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5, pesesuie)s #3 ma batberia fitoratfgana mus  prodora um
polimero  denominads  gomy  aantans- esle sclimero o1 de  gram
iresrtancia indusirizl pards  G8 @selea #n la indusiris eetraldra.

alimemi icia « tarmscesitaica, enfre ofras.

En el prasanis brabaia 48 redlizaran estudios Tilosatoldginas
tendiantes a establecer 13 Falacion gue goipele @b |a capacidad
fitopaldgens d= Lo Baclevia » lact propicdaden iquimicas v
fistcoquimicas: ol polissre oue produce, Elle permibid sstsblacer
criferion de selecoidn v aislamiento de copes de b,  ggmpgstris. oon
alta capasidid proguctive del eolimsrs + cuvas caracteristicas sean

adacusdas DaFd BJ WRa TIREL.

La erimers etaps ool frabaio contistid en la alteracion de  las
propigdades deal eolfssrs producide por f. gemesteas 1459 cowmo
consecuencis de una mutagdnesiy aulmics provocads por 2l tratamienio
de ests cepa con H-mebil-N - niiro-N-pitrosoguantding. Como resultado
de agle dratamientas w¢ selecoionaron v sislarem ool mutembas, de
acyudide con ey diferercias gur pPresentaron en medios ¥H, M @
clérurg @ tetrarelium v an um medio vFice M §Efaraia. Frrd
déterminar &1 wgrade de wirulencia &0 fumcedn el dres 95 las
lesuomes. oada wntlants fuys inoculadgs &n plantas del gdnero Brasinca
glergceas ccliflors. Come coatral s8¢ wtilizd alemas uma cepn

tilvestrs @2 5. gacpesiris Fv CABPdSiris, obienids de un campo oe

cultive an domda 8 sressniaba s esferssdad “Pradr Lotdn naara
profusida sor  la Besleria. Una weg dafinidas las carasiaclatiras
Titopaldgenas. 2 proceges & establecer su relacidn com gl polfeero.

Fara asbts gbislive cade cepas fud pnoculada en matraces Fernbach con
1



um medic dstinido sars la preduscicn del pelivers. Despufs de 43 Rrs
3 cultive s eroradid & la resuberacadn del palie=ra sara In

=galiracidn d8 los andlisis aulmios.

Lo vesultados obtenides con las mitanies indicaran que low
agrimebros may signal icativss an los cusles de sheervd” velscedn  con
la  wirulemsia  Tusran: la wviscosidad adarvents. la capscidad
dlvconilcants, la produccide sspacifica v low eorcentaje: Ja
gusliturentes acelilo presenles en &l polindro, Todos los anleriorss
asrametroy e incrementian a medida que ba patogemicidsd d¢ ia cepa

amsnta.

Por alra parls  Dos siludisd de los dapsciroais de inirarrols de
zads polfmera seMalarcn que ofeo Factor aug #fd 1avolucrads
Tusrigwents om [a virulesces #% la inlersscion inlraeslacular &9 58
aregenta #m #] polimerc, Esla obssrvacidn permiie establacer cus asie
ireadla inframslacular jumio gon  [of porcantajes de a=alila  s@an
eponsablas d¢  la  istavaccidn el solfmers con  las #oldoulas

Sonal s tuventés de la pared de la planta imiectada.

Loy dalos sblemidos sugieren gue en Le virulencie, no solo los
pardeairas cusntiricados &n #i1lf irahalas sen responsables de dicha
wirulencin, sips que srasten foctores intrinsecon inwslucrador  Gaate
del microorganisws como de la plamfia v las condiciones ecaldgicas en
dandy w8 desarrolls avia  antergecidn. S embarge.  la etirategia
desareallisda  &n el preseni=s  irabaje persibird s sslecaid,
alslamienio de cepas dirdcianenis do sy nabiial natussl. ail comc e
PerlbLlidad  de usarss para @l erocais g produesidn del Buepalingro,
Ex decir. tomamdo comd principal crilerio el drag de Ja  lesids que

produces la cepa. 52 puedEn  mualer cesss com owm o allo grads ds
3



polancialidad para ser eselesdos en la produccicn de esie importante

biosal lmera,



CAFITULD )

ITHTRODUCCLION

Exislen en la bidsfera una gran canlidad de microarganismgs aue
son ssenciales en cualeuler ecosisiemd. Sin eskargo, alganas

BlIErogrJani R0y Provocds dlisracionss fuscionales & elantas, animales

 inclusive al hombra.

Lanthomonas canpedicis &5 wia baclerls Filceatdgena deascubieria
por Pamsal en 18%5 en nabow enfersos 7o a4 en Do setualidad e
miersorganiang que hy Sido oblelo de inwesiigaciones &n varids rasas
da liy cimscias, #alre Jad gue 4 encuenlrdén 14 Flilopalalogls ¢ G4

bictecnalogia gue &n eile caso e lalerrelaclonan can SBJEl|waa

difarantas.

La Fltopatalogls % wha rama o8 la ciencia sue wiludia 4
Aaluralagd, @l deiarralle ¥ caalral da las enferssdades S Lad
plantas.Comnidera los factores Flsicos, suisicoy y§ Bloldgicos @m @n

madioc asbiente deferminado. (Maliowmal Academy of Sciences, 19910,

Adn  cuanda &@ conocE  Gobrd o eafereedad sue  Broduce K.
campgilbeis on las eruciferas, poto 0 comprendan lod principios ds la
fitopalogesicidad del Wl CF oo gan |, d la intargcs Ldn
hospadanta-palogens 40 comd @ fu conlral. Siendd un dFes 95 donRds
sa amplian las inlerroganies y e requiere de la  intentificecids de
esludios pard coemprender lat inlerscciosss isporlaates y complelas en

la anfersadad.

Com respeclo a la Bickecnologla, &% usa rama Ialerdliscimlinaria

gud w8 eafoca @ lé wlilirasidn de las asctividades bDiologlcas,



microbialdgicss &% coms bicwiisicas #n el marca de los procesos
lécnicos ¢ de la produccida indusirial para la generacids de Blenss ¢
wirvigias. By @n asla dres dondas e eesplea el wicroorgenises
Tilopalagena coms fusnte para la produccidn del helerceo] isacdridao

selracelular, tashidn cosocido en & seclor  indusirial coBmo  goRa

wanisnd.

Por sus  propiedades wiscoslficanies la goms waniana wa le ha
enplaada & uhd gras warfiedad de producies . En el pals wha S Las
indusirias ogus presenta sayor desenda de la goma e la indusiria
palrolara, en donde se emples en la perforacidn ¥ raparacidn de pozos

pelroleros.

En &l Inslitulec de [avestigaciones Biomddicas TR &n
caolsborscites con al [estiluloc Mexicamo dal Folrédles o realizd en
provecta de isvestigacidn filulado: *"Bscalasienta del procesc da
produccion de us Blobal lears® cuyes obalbivas lTudrca gl desarral lar
una tecnologia para la eroduccldn de la goma wanbama. Poco  &a
codmocia de]l habital naleral del sicroorganismo, de los riesgos
pcoldgices gue ierlicaba tu manmdo & Inclusive da 14 Tuenle® @ara  su
chbencign, Be msla formy e planfed =] presente frabaio el cual
rapresenta wna aliernaliva para el alslamiesioc §io obtencidn de

nEwvas COPEY.

2 inlenilsd proporcichar conocimientod de dos dreas comunmdsis Aa
alines: la filopatalogia ¥ la bictecnologia, eafocsdas deswds el
punla 48 wisla de] pravécie qlabal. be eils sanera 4e coalribule & la
#4caid Lalormacicon exizienie acerca de la funcida del biocpolimsero
extracelular sue eroduce XK. campesbris r a4 la chlencidn da cemas

producioras con la melodoloals r erilerion que evto immlica .
i}



Los principales chietivos del presents sstudic se snfocaron @
ssludiar la relacion wvirulascis-sropiedades del polisare eroduc ide
por K. caesatlris a4l cosa 4 geEnerdr caonocislenilon  relpEcio &
poilbles crilerios da seleccida r aislamignla da cepasy guw retuliaran
busnas producioras del palimsro, curas prosiedades &8 solucics wean

de bnlerds para los propdeilos de s wio Pimal.



CAFITULD 2

AHFECEIENTES
d. 1.1 Semeral |dades

Las plantan cullivedas presenlan con frecusncla gnferasdades oe
gran  |mparlamcils econdmica, sagun los laclores asbiealalss  ogus

imperan en diferenfes dreas ecoldgicas.

Wusgue &% dificil circusicribir la definicitn de snfersedad
wigital, w2 e ha considérado an Déraiscs generdles como alleraciands
funclonales ¥ esiructerales gue |meldes su desarollo morsal (Sarcia,

197#..

