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RESUMEN.

La enfermedad de la planta de frijol conocida como "tiz6n fuscoso” es inducida
por la bacteria Xanthomonas campesiris pv. phaseoli var. fuscans (Xpf ). En la
presente investigaci6én se realizé una caracterizacién de variedades de frijol
resisientes y susceptibles a la infeccién por este patdgeno, En las interacciones
de la planta de frijol con otras especies de baclerias patdgenas, la respuesta
resistente de una variedad se asocia a cambios transitorios en las actividades
enzimiticas de la fenilalanina amonio liasa (FAL) y de la chalcona sintasa (CHS)
y a la produccién concomitante de fitoalexinas en la zona danada por la
infeccién. Se compararon las respuestas de cuatro variedades mexicanas a la
infeccién por Xpf . Sc sigui6 el crecimiento bacteriano dentro del tejido vegetal
y se realizé6 un curso temporal de la actividad de FAL en tejido infectado
colectado a distintos dias despuds de la inoculacién con una suspension
bacteriana, También se somectieron extractos de tejido infectado a un andlisis por
cromatografia lfquida de alta resolucién para detectar las fitoalexinas
(flavonoides) producidas. Se caracterizé a las variedades "Negro Puebla" vy
"Cacahuate-72" como variedades resistentes y a las variedades "Alubia chico" y
"Bayocel" como susceptibles. En las varicdades resistentes el crecimiento
bacteriano dentro del tejido es menor que en las variedades susceptibles, en
donde la poblacién del patégeno mosiré un crecimiento sostenido durante 6 a 8
dias despues de la inoculacién. Se determiné que la actividad de FAL es inducida
al poco tempo después de la inoculacién en las varicdades resisientes, mientras
que en las susceptibles esta actividad se detectd tres dias mas tarde. Asi también
se obtuvieron diferencias temporales en los perfiles cromatogrificos de los
flavonoides y en la cantidad de los mismos producida entre ambos lipos de
variedades. :
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l.- INTRODUCCION .

I.A GENERALIDADES.

Las plantas se encuentran sujetas permaneniemente a un sin nimero de
factores de estres ambientales y biolégicos. Estas condiciones pueden
interferir con su crecimiento y desarrollo normal, y contribuyen a disminuir
el rendimiento y la calidad alimenticia de las que son econdmicamente
importantes,

IL.as plantas responden sintetizando diferentes juegos de proteinas
durante diversas condiciones estresantes como en el ahogamiento, en alta
concentracion salina, en luz ultravioleta (Sachs y Tuan-Hua, 1986), en
sequia, en la exposicién a meales pesados y en la infeccién inducida por
patégenos (Cowling y Horsfall, 1979). :

Las condiciones ambientales fisicas y biolégicas que causan estres
producen alteraciones en la expresién de los genes induciendo nuevas
proteinas y reprimiendo alguna o algunas que son normalmente expresadas.
Por lo tanto, podria decirse que las protefnas inducidas por el estres:
permiten a las plantas realizar ajustes bioquimicos y estructurales que las-
capacitan, para resistir o tolerar tales condiciones (Sachs y Tuan-Hua, 1986)."

Los factores biolSgicos se consideran como patdgenos vegetales cuando
tienen capacidad de inducir enfermedades en las plantas. La enfermedad o
patogénesis resulta siempre y cuando una o mas funciones vitales de un
hospedero vegetal son afectadas continnamente (Cowling y Horsfall, 1979).

A Ja capacidad de una planta para contender con o evadir la infeccién y el
dafio subsecuente en cunalquier grado, se le puede considerar como
resistencia. En su sentido mas amplio la resistencia es la capacidad para
escapar de o excluir la infeccidn, ¢ bien para suprimir de manera eficiente la
invasién de un agente patégeno en un hospedero.

La susceptibilidad y la resistencia se evalGan midiendo el grado de la
enfermedad en términos del dafio directo al hospedero, como por ejemplo la
intensidad de los sintomas, Ja extensiéon de la lesidén. la marchitez. la
pudricién, etc.
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La susceptibilidad del hospedero a ser infectado depende bastante de su
edad’ y de su estado de desarrollo, asi como de la presencia y grado de
exposicién de estructuras que favorezcan la invasién por parte del patdgeno.

Las plantas tienen mecanimos de resistencia a la invasién de un patdgeno,
los cuales pueden ya estar presentes antes de la infeccién (preformados) o
pueden ser inducidos durante la interaccién con el patégeno. Las bases
biolégicas de estos mecanismos se encuentran a niveles morfoldgicos y
fisiol6gicos; dentro del nivel morfoidgico tenemos a los mecanismos
morfulégicos de escape,las barreras mecanicas preformadas y las barreras
mecanicas inducidas. En el nivel fisiolégico de la resistencia se encuentran las
barreras quimicas preformadas y las barreras quimicas inducidas.

Los mecanismos morfologicos de escape se refieren al crecimiento espacial
de las plantas, ya que una planta que crece con bastante densidad es mas
propensa a una infeccién que una que crece de manera mas dispersa.

lLas barreras mecanicas preformadas se refieren a la estructura de tejidos
que pueden funcionar como protectores externos del hospedero tal como el
grueso de la cuticula y de las paredes de las células epidérmicas. Este tipo
de barreras pueden diferenciar entre variedades resistentes o susceptibles
de un hospedero dependiendo de si las presenta o no.

Dentro de las barreras rmecanicas inducidas tenemos estructuras
morfoldgicas que pueden reducir o evitar la colonizacién por patdgenos y
que podrian desarrollarse como una respuesta a la infeccién.

Las paredes celulares de hojas infectadas u otros 6érganos como los tallos,
frutos y raices, tienden a engrosarse como una reaccién a la infeccién en las
plantas resistentes; por tanto, el pardsito que queda confinado a estas
células no llega a establecerse en los espacios intercelulares como en los
cultivares susceptibles. Esto se logra mediante la aposicién de nuevos
carbohidratos como callosa y celulosa; mediante la formacién de proteinas
estructurales, de ligninas y de dcidos fendlicos de pared celular y también
mediante la secreciéon de gomas.

Se ha observado que en la planta de frijol ocurre un engrosamiento hasta
de cinco veces el ancho normal de la pared celular por aposicicnes de callosa
alrededor de las lesiones causadas por virus, posiblemente para bloquear los
plasmodesmos y asi evitar su paso entre las células.
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Las aposiciones de carbohidratos podrian combinarse con  materiales
fenélicos . como ligninas, taninos o- melaninas para formar una barrera mas
efectiva.

De las barreras quimicas preformadas se sabe que son sustancias ya
existentes en las células vegetales previas al ataque de patdégenos y que
actian directamente sobre ellos, o indirectamente en los microorganismos
asociados. Ejemplos de estas sustancias son los exudados de raices, los
fenoles, el dcido madlico, los polifenoles, el 4dcido quinico, los glicésidos o los
aminodcidos no proteicos.

Las raices de algunas plantas producen aldehidos terpenoides y
poliacetilenos como exudados, los cuales son tdxicos principalmente a los
nemdtodos, mientras que en la corteza de otras se producen estilbenos y
elagitaninos que actian como fungicidas. Las saponinas y los alcaloides de
las solaniceas también pueden intervenir en la resistencia a las plagas.

1.a.1 BRRRERAS QUIMICAS INDUCIDRS.

Las plantas frecuentemente muestran un aumento en Jlos niveles de la
resistencia a la enfermedad inmediatamente después de tener una invasién
por patégenos o de tratamiento con metales pesados gue causan lesiones o
necrosis. A este proceso que se le llama resistencia inducida puede ser
producido por hongos, bacterias, virus y nemdtodos, asi como también por
ciertos factores fisicos y quimicos (Bell, 1981).

Aunque la resistencia quimica inducida podria ocurrir en todas las
familias de plantas, se ha estudiado principalmente en las solandceas,
rosdceas, leguminosas y gramineas.

Una necrosis en el sitio de infeccién y una localizacién de la lesién es
probablemente el principal resultado de la resistencia inducida. El nivel
alcanzado y la duracién de la resistencia inducida, es directamente
proporcional a la cantidad de indculo del patégeno inductor.

La magnitud de la resistencia inducida puede variar entre diferentes
especies, cultivares, y también a causa del tipo de agente inductor. De gran
importancia dentro de este tipo de resistencia es el papel desempefiado por
el metaholismo fenilpropanoide, en particular en la produccién de fitoalexinas
(Bell, 1981),



1.a.2 FITOALEHINAS.

Las observaciones experimentales de la defensa qufmica de las plantas
ante el ataque microbiano se registran desde principios de siglo. Sin
embargo, la primera propuesta formal formulada como 1la teorfa de las
fitoalexinas fue dada a conocer en 1940 por Mb&ller y Borger . Ellos
sugirieron esta teoria para explicar que la restriccién del desarrollo fingico
en los tejidos vegetales era debida a la acumulacién localizada de un
principio quimico téxico (fitoalexina) en las células de plantas infectadas
(Smith y Banks, 1986a).

Desde que se publicé el aislamiento de la pisatina, una fitoalexina
isoflavonoide de la planta de chicharo en 1960, diversas clases quimicas de
fitoalexinas se han identificado y se les ha definido como compuestos téxicos
de bajo peso molecular que se forman en las células del hospedero en
respuesta a diversos estimulos quimicos, fisicos y biolégicos. Se sabe que
estas sustancias frecuentemente se producen en niveles basales o estdn
ausentes en los tejidos sanos, pero que su sintesis aumenta después de
dafiar al tejido, acumuldndose en y alrededor de los sitios de infeccidn.

La acumulacién de estas fitoalexinas es catalizada por enzimas que son
sintetizadas de novo cuando las plantas son expuestas a los microbios.

El hecho de que las fitoalexinas se acumulen en los sitios de infeccién
microbiana y de que después de la penetracién del patégeno aumenten en
cantidades suficientes para inhibir el crecimiento de hongos y de bacterias;
indica que poseen una funcién de defensa y que podrian actuar para evitar
infecciones en la planta (Smith y Banks, 1986a).

Las fitoalerinas son sustancias complejas que constituyen un grupo
quimicamente heterogéneo, Actualmente se conocen mas de 150 fitoalexinas
que se distribuyen entre isoflavonoides, terocarpanos, estilbenos,
sesquiterpenos, diterpenos, poliacetilenos, dihidrofenantrenos y otras clases de
compuestos. Se encuentran en al menos 16 familias de plantas,
principalmente distribufdas en las dicotiledéneas y en menor proporcién
entre las monocotiledéneas y las gimnospermas, y al parecer no se
encuentran en las plantas no vasculares.

Las fitoalexinas isoflavonoides y terocarpanos predominan en la familia
de las leguminosas, as{ como los sesquiterpenoides en las solandceas (Ebel,

1986).



1.a.3 FITORLEHINAS ISOFLAUDNOIDES.

Los isoflavonoides difieren de los flavonoides en tener un esqueleto 1,3-
difenilpropano opuesto al 1,2-difenilpropano de aquellos y ocurren
principalmente en el estado libre mas que en forma de glucosidos como
-sucede con Jos compuestos fendlicos. Se asume principalmente que se
originan a partir de precursores remotos debido a la lentitud de su
acumulacién y a la ausencia frecuente de precursores inmediatos. Al igual
que los flavonoides, las diferentes clases de isoflavonoides son determinadas
por cambios en el nivel de oxidacién de los anillos heterociclicos. La
variacién adicional es conferida por la elaboracién de grupos arilo mediante
reacciones secundarias: hidroxilacién, metilacién y prenilacidn (tabla 1).

. La estructura molecular esencial Cis de flavonoides e isoflavonoides se

deriva de una convergencia de dos vias metabdlicas, la del metabolismo

general fenilpropanoide y la del acetato-malonate (Smith and Banks,
1986a). Las fitoalexinas isoflavonoides suelen poseer alguna hidroxilacidén

antes de llegar a la etapa isoflavonoide en donde pueden sufrir mas

hidroxilaciones.

En Ja etapa isoflavonoide también pueden presentar alguna sustitucién
con otro radical en la posicién 4' del anillo B (numeracion isoflavonoide).
Este sitio corresponde a la posicién 4 del dcido hidroxicindmico precursor.

La hidroxilacién en la posicién 2' del anillo B ocurre en la etapa
isoflavonoide.

Algunas fitoalexinas isoflavonoides como kievitona y wighteona de frijol y
Glycine wightii  respectivamente, presentan una hidroxilacién en la posicién
5 del anillo A, pero la mayorfa de las fitoalexinas isoflavonoides como la
faseolina carecen del grupo hidroxil en esta posicién (tabla 1). Por lo que se
propone la existencia de dos vias de sintesis alternas para explicar la
formacién de ambos tipos de fitoalexinas (5-hidroxi y 5-desoxi).
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Fig. 3. Reaccion que cataliza la fenilalanina amonio

{lasa desaminando la fenilalanina para dar acido -
cinamico, siendo el primer paso de Ia via general
fenilpropanoide.

