘lo que
promueve la contraccion pero no el hinchamiento, demostrando que el proceso es
especifico del ion. El hinchamiento de la mitocondria refleja una expansion de la
matriz que termina con la ruptura de la membrana externa y la liberacion de las

proteinas y especialmente de citocromo ¢ (VIROLAINENE et al, 2002)

Adicionalmente se ha demostrado en plantas que las mitocondrias con sobrecarga
de calcio activan los poros de transicion de permeabilidad (PTP) resultando en una
transitoria despolarizacion mitocondrial y disminucion de la produccion de ATP. El
PTP puede también causar liberacion de proteinas mitocondriales (en especial
citocromo ¢) que activa vias apoptoticas. Interesantemente, bajo anoxia conduce
al acelerado agotamiento de ATP e incrementa los niveles de Pi. El inicio del
hinchamiento por la induccién de Ca** asi como la velocidad del proceso son
acelerados y esto indica, que las mitocondrias se someten a una rapida transiciéon
de permeabilidad mitocondrial. (VIROLAINENE et al, 2002; XIONG et al, 2006). Se
ha demostrado que en respuesta a estrés oxidativo, el aumento en el transporte

de electrones mitocondrial dispara la produccion de H,O,, el agotamiento de ATP,
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apertura de poro de transicion de permeabilidad y muerte celular (XIONG et al,
2006).

La cooperacion entre la mitocondria y el citosol esta claramente demostrada
cuando la planta experimente anoxia. En esta condicién, el Ca*" mitocondrial varia
rapida e reversiblemente en respuesta a cambios en la disponibilidad de O,. El
A[Ca®"|mit esta inversamente relacionado con A[Ca2+]cyt. Interesantemente el
A[Ca®lmit depende de la naturaleza del estrés y genera respuestas
diferentes(LOGAN&KNIGHT,2003).

Friel y Tsien han estudiado el rol del FCCP, un desacoplador mitocondrial, en
medidas del calcio libre intracelular [Ca®']; generando respuestas suscitadas por
otro despolarizador. El FCCP es sensible a frenar tanto el aumento de [Ca®"];
durante la estimulacién (aparentemente por acumulacién de Ca**desde el citosol)
como la recuperacion después de la estimulacién (liberando la acumulacién de

Ca* en el citosol).

La entrada de calcio es realizada por un uniporter especifico que permite su rapida
acumulacion en el interior de la matriz mitocondrial, dependiente de su
concentracién externa y de su potencial de membrana. Un uniporter puede ser
inhibido competitivamente por otros cationes divalentes (Sr**, Mn**, Ba®**, Fe*"),
que también son transportados por esta via, por policationes como el rojo de
rutenio (RR) y hexamina cobalto, por anestésicos, guanidinas y diuréticos; y
pueden ser activados por los iones transportadores, como Ca?*, y por poliaminas
especificas, particularmente la espermina, que promueve la acumulacién de calcio
cuando el ion esta presente en bajas concentraciones (JOUAVILLE et al., 1998,
SALVI & TONINELLO, 2004).

Ademas a este uniporter, otra via descrita como RaM (“rapid mode of uptake) es

capaz de responder a pulsos de calcio semejantes a los que ocurren en 25 en

86



condiciones fisiolégicas (SPARAGNA et al. 1995, GUNTER & SHEU, 2009;
SAOTOME et al., 2005; JOUAVILLE et al., 1998). La salida de calcio es realizado
por transportadores cationicos, (Ca®** / 2H"). En la figura 27 estan resumidas las
vias de transporte mitocondrial de calcio y sus inhibidores especificos (GUNTER &
SHEU, 2009; SAOTOME et al., 2004; JOUAVILLE et al.,1998).

Figura 27. Vias de flujo de calcio la mitocondria y sus inhibidores especificos.

Vermelho de }l+ Csh
ruténio

KCN

Antimicina
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Dligomicina Ca2+ CaZ+

Tomado de: JOUAVILLE et al. (1998).

NOTA: U-Ca?, uniporter; RC, cadena respiratoria; PTP, poro de transicién de permeabilidad
mitocondrial; | - Ca”/2H*, transportador de calcio independiente de sodio; D - Ca®/2Na’,
transportador de calcio dependiente de sodio; CsA, ciclosporina A; CGP, benzodiacepina CGP-
37157;W¥, potencial de membrana.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El cultivo de palma de aceite Elaeis guinensisJacq. es un cultivo con creciente
importancia en Colombia. Es el cuarto cultivo del pais con una proyeccién de
crecimiento hacia el 2020 del 125% de hectareas sembradas. De sus frutos es
extraido aceite para uso comestible y como biocombustible. Su produccion ha sido
menguada por la enfermedad conocida como pudricién de cogollo (PC). Esta
enfermedad se ha presentado desde hace mas de 30 afios, pero aun hoy no esta
claro si su causa es de origen bidtica (toma en cuenta el papel de insectos,
hongos y bacterias y en ocasiones complicaciones por virus) o abidtica
(generalmente relacionada con un complejo de factores climaticos y edaficos

como causa de un desorden nutricional muy complejo).

En este trabajo se propone que las dos teorias son relevantes y complementares,
que la presencia del patdgeno Phytophthora palmivora es esencial para el inicio de
la enfermedad pero este ataque solo puede ocurrir si la palma ha sufrido pobre
fertilizacion, que se ve reflejada en la baja rigidez de las paredes celulares del

meristemo, de donde surgen las hojas jovenes.

Para comprobar esta hipétesis es necesario realizar una serie de estudios en los
gue se integre la quimica analitica del estudio de suelos y tejidos vegetales y la
bioguimica de la interaccidn planta-patégeno (palma-Phytophthora) para
caracterizar la enfermedad, explicar como ocurre, como inicia y asi, en un futuro
préximo, poder plantear estrategias para controlar la pudricién de cogollo en palma

de aceite.
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4. HIPOTESIS

Producto del analisis de la informacién encontrada en la literatura cientifica y de
las diferentes hip6tesis planteadas desde hace mas de 30 afios, en este trabajo se
considera que la enfermedad pudricién de cogollo PC surge como consecuencia
de la presencia de un agente causal como los patdgenos y del déficit de nutrientes

esenciales para la activacion de mecanismos de defensa prexistentes en la planta.

Bajo la anterior consideracién se plantea que la evaluacién de los nutrientes en
suelos y tejido vegetal, el estudio de la bioenergética mitocondrial, el transporte de
calcio mitocondrial y la cuantificacion de las enzimas antioxidantes permitir4
comprobar que la interaccion de la planta y el patégeno desencadena una serie de
mecanismos de defensa o respuesta por parte de la planta que pueden detener la
accion del patogeno cuando esta cuenta con un balance de nutrientes y con una
adecuada regulacién de sus procesos bioquimicos, evitando asi el desarrollo de la

enfermedad estudiada.
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5.0BJETIVOS

Establecida la anterior hipotesis y teniendo en cuenta la informacion recopilada y

presentada, se proponen los siguientes objetivos para su desarrollo:

5.1 GENERAL

Contribuir al conocimiento de la enfermedad “pudricion de cogollo” en palma de
aceite, relacionando fertilizacion, asimilacion de nutrientes y respuestas de la

planta al patdgeno.

5.2 ESPECIFICOS

Caracterizar en palmas sanas, con pudricion de cogollo en estado inicial y

avanzado lo siguiente:

e Analizar pH, textura, materia organica, composicion de azufre, calcio,
magnesio, sodio, aluminio, potasio, hierro, manganeso, cobre, boro y zinc

en suelo.

e Evaluar en tejido vegetal de cogollo y meristemo de las palmas el contenido
total de calcio, magnesio, potasio, hierro, manganeso, cobre, zinc, boro y

azufre.
e Estudiar respuestas bioquimicas en célula vegetal de las palmas como

actividad de enzimas antioxidantes, velocidad de consumo de oxigeno en

mitocondrias y el transporte mitocondrial de calcio.
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6. METODOLOGIA

La caracterizacion de la PC en palma de aceite se realiz6 desde tres enfoques
diferentes:
.  En suelo se analiz6 acidez (pH y aluminio), materia organica, micro y

macronutrientes

II. En el cogollo y meristemo se evalué la concentracion de micro y
macronutrientes y se tomaron imagenes usando microscopia electrénica
(SEM)

lll.  En las mitocondrias del cogollo y meristemo de palmas de aceite se
evaluaron la respiracién mitocondrial, el transporte de calcio mitocondrial y

la actividad de enzimas relacionadas con estrés oxidativo.

A continuacién se describirdn cada una de las metodologias usadas.

6.1 SUELO:

La muestra de suelo se tomé en el area de influencia de las raices de la palma
(plato), se retird la hierba de la superficie y posteriormente se introdujo el palin a
una profundidad de aproximadamente 20cm y se tomd una seccion cubica de
suelo, se le retiraron los extremos y se tomo la fraccion central como muestra. Se

introdujo en una bolsa plastica y se rotuld.

Preparacion de la muestra de suelo para analisis:

Las muestras de suelo se secaron en bandejas plasticas al ambiente de
laboratorio por aproximadamente 24h, dependiendo de la humedad de la muestra

y la clase de suelo. Los terrones y agregados grandes se redujeron de tamafio en
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un mortero de porcelana. Posteriormente se tamizaron (tamiz 2mm didmetro de

particula). Se rotularon y guardaron para analisis posterior.