Lay Bbacterias consiilupes algunod d8 o8 principales sgenies
cauntales reavponsables de un Ausers (eparlanle de enferesdades an  las
plantas., sin esbargo ®n cosparacios con snfersedades causadas par
hofgos wu NuksTo @y raducida. Mo w8 conoce @l muserg dvacic de
Bacierias Filonaldganas EOLL [E ] w ha  propusslo Gus asivien
spromimadamenta 200 ewvpacies; e las cuales enbre 150 v 17D provacas
WA amplio rFango de sialomas gus son cavacleristicos pera oue pusden
cosfundirye con iafeccionds causados por clroy agentas Filcealdganas

(e lman, 184%,,

dungue existen becterias fifcpatdgenas aue =on  allasenis
selectivas en su hospedanie, exisien wn gran Aorero de ralds Jud  SEn
distinlivas por Su habilided da alecar uwna amelia warisdad de

Plamias.

Las bacterias Tilopatldgemas periemscen principalsents 4 cinco



3éneros ¢ Agrobacterium, Corynebacterium, Erwinia, Pseudomonas y

Lanthomonas (figura 1) Las enfermedades que producen pueden ser

agrupadas de manera general de acuerdo con los sintomas que presentan
las plantas en tres tipos : pre-necréticos, como el marchitamiento;
necrdticos como los tizones, pudriciones , manchas foliares e
hipertréficos como las hiperplasias (Jauch, 1973; Kelman, 1969;

Agrios, 1979).

La pudricién negra de las cruciteras es una enfermedad producida
porla bacteria fitopatégena X. campestris pv campesiris, de amplia
distribucién mundial y econdémicamente importante (Griffin y Baker,
1976). Esta enfermedad se presenta en cultivos de varios miembros de

las cruciferas.

2.1.2 Caracteristicas generales y enfermedades de la familia de

las cruciferas .

La familia de las cruciferas estd integrada por las tribus de la
zol, coliflor, brécoli, colinabo, nabo, nabo de suecia, col China, el

mastuerzo de agua y la mostaza. Esta familia se ve afectada por seis

anfermedades entre las que se cuentan : la enfermedad amarilla
producida por Fusarjum aoxysporium f.conglutinans ; la pierna negra

producida por Phoma lingam; el circulo de la rafz causado por

Plasmodiophora brassicae y la pudricién negra causada por X.

campestris pv campestris. La mayoria de las enfermedades se

caracterizan por los sintomas que presentan (Walker, 1953).

De acuerdo con el manual Bergey ( Buchanan y Gibbons, 1974 ) el
3énero Xanthomonas incluye alrededor de 70 especies ciertas , 158

nominales y 44 dudosas. Las 70 especies han sido agrupadas en cinco:
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Principales bacterias fitopat8genas y los principales sfntomas que producen (Agrios, 1979).



Lgnihoscnas campesiris con 104 ewpecies nominales, Xanlhosanas

Iragariae, Tanfhomonas L ana, I_'I"_lﬂ.w !|!| | imEans F
Lgnfhomanas gagnopadis- El gruro de etPecies nominales ds XK.
campaglris Ma side foraglmanie dSesighada como pathovar. e
diferenciacidn da a&ile grupe 8 ha Basade principalesnta en la

wmapgcilicided wvegalal r &n sus efeclos sobre la plantas . debido a 3w

poca diferansiscits morfolégica.

2.0.5 wgente caunal 1 Rasihomonas campasiris v cgepgairis

Caraclerislicas saorfaldglcas.

K. campesiris ev campasiris (Paemell Dowson (LF0R) es wm

microorganisss bacilar de 0.2-0.8 por D.&-?.ﬂ}p. presenia un flagela
palar ] wnd capd sucoss consliluida por pal i vachr idos
sulrdce lulares.Viste &l microncomio alecirdnico w obverva como &n la

fagura &,

En cadas con madio of cullive coa exlracloe de8  levadwrs. las
calanias o fipificas mar L1159 caracterislicas morfolégicas
maniTestdndose como colomias amarillo brillantes, viscosas con Bordes
lisod gue medidos a las 48 ks, de incubacidn I.i"i'l:l ¥ woa de uA

didsairo aprovisade de 4 =a.

2.1.3.2 Caraclerislicas bioguimicas.

Aanthosonas camersiriy pv cameggiris es un sicroorganismd Gras—
negal ivo , suimigorgandioirelo. Presenia un mablabolisme respirafiorio
mn donde €l oauigeno =salecular &% @] Glfise scepior elecironilco.
Farmenia la glucosa, lectosa, galasiovs v vecarcia | &f whn ssdia con

amar | lguadoras produce dcidos a earlir de los carbashidralos sxceplo

11
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de ramsocaa,  inalinae, adesibel, duleital. isesital o salicina ¥
Farameale de  soebilol. Utiliza #l  scelale, cilrale, malata,
Eroplionate y suctinalo. Hidralics el slmiddn, cosgula moderadasenta
la lache, no reduce les Aliralos, eroduce dcido sulfirico & partir de
la custalna La reaccidn de la ureass oy negaliva, calalavas positiva

= folera sl cloruro o8 sedio hasta 5 X,

Tiane ua conlenido de G & C en 2] EHA de &3-7F wol % , s
FEuET inEAlet AulFicichales som compleldos ¥ usualmante inclures 2
mElioning, Aclido glulamice ¥ dslde nlcallalcd &n varlas Broporciones.
Li temparatura oelims de crecimianla owecila enkre 25 ¢ J0°C

(Bordienka, 1%40; Suintero el al, 1984; Buchasan r Oihboas 1%74 &,
2.0.4 Maturaleza de la asfermsedad.

Lis wpidesias ds la pudriclédn negra han  resulledo del uso
directo de sesillas infectidas. K. caspeiiris ev. campgilrls fud una
da las primeras bacferian Titorafidgesids gue sa demoalrd que &rFaf
iransmitida a trawés de Das semillas tHenter 1975; MHarding 1 4l

1904,

Bl migroorganiima pusde desarrollarse #n las semlllas cuando las
Flasias infecliadas pasas & lravds de un asiado wveosiallve de latEncla
gin sSinfomas eswlernos de la eslersedad. En &l periods repradieelova
las plantas infectiadas sslan ecpueilan & Lesseraluras frisy lo que
favorece al florecimisale 7 consscusaiemants la eroduccicn de
waml]las. Exte Faclor apuda & la ne expradidn de los sintomas de la
gnfareddsd 5 4l mismo Ligmpo &4 preseniarde ung Invasidn sistémica en

#l sistens vascular de ramas, pedic#los r vainay ook ef al, 19521,

13



La invaside sisfidmica del microorganimo en las walnas de las
Flantas &8 realiza & btrawvas Jdel Lalls vy eeswira hasla wbicarse en la
membrana falsa oo la wemilla v poslteriormente hasta ol  sisters
wvascular & travds del fundculo (figura 0. La Bacieria causd
eavidades |isogdnicas an &l ajlems del leside varcular da las parades
de la semilla ea la vaina ifigura 3 a), posteriormenis la Bacieria
avanga denfiro del tedido wascular hacia la unidn ded] Pusicule ¢ la
vena rafe asl como a suchas regione: del Bwiido parenguisatosc
avociade (Tigurs 5 By & invade complelamanie lode el wilema Fusiculsr
ifigura 3 di. Frecwenieseals se hia observado que la wnidn del xilemsa

v #] funlculs susden ser daslruidas Nlolalsente (figura 2 wml.

El fitopatdgens pumde quedar &n &l xilema oel fusicula aoe
posier ioreante |lega 4 converierss #n la cubserfia de la semblla &n su

mpdurer (Tigura 3 &b,

Coms consecusncia oe la Isvaslédn bacteriana en  las waimas
il ds i Pusdes producir la sspulaidn da la% gmmillas,
praduc idadoie semlllas infestidas » serminables en aguelliayr waimas

qur 1legen & su maduracids (Cook gl 41 1952 1 .

Las semilias infeclisdas won capaces de germinar = la siguisnls
aslacidn o bida la bBaclerid pusds coasarvar u wiabilidad por carca
de ilres afios . Se ha reportado gue la wiabilidad del wmicrcorganiiss
puids decrecar coa ®| graco de madurez de la semilla iKliciewiez ¥

Fownd, 1%&11.

Eecientemenie we ha destacado la imoorlancia de  serosales
naturales coma Fuenles primarjios de |sdculos ef campos coa creciferat

infacladas (Lisdermas el . 19831. La disearsidn asres de la

14



Corte longitudinal de vainas de semillas de col.A: C—cotiledon,
F-funiculo, FlM-membrana basal, H-hipocotilo, P-vaina, SC-cubierta
de la semilla, X-xilema del funfculo.Apr. 94x. B: paquete vascular
de la pared de la vaina en donde la bacteria ha dafado el xilema,
las zonas obscuras son acumulaciones de bacteria muerta,l185x, C:
meséfilc invadido por la bacteria 400x. D:curvatura del funfculo
cot: xilema destruido por la bacteria. E: funfculo con tejido des~
truido 400x. F: porcidn de semilla irmadura, con extencidn del
xilema ern la cubierta de la semilla 185x. (Cook et al, 1952).