La enzima clave para la biosintesis de flavonoides en frijol y otras
leguminosas es la enzima Chalcona Sintasa (CHS) que desempefia una
funcién multiple. Actia en diferentes vias de ramificacién que conducen a
la produccién de derivados de flavonas e isoflavonas, asfi como a la
generacién de isoflavonoides 5'-desoxi y S5'-hidroxi (Hahlbrock K and D
Schell, 1989). '

La CHS cataliza la formacién de una molécula de chalcona a partir de
malonil CoA. La estructura CgC3 forma el anillo B y el anillo A es formado
por condensacién de 3 unidades acetato derivados de malonil-coenzima A.

El peso molecular de CHS por SDS-PAGE y por sedimentacién a equilibrio
se ha calculado en 77000 y el andlisis del tamafio del ARNm sugiere que la
enzima consiste de 2 subunidades idénticas. Se ha elucidado que la reaccidén
inicial de la CHS procede al descarboxilar al Malonil CoA antes de llevar a
cabo la condensacién, intercambiando 14C entre CO; y Malonil CoA, en la
ausencia de 4-cumaroil CoA.

En frijol se ha detectado la sintesis de novo de al menos 9 isopéptidos de
CHS inducidos por tratamientos con patégenos y por dafio mecdnico. Esta
enzima es codificada por una familia de genes organizados en una
agrupacién de 6-8 miembros. Ello ha llevado a proponer que un juego de
genes de CHS codifica polipéptidos idénticos o similares que se ubican en
diferentes wvias regulatorias para dar respuestas precisas a toda una gama
de estreses ambientales (Hahlbrock y Scheel, 1989).



TABLA 1. ESTRUCTURA ¥ FUENTE DE ISOFLAUONDIDES POSTINFECCION EN LEGUMINOSAS

GRUPO QUIMICO NOMBRE COMUN ESTRUCTURA ESPECIE

P

G

-

3

HO

ISOFLAUONR  GENISTEINA Phasealus
vulgaris
ISOFLAUONA  LWIGHTECNA Glycine
wightii
HO 0
ISOFLRUANONA  KIEUITONA Phaseaolus
vulgaris,
OH Uigna sinensis
HO H
HO a
ISOFLAUAND VESTITOL Lotus
corniculatus
, FASEOLINA Phaseaolus
ISOFLRUAND
ISOFLAUAND vulgaris
HO .
TERGCARPANG  FASEOLIDINA Phaseolus
vulgaris,

Uigna sinensis

HO

TEROCRRPANG FASEOLINA Phaseolus

vulgaris,
Vigna sinensis

HO
Phaseolus

vulgaris
Medicago sativa

TEROQCARPAND CUMESTROL

OH




1.2.4- METABOLISMO0 GENERAL FENILPROPANOIDE. ;

El metabolismo general fenilpropanoide es una secuencia de reacciones
encaminadas a convertir al aminodcido fenilalanina en cumaroil-CoA y en
esteres derivados de este metabolito (Fig. 1). En esta via participan varias
enzimas cuyos productos metabdlicos son precursores de una serie de
compuestos fenilpropanoides como los flavonoides, isoflavonoides,
cumarinas, terpenos, ligninas y estilbencenos que se han asociado al
mecanismo de defensa de las plantas.

Las enzimas involucradas en el metabolismo fenilpropanocide son la
Fenilalanina amomio liasa (FAL) la primera enzima de la via, la 4-
hidroxilasa del dcido cindmico (CA4H) y la 4-Cumarato-CoA ligasa (4CL)
representadas en la misma figura 1. En la conexién entre el metabolismo
fenilpropanoide y la via especifica para la sintesis de los isoflavonoides
participa una chalcona intermediaria, cuya formacién es catalizada por una
enzima que requiere como sustratos al cumaroil-CoA, producto final del
metabolismo general fenilpropanoide y 3 moléculas de Acetil-CoA
proporcionados a través de la via del acetato-malonato (Fig. 2).

. FCAAH oo Esteres de CoR
NE2 5 Rcido p-
— & cumarico te-icea
1] 2
Fenilalanina Acido 4CL i Hidroxilacion ~ \ _» Lignina
trans-cinamico 3 | Metilacion 2 e 1
' /
4
L 00w Co~SCat
_ﬂs__... & —» Flavonoides
R(1,2,3)
4q T
on on
Cumaroilo
\ Ee~3Can
4 L - Esteres
23’ on *3

Fig.1. Uia general fenilpropanoide (1,2 y 3) y ramificacion hacia la
sintesis de derivados fenilpropanoides (4). En cada uno de los pasos
interuienen las enzimas FRL, 4CAR4H, 4CI y CHSsecuencialmente.
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Modificdo de Rolfe BR. 1988, Biofactors, 1(1}:3-10.
Fig. 2 Uia general fenilpropanoide conectada con la via de sintesis de
isoflavonoides a traves de una chalcona intermediaria que es catalizada por la
chalcona sintasa que requiere de Cumaroil CoRA (producto final de la via general

fenilpropanoide) y de 3 moleculas Acetil Cof que provienen de ia via del acetato
malonato.




La tabla | resume las estructuras y la fuente vegetal de los derivados
isoflavonoides mas importantes formados en las leguminosas después de
una infeccién. La genistefna y la 2-hidroxigenisteina se acumulan junto con
la- faseolina y la kievitona en tejidos de Phaseolus vulgaris . Las dos
primeras isoflavonas sirven como precursores de la fitoalexina kievitona.

El cumestrol es considerado como fitoalexina y tiene una actividad
biolégica antibacteriana mas que antifingica; se acumula junto con
cumestanos relacionados y con las fitoalexinas isoflavonoides en varias
leguminosas como Phaseolus vulgaris y Medicago saiiva . Los esteres de los
dcidos cumirico y cafeico son precursores en la biosintesis de flavonoides
(como antocianinas y taninos condensados), isoflavonoides y 4cido
clorogénico; mientras que los esteres de los 4cidos ferdlico y sindpico son
precursores de las ligninas (Figs. 1 y 2). La lignificacidn es una respuesta de
defensa importante en muchas especies vegetales.

La L-Fenilalanina amonio liasa (EC 4.3.1.5) que emplea fenilalanina

como sustrato cataliza la primera reaccién en la biosintesis de una amplia
variedad de compuestos fenilpropanoides como ligninas, cumarinas, esteres
de dcidos hidroxicindmicos, flavonoides, isoflavonoides y terocarpanos. Las
fitoalexinas, que son moléculas con actividad antimicrobiana son formadas
en los tejidos vegetales en respuesta al ataque microbiano y resultan ser un
factor importante en la resistencia a las enfermedades de las plantas.
El primer paso comprometido en la biosintesis de compuestos
fenilpropanoides; es catalizado por esta enzima; la acumulacién de
fitoalexinas isoflavonoides inducidas por la infeccién fingica es precedida
por aumentos en la actividad extraible de esta enzima. Las fluctuaciones en
los niveles de FAL son un elemento clave en el control de la biosintesis
fenilpropanoide y por consiguiente de las fitoalexinas isoflavonoides. En la
reaccién ocurre la eliminacién del amonio de la L-fenilalanina para producir
dcido trans-cindmico (Fig. 3)
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[.B PATOGENICIDAD DE BACTERIAS.

Las bacterias fitopatégenas forman un grupo pequefio de géneros
relacionados taxondmicamente, dentro de los cuales encontramos a Erwinia,
Agrobacterium, Pseudomonas y Xanthomonas (Tabla 11). Estas bacterias
inducen diferentes tipos de sintomas en los hospederos, tales como Ila
pudricién blanda del tejido, el marchitamiento, la produccién de agallas o la
necrosis entre otros, Géneros como Pseudomonas y Xanthomonas producen
polisacdridos extracelulares, los cuales son reliberados al medio y se les
atribuyen funciones durante la patogénesis tales como la induccién de
pustulas acuosas, la oclusién de los haces vasculares o la de barrera de
proteccidn contra algunas moléculas de defensa de las plantas (Daniels,

1989).

TABLA 11

PRINCIPALES GRUPOS DE BRCTERIAS PATDGENRS DE DEGETALES

GENERO TiPQ DE ENFERMEDAD

GRAM NEGAT!IURS:
Agrobacterium Hipertrofia {agallas)

Erwinia Pudricion blanda,
marchitez, necrosis

Pseudomonas Mancha de a hoja,
hipertrofia, pudricién su:
marchitez
Xanthomonas Mancha de la hoja,
marchitez

GRAM POSITIUBS
Clavibacter Cancro, marchitez
Curtobacterium Marchitez

Rhodobacterium Hipertrofia




Az

I.b.1 PATOGENICIDAD ¥ SENRLES PARA ‘EL ESTHBLECIMIENTU DE LA
INFECCION.

La enfermedad en las plantas es la excepcién mas que la regla, pues
muchos patdgenos vegetales son virulentos dnicamente en un intervalo
definido de especies que son hospederas. Los patégenos que son inoculados
en una especie no hospedera carecen de la capacidad para crecer e infectar
a la planta o bien se encuentran con un mecanismo de resistencia bastante
exitoso.

La interaccién con las especies que si son hospederas exhibe una variedad
de especificidades que depende de la estrategia del patdgeno.

Hay patégenos no especializados (necrotréficos) que dafian a la planta por
medio de la produccién de toxinas o de enzimas. Este tipo de patdgenos
frecuentemente estdn equipados con mecanismos que inactivan o evaden las
defensas del hospedero.

Los patégenos especializados (biotréficos) evitan dafiar seriamente al
hospedero, al menos en las primeras etapas de la infeccidn y a diferencia de
los no especializados, llegan a activar de manera especifica las defensas del
hospedero.

Se ha sugerido la existencia de grupos distintos de genes que intervienen
en el proceso de infeccién y de patogenicidad. Se ha estimado que mas de
100 genes podrian ser tequeridos para la patogenicidad de bacterias y para
la elaboracién de estructuras diferenciadas durante la infeccién tanto en
hongos como en bacterias.

La infeccién exitosa por los patégenos requiere de factores que les
permitan la unidén a la superficie vegetal, de la formacidén de estructuras de
penetracién a la célula, de la degradacién de la cuticula y de la pared celular
del hospedero, asi como de la produccién de toxinas y antigenos especificos
de la superficie celular en las bacterias; ademds también requieren de vias
metabélicas para la secrecidn de enzimas extracelulares, las cuales se han
identificado por andlisis de complementacién de mutantes y por
mutagénesis a través de transposones.
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Los genes que codifican para la elaboracién de cutinasas, enzimas
pecticas (pectinasas y poligalacturonidasas), celulasas, polisacédridos
extracelulares y de toxinas (incluidos denwtro de los genes conocidos como
hrp ), conforman lo que se llama el paquete de compatibilidad bdsica de los
microorganismos patdgenos con su complemento vegetal. Ellos facilitan la
infeccién y el crecimiento de los patégenos en el hospedero y les son iitiles
para evitar los mecanismos de defensa de las plantas; constituyen por si
mismos los Tequerimientos minimos (bdsicos) para que exista la
patogenicidad y la virulencia. Por tanto, los microorganismos requieren de
informacidén genética unica para colonizar los tejidos vegetales y establecer
relaciones simbidticas o relaciones pardsitas.

En la tabla [1l se resumen los principales determinantes de patouemcxdad
y las especies de bacterias que los poseen.



TABLA M1

DETERMINANTES DE PATOGENICIDAD

ENZIMAS

(DEGRADAN PARED PECTINASAS

CELULAR)
POLIGALACTURONASAS

CELULRSAS

AMILRSAS

PROTEASAS

IOHINAS

(CRUSAN CLOROSIS) CORONATINA
FASEOLOTQHINA
SIRINGOTOXINA
TRBTOXINR
EXOPOLISACARIDOS

(CRUSAN MARCHITAMIENTO)

Erwinia crysanthemi
Xanthomonas campestris
Erwinia carotovora
Pseudomonas spp.
Xanthomonas spp.
Erwinia crysanthemi,
E. c. pv. carotovora

E. crysanthemi

X. campestris
Pseudomonas syringae
P. s, pv. phaseolicola
P. s. pv. syringae

P. s. pv. tabaci

X. campestris
E. stewartii
P. solanacearum
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1.b.2 CUTINASAS.

En la interaccién de Fusarium solani f. sp. pisi un hongo patdgeno del
chicharo, la espora de este produce constitutivamente la enzima cutinasa y
al estar en contacto con las células vegetales libera mondmeros de cutina
que inducen la cutinasa a niveles mas altos de actividad; sin embargo esta
esterasa extracelular no es esencial para la patogenicidad del hongo ya que
mutantes deficientes en la enzima no son alteradas en su patogenicidad y
virulencia con respecto a la silvestre (Stahl y Schafer, 1992).

1.b.3 PECTINASAS.

Las pectinasas, enzimas que degradan pectinas de pared celular también
son inducidas de la misma manera, asi como otras enzimas pueden ser
inducidas por distintas sefiales conforme la pared es progresivamente
degradada. Al respecto, resulta de interés la observacién de que durante
este proceso, los fragmentos pécticos reliberados de Ias células del
hospedero también podrian actuar como sefiales para la induccién de los
mecanismos de defensa.