NOTA:

6.1.1 pH: Método potenciométrico. Relacion suelo: agua(1:1)

Se tomaron 20g de suelo y se depositaron en el recipiente de muestra. A
continuacion se adicioné un volumen de 20mL de agua destilada
equivalente al peso de la muestra para mantener una relacién 1:1 (peso:
volumen).

Se agitd la suspension usando un agitador magnético durante 10 minutos y
se dejo en reposo por aproximadamente 30 minutos.

Se Introdujo el electrodo, agitando la suspension previamente,
asegurandose de que el electrodo quedara inmerso en la suspension.

Se tomé6 la lectura del pH inmediatamente después de introducido el

electrodo, cuando mostro una respuesta estable.

Se calibré6 el pHmetro antes de analizar un grupo de muestras, usando dos

soluciones certificadas de Merck de 4y 7. Se utilizé un pHmetro WTW 301

6.1.2 Acidez intercambiable:

Se realiz6 la determinacion de la acidez intercambiable de los suelos, en el

laboratorio, a través de un método titrimétrico. Utilizando un solucion KCL 1N. Se

realizé utilizando como solucién extractora una solucion de KCI 1N

Procedimiento:

Se pesaron 5.0 g de suelo seco
Se adicionaron 50.mL de solucién de KCI 1N.
Se agité durante 30 minutos y se filtré la suspension y se vacio el filtrado en

un erlenmeyer.
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Se adicionaron 3 gotas de indicador fenolftaleina (10%) y se procedié a
titular con solucién de NaOH (0.100 N) hasta aparicion de un color rosa
tenue.

A la solucion previamente titulada con NaOH, se le adicion6é gotas de
HCI(0.1N) para decolorar

Se adicion6 una solucion de NaF (4%.). y se agito

Las soluciones que contenian aluminio retorno el color rosa

La solucion coloreadas se titularon con una solucion de HCI (0.1 N) hasta

que desaparecio el color

6.1.3 Bases (calcio, magnesio, potasio y sodio):

Se realizé utilizando una solucion extractora para bases intercambiables de

acetato de amonio 1N y el método de determinacion fue absorcién atémica, el

equipo utilizado fue Thermo Electron modelo S4, con lamparas de Catodo hueco.

Se prepararon patrones de cada elemento de 100 ppm, partiendo de patrones

certificados de 1000 ppm y de estas se prepararon los diferentes patrones para la

curva de calibracion para cada elemento.

Procedimiento:

Se pesaron 2,59 de suelo y se adicionaron 25mL de acetato de amonio
(1N), se dejaron reposar durante la noche.

Se filtraron y se tom6 1mL del filtrado en un erlenmeyer.

Se adicion6 1mL de oxido de lantano (10%) y 48mL de agua destilada

Se realizaron las determinaciones de cada muestra y de sus patrones
correspondientes por absorcion atomica.

Para minimizar calculos se realizaron las conversiones de los patrones de

ppm a meqg/100g suelo.
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6.1.4. Elementos menores (hierro, manganeso, zinc y cobre):
Se empleé como método el DTPA o Lindsay y Norwel, la técnica de determinacion
fue absorcion atémica, el equipo utilizado fue Thermo Electron modelo S4,
conlamparas de catodo hueco.

Se prepar6 una soluciéon extractora de DTPA y TEA: En 600mL de agua destilada
se agregaron 16,5mL de trietanolamina(TEA), se agito y se agregaron 1,97g de
DTPA, se agité y se adicionaron 1,47g de (CaCl2.2H,0). Se agité hasta disolucion
completa, se llevé la solucion hasta 900mL y se ajusté el pH a 7 con HCI.
Finalmente se aforo a 1L.

Se prepararon patrones de 100 ppm a partir de soluciones patrones certificadas de
1000 ppm de Fe, Mn, Cu y Znppm y de estas se prepararon los diferentes

patrones para la curva de calibracién para cada elemento.

Procedimiento:

e Se pesaron 5g de suelo y se adicionaron 20mL de la solucién extractora.

e Se agitod con agitador magnético por un espacio de 20 minutos.

e Se filtraron y se tomaron 2mL del filtrado en un Erlenmeyer, se adicionaron
18mL de solucion extractora para tomar las lecturas de Fe presente en las
muestras, el filtrado restante se utilizo para la determinacion de los demas
elementos.

e Se realizaron las determinaciones en un equipo de absorcion atémica

6.1.5Capacidad de intercambio catidénico (CIC):
NTC 5268 - Se realizo utlizando una solucion extractora para bases
intercambiables de acetato de amonio 1N y el método de determinacion fue

Titrimétrico
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Procedimiento

e Se tomaron 5¢g de suelo. Se adicionaron 25mL de la solucién extractora de
Acetato de Amonio (1N). Se dejo reposar durante la noche.

e Se filtro la solucion. Se desecho el filtrado y se lavo el exceso de sal
amonica con 5 porciones de alcohol solucion farmacéutica (97%) de 10mL,
sin dejar secar.

e Se desecho el filtrado y se agregaron 5 porciones de 10mL de NaCL (10%)
en un erlenmeyer, sin dejar secar entre cada porcion.

e Al filtrado obtenido se le agregaron 10ml de formaldehido (37%), 3 gotas de
indicador Fenolftaleina y se procedié a titular con NaOH (1N) hasta
coloracion rosado.

e La capacidad de intercambio cationico se expresa en meq/100g suelo.

6.1.6 Fosforo (P):
Se determindel fosforo disponible mediante el método conocido como Bray
llutilizando una solucién extractora compuesta de HCI(0,1N) mas NH4F(0,003N),
se determinaron los fosfatos colorimétricamente , aprovechando que los fosfatos
con molibdato de amonio y tartrato de antimonio, desarrollan un color azul al

reducirse con acido ascoérbico.

Se preparod la solucién extractora de P: 1,11g de NH4F, se adicionaron 8,33mL de
HCl y se afor6 a 1L

Se prepar6 la solucién A de la siguiente manera: se disolvieron 15g de molibdato
de amonio en 50mL+ 0,36375g de tartrato de antimonio y potasio, se disolvieron y
posteriormente se agregaron 175mL de H,SO,4, se dejo enfriar y se afora a 250mL.
Se preparo la solucién B asi: se disolvieron 30,5g de acido ascérbico en 100mL de

agua destilada y luego se llevo a un volumen de 250mL.
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Con las soluciones anteriores A y B, se prepard la solucion de trabajo: se tomaron
6,25mL de la sIn A y se disuelvieron, posteriormente se afiadieron 2,5mL de la sin
B y se llevaron a un volumen de 250mL.

Se prepararon patrones para la curva de calibracién partiendo de una solucién
certificada de 1000 ppm de P.

Procedimiento
e Se pesaron 2,85¢g de suelo y se agregaron 20mL de solucién extractora
e Se agito por 40seg Y se filtro inmediatamente
e Se tomd 1mL del filtrado y se adicionaron 9mL de la solucién trabajo
e Se agitd y de dejan reposar por 10 Min.
e Se tomaron las respuestas colorimétricas en un espectrofotometro Génesis
a una longitud de 660nm

e El contenido de fosforo en suelos se expres6 en mg/Kg de fosforo.

6.1.7 Azufre .
Se siguié el método fosfato monocélcico 0.008 M, turbimétrico. Se prepard la
solucién extractora para azufre y boro, pesando 2,03g de fosfato monocalcico
monohidratado. Se agregd 1mL de acido acético glacial y se llevo a 1L.

Se preparo la solucion acida: agregando 16,25mL de HNO3; concentrado y 62,5mL
de 4cido acético glacial a 125mL de agua. A esta solucion se le agregaron 0,5mL
de la solucién estandar de 1000 ppm de azufre y se llevo 250mL.

Se preparo el reactivo turbimétrico: se disolvieron 2,5g de polivinilpilorridona(PVP)
en 75mL de agua . Se disolvieron 37,5g de BaCl, en 125ml de agua. Finalmente
se mezclaron la PVP y BaCl,.Se prepararon los patrones de la curva de
calibracion de una solucion estandar de azufre de 1000 ppm.
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Procedimiento:

Se pesaron 10g de suelo y se agregaron 25mL de la solucion extractora

Se agité la solucion anterior durante 10 minutos utilizando un agitador
magnético

Se filtrd la solucion.

Se tomaron 5ml del filtrado y se adicionaron 5mL de la sIn acida, se agit6é y
se adicionaron 2mL del reactivo turbimeétrico.

Se dejo reposar por 20 minutos y se realizaron las determinaciones en un
espectrofotometro Génesis a una longitud de onda de 420nm.

El azufre se expresa en ppm de suelo o mg/Kg.

6.1.8 Boro:

Método colorimétrico-Azometina H. La solucion buffer fue obtenida como sigue: se

pesaron 100g de acetato de amonio, se agregaron 50mL de &cido acético y 2,68g

de EDTA. Se agregaron 2,4mL de &cidotioglicolico del 98% vy se llevo a 160mL.

Solucién de color: Se pesaron 0,9g de Azometina H y 2g de acido ascorbico y se

disolvieron en 100mL de agua.

Se preparo una solucion patron de 50 ppm, a partir de una solucion estandar de

1000 ppm. De esta se hicieron soluciones patrones par la curva de calibracion
(0,4-0,8-1,2 ppm B).

Procedimiento:

De la solucidon anterior de Azufre se toman 2mL, se adicionan en tubos
plasticos (evitar interferencias con los borosilicatos del vidrio).