15



bacteria %8 realida primcipalmente por law galés  de I lavias,
parliculas de awre ¢ wiente . Ly parliculas aeroscles  soo
spideniclogicamente signilicalivas por aue pysden recorrer dislancias

mas arelias gue las salpiceduras § Hugn 1! al. 1984),
2.1.5 Redios de inleceids.

La 1&afeseits o8 las elantas de Jas cruciferas 4@ TeEalitd
principalmeate en las hoias por sedio de los hiddlodos ismith, 1987},
Clavtan (1925F reporkd gque la penairacics de L4 Beclerisa podis

prawantarss a iraves de los aslomas .

Ambas esirucluras, ®sicamas & hidilodos estan Invalucrados an L4

avapolranspiracion del agua en la plants. sumqee Su Fuenclosalidad ¥

ublgacicn gon dishintas ICoch &t 4}, 19334 5.

Pars oue La infeccian e realice por los aslosas ae necesila aue
s prasenis una congesiidn de agua on las cimaras subesiomales para
gigf la penalracich del lilobildgeno %8 |lague & realidar 7 48 canf iAd
a los espacios (elEredlulares dal mesdlile aseoniosa . Sis esharso,
Adle lenamsns pocdd wices ocurre @A la Aalurdlets, por Lo Gud a8 Ra
-llﬂlﬂl?ﬂ qua  las principales asiradas son los hiditodos (Cook et

al, 1952 as,

El mecanismc de enlrada ¢ realila debico a que &n los  essasios
intarcelulares del spilelio 8 presenla wna esudacidn de  sgua
itasbign conocids como agud de glulacical macia los mididtedas . El
agua evudsda e costawing con #l Tilceatdgsna § &% absorbida por
accion capilar hacid &l latarior de §a elenta . El sicroorganlssd
suspendido #n aml  interior de la elanta se ubica en la wecindad del
ieside vascular 7 %% mullislica hasté finducir la formacidn de la

1o



leslan ideak a1 al, 19334

Z2.l.6. Caracterizacitn de los winlomas.

Debiide & o9uwe la infeéccién Bachierisna scontece frocuentesssio a
traves d¢ Lot hiddlodes, lay or |RErad signsd de 14 salareedad iuelen

srefanlares o8 lod Rirgesnes d8 Jas madat.

Usualeanie &l lejido 38 wuslve amarillo § presenis clorasis oue
arogresa hacia la nervadura centval de la haola. Las  lestones
2lordt leas llagan 4 ser caraclerlsllcaments an fesma oy U (wvar  foto

., cagitulo S,

Laf wveddd ¥ wenillas clordlicas , asi como los vasos de las
Jrandes vandt 48 valven 38 un calar negro coa gl svance de la lesion
o La mervadura central llega a sor afectada ¥ & wuslve calé
deshidraldndose y consecusniemenie s hace quebradiza (Cook ¢f al.

1992 & Ualker, 19&7; Sultos ¥ Willless, 19700,

Lok sinlomas & la eafermedsd prograsas hacla lodas  lag  hodas,
al talle y la ralz debide & la iavasidn sisténica del pabdgena.
Guasda 8 prasenla la jafeccicn en los  eriesros  esbadios dn

maduracian de la planta @ produce defoliacida pramalura .

Fubtacusnlenenle & la inleccidn producida por X, campaglris gv
campEslriys so predanly an las draas Anfecladys ung invasidn com la
Baclarid recponsable de la pudricidn blanda , L& cual destrure el

tedida 7 ocasions un mal alor idgrics , [97E; Walker, 1967F,

d.1.6. besarrallo d¢ la enTersedad

Be scuardo con las sinlsmas carsclerislicos gue pratenlan  las

17



hosjas de cobl, S5miih C1FLEF ¢ Bobth {1%61) astshlecieron que los dafios
an @] leside vascular son producidos por el blowuss del Vransposie de

AU,

Sultos p Williams 197Gy afirman que af ddficit dal agua e
producido par el crecimienla baclersama . &sbos exaEinaron la
extension de la Desion en ol tedide vascular de la col. Emolearca #n
%9 #vludio dot aislemientos de L. caspesiriy Py campasieis: B-87 &1
r BAT- 52, BET- S1 mosird uma reducida mullislicacida denlra da
teiido wascular 7 poca producciéa de sucllego (Figura Le 1, En DET7-52
chiservaron que ®l microorganiiss avancd hacia =l lesido conducior del
sllems wn donds e scewuld y Blogued los vatos comsductores de agua
wilgura Lb 1. h medida gue ol salerial de chslrpccida ae acumelaba,
®| parenauima del silema e LBa separande (Flgura cb, postericresnle
ml filceatdgena cautd cavidades Lisogdmicas es =] sesdfilo (Figura 47
I, Cuamdo el xiléema % Llésa con la maia Bacleriasa, =n 14 adred
wascular se rompen las smicrofibrillas de celulosa - Con el avance de
la lesidn %8 van incorparands wuslancias pécticas en &l material da

chalruccion d8 las vasos lll-‘lit!éﬂ-

Estos hechos indicaron quee #] rospimienioc de low wvasos del
wilema, ol crecimianie poblacicnal 7 la acumulatidn de) musilasa a
polisacdrido seiracelular qua produce la Bacieria son  facliores qua

conducen 41 alroflamieaio vascdlar ¥ por 1o Lanta a4l ddficil dal sgua

on #l leside inlercalular de las hauas.
2-1.0. Aedios de disparyiss.

Dabido & wue X. cCaspesiris B CABDESLrLlSy &% una Bacleris =0

formadora de eiparas reouiers de coadiciones especialey como medio da

In



Mlpgurs § .
Cortes transversiles de la
por L. campestris mlslamiertos BIT-G1 ¥ BET-52, A-C infeacifn con
BB poatrardo: A lem irvadido; B xilems ploquesdo; C- verd
ensprecida; D= te)lds xilemitleo noorel. E= lrdecclin oon Bd7=E1,
F- meloninns tefiidas on 1la vena emegrocids, inlectada oon BT =52
{Sutton y Willissa, 15TCN.

verg cortral 45 holes de ofl Infeciadac.
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dispardiion local. Las llevias imeulsedas eor ol vienlo faworecen la
dispersion. Ea reglones donde la erecipilacian plusial &% Baia o
gycatd Las plintulas en creciminnio ma praseslan ningun sinloms g la
pafarmidad (Ualker, |967; Hoas &1 &), 1784, Las lesmctad
maslicadorey Jumsgan us imsorianle easel en la lranseigide de la
bacteria, dabido 4 que dispersdn 4l palaganso ¢ ocasionan heridas 4

través de las cuales pusden ocureir Las infece banss.

Li disparsidn local de una plania & civra se puede reslicer par
los imalementos de trabato gue wlilizs el labrador durasie el saneio
del culiivo. B ha considerado a las hosas defoliadas ¥ enfermas
comd wh medio de diveersicn local ra sue conltienen &l Titceatldgenso ¥
52 encussiran an &l suale (Palker, 19&7). Ea &l suslo =l
WICFOOrgan i yma purde sobrevivie L8 dias en erimavers ¢ hasla 42 a0
|avigrfg. Cuands ol beiido de la hola profeie al microorganisso esfa
putde wobravivie hasla 244 dilasy o Inclusive us e deseudy de 14
daloliacisn ., En low malses 4ln nisgund rolscidn se incremenian los
niveles del indculo v ¢ comsidera que pusde ser la causa erimcipal

e la eafersedad |Schasd ¥ Uniie, 1974,

La disesrsion asres con  asrotoles saturales a3 en Faclor Sue

canfribure 4 l& diveminscids dal indculo.