Actualmente se han clonado varios genes que codifican para la expresidn
de enzimas pécticas en Erwinia chrysanthemi como los genes pel A, pel B,
pel C, pel Dy pel E. Dentro de ellos el producto del gen E es mas efectivo en
causar la pudricién suave del tejido de la planta del Crisantemo. Bacterias
mutantes pel A- presentan virulencia muy reducida, lo que ocasiona un
retardo en la aparicién de los siniomas en el tejido infectado. Mutantes pel
D-,pel E-y pel DE- resultan avirulentas y solo causan ligera pudricién en
las hojas de tabaco (Daniels er al., 1988).

1.b.4 POLIGALACTURONIDBASAS.

En la bacteria Pseudomonas solanacearum  se ha caracterizado una
endopoligalacturonasa (endoPG). El gen que codifica esta enzima (pgl A) ha
sido clonado y las cepas con una mutacién en este gen (pg! A-) si bien
redujeron su virulencia en el fruto del tomate, se concluyd que este gen es
importante pero no absolutamente necesario para la patogénesis.
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1.b.5 CELULASAS.

Se han clonado varios genes que codifican para las enzimas endo-f-1,4-
glucanasas (celulasas) de varios géneros de bacterias fitopatégenas como
Erwinia, Pseudomonas y Xanthomonas . Las Mutantes eg! ~de Pseudomonas
solanacearum no se afectaron en su capacidad de producir polisacdridos
extracelulares y en la actividad de poligalacturonidasa extracelular pero
fueron significativamente menos virulentas cuando se ensayaron en
jitomate comparadas con la cepa silvestre. Otros genes eg! de Xanthomonas
campestris pv campestris también han sido clonados y las bacterias con
genes egl - revelan un papel no muy significativo de endoglucanasas
extracelulares en la patogenicidad, aunque el fenotipo egl! - es ligeramente
menos virulento que el de la cepa silvestre (Daniels et al., 1988).

1.b.6 POLISACARIDOS EXTRACELULRRES,

Los polisacaridos extracelulares (EPS) producidos por las bacterias
fitopatdgenas son parte importante de la patogenicidad. Existe considerable
evidencia de la funcién de estos en la virulencia de Erwinia stewartii que
causa el marchitamiento y el tizén de !a hoja de ia planta de maiz; en
Xanthomonas campestris pv. campestris (productora de la goma xantana)
las mutantes que carecen de la produccidén de =xantana son fédcilmente
aisladas por la alteracidn que sufren las colonias en medios que contienen
azdcares. La inoculacién de estas mutantes a plantas de la familia de Jas |
cruciferas requieren maycres cantidades de indculo que las requeridas por -
la cepa silvestre para causar los sfntomas de la enfermedad (Daniels ez al.,

1988).

1.b.7 TORINAS.

Cuatro toxinas bacterianas han sido las mas estudiadas desde el punto de
vista genético molecular: coronatina, faseolotoxina, siringotoxina y tabioxina,
La coronatina es producida por varios patovares de P. syringae y algunos
de los genes de esta toxina se encuentran contenidos en pldsmidos. Las
mutantes de P. 5. pv. tomato inducidas con Tn3 que carecen de ]la toxina se
reproducen en menor cantidad y producen lesiones necrdticas mas
pequefias en hojas de jitomate infectadas que las bacterias de la cepa
silvestre.



phaseolicola; Esta‘toxina-
carbamoiltransferasa. (OCTasa
de tipo: peptidico ‘entre ‘las:que
Las’ cepas - mutantes -que’ nc
atenuadas "en su virulenci
producen tabtoxina pierden-la:ca
tabaco; aunque’ puedan- multiplicarse:en
los niveles de la cepa silvestre (Daniels .

produce ‘ toxinas
-y siringotoxina.
“son: ‘severamente
f pvitabaci: que no
capacid e iriclorosis en las hojas de
su.poblacién-nunca alcanza

1.b.8 PATOGENICIBAD DE Hanthomaonas .

Todos los xantomonadidos son bacilos (0.4-0,7 x 0.7-1.8 um) gram-
negativos, aerébicos y con un flagelo polar. Producen colonias mucoides y
convexas sobre placas de medio NGA o YDC agar (Fig. 4) y poseen pigmentos
amarillos ligados a la membrana que son insolubles en agua (Schaad y Stall,
1988).

Fig. 4. Colonias de Xanthomonas campestris
pu. phaseoli var. fuscens en placa de PH’GH/Rifamplcina .
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Las cinco especies que componen al género Xanthomonas son
fitopatégenas siendo la mas estudiada Xanthomonas campestris pv.
campestris que produce la pudricién negra de las cruciferas. Estas especies
infectan a las plantas penetrando a través de heridas o aberwras naturales
como los hiddtodos o los estomas de las hojas; invaden los espacios
intercelulares y obstruyen los haces vasculares produciendo la necrosis
tipica de la pudricién en el tejido infectado. Cuando estas bacterias son
inoculadas en una planta que no es un hospedero natural inducen
rdpidamente una respuesta de resistencia, en la cual dnicamente las células
del drea afectada se colapsan y se desecan en un periodo de 24 hr.

1.b.9 Hanthomonas campestris pu. phaseali var. fuscans{Hanthomonas
phaseoli fuscans o Hpf en este tesxto).

Esta bacteria produce la enfermedad conocida como "tizdn fuscoso" en el
frijol.

Los sintomas de la enfermedad al igual que en el "tizén comun” se inician
en el envés de la Jdmina foliar con la presencia de puntos acuosos de color
verde claro ("deshidratacién"), los cuales aumentan de tamafio de forma
irregular. Conforme avanza la enfermedad el tejido se torna flicido y se
rodea de un halo de color amarillo, el cual finaliza de color café necrético.

Los sintomas de la enfermedad son tipicos pero prodrian confundirse con
los sintomas causados por sequia, dafio quimico, tizén de halo, y otras
enfermedades en la vaina y en la hoja. Xpf'' permanece en la semilla y la
diseminacién en el campo ocurre por medio de vectores actives y pasivos
tales como los animales, la maquinaria, el agua de irrigacidn, el viento, el
rastrojo, y otras especies vegetales. El control del tizén comin es logrado
principalmente sembrando semilla certificada y de calidad fundacidn
(Claflin et al., 1987).

Este patovar produce un exopolisacdrido que ha sido relacionado a la
patogénesis y se ha sugerido que juega una funcién critica en la produccidn
de las lesiones y que la severidad de los sintomas depende de la cantidad
del mismo. Este hecho apoya los datos reportados en donde las colonias que
varian en la produccién de polisacarido presentan distinto grado de
virulencia, siendo mas virulentas las que los producen en mayor cantidad
(Corey y Starr, 1957).
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t.c GENES DE UIRULENCIA (hrp ) DE BACTERIAS FITOPRATOGENAS.

_ Las interacciones planta-bacteria se pueden clasificar en dos categorias,
compatibles e incompatibles, En las compatibles existe un crecimiento
bacteriano intercelular y se desarrollan los sintomas de enfermedad en el
hospedero; en las incompatibles no se observa ningdin sintoma de la
enfermedad.

Las poblaciones bacterianas en las interacciones compatibles aumentan
dramdticamente dentro de las 48 h de incubacién y el nimero celular final
puede aumentar hasta 5 veces sobre los niveles de indculo inicial. En las
plantas que no son el hospedero natural (llamadas non-host en inglés),
sucede que la interaccién incompatible correlaciona frecuentemente con la
induccién de la respuesta hipersensible (HR) cuando el nimero de bacterias
introducidas al tejido es mayor que 106 u.f.c. (unidades formadoras de
colonias) por mililitro. Debajo de estas cantidades no se logra ver una
reaccién macroscépica en la planta, normalmente vista en las interacciones
incompatibles.

El nivel del crecimiento bacteriano en los espacios intercelulares del tejido
foliar incompatible es limitado, encontrandose que las poblaciones finales
permanecen entre 10 y 100 veces el inéculo inicial dentro de las primeras
48 h de incubacién. Mientras que la introduccién de bacterias no
patogénicas como E. coli, dentro del tejido mo se multiplican en cualquier
nivel de inéculo en las plantas y no se ve ninguna respuesta de
hipersensibilidad.

Para el mejor entendimiento de los mecanismos bioldgicos que afectan a
la interaccién planta-patégeno. en muchos laboratorios se ha tomado como
estrategia el andlisis mutacional de las bacterias fitopatogenas.

Se han aislado mutantes que resultan en un solo evento mutacional
afectadas tanto en la patogenicidad como en la induccién de HR. Los genes
asociados a la virulencia de las bacterias que definen estas propiedades y
cuya expresién es necesaria para inducir varies fenotipos de interaccidn
planta-patogeno se han denominado hrp ,de reaccién hipersensible y de
patogenicidad (hypersensitive reaction and pathogenicily) Yy S€ encuentran
arreglados formando agrupaciones en el cromosoma de la bacteria como
sucede en Pseudomonas syringae pv. syringae (Hsiou-Cheng er al,1991) o
bien en plismidos como en Pseudomonas solanacearum (Arlat et al., 1992).



Originalmente los genes hArp fueron descritos para P.s. pv. phaseolicola, €l
agente del tizén de halo en Phaseolus vulgaris. La inactivacién de los genes
hrp por insercién con transposon tiene efectos pleiotrépicos, es decir, se ve
afectada en varios procesos: la bacteria mutante pierde la capacidad de
inducir HR en plantas no hospederas como el tabaco, ademéas de ser
severamente atenuada en su capacidad para producir la enfermedad en su
propio hospedero y se le dafia en su capacidad para colonizar plantas
(Willis er al., 1991).

Desde su descubrimiento los genes hrp o murtaciones tipe Arp  se han
descrito en varios patovares de Pseudomonas syringae como P.s. pv.
tomato ,P.s. pv.pisi yP.s. pv. tabaci . También se han descrito en
patovares de P.s. pv. glycinea y de P.s. pv. syringae .

Asimismo se han descrito en otras especies como P. solanacearum ,

" Xanthomonas campestris  (Osbourn er al., 1990; Ingyu-Hwang er al, 1992),

E . stewartii (Coplin et al., 1992) y Erwinia amylovora (Zhong-Min et al.,
1992).

1.0 GENES DE RUIRULENCIR.
1.d.1 INTERRCCION GENE-PDR-GENE,

El fenotipo - de la resistencia a la enfermedad en una interaccidn’ planta-
bacteria es tipificada por la respuesta de defensa vegetal conocida como
reaccién hipersensible (HR), esta reaccién puede observarse como una
necrosis rdpida de las células del meséfilo de la hoja en el lugar de la
invasién. Existe variacién en la capacidad del patdgeno para inducir esta
respuesta en la planta dependiendo del tipo de variedad de que se trate; es
decir, una cepa podria causar enfermedad (ser virulenta) en un culiivar
pero podria inducir la respuesta hipersensible de resistencia (ser
avirulenta) en un cultivar distinto de la misma especie (Staskawicz er al.,
1987).

De esta manera, el término avirulento es usado para describir un
patégeno virulento en potencia pero que es incapaz de inducir los sintomas
de la enfermedad en todas las variedades de una especie y solo lo hace en
variedades especificas. Por lo tanto, el fenotipo de avirulencia es una
expresion condicional, ya que un patégeno que resulta avirulento en una
variedad, puede ser virulento en otra (Napoli y Staskawicz, 1987).
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: L;{s variantes naturales de un patégeno que inducen HR o enfermedad en
cultivares diferentes de una misma especie se agrupan en razas.

La existencia de cultivares de soya con respuesta diferencial a razas
distintas de Pseudomonas syringae pv. glycinea  conforman un buen
ejemplo de lo que se ha conocido como la hipétesis interaccién gene-por-
gene (gene-for-gene). Esta hipdtesis propone que en una interaccién gene
por gene, la expresién de la resistencia a la enfermedad es especifica y
simultdneamente determinada por el genotipo del hospedero y por el
genotipo del patdgeno y que frecuentemente es controlada por un solo locus
dominante en ambas partes. El locus dominante en la planta es referido
generalmente como un gen de resistenciay el locus dominante en el
patégeno ha sido denominado como un gen de avirulencia.

En términos generales se supone que el gen de avirulencia condiciona o
controla la capacidad de una raza especifica de un patégeno para inducir la
respuesta de defensa HR solamente en cierta variedad vegetal , la cual
contiene un gen de resistencia especifico correspondiente. De otra manera, si
una raza particular de un patdgeno no contiene un gen de avirulencia
especifico o si el hospedero posee alelos recesivos en el locus de resistencia,
esta no es inducida y por tanto el resultado es la enfermedad.

De este modo, las diferentes combinaciones de genes de avirulencia en el
patégeno y de genes de resistencia por parte de la planta resultan en un
patrén de especificidad raza-variedad que se ha observado para diferentes
especies vegetales estudiadas. .