Se adicionan 4mL de la solucién buffer y se adicionan 2mL de la solucion
de color.

Se agitd y se esperd por 45 min.

Se realizaron las determinaciones en un espectrometroGénesis, a una
longitud de onda de 430nm.

El boro se expreso en ppm de suelo o mg/Kg.
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6.2 Tejido vegetal, cogollo y meristemo de palma (Elaeis guineensis)

Muestra biolégica.

El material vegetal empleado consiste en tejido de cogollos y meristemos de
palma de aceite Eleais guineensis de cultivos comerciales, se analizaron palmas
sanas y en estado intermedio colectadas de Cenipalma (Sabana de Torres), las

cuales fueron derrivadas con motosierra.

6.2.1 Determinacién de micro y macronutrientes en tejido vegetal.
Las muestras de tejidos vegetales se dividieron en hoja 1, hoja 9 o 17, flecha,
cogollo y meristemo. Respecto a la hoja 1 ,9 y 17 se tomaron segun las
reglamentaciones existentes para la misma, es decir la parte central de la hoja,
donde el raquis es ancho y plano(se dobla la punta de la hoja hacia adentro y se
toma la seccidén central con tijera). La seccidn se guardd en sobre de manila,
previamente rotulado y se mantuvieron refrigeradas para no afectar los tejidos. Las
muestras de flecha, cogollo y meristemos se tomaron al siguiente dia, luego de
exponer al ambiente los tejidos para estos anadlisis como para los andlisis

celulares.

Procedimiento:

e Las muestras de tejido, fueron secadas a una temperatura de 70°C durante
48 horas. Posteriormente se pulverizaron los tejidos y se guardaron en
bolsas plasticas para analisis.

e De cada muestra se tomd 1g y se adiciond en crisoles de porcelana; las
muestras se introdujeron en una mufla a 450°C por un espacio de 4 horas
hasta llevar a cenizas.

e Se dejaron enfriar y posteriormente se adicionaron 4mL de HCI (1:1) y se
calentd hasta sequedad, teniendo cuidado de no perder material de

muestra por salpicadura.
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e Cuando la muestra llego a casi sequedad, se adicionaron 2mL de HCI (1:1)
+ 2mL de agua destilada. Después de frio se llevd a un volumen de 50mL y
se transfié a recipientes plasticos para sus analisis posteriores.

e En las soluciones anteriores se determinaron directamente por absorcion
atomica el Fe, Mn, Cu,Zn, utilizando un equipo Thermo Electrén y lamparas
de cétodo hueco.

e Para la determinacion de las bases (Ca, Mg y K) se tomé 1mL de las
solucion producto de digestion, se adicionaron 4mL de oxido de lantano y
se llevo a 100mL. Las determinaciones se realizaron por absorciénatomica
en un equipo Thermo Electron y lamparas de catodo hueco.

e La determinacién de B, S y P se realizaron utilizando la solucién de
digestion y con los mismos procedimientosespectrofotométricos descritos

anteriormente.

6.2.2 Determinacion por microscopia Electronica (SEM)

Para el analisis se tomaron secciones muy pequefias y delgadas de tejido de hoja
necrosada, hoja sin necrosis aparente, meristemo sano y enfermo. Los andlisis se
realizaron en el laboratorio de Microscopia de la Universidad industrial de
Santanderutilizando un microscopio de barrido electrénico (FE-SEM) Quanta 650
FEG.
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6.3 CELULAS DE COGOLLO Y MERISTEMO DE PALMA DE ACEITE

6.3.1 Aislamiento de mitocondrias de cogollo y meristemo de palma de

aceite.

Los tejidos colectados se analizaron el diaposterior a su recoleccién.Las
mitocondrias fueron aisladas como descrito por Voss et al (1961) con algunas
modificaciones. Las células de cogollo y meristemo fueron suavemente
homogenizadas en un homogenizador tipo van Potter Elvehjem, utilizdndose como
medio de aislamiento: Sacarosa 250 mM, Cisteina 3 mM, HEPES-Na 10 mM, pH
7,2, EGTA 2 mM y BSA 0,2 g%. El extracto fue filtrado y la suspension obtenida
fue centrifugada a 1000 x g a 4°C durante 10 minutos, para eliminacion de células
intactas, membranas y nucleos. El sedimento fue descartado y el sobrenadante
centrifugado a 13000 x g durante 12 minutos a 4°C. El precipitado obtenido, fue
resuspendido y centrifugado a 1000 x g durante 10 minutos a 4°C y el
sobrenadante de éste ultimo proceso fue nuevamente centrifugado a 13000xg
durante 12 minutos. Las mitocondrias obtenidas fueron resuspendidas en medio
de extraccion (sin BSA y sin EGTA) y mantenidas a 4°C hasta su utilizacion.

Para los experimentos de lipoperoxidacion las mitocondrias fueron resuspendidas
en un medio conteniendo Manitol 250mM, HEPES 10mM, pH 7,2 y EGTA 2mM.

6.3.2 Determinacién del consumo de oxigeno
Fueron usadas mitocondrias de cogollo y meristemo de palma de aceite (1mg)
aisladas como descrito anteriormente y el medio de incubacién compuesto de:
HEPES 10 mM (pH 7.4), Sacarosa 250 mM, KCI 2 mM y suplementadas con
glutamato de sodio 5 mM o succinato de sodio 3 mM, Pi 1.6 mM y ADP 0.6 mM.

Usando un oxigrafo con electrodo tipo Clarck, de Hansatech.
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6.3.3 Determinacién de la captacién y liberacién de calcio por las
mitocondrias.
Los movimientos de calcio a través de la membrana mitocondrial interna fueron
monitoreados con un Fluorimetro marca Photon Tecnology Inc (PTI), modelo
QM40,lampara de Xenon de 75W usando Fura2AM siguiendo el procedimiento
descrito por SCARPA (1979). En este ensayo las mitocondrias (3,5mg/mL) fueron
incubadas durante 20 minutos, en oscuridad a 28°C, posteriormente se

centrifuragron durante 10 minutos a 8100xg.

Las mitocondrias con la sonda fura 2, fueron tratadas con CaCl, 35mM siendo que
la entrada de calcio fue activada por la adicion de sustratros oxidables y la salida

por la adicién de FCCP.

6.4 DETERMINACION ACTIVIDAD DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES.

Todos los ensayos para evaluar la actividad de las enzimas antioxidantes fueron
realizados usando mitocondrias de cogollo y meristemo de palma de aceite como

fuente enziméatica y se analizaron por espectrofotometria.

6.4.1 Superoxido Dismutasa (SOD)
La actividad de la SOD fue evaluada de acuerdo al método descrito por NISHIMIKI
et al. (1972), con algunas modificaciones, usando como sistemas de reaccion
TRIS-HCI 10 mM (pH 8,0), NADH 340 uM, NBT 72 puM, PMS 30 uM vy
mitocondrias 250 pg proteina/mL, seguido a 560 nm.

6.4.2 Catalasa (CAT)
La actividad de la catalasa fue acompafada por la disminucién de la absorbancia
a 240 nm (AEBY, 1984) en un sistema de reaccion constituido por tampdn fosfato
50 mM (pH 7,0), H202 10 mM y mitocondria 130 ug de proteina/mL.
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6.4.3 Glutationa Peroxidasa (Gpx)
La actividad de la Gpx fue evaluada de acuerdo a la técnica propuesta por FLOHE
& GUNZLER (1984). En un sistema de reaccion compuesto por tampon fosfato
100mM (pH 7,0) EDTA 1 mM, GSH 2 mM, NADPH 0,15 mM, Gred purificada 0,2
U, t-butil hidroperéxido 0,5 mM y mitocondria de cogollo y meristemo de palma 50

Mg de prot/mL. La reaccién fue analizada a 340nm.

6.4.4 Glutationa Reductasa (Gred)
La actividad de la Gred fue evaluada de acuerdo a los descrito por Sies et al,
1979, en un sistema de reaccion constituido por tampoén fosfato 100mM (pH 7),
EDTA 1 mM, GSSG 0,66 mM, NADPH 0,075 mM ymitocondria de cogollo y
meristemo de palma 50 ug de proteina/mL. La reaccion fue monitoreada a 340 nm.

6.5 MEDICION DE LA PROTEINA

En pruebas con mitocondrias aisladas de cogollo y meristemo de palma se utilizd
para cuantificar proteina el método de BRADFORD (1956).

6.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar (media + DE)
ysometidos a un andlisis de varianza (ANOVA) y se uso el programa Prism
GraphPad 6.0, y el test de Tukey para la comparacién depromedios. Se considero

estadisticamente significativo si se comparael nivel de significacion de p <0,05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 NUTRICION

En la determinacion de la nutricion de las palmas analizadas se tomaron muestras

de suelos y tejidos vegetales de las palmas descritas en la tabla 3.

Tabla3. Material Vegetal.

