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RESUMEN

ABSTRACT

La introduccion de especies exoticas invasoras incide y amenaza la
biodiversidad. Dentro de ellas, el acaro rojo de las palmas (Raoiella
indica) (acaro fitéfago de origen asiatico que recientemente invadié
el hemisferio occidental) resulta de gran importancia, pues afecta a
plantas como el platano y el cocotero, y ademas amenaza las palmas,
simbdlicas, diversas y abundantes en Cuba. Debido a la determinacion
reciente de su presencia en mayor o menor proporcion en palmas de los
Jardines botanicos de todas las provincias del pais, el objetivo del trabajo
fue realizar un estudio preliminar de la variabilidad a nivel bioquimico y
molecular existente en siete materiales promisorios de palmaceas con
diferente comportamiento frente a R. indica. Se ensayaron una bateria
de isoenzimas en un grupo de especies, que han resultado importantes
en base a su comportamiento observado frente al &caro, incluyendo en
el anélisis otros materiales susceptibles como referencia. Las plantas
se mantuvieron en condiciones semicontroladas, y una vez realizados
los muestreos se procedi6 a la extraccion de proteinas totales para
posteriormente realizar las determinaciones de actividad especifica e
isoenzimas con los materiales pertinentes. Esta etapa incluy6 la estan-
darizacion de las técnicas referidas. Fueron analizados los siguientes
sistemas isoenzimaticos: POX, APX, SOD, catalasas, descritos previa-
mente por diferentes autores, describiéndose para cada uno de ellos
patrones especificos con ligeras diferencias en la intensidad de bandas
y en el nimero de ellas, aunque no en todos los sistemas, lo que su-
giere incrementar el nimero de especies a analizar segun el grado de
infestacion obtenido previamente y realizar su caracterizacion con el
empleo de un mayor nimero de isoenzimas.

Palabras claves: Raoiella indica, POX, APX, SOD, catalasas, isoenzi-
mas, RAPD.

Invasive exotyc species introduction impacts and threatens the biodi-
versity, one of them, Raoiella indica (mite phiitdphage from Asian origin
who recently invaded the Western hemisphere) the red palm mite, have
a great importance, because many plants species were affected such
as bananas and coconut and also palms results threatened, symbolic,
diverse and abundant in Cuba. Determination of its presence in greater
or less proportion in palms species from botanical gardens of all provin-
ces in Cuba was made so the objective of this work was to carry out a
biochemical variability existing preliminary study in 7 promising palma-
ceas materials with different degree of infection to R. indica. We tested
a battery of isozymes in several species, which have been fundamental
by the behavior observed in front of the mite related with their resistance,
in the analysis was including other materials susceptible as a referen-
ce. The plants were kept in partial control cconditions and once made
samplings, was proceeded to total protein extraction and subsequently
was make the specific activity and isoenzymes determinations with the
relevant materials. This stage included the techniques standardization.
The following systems were analyzed POX, APX, SOD, CATALASES
isoenzymes described previously by authors from different countries.
Each of them described specific patterns with slight differences in the
intensity of bands and in the number of them although not all. Results
allowed differentiate some materials used which suggests increasing the
number of species to be analyzed according to the degree of infestation
previously obtained.

Key words: Raoiella indica, POX, APX, SOD, Catalases, isoenzymes,
RAPD.

INTRODUCCION

La introduccién de especies exéticas invasoras incide
y amenaza la biodiversidad, dentro de ellas el acaro
rojo de las palmas (Raoiella indica) (acaro fitéfago de
origen asiatico que recientemente invadio el hemisferio
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occidental) resulta de gran importancia, pues afecta a
plantas como el platano y el cocotero, y ademas ame-
naza las palmas, simbélicas, diversas y abundantes en
Cuba. Raoiella indica, calificada como especie exética
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invasora (EEI), fue registrada en la zona mas orien-
tal de Cuba desde 2008, también denominado dcaro
rojo de las palmaceas (De la Torre y col., 2010). Su
presencia en cocoteros, platanos y bananos propicié
la realizacién de un proyecto de investigacién y sus
resultados permitieron el disefio de los elementos ba-
sicos para una estrategia de manejo. Como su nombre
lo indica, su habitat incluye a especies botanicas de
la familia Arecaceae, de las que Cuba posee una di-
versidad significativa, representadas en particular en
las colecciones de los jardines botanicos (Leiva, 1999),
que pudieran constituir habitat para este acaro y por
tanto estar amenazadas.