Debido a que estos fenotipos son controlados por las  partes que
conforman la interaccién, los términos de reaccién incompatible 0
incompatibilidad (expresién de resistencia a la enfermedad) y de reaccién
compatible o compatibilidad (expresién de susceptibilidad a la enfermedad)
se han introducido para describir Ja interaccién que rtesulta cuando
interactian un planta y un patégeno (Staskawicz er al., 1987).

La raza 6 de Pseudomonas syringae pv. glycinea (P.s.g.) el agente causal
del tizén de la soya, posee un gene que controla la expresién de la virulencia
del patdgeno en cultivares de soya especificos. En la tabla IV se presenia la
relaciéon de compatiblidad (C)/incompatibilidad (I) entre tres razas de la
bacteria y diferentes variedades de soya:



TABLA U,

Tipo de reaccion con las variedades de soya
Harssoy Acme Peking Norchief Flambeau Centennial

Razas der.s.g.

Raza 4 c C C c -C C
Raza 6 I I I 1 I I
Raza g | C

C = Compatibilidad.
| = Incompatibilidad
- = ND ensayada.

1.d.2 EL CONCEPTO UN GENE-POR-UN GENE COMO MBDDELOC PARA PROGRAMAS DE
FITOMEJORAMIENTO.

"El enfoque un gene-por-un gene (GFG) en las interacciones planta-
patégeno ha tenido una importante influencia como un modelo en el
establecimiento de programas agricolas. El concepto GFG se ha constituido en
una herramienta util en la biologfa evelutiva y en los esquemas de
fitomejoramiento, pues sugiere vias muy especificas en las cuales
interactdan un par de especies y es a su vez, ¢l enfoque mas simple de la
genética de interacciones especificas. Sin embargo actualmente existe
polémica debido al caricter poligénico de las interacciones GFG (Thompson
y Burdon,1992).
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I1.- RANTECEDENTES .

11.A INDUCCION DE LA EHPRESION DE FENILARLANINA AMONIO LIASA (FAL) ¥
DEL METABOLISMO FENILPROPANOIDE EN FRIJOL.

Cuando se tuvo el conocimiento de que la acumulacidn de faseolina, una
fitoalexina isoflavonoide era inducida en Phaseolus vulgaris por
macromoléculas de inductor fungico y también por moléculas de ARNasa
autoclaveada, y de que esta acumulacién era acompailada por aumentos
notables en la actividad de FAL, Lamb y Dixon (1978) pensaron que esta
actividad podria provenir de la sintesis de novo mediante la traduccién de
los ARNm que codifican para esta enzima. Para probarlo emplearon la
técnica de marcaje de proteina por densidad con 2H de 2H20 induciendo
cultivos celulares en suspensién de Phaseolus vulgaris con ARNasa
autoclaveada,

Encontraron que en todas las etapas la FAL extraida a partir de los
cultivos celulares tratados con ARNasa era mas densa que la FAL obtenida
de Jos cultivos control; por lo que concluyeron que el tratamiento con
ARNasa conducfa a un aumento en la velocidad de la sintesis de novo de
FAL.

Aunque estos resultados eran evidentes, faltaba comprobar que la
sintesis de fitoalexinas también era aumentada estimulande la
transcripcién de los genes que codificaban para esta enzima.

Lawton et al.,, (1983a) propusieron el marcaje de las enzimas con isétopos
radiactivos seguido de inmunoprecipitacién especifica para estudiar los
cambios en la velocidad de sintesis de FAL y de chalcona sintasa (CHS) in
vivo . El estudio se centré principalmente en las etapas tempranas de la
respuesta y en la coordinacién de la sintesis de estas dos enzimas. (Las
inmunoprecipitaciones se realizaron con antisueros para FAL y CHS de
Petroselinum hortense , Perejil).

Sus experimentos fueron conducidos con cultivos celulares de Phaseolus
vulgaris inducidos con ARNasa autoclaveada y con inductor obtenido de
paredes celulares de Colletotrichum lindemuthianum  reliberado por calor
(60 pg de equivalentes de glucosa/ml).
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Después de que los cultivos eran tratados con inductor se registraban
aumentos ridpidos aunque transitorios en la velocidad de sintesis de las
subunidades de FAL y de CHS concomitantes con la fase de aumento en las
actividades enzimdticas respectivas (Fig. 5).
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(Lawton, M. 1683.EJ8, 129: 593-601)

Fig. 5. Comparacion de la cinetica de induccion de 1a actividad
de la fenilalanina amonio liasa (A), sintesis de la fenilalanina
amonio liasa (B}, actividad de chalcona sintasa (C) y sintesis
de chalcona sintasa (D) por inductor liberado de las paredes
celulares de ¢. lindemuthianum .Llas lineas punteadas en los
paneles Ay C denotan cambios respectivas en la sintesis
enzimatica.
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Las mdximas tasas de actividad de sintesis eran encontradas alrededor de
las '3 h después del tratamiento; subsecuentemente las velocidades de
sintesis decafan rdpidamente a niveles cercanos a los del control. La méxima
induccién de la sintesis de FAL se lograba con 20 pg/ml de inductor. Una
respuesta similar era obtenida para la sintesis de CHS, aunque la mdxima
induccién de la sintesis de CHS se observaba inicamente a concentraciones
muy altas de inductor.

Concluyeron que la sintesis de novo de estas enzimas reflejaba aumentos
transitorios en las actividades de los ARNm que las codifican.

Una vez que se comprobaron los cambios inducidos por inductor en las
tasas de sintesis de las proteinas FAL y CHS por inmunoprecipitacién directa
con (335)-Metionina, se utilizé un sistema de traduccién in vitro para
examinar los cambios en las actividades de los ARNm que subyacen a la
sintesis de estas enzimas (Lawton er al., 1983 b).

Se enconud que la actividad del ARNm polisémico aumenta rdpidamente
alrededor de los 30' después del tratamiento con inductor. Presentdndose
las actividades mdximas entre las 3 y las 4 h, que correlacionaban con la
fase de rdpido aumento en la actividad enzimdtica. Los aumentos en las
actividades de los ARNm polisémicos que codifican para FAL y CHS eran
acompaifiados por aumentos en las actividades del los ARNm para estas dos
enzimas en relacién al ARNm celular total.

Para descartar si los cambios en la actividad del ARNm traducible
reflejaba aumentos en los niveles de ARNm o en la activacién de formas
inactivas preexistentes, es decir, un aumento selectivo de las actividades de
ARNms ya presentes en las pozas de ARNm celular total, (Ryder et al.,1984)
construyeron una librerfa de ADNc complementaria a2 ARNm poli(A)
presente en células de Phaseolus vulgaris tratadas con inductor; de esta
libreria se identificaron clonas con secuencias que codificaban para la CHS.
Estas secuencias de ADNc se usaron para medir por hibridizacién Northern
la cinética de la induccién del ARNm de CHS.

Se detectaron aumentos rdpidos y marcados, pero transitorios en el ARNm
de CHS a rtravés de hibridizacién tipo Northern con las secuencias de la
sonda de CHS. La induccion del ARNm de CHS sostuvo la tasa de sintesis de
la enzima en toda la fase de aumento rdpido en su actividad y, por Io tanto,
se considerd a la transcripcién como un evento temprano en la expresion de
la respuesta de defensa. Las mdximas inducciones de est0osS mensajeros se
obtuvieron entre las 3 y las 4 h después de la induccidn.
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Mientras que toda la investigacién previamente citada fue realizada
usando cultivos celulares, en los cuales se obtenfan respuestas muy
tempranas, los resultados de la infeccién directa del patégeno in planta
presentaron tiempos diferentes

En los hipocotilos de la variedad Kievitsboon koekoek infectados con,
esporas de hongos de la raza incompatible B de Colletotrichum
lindemuthianum la actividad de los ARNm se presentd aproximadamente
después de las 40 hrs con actividades mdximas alrededor de las 80 hr. El
establecimiento de la sintesis de fitoalexinas se observé aproximadamente a
las 72 hr., Por el contrario, cuando se infectaron con esporas de la raza y
compatible, las actividades de los ARNm se detectaron alrededor de las 120
hr con el establecimiento de la acumulacién de fitoalexinas por las 130 hrs
después de la infeccién (Fig 6).
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Fig. 6. Cambios temporates en los niveles de actividad de
fenilalanina amonio liasa (A) y de chalcona sintasa (B}, y las
actividades de ARNm polisomico que codifica para FAL (C) y
CHS (D) en respuesta al inductor liberado de las paredes
ceiulares del hongo collecotrichum lindemuthianum.las
lineas punteadas en (R} y en (B) denotan los cambios en la
actividad del ARNmM y en (C) y (D) en 1a tasa de sintesis
enzimatica in vivo expresada sobre una base similar.

(Laweon y Dixon. 1983, EJB. 130:134-138) °
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Durante la interaccién. B incompatible se ‘observé un aumento en la
sintesis de " ARNm’ localizado efi “el " sitio-“inicial de 1a  infeccién previo al
establecimiento de la- ,acﬁmu]a'ciéh"de -fitoalexinas; por el contrario, en Ia
interaccién -y compatible -no hubo -induccién de la sintesis en las primeras
etapas de la infeccién, sino que existié. una respuesta bastante retrasada en
tiempo, asociada con el intento de limitacién de la lesién.

Los aumentos altamente coordinados en la sintesis de FAL y CHS ya
habfan sugerido que un mecanismo similar de induccidn podria operar para
las dos enzimas. Sin emargo hasta entonces solamente se habfan podido
seguir los mensajeros de CHS por hibridizacién Southern.

Posteriormente, la induccién del ARNm de FAL pudo ser seguida en
células de frijol tratadas con inductor con una sonda de ADNc construida
especificamente para FAL (Edwards er al., 1985).

Los aumentos en el ARNm de FAL se observaron desde los 30' después de
la induccién del cultivo y la acumulacién mdxima ocurrié entre las 3 y las 4
h posteriores al tratamiento. El ARNm decayd rdpidamente a niveles
relativamente bajos y no fue acumulade en las células control. Se comprobé
también  que existiera correlaciéon estrecha entre los cambios en ARNm
hibridizable, la actividad de ARNm traducible y la sintesis de FAL in vivo.
Las maximas actividades de FAL se obtuvieron después de las 24 h,

Resumiendo; con el uso de secuencias de ADNc especificas en
experimentos de hibridizacién tipo Northern para medir cantidades de
ARNm de las enzimas de sintesis de fitoalexinas en extractos de tejidos de
frijol infectados o incitados, se ha demosirado una correspondencia estrecha
entre el tiempo de induccidén de la sintesis de enzimas in vivo, el nivel de
ARNm traducibles y la cantidad de ARNm hibridizables.

Ademds los cambios en las cantidades de ARNm que codifican para estas
enzimas son debidos a aumentos transitorios en las velocidades de
transcripcién de los genes correspondientes {(Cramer et al., 1983b), lo cual
sugiere que la activacién de la expresion de los genes es un control de la
respuesta de defensa,

Por otra parte, las formas muliiples de las enzimas (FAL, CHS, 4CL) y la
degradacién parcial controlada de las subunidades de FAL (Bolwell et al.,
1986) proporcionan mecanismos postranscripcionales y postraduccionales
que intervienen en el control diferencial de las vias biosintéticas regulando
la distribucién de los productos del metabolismo general fenilpropanoide en
diferentes vias especificas.
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1.8 EHPRESION DE ISOFORMAS DE FAL ¥ SU RELRCION CON LR
RESPUESTA R LR INFECCION.

(Bolwell er al,, 1985) encontraron que la FAL presenta 4 isoformas en
cultivos celulares tratados con inductor y que son inducidas
diferencialmente. Las cuatro isoformas presentan un peso molecular
idéntico pero diferentes valores de pl para cada una: 5.4, 5.2, 5.05 y 4.85.
Las formas individuales despliegan cinéticas Michalis-Menten con valores
de Km de 0.077 mM, 0.0122 mM, 0.256 mM y 0.302 mM.

Los pesos moleculares de las subunidades se registraron entre 77 000 Da
y 70 000 Da. El tratamiento de los cultivos celulares con inductor y el
cromatoenfoque indicaron que el aumento en la actividad extrafble (mas de
10 veces en 8.0 h) estuvo asociada con la aparicién diferencial de las formas
de alto punto isceléctrico y bajas Km. Esta induccién diferencial fue
confirmada por inmunoblots de extractos crudos después de electroenfoque.

La relacién exacta entre las 4 formas de FAL nativa y las multiples
subunidades no es clara; FAL es tetramérica y se asume que Sus cuatro
subunidades son idénticas, ya que son del mismo peso, aunque se ha
pensado en la posibilidad de que cada isoforma de FAL conste de
subunidades mezcladas. Las 11 formas de subunidades de FAL que se han
detectado podrian reflejar  la elaboracién de alguna modificacidn
postraduccional ademas de la formacién de mu]nples tipos de productos
primarios de traduccidn.

En resumen, se puede decir que la forma predominante en cultivos sin
tratar tiene una Km alta, mientras que el tratamiento con inductor fingico
produce formas de Km mas baja.