Estado PALMAS ERRADICADAS EN LOTES DE CENIPALMA (FINCA LA VIZCAINA)
dela SIEMBRAS 2003
palma LOTE | LINEA PALMA MATERIAL CRUZAMIENTO
Enferma | L2B1 1 5 AAR DELI X AVROS DUMPY
Sana L2B1 8 12 AAR DELI X AVROS DUMPY
DELI X AVROS X
Enferma | L7 Bl 67 10 UNITED PLANTETION YANGAMBI
Sana L4B2 13 7 AAR DELI X AVROS DUMPY
DELI X AVROS X
Enferma | L3B2 75 11 UNITED PLANTETION YANGAMBI
DELI X AVROS X
Enferma | L3B2 42 27 UNITED PLANTETION YANGAMBI

Teniendo en cuenta la dificultad para la colecta de palmas, especialmente las
palmas sanas, debido a la incidencia de la enfermedad en la zona central, los
palmeros no permiten el corte o erradicacion de palmas sanas. Se tomaron
palmas en lotes diferentes, pero se aclara que en las palmas colectadas vienen
recibiendo condiciones iguales de mantenimiento, fertilizacion, entre otros (Tabla
4).
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Tabla 4. Fertilizacion.

FERTILIZACION

Primer

fraccionamiento

Segundo

fraccionamiento

Tercer

fraccionamiento

Compuesto
NITRA Borato
13-6-23-6- | Borax DAP KCI | Kieserita | Borax Agrimins
SAM 48
9-0,8
Kg Ka Kg Kg Kg Ka Kg Kg Ka
palma palma | palma | Palma |palma| palma |palma| palma palma
1 0,03 1,40 0,30 1,50 1,00 0,12 0,08 2,0 0,04
1 0,03 1,40 0,30 1,50 1,00 0,12 0,08 2,0 0,04
0,8 0,03 1,40 0,30 1,50 1,00 0,12 0,10 2,0 0,04
2 0,03 1,40 0,30 1,50 1,00 0,12 0,10 2,0 0,04
3,5 0,03 1,40 0,30 1,50 1,00 0,12 0,10 2,0 0,04
3,5 0,03 1,40 0,30 1,50 1,00 0,12 0,10 2,0 0,04

La fertilizacién incluye elementos mayores (N, P, K), elementos secundarios (S,

Mg) y microelementos (Fe, Mn, Cu, Zn y Boro). No hay una fuente directa de

correccion de pH y en el suelo hay aluminio toxico para las plantas que se

encuentra en altas cantidades.

Para los analisis de suelos se tomaron muestras alrededor de cada palma cortada,

en caso de que hubiera fertilizacion reciente (enfermas ultimas), la muestra se

tomo en la calle.
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Figura 28. Resultados analisis de suelos.
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* Nivel de significancia P <0,05

ELEMENTOS EN SUELOS
P | Kk [ca|] Mg | s | Fe | Mn | zn | cu | B
Sana | 9,87 0,013 490 229 10,8 156 436 357 2,19 0,60
Enfermal 2,91 0,051 6,06 1,97 10,4 139 752 4,48 2,05 1,31

El pH en los suelos tanto enfermas como sanas, presenta niveles por debajo del
nivel ideal; mientras que el Al se encuentra en niveles superiores al ideal, como se
menciono6 anteriormente el pH menor a 5,5 limita la disponibilidad de nutrientes y
aumenta las concentracion de elementos toxicos como el Al, Fe y el Mn, lo cual es

claro en los resultados obtenidos en los analisis de suelos.

Aunque los analisis muestran contenidos por encima del valor considerado ideal
en cuanto a Ca en suelos, donde incluso las palmas enfermas presentan un mayor
contenido, se debe correlacionar este dato con los niveles de aluminio y pH ya que
la acidez esta representada en la cantidad de Al el cual no debe ser mayor de
0,5meq/100g. Aunque existe buen contenido de Ca,este aun no ha regulado el
contenido de Al, esta condicién podria deberse a la textura del suelo, que en la
mayoria son suelos arcillosos, los cuales se conocen como suelos pesados que
impiden a las raices explorar adecuadamente y generan en condiciones de alta
humedad, asfixia de raices. Por esto se debe hacer una fertilizacion con una

fuente que permita una mejor efectividad frente a estos componentes negativos

105



como la acidez y también mejorar la aplicacion de materia organica que ayude a

mejorar la textura.

La concentracion de Al, como se menciona en la literatura, forma Al(OH) toxicos,
adicionalmente su capacidad de unién a las pectinas,la cual es mayor que la del
Ca en la paredes de las raices, aumenta la rigidez de la paredes de la raiz
impidiendo su expansion (Garzon, 2003), impidiendo a la raiz extenderse y
explorar adecuadamente el suelo, lo cual limita la toma de nutrientes,
especialmente cationes como el Ca** y el K*. La primera consecuencia de altos
contenidos de Al es la reduccién en la absorcién del Ca*(RENGEL, 1992),
bloqueando su acciébn como mensajerosecundario, impidiendo a la planta realizar
sus sefiales de transduccién, que le permitan activar sus defensas frente a
condiciones adversas (patdégenos o medio que la rodea). Por esta razon aunque
en el suelo aparentemente hay buen contenido de Ca, mas adelante se constata
que los analisis de foliares no muestran bueno niveles de este elemento enla

planta.

Segun los analisis de suelos, la mayoria de elementos se encuentran por arriba
del nivel ideal, exceptuando el fosforo y el potasio. Esto es bueno, pero también se
debe a las fertilizaciones realizadas, es importante aclarar que se deben
correlacionar los suelos y los andlisis foliares, ya que en algunas ocasiones aun
estando presentes los elemento en el suelo, por razones de acidez, textura y
competencia entre ellos, no hay una toma adecuada de los mismos. Caso
concreto el P y el Ca®* que es capturado por el aluminio y no lo deja disponible a

las plantas.

Las texturas de las palmas sanas son texturas francas y franco-limosos, estas,
gue son buenas texturas, permiten la retencion de nutrientes, pero a su vez le
permiten a las raices expandirse y mejoran la efectividad de los fertilizantes. Por el

contrario las palmas enfermas se encuentran en suelos arcillosos, que como se
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menciona en la literatura posee buenas caracteristicas quimicas, pero pésimas
condiciones fisicas; se erosionan facilmente porque el agua no penetra con
efectividad, situacibn que no permite que los fertilizantes aplicados penetren,
afecta a las raices por falta de aire e intercambia constantemente aluminio al
suelo, aumentando las condiciones de toxicidad de aluminio. Sumado a que las
plantas toman la mayoria de sus nutrientes via raiz, esta condicion puede afectar
directamente a la planta predisponiéndola para ataque de patdgenos por déficit de
nutrientes (CASTRO, 1998; LAING,2009).

La capacidad de intercambio de cationes en las palmas sanas y enfermas se
encuentra en condiciones adecuadas, esta propiedad esta relacionada con la
absorcion de cationes y la liberacion de los mismos, es afectada por la textura, la
materia organica y el aluminio(CASTRO, 1998). Las palmas enfermas se
encuentran en suelos arcillosos, las arcillas son grandes intercambiadores de
nutrientes, esto es positivo en la mayoria de los casos, pero en suelos con alto
contenido de aluminio, es negativo ya que ella estan contantemente liberando
aluminio a la solucion del suelo. En cuanto a la materia organica estos suelos
presentan niveles bajos, la aplicacion de fuentes de materia organica podria
mejora las condiciones de fertilidad y también beneficia al mejorar la textura,

haciendo que esta condicién cambie (CASTRO,1998).
Figura 29. Contenido de nitrégeno en tejidos de Palma Elaeis guineensis Jacq.
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El contenido de nitrdgeno se encuentra en los tejidos por debajo del valor ideal,
factor que esta relacionado con la regulacion y sefalizacion de proteinas,
mantiene en la homeostasis (el equilibrio), hace parte de, metabolismo secundario
o0 metabolismo de defensa(Maathius,2009) Sin embargo es claro que en la
fertilizacion (ver tabla fertilizacién), se aplica constantemente, por lo cual aunque
se encuentre aparentemente bajo, su aplicacién constante permite la correccion
del mismo y evita que la planta,independientemente si es sana o enferma, muestre

la deficiencia.

Es un elemento muy movil y se desplaza facilmente a los lugares donde existe
gran actividad metabdlica (Aznar, 2001), lo cual se puede observar claramente
segun los datos obtenidos, porque se encuentra distribuido en toda la planta, pero
adicionalmente hay mayor contenido en el meristemo, centro reproductivo de la

planta.

Figura 30. Contenido de fosforo en tejidos de PalmaElaeis guineensis Jacq.
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* Nivel de significancia P <0,05 ** P < 0,001

En los tejidos analizados los contenidos de fosforo se encuentran practicamente
en los valores ideales, no se puede determinar una tendencia clara entre palmas
sanas vs enfermas; en la fertilizacion es un elemento que al igual que el Ky N son

aplicados constantemente (ver tabla de fertilizacion), por ello a pesar de la
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presencia de aluminio alta en los suelos analizados, no logra ser completamente

blogqueado y la palma logra absorberlo.

El P es controlado por el pH y el aluminio con el cual forma complejos que impiden
su absorcién por la planta, este elemento hace parte importante de procesos
energéticos ya que hace parte del ATP, permite el sostenimiento de las
membranas constituyendo los fosfolipidos, su deficiencia afecta estos procesos y
la deficiencia afecta rapidamente la fotosintesis y la fijaciobn de carbono que
requiere de Pi para llevarse a cabo. Teniendo presente este factor es pertinente
mejorar las condiciones de acidez y aluminio que permitan que las cantidades
aplicadas en la fertilizaciébn sean aprovechables por la planta, y que los procesos

energeéticos vitales para el desarrollo 6ptimo de la planta sigan su curso.