Bebido a aue las epidemias han resultado del! uso dirFecto de
samillas lsfestadas. esia disbribecidn wve le ha considersdo coma an

madia de didperaidn mandial (Ualker, 19675,

2.1.% Eesistencia & la pudricidn negra

Foco 4e comoce acerca de la resisiencia de las cruciferas & la
gafdarspdad. Fin esbiérgo, ve ha atribulde la resisfancia haredifaria

I



do las planfas & Principios  QeEndlicos, gain  LIPF5 atribure la
rasislancia seleacliva & la pwdricida negra en las plastas & wund
Farancia mandalians, |la cwal &% régulads por Teclores qeandlicos

Sominanias,

Sharma @i al. #n [977 sugieres sus la resisiencia se confiere a

Eravis de motaciones sulridas durante la lerss hislaria de cullives

n eruciferds

Lag @plantas &% €0l résvislédles e han caractericado por la

utencia d8¢ les sinlomad p pPor wha resiringida msuliiplicacids

macleriamd. En wstos genol lpos we han isvolucrado a los hiddiocdos,
wensy § &l pardnouiss Lalercostal coms poslBles wiflos de resistencia

ISlaub v PLLN Lams, 1972},

bé acuerda eoa revdlbados seperisentales se ha concluido sue 14
retilencia de 14 col & la pudriclan negra estd imcluida em el gen .
Bicka gan resirings la sulliplicacion Bacter lana #n &l wilems 7 #n
los wasos laralaglas &8 loi hidilodsy, debids & sua induce casbios &h
wl matabolismo Gromilico de la planta (15teub ¢ Uelldams, 19720,
Hamasivaram gl gl (1970}, mosiraron gue en cullivos de plasias
reslsisnlas ig incremenian las females, an forma da&

war thad ih i dros i Tenal .
2.1.00 Mdlodos de deleccidn.

En vistla de la Milopalogenicidad de la baclteria ¥ los dafos
sEwlrod  gue causan en ol culbivos se haa desarrolliads sdtodos eara
Su delmccion Lemprand, los priscupales mdlodgey para la deleccion owl

microorgenismo %8 han desarrollado para el suslo vy semilias.



En  wuelos culliwedos, e incluyen culllvos o susPensiosnes de
suelo en medios selech ivon df almides (Shaad v White, |974).Esie
mdiodo presenta wardas  limibacionss dabido 4 que alras Baclarias

fram-aggal ivas puaden crecer oan w2l ®sadia.

Bamen v Alvaras (19781 prosonen &l sdlcdo de insuncf luorasceancid
comg wn adicds cuantilaliva gue puede delaclar niveles hasle de @0

cdlialas por graso de suslo.

En las samd b las, low w=d#iodos de defeccldn osuas we  har
desarrallado implican la serminacidn de la semilla v la observecion
e loa erimgros sinfomas de la esfersedsd (Bhacklelon, 19632;
Srimasavan alb al, U313, Evte mdlcdo presenta la orincipal deawvenlals
g aqud 0l patoganms no pudds ser daleciado en senillas no serE@inadas ¥
i raguiere del facior liempo pard oBservar %1 lév semillas s

anCuaniran iafeciadas.

Ehaad ¢ Donalson (19BD) desarrollaron lécaicas corbinadas fales
coma &l uto de placas de susstras llguidas schre wn medio de agar ¥

Liscidn por iampncf lusrescencia dal slersearganismc.

58 ha sropussio ademds @] uso da la  inmencf luorescEss il
indirecla coso wna Bécnica de dateccldn résida del  Flilceabdgona

iGhaad, 979,

d.1.11. Pormas de confiral

Bl conlral e X. campesiris pv Canpagiris ha rapraganlado wn

profilens de dificil sdlucica, 58 Raa desarrollaga warilas  QéCnicas



Para Sy lemprana debecclan, eere s oblod9y pard S0 completa

grradicscuion an las semillass.

Entrs low silodos que srelenden la erradicectan en  sealllas w4
ERCEEnEran: la desinfeccidn coa HEralemientos de agua calisnie
IClayton, 17250, la insersidn de las semillas &8 soluclones &C@0%a% de
#nlibiaticoy IKliciewims v Pound, 1941, | uso de acelato de cobre
acidificada v calentago (Shaad r RMulanax, 19801, el wuso de
hipaclorilo de sodio combinedo con presiones recucidas [(Hesardan i
aly #8000, Be los mdiocdos anies senciomados el use del hieeclarila da
#odic oy &) wus ha repreveniada la sarcr eficacia mara erradicar al
microorganiseo sin dafar & la semilla, ni readucir el vigor de dsbta @

inclusiva no o fitotdwica. |Humardan, 190G,

2.2.1, Caractoriaticas aslrucliraley dal polissro axieacelular

yur produce §. campasiris ev campasiris.

Bl mailage ous produce X, camoesiris oy gamgegicly e Ra
srcanacido coma wn helerceol isacérido wutracelular, polianidnica ¥

4% alte peso maleculir (Coltrall v Wang, 1978: Helco. 19611,

La esiraectura del pol isacdrida gue ha %ilda prosuesia
recianiesante 2y la da Janssom gl al (019951, la oual consia de wn
polimers ramificede coa cined usldaded sonomdricas Fepalidas dos
unidadas de B-0 glucosa, dos de D-manass r una unidad de  B-D-dcido
plegerdnico , curpa rélacitn moldr es 2.8:3:2, oo Kido piruvica p

radidugy ~aclilicos an diferesiay prosorciones,



La cadena principral estd formada por mondssrcs de B D-glucas:
unjdos cos enlaces glicosddicos Bil. 4. La cadena laleral ramificads
#5ld iniegrada por ol monosacirida D-manosa uside & |4 glucosa cos
dalacd glucoaldics (1.30, la cual wtla wnids com el B-0 dcad
glucardnica par al enlace B (1,21, El Scida glucordnica a wu vez sxla
eAide con la B-0 sancna terminal por &l ealace B 01,43, La cadena
lataral wsia unida al tercar carbos de la glucosa en Porsa aliersada

aa la cadems principal.

En la D-mamcsa imnicial de la cedena ramifTicada e encuenira
wnida #n la posicida del vanto carbano us grupo acelbilo . La mitad de
las residuss tersinales da la _j‘-!—unl:-u s ancuealira unido
caldlicamsnie 4 ul regidun de dcide piruvico en #l cuarfo ¥ sasto

carbono de |4 manosa, | flgura o b

La manevra en que asid conforesdo sl polimers ha sida o] =oiive mis

imporiagnle 48 su resisiascia engimdlica r da sus prooiedades Fisicas,

quimicas v realdgicas Kelco, 1981,

2.2.3. Fuscitn bicidgics del polimero aviracelular-

Las  wolisscdridos  esbracelulards  deserseban fuss | ane s
iaparbanies para las cdlulas sicrobienas, 431 como en la intersccien
e L& migrgorganismss Eom du  alradedoriPowell. 1979}, Coma
funcicnes naturales para las células se ha reparl4do Sue &IFveEs COBO
barrargs g8 proleccich cgalra condicionss ambientales desPavarablen

Farmilean & lot microorganivmsy sanlener un sinise de hussdad an wu

microamtiiante, Funcionan como wuna  barrers fisica ecoalra

ot
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bacteriofagos ¢ proporciohds proteceién sercisl canlra Fagocilonis ¥

atacues amibianos (HLlkunson. §99%50.

Exislgn numsargdas microorganissos que producen  palisecds ldos
axiracelulares IEasg v Cottral, 1¥7%:; incluyendo un gran nosaro de

baclerias Falopalégenas (Huidin v Melman, 1938; Gorin ¥  Seencar.

19als.

La wapecificidad del fitocealdgeno en vistenss inferaciuantes
suglere que a8l poliseve esid relecionsds coam el sisleng de
raconcs imianla & la relacics howpedanle-paldgena (Slrobal, 1977

albershain v Aedersan Proull, 19730,

Sutfaman v Billrass (1970a) deamsosiraron oue el  polisschdrido

gelracelular wue produyce K. cdmbesir iy pv Cdmpgslri§ en yn medjo da
cllivo ey ol misme gque produce &n 8] lefido vasculer de la planta

infewctada.

Forres w1 al, en 1977 esiablecieraon que ol eolisacérido

euiracelular de &, caspesiris pv campesirils puede Lener un poder  de

reconatimianto moleculsar, gque pusds scoplirde @l sltio =0 =l que 14
baciaria ss ousda avtablecar dentro del Hospedanta. Exflie
FRCONGC imianto puorde atlar delersinsde eor |4 compoRiclén  del
pipeal lsacdrido de la pared bacieriana y de un drea particular de las

célubas de La planta.

Ea sistamas biolésicos. los polisscdridos Frecusniemenie exislen
en uhiones Feleragandds, &n lordad ordendddi o fEmlordensdas, CoB &N

las plantas » paredes bacierianas (Des el al. 19725,

Bamos lraciones racientes sugleren que @] pal i sacdr lda
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gitracelular pusde inlericluar eteecificamssnie con olras cadends
siclegicas importamies de polisacdrisos (Horris at 3l, 19770; Bea gl
al, 1977, Bado condicioses Tisiclogicas, «l polimsearo exiracelular o
donE vanlang maesira evidenciay de latlerascids yntermolecular con la
palac iomanana. Eslas inleracc iOnEs SugiEres Gud pusden ocurrir &0
Jiferentiad grados con olras selaciomananas de las rplantas. las

swyalas prasanian un;mli_’ I-4 (Daa v Borrisom, 1973; Morris, =1 al,

1#770: Eeas, L1977 Dma sl al. 1977i.