En el caso de la variedad Inmuna la subunidad de 77 000 esta asociada a
las formas enzimiticas con PI de 5.5 y 5.05, mientras que las subunidades
de 70 y 53 000 se asocian principalmente a las formas de 5.2 y 4.85.
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1.c EHPRESION DE LOS GENES DE FRAL EN LOS TEJIDOS DE LA PLANTA.

Ademdas de las diferencias en su respuesta a distintos estimulos
ambientales los genes de FAL también difieren en su distribucién en
distintos tejidos durante el desarrollo de la planta (Bevan et al., 1989).

Para el estudio de la regulacién transcripcional de los genes de FAL in
vivo en plantas maduras de tabaco y papa Bevan et al., (1989)
construyeron un gen quimérico para usarlo como reportero, fusionando el
promotor de FAL2, un miembro de la familia de los tres diferentes genes
que codifican para FAL en frijol, con el gen GUS. Se condujeron experimentos
de dafio mecdnico en tejido de tubérculo de papa de plantas transformadas
con FAL2-GUS.

En los tubérculos de papa dafiados mecdnicamente, la actividad FAL-GUS
fué observada alrededor del sitio dafado en las células del peridermo
formado después de la lesién.

La regulacién diferencial de los genes de FAL durante el desarrollo de la
planta y por diferentes factores ambientales fue estudiada por (Liang et al.,
1989). Los experimentos realizados consistieron en la proteccién al ataque
de ARNasa por sondas especificas para cada uno de los genes de FAL,

Los tres genes fueron inducidos por dafio mecdnico en hipocotilos, pero la
infeccién fingica solo activé a FALI y FAL2 y no a FAL3.

1.0 ENSRYOS DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS FITORLERINAS.

A pesar de que el mecanismo por el cual las fitoalexinas detienen el
crecimiento de las células no es actualmente bien entendido, existen
evidencias que sugieren que alteran las membranas plasmdticas y que
inhiben la fosforilacién oxidativa.

El ensayo de toxicidad de una fitoalexina puede ser complicado debido a
la capacidad que tienen los organismos de metabolizarlas y por tanto de
destoxificar las fitoalexinas. Ademds muchas fitoalexinas parecen ser
agentes estdticos mas que téxicos. La gliceolina, fitoalexina de la planta de
soya, detiene el crecimiento celular del hongo patégeno Phytophtora
megasperma var. sojae al parecer sin matar a las células. Ademds también
detiene el crecimiento de bacterias Gram-negativas como Psendomonas
glycinea, Rhizobium trifolii y de Rhizobium japonicum. Se requiere de
aproximadamente 25 pg/ml de gliceolina para inhibir el 50% y de 100
wg/ml para inhibir el 100 % del crecimiento de estos organismos
(Albersheim y Valent, 1978).



Se han empleado diferentes tipos--de bioensayos para determinar los’
efectos de isoflavonoides. Estos: han' incluido estudios sobre la germinacién
de esporas fungicas, crecimiento de los tubos germinales, acumulacién de
peso seco en medios de cultivo liquidos y de crecimiento micelial en
superficies de agar en el caso de los hongos.

La actividad antibacteriana de los isoflavonoides ha sido evaluada de
diversas maneras: dispersando las fitoalexinas en el agar previo al estrio del
inéculo, aplicando la fitoalexina en solvente orgdnico a agar sembrado con
bacterias o impregnando discos para ensayo de antibiéticos con fitoalexina
antes de colocarlos sobre cajas de agar plaqueadas con las bacterias. Asi
también se han realizado introduciendo fitoalexinas a medios liquidos y
monitoreando el crecimiento bacteriano por densidad dpiica (Smith y Banks,
1986a).

Sin embargo la experiencia ha mostrado que algunas condiciones
especiales llegan a requerirse para tener €xito en los bioensayos, ya que la
composicién y el pH de los medios o la etapa de crecimiento o desarrollo del
organismo a ensayar podrian tener notables efectos sobre el grado de
inhibicién observada. Por ejemplo, la toxicidad de la kievitona es reducida
en condiciones alcalinas y, mientras la medicarpina tiene efectos inhibitorios
sobre la germinaciéon de esporas fungicas no inhibe el crecimiento del
micelio. En otros casos los medios para bioensayos han tenido que
complementarse en algunos casos con componentes de tejidos vegetales
relevantes (Smith y Banks, 1986a).

También deben probarse distintos métodos ya que a veces los resultados
dependen de una elecci6n adecuada de éste. Por ejemplo, la aplicacidn en
discos de la fitoalexina cumesirol a placas de agar sembradas con
Pseudomonas spp. no mostré ninguna evidencia de inhibicién, sin embargo
cuando el bioensayo se realizé en medio liquido el crecimiento bacteriano se
detuvo durante 36 a 48 hr.

Otra consideracion pertinente acerca de la eficiencia de los isoflavonoides
es el uso frecuente de organismos patégenos de plantas en los bioensayos,
los cuales poseen mecanismos de tolerancia hacia las fitoalexinas. Por tanto,
puede ser que la toxicidad de los extractos flavonoides no sea detectada o
subestimada.
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Aunque existe menos conocimiento acerca de  la destoxificaciéon de las
fitoalexinas por las bacterias, es sabida la capacidad de estas para
destoxificarlas pues sin llegar a disminuir el ndmero de bacterias viables
presentes en un culiivo, reasumen las tasas de crecimiento normal (Darvill y
Albersheim, 1984) después de ser expuestas a concentraciones de
fitoalexinas capaces de inhibir totalmente .el crecimiento de las bacterias
(Weinstein et al,, 1981).

Los géneros de bacterias Gram-negativas (que incluyen a todas las
especies fitopatégenas) son frecuentemente menos sensibles a los
antibidticos que los géneros de Gram-positivas y esta generalizacién
también parece extenderse a las fitoalexinas flavonoides e isoflavonoides:
kievitona, faseolina y 7-hidroxiflavano inhibieron el crecimiento de 6
especies Gram-positivas a una concentracién que resultd inocua para el
mismo niumero de aislados Gram-negativos.

Otra generalidad obtenida de los bioensayos es que las fitoalexinas
isoflavonoides no parecen ser especialmente téxicas y presentan dosis
efectivas entre 10 y 100 pM (Smith y Banks, 1986a). En otros reportes se
menciona que las fitoalexinas no son antibidticos muy efectivos ya que
podrian requerirse concentraciones milimolares para inhibir a los microbios
y que sobre una base molar muchos pesticidas comerciales son antibiéticos
mas efectivos que las fitoalexinas (Darvill y Albersheim, 1984). Sin embargo
estos datos se deben tomar con precaucién ya que cuando se tiene el interés
de evaluar la relevancia de las fitoalexinas en la resistencia natural no hay
que perder de vista que las concenfraciones efectivas relacionadas a una
situacién de enfermedad pueden ser diferentes a las condiciones in vitro y
el disefio de los bioensayos siempre deberia tomar esto en cuenta,

En resimen, debido a que diversas variables podrian afectar Ilas
estimaciones de la actividad de las fitoalexinas in vitro, un bioensayo
deberia representar un sistema modelo que proporcione informacién en
ciertas condiciones especificas, por lo que idealmente las fitoalexinas
deberfan ser bioensayadas en diferentes sistemas y contra distintos
organismos antes de hacer conclusiones finales acerca de su naturaleza
inhibitoria (Smith y Banks, 1986a).

Ademds de que pueden ser compuestos itéxicos para hongos, bacterias,
nemdtodos, insectos y para virus, las fitoalexinas también afectan la
respiracién y el crecimiento de cultivos de células y de tejidos vegetales,
inhiben la germinacién y retardan el crecimiento de la raiz’ (Smith y Banks,

1986b).
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En este sentido se ha observado que el crecimiento de cultivos de
suspension celular de frijol tratados con faseolina, llegan a ser inhibidos al
inicio del tratamiento aunque eventualmente logran un crecimiento
sustancial. Estos resultados a su vez, permiten pensar en la posiblidad de
que existan células que escapen a los efectos fitotéxicos o bien que logren la
conversién metabdica de las fitoalexinas a compuestos no tdéxicos, aunque
también podrfan existir otras explicaciones.

Sin embargo, el hecho de que el crecimiento de células o tejidos vegetales
sea inhibido in vitro por aplicaciones externas de fitoalexinas, hace posible
especular que las fitoalexinas provocan una muerte celular localizada en los
sitios de infeccién y que esta limitacién de la lesién a una regién
determinada en el tejido invadido podria ser parte de una “estrategia" de la
planta para detener el avance del patégeno e imposibilitarlo para invadir el
tejido sano (Bell, 1981; Smith y Banks, 1986a y b).

Si bien esto podria suceder, también habria que tomar en cuenta que la
aplicacién exégena de isofiavonoides a tejidos vegetales que sintetizan
fitoalexinas no necesariamente refleja de manera precisa los eventos que
ocurren naturalmente, '

Por iltimo, cabria sefialar que el rango de organismos a los cuales pueden
afectar y los diversos cambios fisiolégicos y citolégicos que provocan,
sugieren que poseen un efecto tdxico celular no especifico al cual existe una
sensibilidad o tolerancia diferencial de las diversas cepas de fitopatégenos.
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111~ JUSTIFICACION.

Si bien la mayoria de las investigaciones acerca de la expresién de la via
fenilpropanoide en las respuestas de defensa a patogenos publicadas con
frijol se han realizado con cultivos celulares incitados por inductores o con
filtrados de cultivos celulares del hongo Colletotrichum lindemuthianum ,
estas investigaciones arrojan resultados diversos cuyo anilisis debe tomar
en cuenta los siguientes puntos :

1) La induccién obtenida es diferente si se realiza con fragmentos de pared
celular de peso molecular alto o pequefio. .

2) El tipo de fitoalexinas inducidas depende de la variedad de frijol usada.
3) En esie tipo de experimentos el dafioc mecdnico a las células no existe vy,
4) Diferentes tipos de inductor expresan genes distintos de FAL .

Por otra parte, las bacterias como causantes de enfermedades han sido
relativamente menos estudiadas que otros grupos de patdgenos y a pesar de
que constituyen un problema en los cultivos de pafses tropicales como el
nuestro, debido a sus altos requerimientos de humedad y de temperatura,
su investigacién se encuentra muy poco desarrollada.

El metabolismo fenilpropanoide y su funcién en los mecanismos de
defensa contra los patégenos del cultive de frijol han sido estudiados
principalmente con el hongo Colletotrichum lindemuthianum que produce
fa antracnosis, y no existe mucha informacidén respecto a su interaccién con
sistemas bacterianos.

Ademds, si bien es cierto que el uso de los cultivos celulares ha resultado
en un sistema excelente para el estudio molecular y bioquimico de
respuestas meiabdlicas rdpidas a estfmulos ambientales en los vegetales, en
pocos trabajos se ha empleado tejido inducido in vive como es el caso del
uso de hipocotilos de frijol aisiados, y aunque los niveles de expresion de los
genes de FAL también se han investigado en hipocotilos inducidos por
infecciéon fungica, ain en estos casos el desarrollo de la enfermedad no ha
procedido in planta .



Debido a que existen pocos trabajos (Lyon y Wood, 1975;
Gnanamanickam y Patil, 1977 Roebuck er al,, 1978 ) que se hayan enfocado
a reproducir la interaccion frijol-bacteria in planta. a que no existe un
estudio 'reproducib]e de la interaccién con Xanthomonas phaseoli fuscans
que implique a la vez el conocimiento de la via fenilpropanoide y a que no
hay mucha informacién de la expresién de FAL en hoja afectada por
patégenos, se planted realizar el estudio de este sistema.

Finalmente, debido ademds a que los cultivos celulares no exhiben la
respuesta especifica de variedad raza caracteristica de la interaccién de una
especie vegetal hospedera con un patdgeno, también se propuso comparar la
respuesta in situ de plantas de variedades resistentes con plantas de
variedades susceptibles a la enfermedad.



36

1U.- OBJETIUOS .
1U.R OBJETIUO GENERRAL.

En la presente investigacién se planted conocer las caracteristicas
bioquimicas del metabolismo fenilpropanoide en la planta del frijol durante
la interaccién con la bacteria Xanthomonas phaseoli fuscans (Xpf ) .

1.8 OBJETIUOS PARTICULARES.

-Medir la actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa (FAL) que es
la enzima clave del metabolismo fenilpropanoide y que es conocida como
una de las enzimas inducidas de novo en la planta de frijol durante la
interaccién con patdgenos.

-También se propuso determinar si esta actividad podria asociarse con las
caracteristicas de resistencia o de susceptibilidad de las plantas de frijol a la
infeccidn con la bacteria, y finalmente,

-Aislar y caracterizar alguna fitoalexina que se acumulara durante el

proceso de infeccién, determinando su relacién con las caracteristicas de
resistencia o de susceptibilidad de las plantas de frijol.

U.- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL .
1) Identificar diversas variedades de frijol tanto resistentes como
susceptibles a la infeccién por Xpf.