Figura 31. Contenido de potasio en tejidos de PalmaElaeis guineensis Jacq.
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El potasio contrario al Calcio, se redistribuye facilmente desde las hojas viejas, y
los datos muestran claramente esto, muestran la movilizacion del K de las hojas
adultas a las zonas jévenes, aunque es un elemento bajo en los suelos, debido a
los requerimientos para la produccion es aplicado constantemente, razén por la
cual no se encuentra deficiente y la hoja 17 permite su control y correccion

adecuada en la fertilizacion tomando esta hoja guia.
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El potasio es otro elemento que debe estar en equilibrio en la planta para que
esta, tenga un buen contenido de celulosa y almidon que fortalezcan la pared y
adicionalmente porque es necesario para la sintesis de proteinas; la deficiencia de
potasio causa un rompimiento de la pared (Spann & Schaman,2010) aumentando
el contenidos de azucares en apoplasto y también disminuye la sintesis de la
glutationa, la cual le permite a la planta desintoxicarse de especies reactivas de
oxigeno(Marschner, 1995) y otro aspecto fundamental del K es que participa en la
apertura y cierre de estomas, impidiendo que los patdgenos aprovechen las

estomas para penetrar a la planta.

Figura 32. Contenido de Calcio en tejidos de PalmaElaeis guineensis Jacg.
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Los resultados obtenidos en los tejidos evidencian la acumulacién del calcio en las
hojas viejas, como la hoja 17. La cual es cominmente tomada como guia para los
planes de fertilizacion, haciendo incorrecta la evaluacion del contenido de este
nutriente en la planta. Por el contrario las zonas mas jovenes y zonas
meristemética presentan niveles por debajo del nivel ideal, especialmente en las
enfermas. La literatura menciona que la deficiencia de este elemento afecta
primero a las partes en formacion, meristemos apicales; sitios comunes de inicio
de la enfermedad pudriciéon de cogollo (PC) (hojas nuevas, flecha), la cual podria

facilitarse debido a la falta de calcio para formar la placa celular entre células
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hijas(SALISBUYR & ROSS, 2000a), por esta razén mueren zonas meristematicas

y tejidos en formacion.

La deficiencia mas notoria en los tejidos nuevos se debe a que el Ca®* no puede
ser movilizado desde los tejidos viejos y redistribuido a través del floema,
obligando a los tejidos en desarrollo a contar con un suministro adecuado de
calcio, el cual depende de la transpiracion de la planta, transpiracion que puede
verse afectada cuando fendmenos como la nifia, que disminuye las horas de sol,
hace aun mas dificil la absorcion de calcio (Laing, 2011). Adicionalmente el
transporte de calcio parece estar relacionado con la tasa de crecimiento de las
raices (scaife y Clarkson, 1978) y la funcidn que este ejerce sobre ellas en cuanto
a multiplicacion, crecimiento celular y neutralizacion, es claro que el suministro no
es adecuado (no hay en la fertilizacion aplicada, correctivos Calcio),ademas hay
presencia de aluminio en los suelos y especialmente en las palmas enfermas que
presentan altos contenidos de aluminio y adicionalmente son suelos arcillosos que

no permiten tampoco un buen desarrollo de raiz.

Laing, 2011 menciona que la ruta casi Unica para la absorcién inicial de Ca*
implica que las raices de la planta deben continuar su crecimiento en forma densa,
vigorosa y saludable (caso que no ocurre en suelos con alto contenido de
aluminio) para asegurar la capacidad de absorcién continua, especialmente de Ca,
en respuesta a la demanda ocasionada por el rapido crecimiento de la palma. Este
segun Laing se ve afectado por fertilizaciones intensivas con altos niveles de N,
P, K 'y Mg (ver tabla fertilizacion) los cuales aumentan la acides del suelo

agravando el problema (Laing, 2011).

La deficiencia de calcio en los tejidos enfermos , aumenta la tasa de respiracion,
por el aumento del Calcio en el citoplasma; provocando despolarizacion del
potencial transmembrana, no produce fotoasimilados, interrumpe procesos

asociados al crecimiento probablemente porque detiene la mitosis ya que se
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requiere calcio para formar la placa celular entre células hijas; origina peroxidacién
de lipidos en la membrana, creando compuesto semi construidos, lo cual permite
que los patdgenos encuentren condiciones favorables para su desarrollo cuando la
planta presenta desequilibrio en sus procesos fundamentales como la protedlisis y

la proteosintesis (teoria Trofobiosis),

Otro aspecto importante en cuanto a un menor contenido de calcio en los tejidos
enfermos y en formacion, es la funcion que ejerce el calcio en el fortalecimiento de
la pared celular, especialmente en la estructura protopectina, la cual adquiere
estabilidad con la presencia de calcio; se ha encontrado como en otros cultivos
como el citricos y aguacate atacados por Phythtphora con sales de CaCl,,
controlan el ataque del patégeno (CAMPANELLA et al., 2002), al inhibir la accién
de las pectinesterasas (CHAPMAN, 1965; ZENMEYER, 1995) usados por estos
para entrar a la planta. En los resultados se evidencia la existencia de mayor
contenido de calcio en los tejidos sanos, exceptuando la flecha; estos tejidos al
tener un mayor contenido de calcio, podrian permitir a la planta detener el avance

de la enfermedad y dar a la planta un tiempo activar sus respuestas.

En los tejidos meristematicos, se observa mayor contenido de calcio en la palma
sana vs palma enferma, esto puede permitir el ataque de patdgenos por el
debilitamiento de las paredes celulares, adicionalmente las zonas meristematicas
suelen morir en etapas tempranas, generando tejidos retorcidos y deformados por
la deficiencia de calcio (SALYSBURI & ROSS, 2000).

Segun todos los aspectos mencionados anteriormente, asociados a la deficiencia
del calcio, se hace necesaria la aplicacion de correctivos al suelo, para disminuir la
acidez y mejorar el suministro adecuado de este para que la planta pueda
desarrollar todos los procesos asociados a este elemento, procesos tan

importantes como desarrollo adecuado de raices, fortificacion de paredes
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celulares, inhibicién de pectinesterasas y actuar como mensajero secundario para

activar metabolismos de defensa.

Figura 33. Contenido de Magnesio en tejidos de palma Eleais guineensis Jacq.
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El magnesio presenta variabilidad en los datos obtenidos, aparentemente se
encuentra en mayor cantidad en las palmas enfermas respecto a las sanas,
observaciones en campo permiten identificar deficiencias al encontrar en la zona
marchitamiento de las hojas bajeras en algunos lotes, razén que podria explicar la
variacion en los datos. Los datos encontrados no permiten determinar a ciencia
cierta su presencia 0 ausencia segun presencia o ausencia de enfermedad. Es un
elemento que también debe se controlado ya que regula la absorcion del otros
elementos como el P, Ky Ca. En deficiencia de Mg se acumulan los carbohidratos

y el transporte de Pi se disminuye, afectando la produccién de ATP.
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Figura 34. Contenido de azufre en tejidos de PalmaEleais guineensis Jacq.
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El azufre en general es bajo en todos los tejidos, se ven pequefias diferencias en
el contenido de este entre palmas sanas vs las enfermas, siendo un poco mayor
en la palma sana. Como se menciond anteriormente es un elemento clave en la
conformacion estructural de aminoacidos como la cisteina, y en cuanto a la
respuesta de la planta frente condiciones de estrés por patdogenos u otras
condiciones, muchos metabolitos implican metabolitos que derivan de la cisteina.
Las plantas productoras de cisteina son menos susceptibles a la infeccion por
organismos patogénicos como bacterias y hongos. La cisteina hace parte de la
glutationa es la base de las fitoquelatinas (MARSCHNER, 1995), en general
tienen la estructura de (Glut-Cys)n-Gly. La Glutationa, permite que la planta
disminuya las especies reactivas de oxigeno que se generan como respuesta ante
el ataque de patdgenos (SALISBURY & ROSS, 2000).

Los cloroplastos de la planta también requieren de la cisteina para la adecuada
funcion de los mismos. Cuando las condiciones luminicas son variables (lo cual
sucede en los fendbmenos como el de la nifia), una reduccion en los procesos
fotosintéticos afecta la funcion de los cloroplastos y puede afectar especialmente a
las hojas jovenes (MAATHUIS, 2009).
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Figura 35. Contenido de hierro en tejidos de PalmaEleais guineensis Jacq.
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El hierro aparentemente se encuentra deficiente en la mayoria de tejidos, a
diferencia del meristemo enfermo, pero solo muestra diferencias estadisticamente
significativas en meristemo y flecha de los tejidos vegetales no permite sacar una
conclusién acertada, se puede aclarar que en los suelos que se encuentran las
palmas por ser suelos acidos, el contenido de hierro va de adecuado a alto y la
movilidad de este también. Cabe mencionar que el hierro es un elemento muy
importante en la respiracion mitocondrial y en la biosintesis de hormonas
importantes para la produccion del etileno, acido jasmoénico y estos estan
relacionados con el metabolismo secundario, el cual hace parte de la defensa de
las plantas(HANSCH AND MENDEL, 2009). La deficiencia de este elemento
también puede causar clorosis porque es un elemento muy importante en la

sintesis de la clorofila.

El exceso de hierro puede contribuir a aumentar la produccién de radicales libre

por reacciones de oxidacion por la reaccion de Fenton.