Estudios de rolacids éstica v difraccids ds rapos © dal process
a interaccion galéclongnena-sant and, madqlran sue los geles que e
formam de la iniereccicn, prevenlas und conforeecidn naliva ordeneda.
hdemas, la adicidn de la galactomamana & wolucicnes o goma xanlana

aroWoCdn uf incremanio &n la wiscowidad leiclal del g=l.

La inferaccion galactomanana-waaiana bnvolucra la asociacién Ge
las regionas  no subsliluidas de lav mansnes en la galaciomanana con
la forma ordenads oe la santana (figera © 1 (Dea &1 al. 1977; Dea ¥

Worris, 1977: Borris wb al. L1977 4.

S8 ma sugerids  gue @l algaificide Bloldgico de  wilas
inleraccionss esld relecionsds poar  los  difios  provocados por K.
campesiris pv E'Elﬂ.[.l.'i an al felido de las hosas de las cruciferas,
las cuales presasian wna pared celular coastilulds de celuloss
galaciog lucomananas, sdemds de contener wlemendos Fibrilares
asbebidos wn wnd mabtriz amorfa o de hemicelulova que puede 1ncluir
cigrtod slesentios de Torma ordensds a8l como sustancias péclicas
iBecon, 15771, Do asita forms la santana pusds prosenlar (Blevaccicn

con #stos polimeros dBea gt al . 19770,
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substitul
4 oy columna__no substi~
tulda
- N

Xontana forma asociacion
forma desordenada ordenada
Flgura 6.

Representacidn esquemitica de la interaccidén xantana con la
galactomanana. La estequiometrfa de la interaccidn no ha sido aiin
caracterizada (Morris et al, 1977).



La isleraccits sinergislica d8 sasisha-galacicmsndnd =4 us
rapresealacion de la inlerscion nalural sue pusde eresentarse en la

relscion hudipad-palegina.

2.2.3. Mroduccidn de la gomi wantama por ferssafiacidn.

La gomd zanlands o8 un palisécdrido que s produce durante la
fermanlscion de wn carbohidrato. La ferssntacidn para la produccidn
dal palisacdr |do micrabiano 4 Lleva 4 cabo gameralmsale por culllve
s lebes, &8 faneuss dguipados com wuminisiro de sire esldril,
adilacita mecanica, control de tesperatura, control pfa 4l  ssncs

madileldn de pH (Galinda, 19855,

Los requer imgnlos nulricioadled sinisos pars & crecimignlo da
B campasiriy v produccicon de la goms xanlama sonl Tuenles aPropiddas
de carboso como glucotd, sacarosda, almidédn & inclusive wwero &cldo de
lache; tusnte de ailrésens como el sulfalo d8  emania, allrala de
amomio, vinazas isolubles de destileria), wrea & harina de samillas
de algoddn; amoriiguador de fosfalow v canktidades lrafés de cierios

minarales (Slare, 1%dgi.

Durante =l crecimienio de la bacteria en el fersentador e
producen casbics an la reclogia del caldo de fersenlacida, rFesuliado
de  la producsidn ¥ entrecion del polisarc.Eiin cavbioc an la reclegia
del sislema ¥ de gran imeoriancia ra gue afecla & Pperissiros
eritiess de la feresnbacicn: la lransferencia oo sass, Lo de calor,
las carscteristicas de meaclado v los requeriesenios 3 polencia da

mlbacian, Loy cuales 4 su wai 8¢ pusdes wolwer crificos al iratlar da
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gncalar ®l sitlema lEalinde, 1585,

i, Usos indusiriales,

El heterceolisacisrids o goma xantans &% uss de los polimercs de

origes microbianc sue ha sido cosgrcializado & escala indusirial.

B pmporlamcia  ldeaica redide erincipalesnie debide & las
riguienies propiedades; presenta una gran casacidad wiscowificanie
aan & badas conceantraciones. produce solucionss coe sropisdades de
Fluss allasente sewdcelistics, e decir disminurpe la wiscosidad con
un incresanio en la rapidéy de deformscicn) lasw  solugiosss  viscesas
e gosd xanldad presenlas @lavada sslabil] ldad a4 la temperaiwra. gl ¥
cancasiracion 38 swalan @ &3 compalible con una Gren caAlided de salew
¢ praventa efecios sindrgicos @8 la viscosidad y fuerza de a¢l cusndo

@ combina can otrov pol imaros (Kelca, 1980,

La gons wanfasa se ha eeeleads &8 wh gran nesero de e licecionss
indusiriales. En 14 indusiria fexlil pard preovenir el corrimienio o8
los colorantes ean lat lelas, e la cerdmica para suspender Llos
LofEcsEales da hfﬂ-l-:#'ll--' #n lispladoras coms adiliva eara prolongsr
wl fiesso de contacio . en ssplosivos en forma de lodo como una bave,
comg adibivo &8 adhesivos, an prodieciod agroimduitriales e emblas
coma agente suipendaddr de alimenlos llsuidos balanceadss. En al drea
farmacdulica s8 utiliza como agenie suspendedor de wmedicamenlos ¥

agente lewturizante de coamdticos 1Balimdc, 1985,

En ®1 pais los seclores  (sdustrisles ous ssyor desandan el
producto soa la indusiria pelrolers ¥ la indusiria alimsesiicia. Las

principales alicacicnes de la goma sanlana an @] sacltar 4l jsenlicia
E [}



dani comd &dilive &n paslelerias, alimanlos aenlalsdow, bebidas.
alimentos comgeladon, Jugos de Frubas, aderslos, sefonadores . faleas
Foogravies, saposesas ¥ Jarabes. Bn evte seclor la goms waslana |iess
aspacial aplicacitn porgue (mpdrie & los producios elsborados =selor
calided wn su wabor, consistencia, aler, gusle &l palader avl comg

nEarEs A% Sy procdss dé eleborscidn (Colrell » Kang, 19781,

En 1& iladuslria 96l patrdles 4e emdlés como componente de  los
lados de parforacidn y reparacidn de pozos eeiralercs asl como en la
Fecuperacldn secundaria dal palirdles (Jandwick p Maerker, 19771, El
fluido da parforacion se usa duranite las operacionss de perforacidn y
tiwne como princimpales obselivos extraer los recories. lubricar la
barréna. Pravadlr darrusties ¥ Flllracionas duraate la bperforacitda »
manfigner la colusna Ridrostdtica. El #luide da reparacidn &% al
Fluido sue & seelea para reparar wn Polo, cuando la produccidn de
wste ha dissinaido, Tisna como principal Fis la ssbraccica da

recoriss o herramisntas de wn poro chsbruido.

La recuseracidn sacundsria de palriles coasisie an sslraer w1
hidrocarburs de vacimienios sue so Llensn la presidn suficients coso
para amarger & la supsrficie. Esto se obiiens sediasle la inpeccids

de fluldos wus eseulen a] scelie a Fluir (Galindo, 19B9). Esie es

alre uve que posiblasesls lenga gras potencial em wl Fulurs.
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LAFITULD 2

ORJETT WIS

Loy shjeliwod planteadas en @l presonts trabajo fugronms

- Establecar la posible Fitlac idn enlre el grada e

filopaiogenicidad de mubantes de i, camprsirlg pv campRatyig. oon las

propiedades del polisero que produce.

= Egtablezer pogablec erifgrios parsy aislar, s@lecciomar yip
obtener cepas, cupa camacidad para producir pol{sero wen APFop pada an

términes de tu uso final.



CAFITULD 4

EaTERIALES ¥ METQDOE

Las rédclives, @] malérial Gil coms lod eedlod de culiivoa emsleados

af @l desarralle del oresenls Irabddc w8 prévenlan &8 &) Anaeo 1.

401 Estralegla eweerimesial, Para cuselir los sbislivos s
desarrolleé la estrategia eeparisental ewpoesia en la Figura 7.
Inlcjialmania &8 redliod und revidlda biblicgrdlica ratrowpectiva sue
cosprendld las afios da 1950 4 1984 & travds dal Cenlira de Inforsscits
Comalifica ¥y Humanletica (CICH) &30 coso del Diological Absitraci. Eam
dila ravialdh 48 mEdlifesld lo poco edlwdlade del drea Fltopalaldgica

tanto sxper issatalssnie como an conoc imlealon Bdwicos.