2) Estudiar las actividades enzimdticas del metabolismo fenilpropanoide
en las diferentes variedades de frijol durante el proceso de infeccidn.

3) Por técnicas cromatogrdficas identificar los principales compuestos
flavonoides acumulados durante el proceso de infeccidn.
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bi1.- MATERIALES ¥ METODOS .
Ul.La UARIEDADES DE FRIJOL ¥ CEPA BACTERIANA UTIL!ZADA.

Las variedades de frijol usadas fueron "Alubia chico"”, "Bayocel”,
“Cacahuate-72" y "Negro Puebla”, obtenidas del Colegio de Postgraduados en
Montecillos, Edo. de México.

Se usé una cepa de Xanthomonas campestris pv. phaseoli var. fuscans
(Xanthomonas phaseoli fuscans, Xpf ).

Ul.e GERMINRCION ¥ CRECIMIENTO OE LAS PLANTAS,

Semillas de estas variedades fueron desinfestadas superficialmente con
hipoclorito de sodio (NaOCl) comercial al 10% durante 10' y enjuagadas
inmediatamente con 4 lavados sucesivos de agua destilada estéril. Las
semillas desinfestadas se colocaron en charolas entre 2 capas de papel
absorbente estéril y se les permitié germinar en condiciones de oscuridad a

25 °C.

Una vez germinadas las semillas, de tres a cuatro plantas fueron crecidas
en macetas en el invernadero. Las plantas se regaron con agua corriente y
cada tercer dia con solucidén nutritiva.

Ul.c INOCULRCION DE LAS PLANTAS,

Las plantas de dos a tres semanas de edad de las cuatro variedades
fueron inoculadas por infiltracién con una jeringa en el mesdfilo de la
primera hoja trifoliada con una suspensidén bacteriana conteniendo
aproximadamente 108 cel/ml. Las hojas de las cuatro variedades fueron
inoculadas simultdneamente con la misma cantidad de indéculo para
minimizar las diferencias en la cantidad inoculada asi como en las
condiciones de ambientales para la inoculacién. Las bacterias inoculadas
fueron cultivadas en medio PYG (ver apéndice) durante toda la noche.
Mitades de hoja que fueron inoculadas dnicamente con agua destilada
estéril sirvieron como control.

Los sitios de la hoja inoculados se colectaron con un horadador de tapones
del nimero 5 (6 mm de didmeiro) a diferentes intervalos de tiempo (2, 24,
28, 72 hrs) después de la infeccién. Este material fue utilizado en los
siguientes experimentos (cuando el tejido no fue usado inmediatamente se
conservé en congelacién a -70 °C).



as
vi.o CRECIMIENTO BE LA POBLACIGN BACTERIANA DENTRO BEL TEJIDOD.

Seis circulos de tejido infectado cortados con el horadador se tomaron al
azar de hojas de diferentes plantas en los tiempos indicados previamente
después de la infeccion con la bacteria; los circulos se homogenizaron
inmediatamente en un mortero con 10 ml de agua destilada estéril y
después de una serie de diluciones, 0.1 ml de las dilucion final se platearon
en cajas Petri con medio de cultivo PYG- agar conteniendo 50 ug/ml de
rifampicina para el conteo de colonias viables. Las cajas se incubaron a 29 °C
y el nimero de colonias por placa se determiné a los 3 dfas de incubacidn.

UI.LE ERTRACCION ENZIMRATICA ¥ ENSAYO0 DE LA ACTIVIDAD DE FAL.

La actividad enzimdtica de FAL se ensayd a partir del extracto crudo de
tejido (Zucker, 1965; Rahe er al.,, 1970; Lamb, Merrit y Butt, 1979). Se
homogenizaron 0.500 g de tejido inoculado y tejido control (sin inocular),
directamente en un mortero en 4.0 m! de amortiguador de boratos 0.1 M
(Koukol y Conn, 1961; King, 1971) con un pH de 8.8, 2.0 mM de
mercaptoetanol, 5 mM de dcido ascérbico y 0.1 g de PVPP
(polivinilpolipirrolidona insoluble). El homogenizado se pasé por una gasa
doble y se centrifugd a 14 000 rpm durante media hora. El sobrenadante se
recuperé (aprox. 2.0 ml) en un tubo de didlisis y fue dializado durante 3.0 h
contra un volumen de 1.0 litro del mismo amortiguador de extraccién a la
mitad de su fuerza i6nica. El volumen del dializado fue recuperado y se
utilizé como preparacién enzimética en la mezcla de reaccion.

El ensayo de la actividad de FAL' se realizé por un método
espectrofotométrico (Zucker, 1965; Erez. 1973), el cual se basa en la
deteccidén del dcido trans-cindmico (Rahe et al., 1970; Zucker 1965) que es el
producto de la reaccién de esta enzima. :

La mezcla de reaccién contuvo 0.5 ml del extracto crudo dializado, 300 pM
de buffer de boratos pH 8.8, 30 uM de fenilalanina y agua para completar a
3.0 ml. Mezclas de reacciéon similar pero con la preparacion enzimdtica
hervida durante 10 minutos o bien sin el sustrato de la enzima fueron
utilizadas como control.

La cinética de la actividad de FAL fue seguida en un espectrofotémetro
Beckman DU-65 a 40 °C durante 2.0 h. La deteccién espectrofotométrica a
302 nm del 4icido cindmico (Fig. 7) producido en la reaccién fue utilizada
como indicador de la actividad de FAL,
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UI.LF EHTRACCION DE FLAUDNDIDES.

Con el fin de optimizar los procedimientos de separacién de mezclas
complejas de metabolitos secundarios solubles se han evaluado una gran
variedad de solventes y de protocolos de extraccidn.

La extraccién en metanol o etanol acuocsos, o bien la extraccién secuencial
en hexano, acetona, metanol y agua da resultados efectivos. Sin embargo, la
extraccién en alcoholes acuosos es sencilla y da rendimientos excelentes de
la mayorfa de los metabolitos con un rango de polaridades bastante
completo.

Con la extraccién de 0.1 g de tejido de soya inoculade con Phytophtora
megasperma f. sp. glycinea (P.m.g. ) fresco o congelado en 400 ul de etanol
80 % se obtuvieron rendimientos cercanos al 100 % de los metabolitos
individuales. Una vez extrafdas las muestras son muy estables a cualquier
cambio si se conservan congeladas en contenedores sellados bajo atmdsfera
de nitrégeno o con un minimo espacio de aire. La variabilidad encontrada
entre inyecciones de el mismo extracto asi como la variabilidad debida al
procedimiento de extracciéon con etanol fueron muy pequeiias (Graham,

1991a).

Para la extraccién de fitoalexinas se siguié el método usado por Graham
(19912 y b) : 0.1 g de tejido de hoja de las variedades "Alubia", "Bayocel”,
"Cacahuate" y "Negro Puebla" inoculado con bacterias y de tejido control
(Unicamente inoculado con agua) colectados a distifitos intervalos de tiempo
(0.0 a2 72.0 h) después de la inoculacién, fueron homogenizados en frio con
400 pl de metanol 80 % grado CLAR en un homogenizador "Polytron” a 500
rpm aproximadamente.

El homogenizado fue recuperado en tubos Eppendorf y centrifugado en
una microfuga a 4000 rpm durante 5' para eliminar restos del tejido. El
sobrenadante se pasd por filtros "Gingivax Millipore” de 0.22 pm de tamafio
de poro antes de inyectarlo a la columna. ‘

Siempre que fue necesario los extractos se conservaron en congelacién a
-70 °C.



XU

UI.G ANRLISIS DE FLAUONOIGES POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
RLTA RESOLUCION (CLAR).

El nivel de cualquier metabolito puede ser medido por medio: de
cualquier procedimiento cromatogrifico de fracciones o de purificaciones
parciales de extractos de las sustancias de interés.

Un método para cuantificar metabolitos de manera directa en mezclas
complejas es el uso de la cromatografia liquida de alta resoluciéon (CLAR),
para la cual se han desarrollado procedimientos que facilitan obtener los
perfiles de un amplio rango de metabolitos arométicos secundarios en
extractos sin fraccionar a partir de cantidades de tejido muy pequeiias.

Concentraciones tan bajas como 100 fentomolas de un metabolito dado
pueden ser detectadas partiendo de extractos de 1 mg de peso himedo de
tejido. Lo sencillo de esta técnica permite procesar grandes nimeros de
muestras y su efectividad ha sido comprobada en muchos sistemnas
vegetales y microbianos.

Cuando este método se usa con muestras de tejido tomadas a diferentes
tiempos después de aplicado algin estimulo se. puede obtener un panorama
que represente una dindmica espacio temporal de las vias metabdlicas
implicadas en ciertas poblaciones celulares (Graham and Graham, 1991).

La CLAR se ha aplicado con buenos resultados en el andlisis de
flavonoides inducidos en soya por P.m.g. Ha permitido obtener informacién
acerca de la funcién biolégica de derivados flavonoides que participan en
eventos espaciales discretos, temporales y de desarrollo. Asf, con el uso de
perfiles de flavonoides se puede determinar la respuesta diferencial de los
distintos tejidos infectados y de diversas variedades en la resistencia
especifica.

Aunque los metabolitos secundarios aromdticos son diversos en polaridad
pueden ubicarse dentro de un rango de pesos moleculares. Como son
predominantemente no idénicos el uso de cromatografia en columnas de fase
orgdnica combinado con una buena técnica de elucién y un buen protocolo
de extraccién resultan en el méiodo de eleccién que permite cubrir con
gradientes convenientes un amplio espectro de polaridades y una resolucién
razonable y reproducible de los compuestos individvales (Graham, 1991a y
b).

En este trabajo se utilizé un sisiema CLAR "LKB" en fase reversa que
consistié de una columna "BondapaK C-18" y de elucidn isocritica (un solo
solvente) en combinacién con un gradiente de elucién lineal.



La cromatografia se realizé bajo el siguiente esquema que de acuerdo a
Casteele (1982), que empleé condiciones experimentales casi idénticas a las
usadas en este trabajo para separar flavonoides, los tiempos de retencién de
estos (IR ) se localizan entre 10.05 y 27.39 min:

Se utilizaron dos solventes: R, dcido férmico-agua (5:95 v/v); B8, methanol
absoluto. El perfil de elucién fue: 0-4 min, 7-0 % B en A (isocrdtica); 4-16
min, 7-15 % (gradiente lineal); 16-24 min 15-75 % B en A (gradiente
lineal); 25-27 min B en A 75-80 % (gradiente lineal); 27-30 min B en A 80 %
(isocrdtica). La temperatura fue establecida a temperatura ambiente y la
velocidad de flujo se establecié en 1.0 ml/min. (Todos los solventes usados
fueron grado CLAR).

El detector UV (ultravioleta) fue establecido en 280 nm.

UILH ANALISIS DE LA RCTIVIDAD BIOLOGICA DE EXTRACTOS DE FLAUONDIDES.

Extractos etandlicos puros de las cuatro variedades que fueron obtenidos
de las hojas de plantas no tratadas y de hojas de plantas inoculadas fueron
bioensayados a los mismos intervalos de tiempo después de la infeccién que
las muestras tomadas para el andlisis de flavonoides.

Se homogenizé 1.0 gr de tejido en etanol al 80 % y después de
centrifugacién los sobrenadantes se usaron para realizar los bioensayos en
cultivos bacterianos de la manera siguiente;

Tubos de ensayo 12 mm de didmetro x 144 mm de L fueron llenados con
2.5 ml de medio de cultivo PY (ver apéndice) liquido e inoculados con 0.2 ml
de un culivo bacteriano fresco crecido durante toda la noche con una
concentracion de Ag0 nm = 0.05. Estos tubos con cultivo fueron
bioensayados con un midximo de 25 pl de los extractos etandlicos puros de
tejido infectado muestreado a los intervalos de tiempo mencionados antes.

E]l crecimiento bacteriano fue seguido midiendo las unidades de
absorbancia del cultivo a 580 nm.

Tubos similares sin extracto y tubos con 25 pl de etanol absoluto sirvieron
como controles.
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iIl.-RESULTADBDS.

Después de haber ensayado miltiples condiciones y métodos de
inoculacidn en diversas variedades, se caracterizaron dos respuestas =z la
infeccién en las cuatro variedades ensayadas. Las variedades "Negro
Puebla" y "Cacahuate” fueron caracterizadas como variedades resistentes
mientras que, "Alubia" y "Bayocel" como variedades susceptibles.

Las wvariedades fueron clasificadas de esta manera de acuerdo a la
evaluacidn visual del sitio infectado, tanto en el tiempo de aparicién de la
respuesta, como en el tipo de dafio causado (Fig 8).

El seguimiento del crecimiento bacteriano deniro del tejido de la hoja
cuantificado a diferentes dfas después de la infeccién también se utilizé
como un criterio determinante para dicha clasificacion.