H,0..Fe** — Fe* + OH + OH
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Estos radicales son bastante responsables de la peroxidacién de acidos grasos
polinsaturados de lipidos de membrana (MARSCHNER, 1995), causando necrosis
en los tejidos. Adicionalmente el hierro hace parte de las proteinas hemo como la
catalasa una proteina hemo que ayuda al control de las especies reactivas de
oxigeno, que disminuye cuando la concentracion de hierro disminuyey en las
peroxidasas de pared que catalizan las reacciones de polimerizacion que forman
la ligninas que fortifican las paredes de la planta(KYRKBY & ROMHELD, 2007)

Figura 36. Contenido de manganeso en tejidos de PalmaEleais guineensis Jacq.
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En suelos &cidos, como los suelos de estudio, es comun la toxicidad del
manganeso, especialmente es notoria presencia de este en las palmas enfermas,
especialmente en los tejidos meristematicos, cogollo y la flecha, es un elemento
fundamental en el transporte de electrones en la fotosintesis y en la
desintoxicacion de la planta por radicales libres en estrés. El Mn es un cofactor la
de SOD (supedxido dismutasa), enzima que participa en la desintoxicacion de
radical superéxido (O;"), reduciéndolo a peréxido de hidrogeno, (H.0,); es posible
que el aumento en la concentracion de manganeso en los tejidos, este relacionado
con el estrés que esta sufriendo la planta por el ataque del patégeno y aumente la
toma de este cofactor para bajar los contenidos de O," (Sarkar et al., 2004).
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El exceso de Mn también puede producir manchas marrones en las hojas maduras
por acumulacion de polifenoles y por la acumulacion de calosa y, adicionalmente
causar la perdida de la dominancia apical. Otro aspecto interesante del exceso de
este micronutriente es que genera deficiencia de calcio al afectar su transporte
estimulando la actividad de la AlA-oxidasa y la polifenol oxidasa lo que lleva a la
degradaciondel acido Indol Acético(AlA), encargado del transporte de calcio. Este
aspecto se podria correlacionar con la deficiencia en las hojas de Ca aunque
aparentemente en los suelos se encuentra presente.(Wissemeier and Horst,
1992).

Figura 37. Contenido de cobre en tejidos de PalmaEleais guineensis Jacq.
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La presencia de cobre en los diferentes tejidos no muestra diferencias
estadisticamente significativas en las palmas sanas vs las enfermas.Cabe resaltar
gue el contenido de cobre en los tejidos es menor que en el estado ideal en la
mayoria de tejidos enfermos y especialmente en la hoja 1, la flecha y la hoja 17,
ya que aunque es un elemento movil, su contenido en suelos no se encuentra aun
en el ideal.

Este elemento al igual que el Mn es cofactor de la SOD, por lo cual permite a la
planta proteccion frente al estrés oxidativo (participando en la desintoxicacion de
radicales superéxido), este estrés es generado cuando la planta activa sus

mecanismos de defensa, produciendo especies reactivas de oxigeno para confinar
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al patégeno y evitar su avance (HANSCH & MENDEL, 2009). Adicionalmente es
requerido para la sintesis de la pared celular, tiene un papel importante en el
metabolismo secundario (metabolismo de defensa) especialmente en la
biosintesis de fenol via quinonapara producir sustancias melandlicas y lignina. La
deficiencia de cobre provoca la acumulaciéon de fenoles y reduce la lignificacion de
las paredes, la lignina aumenta la defensa estructural de las plantas frente al
ataque de patdgenos y las sustancias melandlicas, como las fitoalexinas que
inhiben la germinacion de esporas y el crecimiento de hongos. (Kyrbky and
Romheld, 2008).

La deficiencia de Cu disminuye la tasa de fijacion de CO,, ya que la plastocianina
una proteina de cobre, es la encargada de transferir electrones desde el complejo

de citocromo b6f al fotosistema | (Palmer & Guerinot, 2009).

Las deficiencias de cobre causan sintomas visuales como la clorosis, necrosis,
distrofia foliar y muerte ascendente, lo cual es muy interesante al correlacionar
estos sintomas con los causados por la enfermedad pudricién de cogollo (PC)
porque son idénticos. La caida de las hojas también se asocia a la baja ligninacion
(KYRBKY & ROMHELD, 2008).

Figura 38. Contenido de zinc en tejidos de PalmaEleais guineensis Jacq.
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La presencia de zinc en los diferentes tejidos es mayor en las palmas sanas vs las
enfermas; aunque en el cogollo de la palma enferma existen variaciones que
podrian estar relacionadas con la aplicacién de funguicidas y plaguicidas en las
palmas enfermas luego de las cirugias, ya que algunos de estos compuestos
usualmente llevan cobre y zinc en su composicién, como ya se menciond. En la

figura 38 se observa como contenido de zinc en los tejidos se acerca al nivel ideal.

El Zn también es cofactor de la SOD, es importante en la remocion de radicales
libres y protege a las membranas de exceso de radicales superoxidados. Cuando
es deficiente, se rompen los dobles enlaces de los acidos grasos y se genera
lipoperoxidacion y necrosis.Entre sus funciones también esta la de mantener el
control de la permeabilidad y proteger a la planta frente a los agentes patdgenos
(CAKMAK,2000).

La deficiencia de este elemento causa retraso en el crecimiento ya que su
presencia en concentraciones ideales es necesaria para la produccién del acido

indol acético.

Figura 39. Contenido de boro en tejidos de PalmaEleais guineensis Jacq.
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Los resultados obtenidos para el boro no presentan diferencias estadisticamente
significativas, no permiten formular conclusiones claras de la relacion existente
entre su contenido y la enfermedad, o si es mayor o menor en las sanas vs las
enfermas.La razén podria deberse a dos aspectos, 1) la dificultad que presenta
este elemento en su determinacion; 2) que en la mayoria de los casos su
fertilizacion se hace en la axila de la palma, razon por al cual en el caso de las
enfermas que ya tiene muchas cirugias, la muestra se tomé posiblemente en

zonas cercanas a los sitios de fertilizacion.

Se hace clara la deficiencia de este elemento en la hoja 1 y la flechaen palma
enferma, situacion observada en campo, en la cual la hoja 1 que se estaba
emitiendo nuevamente, presentaba deformaciones tipicas de la deficiencia de
boro. Esta deficiencia al igual que la del calcio afecta directamente el
fortalecimiento de las paredes celulares, los puntos meristematicos enferman y

mueren, las hojas se tornan deformes y quebradizas.

Es de resaltar la importancia de los micronutrientes (Fe, Mn, Cu, Zn y B) en los
procesos de defensa de la palma frente aplagas y enfermedades, procesos
desarrollados por las enzimas antioxidantes como SOD en la desintoxicacion de
especies reactivas de oxigeno. Estos micronutrientes tambien permiten la sintesis
de compuestos del metabolismo secundario o de defensa, y sus sintomas de
deficiencia se pueden correlacionar con los sintomas tempranos de la enfermedad
También es clave resaltar que la aplicacién de estos productos es muy deficiente o
en algunas fincas nula, al no ser considerados como necesarios para la

produccion de la palma.

Los resultados obtenidos corroboran el papel fundamental de la nutricion mineral
en el desarrollo de la planta ya que queda claro como cada nutriente tiene un rol
fundamental en las respuestas de la planta ante la enfermedad. Cuando el

patdgeno interacciona con la planta y logra infectarla la planta altera su fisiologia,
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principalmente respecto a la absorcion mineral, asimilacion, transformacion y
utilizacion de nutrientes, pero adicionalmente es importante tener presente que
plantas con adecuada nutricidn, tienen gran resistencia a las pestes y
enfermedades. La susceptibilidad se incrementa cuando la concentracion de los

nutrientes se desvia del estado optimo (Spann y Schumann, 2010).

121



7.2 ANALISIS DE TEJIDOS VEGETALES DE PALMA Elaeisguineensis Jacq.
UTILIZANDO MICROSCOPIA SEM

Los andlisis obtenidos fueron realizados en el laboratorio de Microscopia de la
Universidad Industrial de Santander.

Figura 40. Tejido de hoja sin necrosis aparente y con necrosis en palma enferma
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tejidos y la presencia de posibles
patégenos.
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Figura 42.Tejido de hoja con necrosis en palma enferma con aparente entrada de

patégeno

Esta micrografia de hoja con necrosis de
palma enferma, muestra la entrada de un
patégeno, aprovechando la estoma de la hoja
abierta. Algo que podria evitar las barreras
que interpone la planta para su entrada.

Debido a que no se tiene una vista completa
de la cola, no se puede identificar el patdgeno.

Figura 43. Tejido de hoja sin necrosis en palma enferma
—

En esta micrografia se evidencia la presencia de patdgenos degradando el tejido.
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Figura 44.Meristemos sano con presencia aparente de Patégeno.

Micrografia de meristemo de
palma sana. Al parecer se
encuentra patdgeno al interior
del tejido. Se cree que esto
indicaria que solo la deficiencia
del nutriente hace que adn
teniendo el patégeno, este
pueda atacar a la planta y

conviva con el.

Figura 45.Meristemo Palma enferma

Micrografia de meristemo de
palma enferma. La forma
ovoide al parecer nos permite
indicar la  presencia de
patégenos al interior del tejido.