Con rewpecto & la parts suparissntal s® inicid irabasandc con

dos cepas, uma dea la coleccida o la Borthern Regicnal Kesearch

Laboralories Ufh, X. cameesliris ev, Ccaeemslris  MRELB-[45%
[liafilineda) ¥ una capa silvesirs . camogslrly pv cimegsirc]s
dislamienlo 34 una alanta de col ichtenida por i Br. Pucickowvsky J.
La CaRa de cdleccidn L] malagenizd oquimicamsants con
H-saiil-H -nliro-N-nlirosoqueniding, Las mulaniss sobravivienias ae
cullivaron en: medio deo exiracio de levedura 7 msalta 1TH), &n cadas
con medic YN scloruro de (efrazolium vy en un medio rico com  sacarosd
imaEdla de levanas) coso sadios da diferenciacidn de las sulanies. S
delecce lonargn ccho mulanles coa djferencias msrfaldgicas releavanlias
¥ &l CoASETvArOR. A cada sulanle %8 le reqlizeron prusbas de

wirulencia, dalaraindndales el dres de  la  levids que  ocationaron.
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Faralelaments +¢ e@feciuvsran ferssnieciones &n mairaces Fersbach de
cada sulanie pars deberminar lay propiedades oo los polieeros. La
PomE 8 racuedrd del calde de Tersentacidm por pracipibacida cos
alcohol etilico, las Tibras obtenldas @ wecerea » walieran. &1
profduclia &8 polve se 18 delermind la concenbracidn Tinal dgfll, loa
radicales scelila y plruvica v &8 la realied swpdciroscoaia wn &l

infrarraia.

Los resultados persilieran el asilisis de la relscidn entre la
wirulancia de lat wsulantes ¢ las cersclaristiicas del eelikers
producido por cada una o sllas. Al misso ue desarrollaron criterios

polenciales para la selecclon de ceras oe K. campesiris.
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Fipura 7.
Estrategia experimental desarrollada.
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4.1.2. Cepas

Los microorganismos que se emplearon durante el desarrollo
exparimental y con las cuales se inicio el estudio, fueron:
Xanthomonas campestris pv campestris NRRL-B145% (Cepa de coleccidn de
la Northern Re;ienal Research laboratoriaes U.S.A, en lo sucesivo se

le denominara X.campestris 1459 ).

Xanthomonas campestris pv campestris ( cepa aislada de una

planta de col, se denotard X. campestris pv campestris ).

A partir de las anteriores se obtuvieron en el laboratorio las
siguientes mutantes cuya denotacidn fué arbitraria y con las cuales
se complementd el estudio:

Xanthomonas campestiris 17 NS3
Xanthomonas gampestris NY 12
Xanthomonas cameestris 18 NTS
Xanthomonas campestris 17 NT4
Xanthomonas campestris 17 NSl
Xanthomonas camgeslpig N6
Xanthomonas cameestris 17 N

Xanthomonas campestris 18 N

Las cepas fueron conservadas en tubos inclinados con medio YH en

agar suave (8 g/l) vy en liofilizados.



4.4 Hidbodos

d.d.1. Técalcas amaliticas.

£.2.1.0. Wulacidn com H-salil=-H ° = ablro=N-milrotcgusnidina.

(Rl er, 1973 eodificado para el presante irabadod

Fundamento

El MW-astil-N" =-allra=-A=-ailrosagudalding (M) o4 wh  suldgeno
WilRles miy Eolasld. Buadies WU BRCAnEima exacto fo as ain claro, s
saba nue produce subsiituclonss erimardas ¢ setilaciones e las bases
suricas v pirimidicas, erincipalmants an los pustos de renlicecia,
Froduce pasualas delecioses 7 puade provecar 50 camblos em las bases

y wuna disilancia de 2 min. 85a 5] CroBosoms.

Curva oo mugria.

Del sadic &n dohdd 4@ coaterva 14 copa o8 X, -ﬂﬂﬂj L L
flenga =iy de Irédi o cudlro dias de haber sido fransferida, se¢ foma
g afeda &8 la FoRa &% dadsd r amarilla, se transfiere & us cullive
liguido esléri]l de wadio TH (7 ] by an un lubo da ensare &  (ncuba
por Jd ha a J9%0 con aprovimadanenie 200 rpae de adllecisn rolaloria ¥

A9 " sobra la horironsial.

fa resuiers pragarar al siguisnles malerial :

Amor | fguador de Cilrato estdril (0.1 A de Ciirata de sodia, oM

2.5 ),

fAmer | iguader da Tosfato esldril (0.1 A de Fosfate de pobasioe
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Bl 7.0,

Tubos de vidrio peguenas esidriles.

Cadany de Palri con sedic TH.

Fipeias de | ¥ 10 ol v puntas estdriles para micropipafias.

Hedio lisufida de TH estéril.

Fara conocer las coadicionss bajo  las cusles s manisula la
muitacidn sy necesario realiear la cusva OF musrie. FPera realifarla
giidlen dos "ecicses ¢ 4l ewplear concenfraciores conslantes de NG a
dilerenioy §ismpay da axpasicidn 7 b1 manfanar |iaepas de waposicidn

comSlanies com giferanies concealracicaes de NG.

Con la altarnativa (&) w8 ahorran canlidades apraciables da NG,

giendo ésbta la opcidn con la cual se irabaasd.

Frocedimieaios

I. En primera YRslascia o8 prapard und swolucisn &8 | s/l da NG
@n amsrl | gaddor de cltralo, se ltoman bodas las srecauciones al  pesar
7 mangiar &l muisgeno iutar guante § nuncs pipelear direclamenie la
salucion de WG, a8 procura que 4l trabaiar con ol mubtdgena zea  de

wne saluciés fresca mo marcr de 24 hr de preparada.

a. El cullive o8 K, cgmpasliriy crecida &n Jos lubss con sadla
TN liquids ., % canleifuga pars decanlar «) msadic | 3 000 rpm durante

30 min b

A



Las cdlulas 2 laven posleriorsents con ol Duffer de cllrala pos
dos vates COonsRculEves) % SECir ] rasuspEnsian ®n 3 m] de

amoriiguador, agitscion en voriew, cenirifugacidn & 3 000 rpA par 30
min decanlar y volver 4 rasuspender an 5 Al resjliends =l ciclo de

conlriTugssidn.

4, Sa rewuspends @l pageate calular en 5 ml de eworiiguador de

zilralo.
5. 5S¢ grepara ] bafio de incubacits & 29°C .

&, En um lubd cob fudpandics celular se le agrega 250 ml de la

folucitn da HG; wste =% el Liempo ceroc; s® incuba .

F. & diferenies §lespos: 19, 20, 30, 49, &0, r 70 min. se
agragan 350 wl de la solucids da NG am cada fubo cea la  wuspass ida

ca#lular § 58 incuba.

B, &1 Qldrming de la Incubacids se cesirifugs la suseenyidne
colular ¥ sa lava el pasuale celular an 5 ml de amorliguador da

“oafalo.

#. B repile la cesirifugacids y Tinalmenls e resuspends 2l

pagueles celular #n 5 ml de bulfer da Tosfato.

10. Ea reallean la% siguisnies diluciones para sembrar &n cadas
L - ' i
con madio Y 10, 167 10, 10" para tos 5, 10, 20, 30 win. 7 du 10 ,

10y 10 para loa 45, &0 5 50 min.
Il. Se inculban las calas a 3¥°C por 48 R

12. Posleriorssnte 58 consirFuye una grdflica del porcentale de
sugrie vi. AQlespo do aeposicios cos el suldgeso (Figura 8 1.

a9
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Curva de muerte de janthomonas campestris tratada con

N- metil- N°~ nitro- i- nitrosoguanidina.
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Wislamienio de malantes ; Procedimiento.

Fara la cbilencidm e colomiss suladas, 2 repiien los pasos 1 al
& descrilos en la phginag 7% pard la deferminecion de la curva de

waarita,

7. De scuerdo con &l liempo de ssposicidn que 8 cbiuvo pava la

wutacidn, cada lubo sa incubd cos i.'!nl.'.llpl da NG, dursnbs 30 min.

8. 5 centrifugan ¥ we resuspesden Llas céiulas en 5 ml de

amor | iguader e fosfale (e repile dos veces consecul ivas’.

. b8 la suspeniidn celular 8 Isoculan lwbow cos medio VM

lluide 1T ml i, %8¢ ismcubd sor 24 ha a 29*°C y a 200 ren.

1. l‘u'nl.-irl.nriu.lq sn realizan diluciches, 8 siesbran &8 cCabas
pon madia YN 7 en cadas con medic TR = cloruro de tetrasolium; sa

incuban @ 2F°C por 48 hra.

11, Cuands lit coloadlas Rardn creclide se obadrvan, ¢ aislaa y

4@ procads 4 Ju saslenimienta.

a1



4.2.1.2 Determinacion de radicales acetilos.
Reaccion dcida hidroxamica.

(Mc Comb y Mc Cready, 1957).