En los cultivares resistentes el crecimiento bacteriano es menor que en las
variedades susceptibles, las cuales muestran un crecimiento sostenido
durante 6 a 8 dias después de la inoculacién (Figs. 9y i8).
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F1G. B.A. Expresion de los sintomas de ifeccion presentes en la hoja de frijot
similar al procesao de infeccion que se presenta naturalmente (arriba) y las
respuestas opuestas que presentan una variedad resistente (izquierda) y
una susceptible (derecha) a la misma cepa de Hanthomaonas phaseoli fuscans.
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F1G. 8.A.1. Curso temporal de los sintomas de infeccion en los sitios inocula
dos con x. phaseoli fuscans de las variedades Negro Puebla y Cacahuate.
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FI1G. 8.0.2. Curso temporal de los sintomas de infeccion en los sitios inocula
dos con X. phasecli fuscans de las variedades Negro Puebla y Cacahuate.



F16. 8.R.3. Curso temporal de los sintomas de infeccion en los sitios ingcuia
dos con X. phaseoli fuscans de las variedades Bayocel y fllubia.



FI6. 8.A.4. Curso temporal de los sintomas de infeccion en las sitios inocula
dos con x. phaseoli fuscans de las variedades Bayocel y Rlubia.
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F1G. 10.8.1. Comparacion del crecimiento bacterianc en el tejido de hoja
inoculado con X.phaseoli fuscans entre las variedades Bayocel y Cacahuate.

os



FiG. 10.A.2. Comparacion del crecimiento bacteriano en el tejido de hoja
inoculado con X.phaseoli fuscans eniré las variedades Negro Puebla y Rlubia.
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Por otra parte, la actividad de la enzima Fenilalanina amonio liasa es
inducida en la variedad "Negro Puebla”, registrdndose actividad extraible de
la enzima en las horas subsecuentes a la infeccidn, asi como el aumento
gradual de la misma durante los primeros dias, obteniéndose su actividad
méxima a las 48.0 h (Fig 11).

En la variedad "Cacahuate" no hay aumento en la actividad extraible de la
enzima en las horas siguientes a la infeccién, pero si se detecta a las 24 y 48
h, al igual que en la variedad resistente (Fig 12).

En la variedad susceptible "Alubia" no hay actividad enzimdtica
registrable en las primeras horas posteriores a la infeccidn y solo existe una
pequefia actividad hacia las 72 h después de infectado el tejido (Fig 13); lo
mismo sucede con la variedad susceptible "Bayocel" (Fig. 14).

En Ja Fig. 15 se comparan las actividades especificas de FAL de las cuatro
variedades. En esta figura se puede apreciar claramente la actividad
especifica en dos grupos asociados a la resistencia y la susceptibilidad a la
infeccién con Xpf .
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Fig. 11. ACTIVIDAD DE FENILALANINA RMONIO
LIASA EN HOJAS DE LA var. Negro Puebla
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Fig.  12. ACTIDIDAD DE FENILALANINA AMONIO
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FI1G., 13, ACTIVIDAD DE FENILALANINA AMONIO
LIASA EN HOJAS DE LA var. Alubia DESPUES DE
LA INFECCION CON B, phaseoli fuscans.

0,02 -

8.8 hr
0,01 - 24.8 hr
48.8 hr
72.8 hr
0,00 ¢ 1
150

TIEMPO BE RERCCION (min)

Fig. 14. RCTIUIDAD DE FENILRLANINA AMONID
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ACTIUIDAD ESPECIFICA DE FENILALANINA

AMONID LIASA
0,3
M Negro Puebla
Rlubia
0,2 [4 Cacahuate
{J Bayocel

TIEMPO (h)

Fig. 15. Comparacion de las Rctividades espe-
cificas de FAL de extractos de tejide inoculado de
las cuatro variedades a distintos tiempos después

de la infeccion.
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Se observa que aunque en la variedad "Cacahuate” también se presenta
actividad en los primeros dos dfas después de la infecciém, la- actividad
especifica de FAL presentada por esta vanedad es menor que la encontrada
en la variedad "Negro Puebla”.

Estos resultados pueden explicar las diferencias existentes entre el
comportamiento de los cultivares, ya que ellos correlacionan bien con los
resultados de la evaluacion visual de los sintomas y del crecimiento de la
poblacién en el tejido infectado.

En cuanto a la deteccién de compuestos de tipo flavonoide se realizaron
andlisis por cromatograffa liguida de alta resolucién (CLAR) de extractos
de tejido infectado de las cuatro variedades de frijol, encontrdndose algunos
picos interesantes que correlacionan con las caracteristicas de resistencia o
de susceptibilidad ya mencionadas.

Se presenta el patrén cromatogrifico de extracios de flavonoides de los
cuatro cultivares. Estos tienen casi los mismos patrones cromatogrdficos. Los
compuestos se encuentran presentes en la planta antes de ser infectada, sin
embargo los patrones varfan después de la inoculacién y sobretodo en las
plantas susceptibles esto es muy notorio. (Figs. 16, 17, 18, 19, 28, 21, 22, 23).

Para poder analizar mds fdcilmente los patrones cromatogrédficos, se
seleccionaron los picos A,B,C,D,E y F sefialados en las figuras anteriores y
se compararon sus niveles de acuerdo al drea integrada debajo de los
mismos. En las grificas.de columnas de las siguientes figuras se presenta el
drea de cada pico de las diferentes variedades contra el tiempo de
inoculacién desde 0.0 hr (muestra tomada 2.0 hr después de la inoculacidn)
hasta Jas 72.0 hr. Las muestras de tejido conirol inoculadas con agua fueron
colectadas hasta el tiempo indicado en cada figura.
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Fig. 25 A. Curso temporal de los niveles deil
pico C del perfil cromatografico antes y
después de Ia inoculacion de hojas de

frijol con Xanthomonas phaseoli fuscans.
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Fig. 27 RA. Curso temporal de los niveles del
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Se considera que principalmente los picos B, C, y D podrian estar
asociados a la respuesta de defensa. Esta observacién es apoyada por el
hecho de que estos picos no son detectados en las variedades susceptibles
(0.0 hr) después de la inoculacién con la bacteria. Mientras que en las
variedades resistentes siguen presentes después de ser inoculadas con la
bacteria mas alli de las 72.0 hr analizadas, aunque en cantidades diferentes.
Sin embargo los niveles de C y D son los mas bajos respecto a los demds
picos.

En "Alubia" Jlos niveles de estos compuestos son muy bajos a no
detectables durante las 72.0 hr después de la infeccién. En la variedad
"Bayocel" no se detectan al inicio de la inoculacién (0.0 hr), pero si se
inducen posteriormente durante todo el perfodo de infeccidn.

De acuerdo con la discusién de que las fitoalexinas no estan presentes en
el tejido sano o que lo estan en niveles basales, y que son inducidas después
del contacto con el patégeno, se esperaba que en el tejido control inoculado
solamente con agua destilada estéril los picos B, C y D no fueran detectados.

En efecto, en la variedad susceptible "Alubia" estos picos no se detectaron
en las muestras control de 0, 6 v 12 hr después de haber sido inoculadas
con agua. Ern "Bayocel”, "Cacahuate” y Puebla, el pico B si se detecta de
manera notable, pero los niveles de los picos C y D son muy bajos.

Ya que estos picos estuvieron presentes en las variedades resistentes 2.0
hr después de.inocular las bacterias y en las variedades susceptibles no se
detectaron, se preguntd si en realidad también en el tejido sano estaban
presentes, de tal manera que efectivamente la infeccién por el patégeno
causara su induccién Unicamente en las variedades resistentes.

Para ello se colectdé tejido de plantas sanas intactas de las cuatro
variedades mantenidas en las mismas condiciones y se analizaron por CLAR
sus perfiles correspondientes, que aparecen sefialados en las columnas como
tiempo -1. Los resultados mostraron que Jlos picos estan presentes en las
plantas intactas de las cuatro variedades.

Por tanto, la ausencia de estos picos en las plantas susceptibles después
de la inoculacién con la bacteria podria deberse a algin efecto del
tratamiento con el patégeno.
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La dxsmmucxon de nivel de los mismos picos en los controles podria
deberse a un efecto de - d)]ucwn de . su concentracién debido al agua
infiltrada. :

Por otra parte, para determinar cual de los picos resulta ser el mas
importante en cuanto a la cantidad total producida durante todos los
tiempos muestreados despues de la inoculacion del tejido, se sumaron las
areas relativas de cada pico obtenidas en los cromatogramas
correspondientes al periodo de 0.0 hrs hasta 72.0 hrs despues de la
inoculacion. En la fig. 29 se compara el valor total de las areas de cada pico
de las cuatro variedades en donde se observa que el pico B es el que
contiene el flavonoide producido en mayor cantidad.

Ademas, para tener una idea de si la cantidad total de flavonoides
producida por cada una de las variedades podria relacionarse con, el
comportamiento de resistencia o de susceptibilidad presentada de manera
respectiva, el conjunto de las areas de todos los picos de A a E (de 0.0 hrs a
72.0hrs) de cada variedad fueron contrastados entre si (Fig. 38). En esta
figura se observa que la variedad Negro Puebla (resistente) contuvo la
mayor cantidad de flavonoides y la variedad Alubia (susceptible) la menor
cantidad mostrando correspondencia con los resultados en general
encontrados en este trabajo.

En cuanto al ensayo de la actividad biologica no se observé un efecto
estdtico de extractos de flavonoides sobre el crecimiento celular . ‘cuando las
bacterias fueron crecidas en medio de cultivo complejo PY- 011cerol pero si
en medio minimo M9 (Apéndice).

Cuando se uso el medio minimo M9, existio una reduccién en la tasa del
crecimiento bacteriano en el cultivo que se prolongo durante 6.0 h,
retomando la misma velocidad de crecimiento que los controles después de
las 10.0 h (Fig 31). La suspensién bacteriana incubada. con los extractos
isoflavonoides obtenidos de la variedad susceptible "Alubia" no presentan
este efecto (datos no mostrados).
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BiDENSAYD DE LR ACTIVIDAD BIOLOGICA DE
FLAUVONOIDES DE LA var. Negro Puebla EN
CULTIUD L1QUIDO DE H. phaseoli.

—&— 24.8h
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FIG. 31. Efecto de varios extractos flavonocides
sobre el crecimiento de Xanthomonas phaseoli jfuscans.
Los simbolos representan extractos obtenidos a diferen-
tes tiempos después de la infeccion. Los experimen-
tos se describen en materiales y metodos,
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UIll.- DISCUSION .

La observacion de los sintomas desarrollados después de la inoculacion
con X. phaseoli fuscans en las variedades resistentes y susceptibles en el
presente trabajo concuerdan con el comportamiento exhibido por la
interaccién entre Pseudomonas phaseolicola o Pseudomonas syringae con
Phaseolus vulgaris, en donde la respuesta hipersensible tipicamente aparece
entre las 18.0 h y las 24.0 h y el colapso y la desecacién del tejido procede
hasta las 72,0 h después de la inoculacién. La necrosis en los cultivares
susceptibles también se desarrolla entre los 3 y los 5 dias después de la
inoculacién tanto en frijol, como en las plantas de chile y de algodén, y entre
1 y 2 dias después en el tabaco (Bell, 1981).

Se ha reportado que el tiempo de acumulacién de fitoalexinas ocurre 40.0
h 'después de la inoculacién de hipocotilos de frijol con una raza
incompatible del hongo Colletotrichum lindemuthianum; y que esta
acumulacién es concomitante con la mdxima expresién de los genes que
sintetizan las enzimas de las vias fenilpropanoide e isoflavonoide.

La actividad de FAL no fue detectada en plantas intactas (no inoculadas)
de las variedades resistentes o susceptibles, por lo que se comprobdé que su
actividad es inducida durante la interaccién con Xpf.

El tiempo en que se puede apreciar visualmente la respuesta
hipersensible (necrosis del tejido inoculado) correlaciona con el tiempo en
que se presenta la actividad de FAL en todas las variedades. La necrosis y la
actividad de FAL son detectadas dentro de las primeras 24.0 hr siguientes a
la infeccién en las wvariedades resistentes "N. Puebla" y "Cacahuate”, mientras
que en las variedades susceptibles "Alubia" y “Bayocel” la necrosis y la
actividad de FAL se presentan 72.0-120.0 hr mas tarde. Ademas tanio la
respuesta de necrosis como la actividad de FAL son menos intensas en las
variedades susceptibles; la reaccién de mds intensidad la presenta la
variedad "Negro Puebla".

El nivel de actividad de FAL y el tiempo diferencial en la aparicién de la
necrosis y en la acumulacién de posibles fitoalexinas entre las variedades
resistentes y susceptibles en los tiempos iniciales después de la infeccidn,
sugiere que existen diferencias genéiicas y fisioldgicas en estas variedades
de frijol que son expresadas de manera especifica en la interaccién con
Xanthomonas phaseoli fuscans. Esta respuesta, por tanto coincide con la
teorfa fitopatolégica de la interaccién de un gen de avirulencia por parte de
la bacteria que es reconocido de manera especifica por un receptor (un gen
de resistencia) vegetal que es llevado dnicamente por las variedades
resistentes.
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En el anilisis de flavonoides se ha encontrado que los compuestos B,C vy
D pueden ser fitoalexinas que participan activamente asociadas a la
respuesta de defensa en las interacciones incompatibles. La presencia de
estos compuestos en las variedades resistentes o la ausencia y/o bajos
niveles en las plantas susceptibles durante las primeras 24.0 hr de infeccidn
con Xpf podrian ser parte de la diferencia de respuesta entre variedades
compatibles e incompatibles. El pico B resulté ser el mds importante tanto
por su mivel de concentracién, como por su comportamiento.