Debido a la determinacién reciente de su presencia en
mayor o menor proporcién en palmas de los jardines
botanicos de todas las provincias del pais, el objetivo
del trabajo fue realizar un estudio preliminar de la
variabilidad a nivel bioquimico existente en materiales
promisorios de palmaceas con diferente comporta-
miento frente a R. indica.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Las plantas de siete genotipos de palmas fueron to-
madas de un invernadero donde crecen en condiciones
controladas. Los genotipos seleccionados fueron los
siguientes:

. Chamaedore atepejilote Liebm.

. Liwvistona chinensis (Jacq.) R. Br. ex Mart.
. Washingtonia filifera

. Trachycarpus fortunei

. Chamaerop shumilis

. Phoenix canariensis

NN v R W b~

. Acoelorraphe wrightit

Cada uno de ellos posee un comportamiento frente a
R. indica, segiin Ramos y col, 2016.

Extractos crudos de tejidos de plantas

Las hojas fueron congeladas con N, liquido y mace-
radas en un mortero en frio. Posteriormente el polvo
fue homogenizado en un medio compuesto por 0,1 mM
Tris-HCL pH 7,8; 0,1 mM ethylenediaminetetraace-
ticacid (EDTA); 5 mM dithiothreitol (DTT); 10 %
(v/v) glycerol and 0,2 % Tritén X-100. El homogenato
fue pasado por vortex por 1 min y después se filtré
por gasa en frio y pasado a tubos eppendorf. El ex-
tracto fue centrifugado 25 min at 15 000 rpm, 4 °C,
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y el sobrenadante fue pasado por columna NAP-5 de
intercambio iénico con Matriz de Sephadex G-25. La
elucién se realizé con la misma solucién de extrac-
cion, y el sobrenadante se usé inmediatamente para
los ensayos.

Ensayos isoenzimaticos

Se determinaron mediante la electroforesis nativa en
geles de poliacrilamida (PAGE) como lo reportado
por Ruiz y Naribona, 1983. Todos los sistemas isoen-
zimaticos fueron identificadas posteriormente. Las
isoenzimas Superoxidodismutasa (SOD) fueron iden-
tificados con NBT y Riboflavina, segiin Beauchamp
& Fridovich, 1971, citado por Corpas et al., 2008. Las
catalasas (Cat) fueron determinadas empleando como
concentracién de PA en el gel: 8 %. En la tincién de las
catalasas se utilizaron DAB 0,5 mg/mLy H,0,5 mM,
disueltas en solucion amortiguadora fosfato de sodio
0,05 M pH 7,0, luego de la incubacién del gel en una
solucién de peroxidasa de rabano 50 ug/mL. La tin-
cion de las isoenzimas POX se realiz6 empleando una
solucién compuesta por diaminobencidina (DAB) y
peroxido de hidrégeno sobre el gel; se producen bandas
carmelitas sobre un fondo claro (Adan y col., 1995).
Las ascorbato peroxidasas (APX) se determinaron
incubando los geles en una solucién de fosfato potasico
50mM pH 7 que contieneascorbato2mMy H, 0,0,5mM,
el revelado se realiz6 empleando TEMED y NBT por
10 min hasta la apariciéon de bandas blancas sobre un
fondo azul, segin lo descrito por Bieker y col., 2012.

RESULTADOS

Ensayos isoenzimaticos

El analisis de isoenzimas permite diferenciar especies muy
similares entre si. La enzima catalasa (CAT; EC1.11.1.6)
cataliza la ruptura del H,0,.

La Fig. I muestra el comportamiento de los siete
genotipos frente a esta enzima, y la misma permite
diferenciar entre genotipos, teniendo en cuenta el
patrén de bandas obtenido. En general se observan
dos bandas de diferente movilidad que estan presentes
en todos los genotipos con excepcion de los genotipos
6 y 7, en los cuales se observa una sola banda ancha
que bien pudiera suponer dos bandas con movilidad
muy parecida.

La presencia de dos patrones de bandas diferentes
evidencia cierto polimorfismo a catalasas de estas
especies de palmas.
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1. Catalasas isoenzimas

Isoenzimas catalasas
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Figura 1. Comportamiento de la enzima catalasa frente a siete especies de palmas con

diferente comportamiento frente a R. indica.