Fundamento:

Esta técnica se basa fundamentalmente en la determinacién
colorimétrica del dcido acetohidroxdmico gque se forma por las

siguientes reacciones:

. =
9 #
C-N OH
H
3n  NH OH G w + 2n CH3 CONHOH +
OH- H o CH3 OHn
H OH
n |_ n
Carbohtdrate Carbohidrato Acido
acetilado acldo Hidroxamico Hidroxamico

El grupo ester del carbohidrato con la hidroxilamina alcalina a
temparaturas paias produce &cido hidroxdmico. El carbohidrato é&cido
hidroxédmico forma con los iones férricos un compleio insoluble .
Cuando el 4&cido acetohidroxdmico se produce por los grupos acetilos
secundarios se forma un complejo rosa soluble que se detecta
colorimétricamente . Esta técnica es aplicable en general a polimeros

acetilados.
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szl ivas

I. Solucion da Ralm (9.8 g an 100 &l b

2, Solucidn da clorkidralo de Ridrosilinisag 13,75 en 10D ml. de

3, Solucids siock de percloraio Pérrico @ 1.3 o de EaCl ;& H,0
en 5 ml de HECl comcenlrado, agregar 5 ml de dcido sercldrico (70X).
Calentar v evaporar la solwcidn casi a seousdad . Llevar 4 wn wolusen
de 100 ml. con agda para ulblizarls coms solucidn stock Lla selucidn

4 #3labla am refrigerscios por un mas 1.

§. Solucids de pearclorata farricoe. hgragar 8.3 ml ds dcide

parelérjes (T0L) 4 &0 wl da la solucidn slock . Enfrisr com hielo ¥

Thavar. a4 S ml con matanol absoluio (solucidn estable por uma semana

a4 lemparalura sshisale).

5. Salecidn 4cida dSe mwlanal. Eafriar 9.2 ml da dcido

perclérico ¢ llevar a4 500 ml con maisnc] sbialuta Frie.

o, Salucidn palirdn da pentacelato de glucosa . Pesar 1068.% g de
pantacetato de glucosa. disclverla caleatando susvesenis sn 5 =l de
alcohal stilico ¥ llavar a 100 sl con ggus. Tomsr 4, 6, 2 ¢y 7 &l da
oila solecion, aforamdo 4 50 ml con sgua. Alicucbas de S mi de estas
soluciones Fepresentas (30, 290, 300 p 430 wy de ecalilo. Pragarar un
blamco ulilizands agua (9 sl 5 en lugar d8 la solecidn palrda. Sa
wlabors und curve pafrdn de calibracidn pard la delernisscida de

grupos acelilos en el polisaro (Figura & J.

Daterminacidn.
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&) Se pevan 130 mg de cada wueslra ¥ s disuslven #n 29 =l dae

solie lan de hidraxi|lamina.

bk Se agregas a la solucits 25 ml de hidrdsido de sodio haslta Ba

complatla diwelucidn dal palimera.

ci De esla solecidn se toman & wf 7 s& 8 adicionan % ml de agua
r 3 ml de solucids dcida de mstanol. S lleva 4 wn volumsn de 25 el
zon solucidn de perclorato Térrico (13 el sprosdesdasented. El
parelargic Térrilcs “. sdiciony lenlamenle y con agilacida por lo ogua

b8 requieres de wune burels gue regule Las golas.
di Se lee en el swpecirofoléssiro a 520 nm.

Los resulledos da scelilos oblenidos &n ug =w& esxpresas an

porcanlaie:
Beelila 1Zb= 0X wal/2 &l 0150 &1 F10 w11 100/ 1 30ms |
2 8l - solucion para la delerminecion.
0 oml ¢ 25 hidroad laminag + 25 ml de hidrozido de sodio

130 mg =cantidsd de ssssira



£,2.1.% Coslenido de dcido siruvico
iHadatwasslllou el al, 1%s84,

La determimacién de Seida piFdvice sa resliza enrisdl icasent s

coa la enfims laclaloc deskidrogendtd. oque produce la siguieants

Fll LT 0eh §

Firuvato + f BABH & B" --—cmmr—amemn ¥ L= lactate + p-unp®

laclalo deshidrogenasa

En dosde 14 cuantificecidn de L-lactala s& raaliza par ml

gecresento gn |4 absorbancia a 350 nm por el HII. formada.
Fraparscion de resclivas.
41 Salucién | N de carbonala da sodio
b Solucicn | N & iide elorihidreice.

ch Solucidn 1 W de Eriztanclasine

di MAQH: preagrdr wng soluckdn cura concenlracicn sea de 10

warml #a Bicarbeaato de wodie al 0.1%.

#) Solucidn patrédn de deide eirdvice con una cescentracidn de 40

mal 1.

fi Epzima lachabo devhidrogemasa fde misculo de consdo, coa 5

900 U, suseensidn crisfalina en 2.1 W de THE 5, 88 0.

Fromaracidn de mugsiras para la curva estandar:



a. & parbir de la solucién pairdn da dcide piruvico con wna
soacenlracian de 80 mg/ L, sa lcman slicuctas S 1, 7 v 3 ®l #= Qubas
de wmnsare 5 @ llevan & un volusean de § wl con agus desiilada; las

spoluciones fienen comscaniraciones de 1O, 20, 30 v 40 mgsl.

b. B# las solucionss preparadas s tomam 2 ml, & ponsn @8 tubos
d8 sajayd, o 1oy agregan @ wl 49 agud Saslileda ¢ s mwEclan

pavlack ananie .
Betermiaacion

iy Fipetesr 2 ml de la sezcla wn us tubo de essarye 7 adicionar 1

sl de la solucion de Lristanclining, mazclar perfeciessnls.

i) edicionar 30 pl de solucicn del HADH, sgilar p sedir la

shaorbancia 4 340 ne &n coaira de un blanco .

Loty El Blanco se prepara de la miess forss pera  sln  adiciondr

la solucidn dal EAFH .

iwl Adicvonar 4 wl de  la vwspenalon de la enzima. emllar la

mazcla wn un vorles .

wi. Bedir la abiorbancia @2 3 4 S0 min hasila comprobar aqud RO
hay decremsnio &n 14 absorbancia. Con los dalow oblenidas se realiza

uAd cursd pairon como [a sue we susslrd en 14 Piguras 10.
Freparsc idn de mussiras problema.

i. 9% pesan &8 wna balanta analitica 5 mg de santana. & colocam

@n wn lubo de =nsare ¥ w8 le sgregan 2 ml de la solucids da HCI .

2. Tapar & lubo hermdlicamaniea v calealar a baks Haria @&nm
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Curva patein para 1a determimcifn de Selde plrivics.



ehial lici1on duranie 1 hs,

J. Mauliralizar el dcido com 0.3 w] de NaCO,» Llevar la meccla a
un valursn d 10 ml con agus deslilada | gsegurdndose sue &) pH  Sed

neulre , con und bira de papal pH .

4, Coalinuar con #| procedimienic de ba delermpnacian

Cileulas

D0 dmicial =D, Q. Final MO B0 e BB IS0, O5)
Aeidd plrusica (L) & =-—eccrsrsssssessr e e e e —— -

iFase de la sussirs PO1O0I0E- 235

B8 = peao molecular del dcida purdvica

S = Tactor de dilucids

G.dd = Coaliciants de auiincica del WARH

3,05 = yolumen de la susslra
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4.2.1-4, Expeclironcanla de Inlrarrosn.

Béloda de la rastilla de bromuro de polasio.

tSilversimin gk g, 1974,

Fundamanio:

Las trarsiciones dealro de  las moldculas son usualmesie

#iiudiadas por la absorcide de la radiacidn gue pata atraves de
#llas: Las fAransicionss ds los niveles vibracionales p rolacionales
w2 wncumniras an ¢l infrarrodo. La  absorcion de la radiacian del
infrarross por  las moldculas depensds del incremanio d¢ la ®nsraia
vibratoria. 9 la wrolacits de las moldculas lasociadas con  Jos

anlaces covalentes), producido por &) casbhio an &) =ossnlo dipalar de

o maleciala,

Los especiros de infrarrodo putdes cblessria de gases, |louides
¢ solidos. En messkbras sélidas usvalmants se essaminas como discos
cosprimidor. En  la tdcnica de disco comprimido o] maberial @ susde
maler Junle & wn halere orgénica, gl brosuroc de polassa u olro

151 Iversiein gf al, (9745,
Frocedimianta,

Il. G merclan de | a 2 mg de palisero con (00 &g de bromuro e

CLIFTIE

2. 5¢ mule la muaslra &n un SoFigro.

3. Se merclan pearfeclanenie en un molino de demlista por algunoy

minulon.

]



., 3o coloca la meesbra en wuna walriz ¥ & comgacia &R usa

3
prantsa hidedulica 1 200 Ibkspul b, Las Eablelis foreedas soh

coms el amenta claras.

3. 58 coloca la =afirly con la pastilia en &1 wspecirofoldsstro

da jmfrarroge v s¢ corre ¢l aweeciro.

