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RESUMEN

Con el propésito de establecer un bioensayo que permita determinar
el papel de la sintesis de calosa en la resistencia al amarillamiento letal, se '
uso6 el fluorocromo azul de anilina para estudiar la sintesis de este glucano
en tejidos foliares de cocotero. Con este fin, se optimizaron técnicas de
microscopia y fluorometria previamente descritas, y se evalud el efecto de

cuatro condiciones que han mostrado su eficacia para inducir sintesis de

calosa en distintos modelos experimentales (dafio mecanico, o incubacion en

quitosano o concentraciones altas de Al o Mn).

En los analisis de microscopia, la confiabilidad de las condiciones de

tincién se corroboré mediante su capacidad para mostrar acumulaciones de
calosa en tejidos afectados por el amarillamiento letal. De las distintas
modificaciones probadas para la fijacion, el aclaramiento y la reduccién de
autofluorescencia, se seleccionaron las siguientes: uso de hojas jévenes,
adicion de mercaptoetanol al fijador (FAA), infiltracion de los tejidos con el
fijador mediante la aplicacién de vacio, aclaramiento con mezclas de glicerol
y etanol, y alargamiento del tiempo de incubacion en acido periédico a una

hora.

La obtencidén de extractos que permitieran la cuantificacién confiable

de calosa se logré a través de la introduccién de numerosas modificaciones,
las cuales permitieron eliminar la interferencia encontrada inicialmente en los
analisis fluorométricos. Los cambios introducidos incluyeron: maceracion de
los tejidos con nitrogeno liquido al inicio de la extraccién, substitucion del
amortiguador de HEPES por uno de ascorbatos, incorporacion de dos etapas
de extraccién adicionales (una con amortiguador, la otra con éter), y uso de

antioxidantes durante la extraccion alcalina.



Los cuatro tratamientos probados para inducir sintesis de calosa
causaron un aumento del 12 por ciento en su concentracion después del
pri:f;ier‘ dia, y en los tres dias posteriores se observaron velocidades de
aumento menos importantes. El control de los tratamientos de incubacion
mostré variaciones similares. Puesto que en todos estos casos los tejidos
analizados sufrieron cierto dafio mecanico inherente a las condiciones
experimentales, los resultados sugieren que la hoja es un tejido muy sensible
a este tipo de estrés. De las condiciones que indujeron sintesis de calosa, la
incubacion con amortiguador libre de quitosano, Mn o Al, representa el
tratamiento mas simple capaz de permitir el control de las condiciones del
medio durante el tratamiento. Por lo tanto, se propone este procedimiento

como un punto de partida para estudios subsiguientes.