La presencia del patdgeno en la palma sana ayudaria a entender porque desde
los primeros estudios realizados por Duff en 1994 hasta hoy, no se ha podido
demostrar que la enfermedad es causada por un patégeno especifico, ya que
después de inoculaciones en palmas sanas no se ha reproducido la enfermedad;
adicionalmente no se han cumplido los postulados de Koch. Por lo cual aun se
puede decir que la enfermedad se desarrolla con la presencia de los dos factores
mencionados en la hipétesis de esta tesis, la presencia del patégeno y el déficit de
nutrientes para la defensa, sea esta fortaleciendo de la pared celular (Cay B) o
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produciendo y eliminando de manera balanceada las especies reactivas de

oxigeno o metabolismo secundario (S,Cu, Zn, Fe).

Referente al patdgeno, la presencia de este o0 estos, esta siendo evaluada en el
grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia de la Universidad Industrial
de Santander. También se planea realizar otros andlisis de imagenes, mejorando
las mismas mediante secado previo de tejidos, lo cual por ahora no fue posible por

la falta de un aditamento del microscopio electrénico.
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7.3 BIOENERGETICA EN PLANTAS

FIGURA 46. Consumo de oxigenoen mitocondrias de palma sana, energizadas con

malato y glutamato.
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Sistema de reaccién: Mitocondrias de cogollo de palma de aceite 1mg/mL, HEPES 10 mmol.L™ (pH
7.4), EGTA 0.1 mmol.L™", sacarosa250 mmol.L™, KCI 65 mmol.L™" y suplementadas con glutamato
de sodio 3 mmol.L™, malato 2mM, Pi 1.6 mmol.L"* y ADP 0.6 mmol.L™. Resultado representativo de
2 palmas sanas diferentes. Los niUmeros representan la velocidad de consumo de oxigeno en nmol
de oxigeno por minuto.
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FIGURA 47. Consumo de oxigeno en mitocondrias de palma sana, energizada con

succinato.
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Sistema de reaccién: Mitocondrias de cogollo de palma de aceite 1mg/mL, HEPES 10 mmol.L™ (pH
7.4), EGTA 0.1 mmol.L™, sacarosa250 mmol.L™, KCI 65 mmol.L"" y suplementadas con rotenona
10mM succinato 3mM, Pi 1.6 mmol.L™ y ADP 0.6 mmol.L™. Resultado representativo de 2 palmas
sanas diferentes. Los nimeros representan la velocidad de consumo de oxigeno en nmol de
oxigeno por minuto.

Se realizaron ensayos de consumo de oxigeno de mitocondrias aisladas de los
cogollos de cada una de las palmas colectadas, obteniendo mitocondrias no
acopladas tanto para las palmas sanas (Figuras 46 y 47) como para las palmas en
estado inicial de enfermedad (Figuras 48 y 49), como lo observado a partir de los
valores de los controles respiratorios. Esto podria deberse a que las mitocondrias
son aisladas un dia después de la colecta, de acuerdo a los descrito en materiales
y métodos. Se espera que para procedimientos posteriores se pueda trabajar con
células cultivadas y asi obtener mitocondrias de forma mas rapida y posiblemente

con mejores controles respiratorios.

Aun con mitocondrias desacopladas, los resultados de la respiracion mitocondrial,

arrojaron algunos datos interesantes, por ejemplo, la velocidad de respiracion de

127



las mitocondrias en presencia de FCCP, un protonoforo desacoplador de las
fosforilacion oxidativa, en palmas sanas es similar a la velocidad del estado 3 lo
cual concuerda con lo descrito en la literatura, donde la velocidad de respiracion
en presencia de un desacoplador es tan alta como la velocidad de respiracién en
presencia de ADP. Sin embargo en las palmas enfermas se observé que la
velocidad de respiracion en presencia de FCCP fue igual al 60% de aquella
presentada en el estado 3, lo que podria llevar a pensar que en vez de introducir
protones a la matriz mitocondrial podria estar contribuyendo a expulsar protones

hacia el espacio intermembrana.

Es importante recalcar que las mitocondrias de células vegetales ademas de las
proteinas de la fosforilacion oxidativa presentan otras proteinas que pueden
contribuir al consumo de oxigeno, como los son la oxidasa alternativa, quien se
encarga de reducir oxigeno a agua, y proteinas desacopladoras que contribuyen
al consumo del potencial de membrana y liberan energia en forma de calor
(Affourtit, Krab y Moore, 2001), la presencia de estas proteinas desacopladoras
podria explicar el efecto presentado por la adicion de FCCP en las Figuras
46,47,48, y 49.
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FIGURA 48. Consumo de oxigeno en mitocondrias de palma enferma, energizada con

malato y glutamato.
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Sistema de reaccion: Mitocondrias de cogollo de palma de aceite 1mg/mL, HEPES 10 mmol.L™ (pH
7.4), EGTA 0.1 mmol.L?, sacarosa 250 mmol.L™, KCI 65 mmol.L™ y suplementadas con glutamato
de sodio 3 mmol.L™, malato 2mM, Pi 1.6 mmol.L™ y ADP 0.6 mmol.L™. Resultado representativo de
4 palmas diferentes. Los nimeros representan la velocidad de consumo de oxigeno en nmol de
oxigeno por minuto.
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FIGURA 49. Consumo de oxigeno en mitocondrias de palma enferma, energizada con

succinato.
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Sistema de reaccién: Mitocondrias de cogollo de palma de aceite 1mg/mL, HEPES 10 mmol.L™ (pH
7.4), EGTA 0.1 mmol.L", sacarosa 250mmol.L™, KCI 65 mmol.L™ y suplementadas con rotenona
10mM, succinato 3mM, Pi 1.6 mmol.L™ y ADP 0.6 mmol.L™. Resultado representativo de 4 palmas

diferentes. Los numeros representan la velocidad de consumo de oxigeno en nmol de oxigeno por
minuto.
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FIGURA 50. Consumo de oxigeno en mitocondrias de palma sana y posterior adicién de

acido oléico.
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Sistema de reaccion: Mitocondrias de cogollo de palma de aceite 1mg/mL, HEPES 10 mmol.L™ (pH
7.4), EGTA 0.1 mmol.L™, sacarosa 250 mmol.L™", KCI 65 mmol.L™ y suplementadas con rotenona
10mM, succinato 3mM, Pi 1.6 mmol.L™, ADP 0.6 mmol.L™" y &cido oleico 10mM. Resultado
representativo de 2 palmas diferentes. Los numeros representan la velocidad de consumo de
oxigeno en nmol de oxigeno por minuto.

131



FIGURA 51. Consumo de oxigeno en mitocondrias de palma enferma y posterior adicion

de &cido oléico.
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Sistema de reaccién: Mitocondrias de cogollo de palma de aceite 1mg/mL, HEPES 10 mmol.L™ (pH
7.4), EGTA 0.1 mmol.L™, sacarosa 250 mmol.L™, KCl 65 mmol.L"" y suplementadas con rotenona
10mM, succinato 3mM, Pi 1.6 mmol.L™, ADP 0.6 mmol.L™" y acido oleico 10mM. Resultado
representativo de cuatro palmas diferentes. Los niameros representan la velocidad de consumo de
oxigeno en nmol de oxigeno por minuto.

Al adicionar acido oleico, un activador de proteinas desacopladoras, observamos
que la velocidad de consumo de oxigeno es levemente mayor a la del estado 3,
tanto en palmas sanas como enfermas (Figuras 50 y 51), lo que sumado a los
resultados en presencia de FCCP, podria indicar que en las mitocondrias de
palmas de aceite se encuentran proteinas desacopladoras altamente activas.
Haciendo una analogia con las mitocondrias en células animales, especificamente
mitocondrias presentes en tejido adiposo marrén con las presentes en cogollo de

palma de aceite, se podria decir que las mitocondrias de cogollo, responden de
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forma similar a las de tejido adiposo marrén, aumenta las proteinas
desacopladoras por la presencia lipidica y liberan energia en forma de calor, esta

teoria debera ser confirmada en experimentos posteriores.

Para estudiar la respiracion celular debida a la oxidasa alternativa se llevaron a

cabo experimentos en presencia de cianuro y acido salicilhidroxamico (SHAM).

Figura 52. Mitocondrias de palma sana, en presencia de cianuro y SHAM.
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Sistema de reaccién: Mitocondrias de cogollo de palma de aceite 1mg/mL, HEPES 10 mmol.L™ (pH
7.4), EGTA 0.1 mmol.L™, sacarosa 250 mmol.L™, KCl 65 mmol.L"" y suplementadas con rotenona
10mM, succinato 3mM, Pi 1.6 mmol.L™, ADP 0.6 mmol.L™, cianuro de potasio 1mM, SHAM 1mM.
Resultado representativo de 2 palmas diferentes. Los nUmeros representan la velocidad de
consumo de oxigeno en nmol de oxigeno por minuto.
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Figura 53. Mitocondrias de palma enferma, en presencia de cianuro y SHAM.
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Sistema de reaccion: Mitocondrias de cogollo de palma de aceite 1mg/mL, HEPES 10 mmol.L™ (pH
7.4), EGTA 0.1 mmol.L™, sacarosa 250 mmol.L™", KCI 65 mmol.L™ y suplementadas con rotenona
10mM, succinato 3mM, Pi 1.6 mmol.L™*, ADP 0.6 mmol.L™, cianuro de potasio 1mM, SHAM 1mM.
Resultado representativo de 4 palmas diferentes. Los numeros representan la velocidad de
consumo de oxigeno en nmol de oxigeno por minuto.