La Fig. 2 comprende el comportamiento de los geno-
tipos en estudio con las isoenzimas SOD. Como puede
apreciarse, estas isoformas resultaron polimoérficas en
estas especies de palmas, pues mostraron patrones
variables en cuanto a la movilidad e intensidad de

las bandas en los genotipos estudiados, incluyendo
al genotipo 5, que mostré un patrén especifico con
cinco bandas.

La SOD reduce el NBT por radicales superéxidos genera-

dos en el experimento. Se diferencian en CuZn, Mn y Fe.

2. Catalasas isoenzimas

Isoenzimas SOD

—>
—>

Figura 2. Comportamiento de la enzima SOD en siete especies de palmas con diferente

comportamiento frente a R. indica.

En la Fig. 3 se observa el comportamiento con isoen-
zimas de ascorbato peroxidasas (APX) de los siete
genotipos. Estas isoenzimas no resultaron polimér-
ficas en estos genotipos, puesto que generaron solo

un patréon de bandas compuesto por dos bandas de
movilidad parecida. Sin embargo, en el genotipo 7 se
observa una tercera banda de menor intensidad que
pudiera establecer diferencias entre ellos.
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3. Isoenzimas APX

Isoenzimas Ascorbato Peroxidasas

Figura 3. Comportamiento de la enzima APX en siete especies de palmas con diferente

comportamiento frente a R. indica.

Las isoenzimas peroxidasas resultaron polimoérficas para
tres de los siete genotipos de palmas, como se observa en
la Fig. 4. Se observan patrones de una, dos y tres bandas

de diferente movilidad. Resulta nuevamente interesante
el comportamiento del genotipo 7 que result6 polimérfico
para varios de los sistemas estudiados.

Isoenzimas peroxidasas

1 2 3

T

4 5 6 7
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Figura 4. Comportamiento de la enzima POX en siete especies de palmas con diferente

comportamiento frente a R. indica.

DISCUSION

Los estudios en los patrones de enzimas contribuyen al
conocimiento de la variabilidad de diferentes especies.
Este analisis permite establecer diferencias no detec-
tables desde el punto de vista morfolégico (Estrada
et al., 1997). Por lo tanto, la variaciéon isoenzimatica
en el nivel intraespecifico ha sido estudiada en varias
especies con el fin de diferenciar poblaciones dentro
de una especie o complejo de especies. Por ende, las
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diferencias en los patrones electroforéticos son de
gran importancia sistematica, pues ademas indican
una variacion en la estructura de las proteinas como
un efecto directo de la variacién génica entre taxones

(Solis y Faloci, 2000).

Como conclusién ponemos mencionar que resulta-
ron polimérficos tres de los cuatro sistemas isoen-
zimaticos estudiados, asi como los andlisis de PCR
realizados.
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Segin trabajos anteriores, el efecto antrépico y las
diferentes especies de palma son los aspectos mas
importantes que determinan la incidencia de R. in-
dica en las palmas cubanas, otro elemento a tener en
cuenta para los resultados obtenidos en este trabajo.

Existen isoenzimas como las peroxidasas y las Q- y
J3- Est; estan constituidas por un grupo complejo
de proteinas asociadas con proteinas intracelulares
especificas que muestran un total de ocho sitios poli-
moérficos en el caso del tomate (Ilorido et al., 2002).
El marcado polimorfismo que se presenta en estos
sistemas analizados ha sido informado también por
otros autores al estudiar el nivel de poliploidia en clo-
nes de platano (Roman et al., 1997), en el tejido foliar
de tomate (Florido et al., 2002) y en la caracterizacién
de clones de yuca (Schmidt et al., 2003), lo que ha

permitido diferenciar accesiones en estos cultivos.

Dentro de las especies de palmas muestreadas estan
L. chinensis (2). Es importante sefialar que ademas de
estar presente en la mayoria de los jardines botanicos
en Cuba, esta, entre otras, es de las especies que mas
se utilizan en jardines, parques y avenidas en nues-
tro pais. De ahi la importancia de lograr una buena
diferenciacion entre las diferentes especies de palmas
cultivadas. Estos criterios contribuiran a atenuar la
presencia y la distribucién de la plaga exética.