Por tanto, es posible que en "N. Puebla” y "Cacahuate” la presencia de
estos compuestos a tiempos tempranos después de la infeccién estén
relacionados con la respuesta de resistencia y la rdpida aparicién de la
necrosis en los dos comportamientos resistentes. Ya que después de las 24.0
hr tienden a disminuir por debajo de los niveles alcanzados en la variedad
"Bayocel”.

Los compuestos B, C yD que no se detectan en "Bayocel” al tiempo de la
inoculacién con Xpf , aumentan gradualmente hasta que al llegar las 24.0 hr
en adelante rebasan en algunos casos a los niveles encontrados en las
variedades resistentes, lo cual precede a la aparicién de la necrosis en esta
variedad hacia las 72.0 - 120.0 hr.

La presencia de los picos B, C yD en el tejido sano en las cuatro
variedades, la ausencia de los mismos en "Bayocel" y "Alubia® y la
disminuciéon de su nivel inmediatamente después de la infeccién en "N,
Puebla" sugieren un efecto de’ supresién de la sintesis de las enzimas que
los sintetizan, o de inactivacién de la molécula por parte de las bacterias.
Serfa posible entonces que también algunas enzimas de la via de biosintesis
de estos compuestos pudiesen ser suprimidas (Whitehead et al., 1982).
Whitehead y colaboradores encontraron que al inocular hipocotilos y
cotiledones de Phaseolus vulgaris con fracciones de fragmentos de pared
celular de C. lindemuthianum la actividad de FAL fué suprimida.

Estos mecanismos permitirian a la bacteria aumentar mas ficilmente su
poblacién en la planta, lo cual se demuestra por el mayer crecimiento
alcanzado en las variedades "Bayocel” y "Alubia" siendo esta ultima la mas
sensible a la supresién o inactivacién de su respuesta flavonoide.



Recientemente Jakobek er al., (1993) encontraron que las cepas
compatibles NPS3121 y Ppl4 de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
suprimen la transcripcién de los genes correspondientes a FAL, CHS y CHI
asi como la acumulacién de fitoalexinas en Phaseclus vulgaris cuando las
plantas son infiltradas con suspensiones de 108 cel/ml. Al respecto
resultaria interesante saber si existiria una supresién de los transcritos para
FAL, CHS y CHI en el presente sistema.

A pesar de que las plantas intactas poseen flavonoides en niveles
semejantes a los de las plantas infectadas (excepto en "Alubia"™) y de que las
plantas testigo de las variedades resistentes inoculadas con agua presentan
niveles muy por encima de las plantas susceptibles inoculadas con bacteria,
no se presenta necrosis del tejido en ambos casos.

Al jgual que en "Bayocel”, en la variedad "Alubia" estos picos no existen a
las 0.0 hr y los niveles alcanzados a las 6.0 y a las 48.0 hr de infeccién no
llegan a ser suficientes de modo que indiquen estar relacionados a la
respuesta de necrosis, incluso tampoco se detectan a las 72.0 br (datos no
mostrados).

Estas observaciones podrian sugerir que si bien la presencia en altos
niveles o la ausencia de estos compuestos posiblemente esten asociadas a la
respuesta de resistencia o de susceptibilidad, respectivamente, la respuesta
de necrosis en estas variedades de frijol no necesariamente correlaciona con
la presencia o ausencia de estos compuestos.

De tal forma que la necrosis asociada con la respuesta temprana de
defensa en las variedades resistentes, y la necrosis tardia presentada por las
variedades susceptibles posiblemente no dependa de manera directa de los
niveles de flavonoides.

Este evento no resulta raro ya que en trabajos elaborados recientemente
por Jakobek et al., (1993) las fitoalexinas son producidas en plantas de
Phaseolus vulgaris independientemente de que sean inoculadas con cepas
fitopatdgenas incompatibles silvestres o mutantes hrp - de P. 5. pv. tabaci ,
y con cepas no fitopatégenas como E. coli o P. fluorescens ; en ambos casos
el tiempo en el que se producen las fitoalexinas después de la inoculacién no
correlaciona con la respuesta hipersensible (tiempo de aparicién de la
necrosis). Por lo que sugieren que la activacién de la reaccidn hipersensible
usa una via de senales de transduccién distinta a la de la biosfntesis de
fitoalexinas inducidas por los patégenos bacterianos, pudiendo ser parte de
eventos relacionados pero con mecanismos diferentes.
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Por otra parte, el hecho de usar agua como indéculo control en la hoja de
todas las variedades ensayadas podria diluir el nivel de flavonoides
comparado con el de la planta intacta, lo cual se cobserva en todos los casos
y, en la "Alubia" en particular, podria suprimir aun mas el de por si ya bajo
nivel de sus flavonoides producidos durante las primeras 12.0 hrs después
de la infiltracién de agua. Una vez que el estatus de agua vuelve a la
normalidad hacia las 18.0 hr los picos vuelven a ser detectables.

El pico E aparentemente debe intervenir en la respuesta pues aunque es
un flavonoide cuyo nivel permanece relativamente constante en todas las
variedades {excepto en "Bayocel”) antes y después de ser infectadas, sus
niveles junto con los del pico B son los de mayor concentracién.

De manera interesante el pico F idnicamente resulta significativo en la
" variedad "Cacahuate” en donde siempre permanece en altos niveles y muy
probablemente contribuya en esta variedad a conferirle resistencia.

El pico A por el contrario no es presentado por la variedad "Cacahuate" y
es muy bajo en "Alubia". Unicamente en "N. Puebla" y "Bayocel" sigue un
patrén de induccién similar al B, por lo que probablemente podria estar
asociado a la respuesta de resistencia, ya que sus niveles aunque son mas
bajos comparados a los del pico B, son mas altos que los de C y D.

La identificacién de los 6 picos seleccionados como los principales que
aparecen en la cromatografia de extractos flavonoides obtenidos en las
variedades estudiadas contribuiria definitivamente a confirmar o a refutar
los  aspectos aqui discutidos.

En cuanto a los resultados obtenidos de los experimentios para el
bioensayo de la actividad bioldgica in Vvitro de extractos crudos de
isoflavonoides aplicados a culiivos en suspensién de X. phaseoli fuscans se
pudo observar una disminucién significativa en la tasa de crecimiento del
cultivo inicamente con el extracto de 24.0 hr (Fig. 29) probablemente
debido a la actividad de una (o varias) posible fitoalexina que podria ser
aislada en fracciones del extracto a través del monitoreco de su actividad. Los
extractos correspondientes a los otros tiempos no presentan algin efecto
posiblemente debido a la capacidad de este patdgeno para metabolizar las
fitoalexinas. A pesar de partir de bastante cantidad de 1ejido infectado
podria no haberse obtenido una cantidad suficiente de fitoalexina para
haber podido observar un efecto espectacular pues las cantidades
requeridas para inhibir el crecimiento en un ensayo in vitro necesitan ser
bastante altas (Weinstein et al., 1981).
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Al respecto se ha concluido a partir de muchos estudios que las bacterias
parecen ser mas resistentes que Jlos hongos, ya que las cantidades de
fitoalexinas usadas en estos han sido evadidas por las capacidades de
destoxificacién de relativamente un gran nimero de células bacterianas. Por
tanto, si el titulo de bacterias en un ensayo es suficientemente grande, las
bacterias pueden rdpidamente catabolizar la fitoalexina en Ia solucién de
ensayo y por tanto evitar el efecto estitico de la misma. Es asi que para los
patégenos que pueden destoxificarlas, el observar el efecto de una
fitoalexina puede depender del tiempo del ensayo (Darvill and Albersheim,
1984).

En cambio, la reduccién o el aumento del crecimiento bacteriano
observados en las hojas inoculadas de las plantas resistentes y susceptibles,
respectivamente, podria resultar de una conjugacién de dos factores: uno de
ellos puede ser el hecho de la desaparicién gradual natural de las
fitoalexinas aun en ausencia del patégeno y el otro, que el patégeno catalize
esta tasa de desaparicion y aun mas rteduzca los niveles madximos de
fitoalexinas acumuladas; de tal manera que una combinacién de las enzimas
de la planta y del microbio sea la que determine la velocidad de sintesis y la
velocidad de degradacién de las fitoalexinas y por consiguiente la que
explica si una infeccién es contenida por la planta o si el patdgeno la coloniza
de manera exitosa (Darvill and Albersheim, 1984).

Sin embargo, los resultados obtenidos €n este trabajo acerca de la
susceptibilidad diferencial entre la variedad."Negro Puebla" y la variedad
"Alubia", podrian explicarse ademas por el reconocimiento especifico como
patégeno que poseen las variedades resistentes respecto de una cepa de
microorganismo a la cual responden aumentando su sintesis de flavonoides
de manera rdpida.

En el caso de la variedad "Negro Puebla" la resistencia probablemente
estarfa dada por la presencia durante los tiempos iniciales de la infeccién de
altos niveles de isoflavonoides con posible propiedad de fitoalexina y por la
rdpida activacién del metabolismo fenilpropanoide para sintetizar
flavonoides de novo que en conjunto se acumulan en cantidades suficientes
para detener el crecimiento del patdgeno, pero ademds también porque este
no suprime la sintesis de flavonoides en esta variedad.
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Mientras que la ausencia inicial después de la infeccién, la induccién lenta
y los bajos niveles en la sintesis de nove de flavonoides téxicos y una
supresién o inactivacién de flavonoides especifica de variedad por parte de
Xpf después de la infeccién, conducen a las variedades "Alubja” y "Bayocel”
a ser susceptibles a la enfermedad.

Por tanto, la rdpida recuperacién de sintesis de flavonoides lograda por el
tejido de las variedades resistentes a tiempos tempranos después de la
infeccién puede ganar a la capacidad de destoxificacién de la bacteria
cuando ésta aun no logra un aumento sustancial en su poblacién en el medio
ambiente vegetal a diferencia de la cantidad de extracto que se utiliza para
observar un efecto de retraso del crecimiento bacteriano en los bioensayos
realizados in vitro.



IH.- CONCLUSIONES.

1.- La respuesta de resistencia expresada por las variedades "N. Puebla" y
"Cacahuate"”, se encuentra asociada al rdpido aumento en los niveles de
actividad de la enzima FAL y por tanto a la activacién del metabolismo
fenilpropanoide.

2.- La expresién tardia de la actividad de FAL se manifiesta en las
variedades que desarrollan los sintomas de la enfermedad ("Alubia" vy
"Bayocel" ) asociada al tiempo de aparicién de la necrosis.

3.- Entre mds rdpida es la aparicién de la necrosis en el drea infectada
menor es el tiempo en que se registran los aumentos de actividad de FAL en
las plantas resistentes. Lo inverso sucede con las variedades susceptibles.

4.- Existen compuestos de tipo flavonoide (probablemente fitoalexinas)
cuya presencia podria asociarse a la respuesta de resistencia y su ausencia
o bajos niveles de produccién podria asociarse también a la respuesta de
susceptibilidad.

5.- Es probable que Xanthomonas phaseoli fuscans posea mecanismos de
supresién de la sintesis o de inactivacién de la respuesta de defensa que
actie impidiendo la induccién de flavonoides de manera inmediata después
de la infegcidn. A su vez existen variedades de frijol mas sensibles a estos
mecanismos, logrando una respuesta diferencial en la interaccién de las
variedades con la bacteria y estableciendose un tipo de reconocimiento
variedad raza especifico con bacterias compatibles.

6.- Debido a que se requieren dosis altas de flavonoides para poder
observar algin efecto de toxicidad en estas bacterias cuando se cultivan in
vitro , es posible que in vivo existan otros mecanismos que en conjunto con
la sintesis de flavonoides conforman la respuesta hipersensible de
resistencia,
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B8a
H1. APENDICE.

MEDIO PYG(R)

gr/l
Peptona de Caseina 5.0
Extracto de levadura 3.0

ml/l
Glicerol 30 % 40.0
(Agar) 1.6 %
MEDID M9
Na2HP0O4 6.0 gr
KH2PO4 3.0 gr
NaCl 0.5 gr
NHACL 1.0 gr

Aforar a 1000 ml con agua destilada y ajustar el pH a 7.4 con NaOH 0.1N,
esterilizar en autoclave a 15 lb de presién por 20 minutos y adicionar:

1 M MgS04 2 ml
20% Glucosa .10 ml
1 M CaCil2 i-‘-'O.l ml

La glucosa puede esterilizarse separadamente por filiracién.
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