En las Figuras 52 y 53 se trataron mitocondrias energizadas, con cianuro, inhibidor
del complejo IV de la fosforilacion oxidativa, y SHAM, inhibidor de la oxidasa
alternativa. En las mitocondrias de palmas sanas (Figura52) se observd que al
adicionar cianuro la velocidad de respiraciobn aumentoé, debiéndose tedricamente la

velocidad de respiracion en presencia de cianuro a la actividad de la oxidasa
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alternativa, sin embargo, al adicionar SHAM la velocidad de respiracion
nuevamente se incrementd, lo que nos lleva a pensar que posiblemente las
mitocondrias de palma de aceite posean proteinas oxidasas resistentes a SHAM,
lo que abre una nueva de posibilidad de estudio mitocondrial en células vegetales.
Este mismo experimento se reprodujo en mitocondrias de palma enferma y se
encontrd0 que las velocidades disminuian contrario a lo encontrado en palmas
sanas, sin embargo, este resultado por falta de conocimiento de la bioenergética

de palmas de aceite, no nos permite llegar a conclusiones.

En otras plantas como tomate las mitocondrias responden alterando su
bioenergética, aumentando la produccion de especies reactivas de oxigeno para
responder al ataque de patégenos, este mismo estudio en palmas de aceite arrojé
mas interrogantes que respuestas, los controles respiratorios son similares en
ambos tipos de palmas, ambas se presentan proteinas desacopladoras, pero se
observa que las palmas sanas presentan mayor actividad de una posible oxidasa
alternativa resistente a SHAM, para responder como estos resultados contribuyen
a la caracterizacion de la enfermedad pudricion de cogollo, es obligatorio
profundizar en el estudio de las proteinas presentes en las mitocondrias de esta
planta, lo que se realizard en futuros proyectos en el grupo de investigacion en
bioguimica y microbiologia de la UIS.
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7.4 ENZIMAS ANTIOXIDANTES Y LIPOPEROXIDACION
Para estudiar si la planta respondiéo al atague del patdégeno se estudo la

lipoperoxidacion y la actividad de enzimas antioxidantes, en los dos grupos de
estudio, lo cual se presenta a continuacion.

Figura 54 .Lipoperoxidacion
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Sistema de reaccién:D-manitol 250mmol.L-1 y HEPES 10 mmol.L-1, pH 7,2. Despues de 45 minutos de
incubacién, se tomaran alicuotas, a las cuales se adicionara reactivo constituido de &cido tricloroacético (TCA)
15% (w/v), &cido tiobarbitdrico (TBA) 0,375% (w/v) en HCI 0,25 mol.L-1 y butil hidroxitolueno (BHT) 0,01%.

Al analizar la lipoperoxidacion en los dos grupos de palmas de estudio se observo
una mayor lipoperoxidacion en las membranas de las palmas enfermas vs las
sanas (Figura54), lo cual es congruente con un aumento del estrés oxidativo en
las palmas enfermas. Esto puede ser causado por un aumento significativo de las

ERO en respuesta al ataque del patégeno.

Ante el estrés oxidativo evidenciado por la lipoperoxidacion, la palma no aumenta
la actividad de sus enzimas antioxidantes. Esta informacion se evidencia en las
figura 55 (SOD) y 56 (CAT) ya que no existe una diferencia significativa en la
actividad de la SOD ni de CAT de palmas enfermas vs las sanas, lo cual podria
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deberse a que este mecanismo no es usado por la planta para disminuir las
ERO.AI estar en presencia de patdgenos se requiere que la planta genere mayor
concentracion de ERO, para la activacién de sus mecanismos de defensa.

Figura 55. Superoxido dismutasa (SOD)
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Sistema de reaccion: Tris-HCI 10mM (pH 8,0), NADH 340uM, NTB 72uM, PMS 30uM
y Mitocondria 250ug proteina/mL. Seguido 560nm

Figura 56. Catalasa (CAT)
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Sistema de reacciéon: Tampén fosfato 50mM (pH 7,0), H,O, 10mM vy
mitocondria 130ug de proteina/mL. Seguido disminuciéon absorbancia a
240nm

137



Figura 57. Glutationa Reductasa:
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Sistema de reaccion: tampoén fosfato 100mM (pH 7,0), EDTA 1mM, GSSG 0,66mM,
NADPH 0,075mM y mitocondria 50ug de proteina/mL. La reaccion fue monitoreada

La figura57 muestra mayor actividad de la glutationa reductasa, enzima que se
encarga de mantener los niveles de glutationa reducida en la célula.
Adicionalmente se evalué actividad de la glutationa peroxidasa (datos no
mostrados) que no presento actividad ni en palmas sanas ni enfermas. Lo que
podria indicar que en palmas sanas la disminucion de ERO se debe
especificamente a vias no enzimaticas, como la eliminacién directa del anién
superéxido y al peroxido de hidrégeno por su capacidad antioxidante
intrinseca(KOWALCZYK et al,2006).

En la palma sana hay mayor actividad oxidando NADPH que en las enfermas y es
mas efectiva para producir glutationa reductasa, lo que le permite mantener un
mejor control de las ERO. Por el contrario en las enfermas hay menos activad para
reducir GSSH ya que no requieren hacer un control de esta y necesitan la

presencia de esta para generar mas ERO en respuesta al estrés por el patégeno.
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7.5 TRANSPORTE DE CALCIO EN MITOCONDRIAS ENERGIZADAS DE
PALMA

Para analizar si el calcio esta relacionado con el estrés oxidativo de las palmas de
aceite bajo el ataque del patdégeno, se analiz6 como se comporta el transporte de
calcio a través de mitocondrias tanto en palmas sanas como enfermas.

Figura 58. Transporte de calcio en las mitocondrias de palmas de aceite Elaeis

guineensis Jacq.
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Sistema de reaccién: Mitocondria 9,5x10'2mg/mL, sacarosa 125mM, KCI 65mM, HEPES 10mM (pH
7,2). Fura 2AM 5uM. Suplementadas con: Rotenona 10mM, succinato 3mM, CaCl, 35mM y FCCP
10mM. )\emision 340nm y )\exci{acién 510nm

Se determiné el flujo de calcio en las mitocondrias energizadas con succinato
observando un aumento de la intensidad de fluorescencia por adicion de calcio y
disminucion de la intensidad de fluorescencia como consecuencia de la adicion de
FCCP, el cual actia como desacoplador introduciendo H* a la matriz mitocondrial,
permitiendo estudiar el flujo de salida del calcio de la organela.

La palma enferma capté menos calcio y liber6 mas calcio en presencia de FCCP
(Tabla 5), lo que quiere decir que esta regulando en un menor grado la
concentracién de calcio en el citoplasma, probablemente generando unl aumento
de la concentracion de Ca en el citoplasma; dicho aumento de calcio

citoplasmatico podria desencadenar una serie de reacciones que podrian finalizar
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en la muerte celular, por activacion de proteinas dependientes de GTP vy

aumentando la produccion de ERO.

Tabla 5. Liberacién en calcio en presencia de FCCP

Intensidad de
Estado de la |Intensida flurescencia ; A Intensida de
fluorescencia ;
palma entrada Ca salida de Ca
Salida Ca
Enferma 27488 18989,9 8498,2
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8. CONCLUSIONES

Al determinarel pH, la textura, materia organica, composicion de calcio,
azufre y micronutrientes en el suelo se encontré que existe un desbalance
entre los nutrientes relaciondados con el metabolismo de defensa de las

plantas evaluadas.

Aunque existen niveles adecuados de algunos elementos como el calcio y
el fosforo en suelos, su correlacion con sus valores encontrados en los
tejidos vegetales hacen evidente la necesidad de realizar enmiendas mas

efectivas respecto al factor acidez/aluminio.

En la evaluacion de los tejidos vegetales de cogollo y de meristemo y la
hoja 17, se evidencié que el contenido de calcio en esta hoja, la cual se
toma como referencia para realizar controles nutricionales, no es el mas

pertinente ya que este elemento tiende a acumularse en estos tejidos.

Los tejidos joévenes, como meristemos apicales, la flecha y la hoja 1
necesitan un resuministro constante de calcio ya que como se observo en
los analisis y aunque es necesario para el desarrollo de estas zonas en

crecimiento, no se detectd un nivel adecuado del mismo.

Aunque el azufre es un elemento clave en la conformacion estructural de
aminoacidos como la cisteina, ya que muchos metabolitos de defensa
derivan de ella, en los resultados se evidencié una marcada deficiencia del
mismo, haciendo a las palmas mas susceptibles a la infeccion por

organismos patogénicos como bacterias y hongos.
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En cuanto al mecanismo de defensa de estrés oxidativo se corrobord que
tanto palmas sanas como enfermas activan sistemas para la generaciéon de
enzimas antioxidantes (buscando evitar que las cantidades de ERO usadas
para confinar al patégeno terminen causando un dafio mayor por

lipoperoxidacion).

Se presentd una mayor lipoperoxidacion en las membranas de las palmas
enfermas Vs las sanas, lo cual tiene relacion con un aumento del estrés

oxidativo en las palmas enfermas.

Se demostré que las palmas sanas presentan una mayor actividad de la
enzima glutationa reductasa y que no existe diferencia significativa en la
actividad de la SOD, CAT y Glutationa peroxidasa entre palmas sanas y

enfermas.

En relacién a la bioenergética mitocondrial, se demostré que las palmas de

aceite poseen oxidasas alternativas resistentes a SHAM.

Se demostr6 que las palmas sanas regulan mas eficientemente el
transporte de calcio mitocondrial, manteniendo mas baja la concentracion

del idn en el citoplasma.
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