Como mencionamos anteriormente, todos los sistemas
empleados no resultaron polimérficos. Se reafirma
entonces que no todos los sistemas tampones y pro-
cedimientos de extraccion son efectivos para todas las
enzimas de un tejido ni para todas las condiciones de
laboratorio. Como ejemplo se puede citar a Ramirez et
al. (1987), quienes probaron 16 sistemas isoenzimati-
cos en cinco tipos de tejidos de yuca y solo recomenda-
ron O-y f3- Est para la caracterizacion e identificaciéon
de duplicados de la coleccién del mencionado cultivo.
Por ello pudiera inferirse que para las accesiones es-
tudiadas solo pueden recomendarse los sistemas de
peroxidasas, catalasas y SOD, independientemente
de que debe probarse con otros que se hayan utilizado
en diferentes cultivos. Al respecto, se conoce que las
plantas requieren generalmente mas de una isoforma
de una enzima particular, de manera tal que se garan-
tice una catalisis eficiente (Alvarez, 2005).

Asimismo, debe considerarse que las isoenzimas son de
expresion génica y, por lo tanto, dependen del tipo de
tejido y de su desarrollo; por ello la ausencia de bandas
en los diferentes patrones isoenzimaticos no solo se debe

a las necesidades de esas enzimas en los diferentes teji-
dos, sino también a la comigracién de proteinas y a la
diferencia de zonas geograficas, pues a pesar de que la
mayoria no son influidas por el ambiente, segiin Sch-
midt et al. (2003), los patrones electroforéticos de unos
pocos sistemas (entre los que se incluye Prx, Est, Aps,
Sod 'y Cat) pueden ser modificados por factores bi6ticos
y abidticos, de manera tal que en esas condiciones se
altere el funcionamiento de los genes que codifican para
esas enzimas. De igual forma, debe sefialarse que las
isoenzimas también pueden variar segin las especies
que se evalien, la edad, el manejo, el clima, la presencia
o no de enfermedades y la posicion del 6rgano que se
muestrea, entre otros (Wencomo et al., 2011).

Tanto de forma bioquimica como molecular, se encon-
traron patrones especificos con ligeras diferencias en
el numero y la intensidad de bandas.

Es valido senialar que el hecho de poder diferenciar
especies de la familia Arecaceae, aunque no se lograra
la diferenciacion en su totalidad , constituye un valioso
aporte a este tipo de estudio y al futuro desarrollo
o no de R. indica, ya que en Cuba es muy comun la
presencia de palmaceas en parques, jardines y zonas
turisticas; las personas acostumbran, ademas, a cul-
tivar arecas en balcones y terrazas, asi como para las
areas verdes de ornato, donde las diferentes especies
de Arecaceas son abundantes, frecuentes y tienen un
valor estético y economico en diferentes instalaciones,
como por ejemplo las playas.

Estos resultados evidencian las bases de variacién
isoenzimatica existente en el material evaluado y
se corresponden, en general, con lo planteado por
otros autores, quienes informaron acerca de la gran
homogeneidad isoenzimatica presente en el género
Arecaceae; ello se corrobora con las investigaciones
efectuadas por Rocha et al. (2006), que revelaron la
presencia de un bajo nivel de polimorfismo, incluso al
utilizar técnicas moleculares, como el polimorfismo de
la longitud de los fragmentos de restricciéon (RFLP)
y otras técnicas de caracterizacion.

A través de este estudio se pudo descartar la posibi-
lidad de que existieran genotipos duplicados, lo cual
hubiese sido imposible determinarlo a través de la
caracterizacién y evaluacion morfolégica solamente.
En este sentido seria 1til aumentar el nimero de sis-
temas isoenzimaticos en el analisis con vistas a lograr
mayor cobertura del genoma, entre ellos aspartato
aminotransferasa (AAT), entre otros.
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Por ello, se recomienda combinar los analisis morfoa-
gronémicos y genético-bioquimicos para la caracteri-
zacion de especies de palmas y otras especies con vistas
alograr un manejo integral exitoso de plagas y enfer-
medades, asi como para hacer frente a la introducciéon
de especies exéticas invasoras (EEI) como R. indica,
y se recomienda continuar con la bisqueda de nuevas
formas polimérficas del cultivo, incorporando, en lo
posible, técnicas que detecten un mayor polimorfismo
que permitan revelar la variacién existente a nivel de
ADN y contar con la variabilidad genética suficiente
para explotar en especies del género Arecaceae de
gran importancia en nuestro pais. Se sugiere incluir
un mayor nimero de accesiones de las especies poco
representadas en este trabajo.

CONCLUSIONES

* Seevidenciaron diferencias en el patrén de bandas de
los genotipos estudiados con los sistemas isoenzima-
ticos catalasas y peroxidasas, se pueden distinguir
patrones distintos de isoenzimas en los materiales
con porcentaje de infeccién por R. indica.
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