4.3.3. Belodalogias generales

4.2.53.1. Congarvacion de lay cepas #n A0ar waavs.
at Se resuspende el sicroorganismo en S el de sedic TH.

B e incuba & 29 € por 24 hrs a 200 rem en und Lncubador

giraloria

ci Se centrifugd para chilenar ol paquete celular 130 min a 5 GO0

rem .

di El paguele celular %e resusmands sn 5 sl de sger  suawes 10,8

gr de agar en 100 ml de medio TH:.

wl  Las cédlulas resuspendidas se vac{an an ua tuba inclinada con
mad|la TH walide (&) lubo conljese 20 sl de sadio TH]. Se imcuba a 9%

C por 24 ha,
i §& guarda sn refcigeracidn 4 4°C

Les  tubos imclinsdos se resiembran ceda 15 dias y se desechan 4

las J msasas,



d.2.3.3. Liofilizacldn

[Eusar, 19721,

Fundamento

Esle miioda ha sido amelidmenie utado v liens como  Tundamanto
disminuir &l wdzied la sctividad mabidbolica asi como maniener la
vlabi lidad de los microorganiamos, por sedio del congelamiemic 7§ @l
iacede & vesla, El conpalamjeasis Crecusalessnte dafla la sesbrana
ciftoaldsmica & inclusive pusde Forser crisfales intracelulares siesdo
ocives al microcrganiama, por lo gum %8 rFeguiere de  wuslaecias
protecioras que incressntan la supervivescia de los sicroorganismsos.
Salra @llon se sncusntran ol glicerol, el disstilsslfatoside, =0

suero. la lechs, low ioess ssgeesic v ol asortiguador da foslaios.

Frocadimientor

1. Sa wissbra saslvasesle |a Bacleria #8 lras calas Felrl con

medic TH v s& crecea a 29"C por 48 hrs.

2. %S¢ propars una wlucidn de leckhe al 10 % ., @ colaca #n wn

b de enfare B al.

J.8%e transfiere la masa celuler da las cdsad 4l lobo ous

coniiane la solucidn da leche ten wuna campana de flua laminard

4. 5@ &9iila #n un vorles hasta ocbianar una solucide Momsogenca

5. Com wna Jeringa astéril se Pranafieren aprozissdesanis 0.5 al

dn la ssssise s aspol latss esldriles (1 lote de 13 sspollebask.

&, Lasn ampalletas se ponen unos misulos en scelons ¢ hielo seco.
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cos &)l Ten de nue eierdan hoassdad .

Y. %2 colocan ®n  wna liof illzadare duranle 1% FEra

apronimadameniw 3 una pravidn de 100G microleres ¥ & - SO0°C .

B, fa sacan las ameollelas de la liofilizadors, e sallan al

Va1l Ccom un somlete.

7, B guardan las ampollelss a Tewperalurs ashienies.

4.2.35.3 Determimascics da la coscaniracidn celular para la

suspEng A bacber]ana.

1. S8 wiembra la bacieria #a cadas con sedio TH. %@ incuba por

24 hrs a 22

. En fubos con aguds destdlada sstéril (10 mld, w0 resspessden
warias aradas de las colemias, de bal saheva oue B ODREFVER

diferasies grados de turbiddc.

3. §e flocman 7 ml de la suspensidn fasdeticamentel 7 se lee a 545
nm oan @] aweclrofolonslre. 56 ragisiran lay lacluras de cada sho  de

los tubos,

&, De la suspensicn bacterisna raslanle 13 ml) ¢ realizan
dilucioses 7 t4 siembran para cosfar el numera de colosiay qua &8

Liehan por ml.

S, $e realiza una curva patron con los dalos ochiemidos (TFigura

i1 k.
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(565 nm)

D. 0.

0.7

oe

o4

. / L
/ ook |

Fipura 11.

b §

4 6 8 0 12 14

Concentracion  celular

Gurva paron parn lu determingcils. de la voncentracsili celul:

campestris pv campestris.
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. Fara ohlener la suspeasidn bacteriana con wna coscenlracidn
38 3 10 calulas ¢+ ml we repitan los pasgs 1.2.3 5 %e axirapola en

la curva oblanida

4.2.2.4. Determimacion da crecimienaie celular  (Denslided

dalical,
I:. Tomar wna alicuota de caldo de fermaniacion de 3 ml.
2. dgregar 10 m] de agua destilada

3. Cenirifugar & 13 OO0 rpm duranie 20 min para precipilar

cilulas.

4, Decanlir &l sobrenadaile r rediipander las cédlulas an 5 ml da

3. Do ssta suspensicn e toman 0.5 &l ¥ s8¢ agreges 4.5 =l g

ELCEE

&, Ba lee & 555 nm conbra un Glanco de agua destilada.

4.2.2.5 Infeccldan o planflas de HBrassicd olericess con una

iuspany 0 bactariana

I.5% colecan las planfas de Brassicd olargcess denira de  una
canyra da hussdsd por M hra 4 48 kra.

2. Tiempo ea &l cual w8 prepara la suspamsidn bacteriana, de
acudrdo con la preparacios de indculo de infeccics por B.0. | seccidn

doda e,



3. f colocan wn uwn milral esteril 50 sl del iedculo A

infecciom .

4. Se sumsrgen por | min lés Fodas de las planias esudadas, de

tal masery que quads cubierbia loda la hoda.

Se debw de lenar la precsucicn gus sn le posible las holas  sean

dal mismn Lamno em planias de 2 seses de sasbradat.

5. Una wer rceslirfada la iafecciss i@ procede a colocar las

wlanias #n la cimara ds humedad por 34 hry.

&, Despuds de 14 & 20 dias ¢ floman los datos cuands  los

sinlones aparscen.

8.2.2.5. Evaluacida de lat lesiones producidas por  cada

matanto.

Dabiide & wue loes sislomas de la pudricidn nagra son tipicanenta
wn formg e V 0 figura LI, Tote & ) la eslinacién de 14 virulencia da
las mubtamiss ¢ rvaslizsd delersinando o drea @8 la  lesidn,

cond jdarando que se fores wn Eridngulo &gulldiero. El drea de la

iwsion e eslimd coma

fLarga de la lestdnll ascho de la lasidn)

Araa = ——a e ————— e .

=






4.2.3 Procedimientos saper isanlales.

4.2.3.1. Farmantacldn an mairaz Fernbach,

al fa siesbra la Bacleria en ua [ubs que coalanga 7 =l da medio

N liguido e4ldril, e [scuba par 24 he a 29°C vy 250 rpm.

by Se Aranafisre & wn salrar Erlenseyer de 250 w] coa sedio Y

limeids sstdril.

) Sa defa crecer duranie 24 hee & 3990 ¢y 700 rps.

dl 58 toma wha aradd @8l indculo v 48 ®Slria &n caiad coa medio

A sdlida para corroborar ques ] indculo B2 e eRcusalire conlasinado.

el El imdculo del salrap Erlessyer a8 Lransfiers & on salraz

Egrmbach de de 2 BOD ml que comliens 450 ml de medic de produceidn.

Ik §m iscubs a 3970 par 48 hry & 200 rpa, v 92 renlis ol paso

idi, para corroborar aue al culiive e encuenlira pura,

g S mide la wiscosldad al calds de feresntacidn com el

“iscosimstro Broocklield

ki St procesa wl calda o Termamlecita parsa o oBlencidn ¥

cuantificacion del polisaro.



Ao B btgncidn del pollesro om polwio.

ab Al calds d= fermentacidn e lea sdicions 10 % de una salusion

de clorers de potatic salurada. 38 Bsicla.

br 54 e agrega =] dobls del  solumen oe  alcchsl elilic

induElrinl v 92 sgita.

#i El polfmera preacipitads 42 esbrse con uns malla. escuryienda

bedo 2] aleohol posable .

de Al polimerc precipitado s le adicions 50 ml de acetona . we

agita ¥ se @scurre.

& 8 pone & wecar &n una evlula a 35°C

t: El polimers seco oo peta 7 potieviormeale w4 musle em n

war berg,



4. 2.3 3. baterminacidn de la wiscosidad en el wizcosimekra

Srasdliald.

2. S¢ coloca en el wiscosissiro (a4 aguia 4 caguja para

delgrminaciones de¢ soluciones oon viscosidsdes alias i.

B 58 colosa oh un VAR da precipllade de 2T wl. 200 m]l de

calde de fermenlacicn,

G B Smerge la agdla denire de |8 mesira cuidando gus g)

myvel da esla colmcida con &l nivel gque Eiene marcads la aguja .

d. S8 premds el wiscog[metra can el elubch sostenido, ¥ despuds

de sncendido e suelia.

2. B¢ daja wsue el seflalador del disco se sstabilece on la

lectura.

f. =2 sostiens ¢l clutch musvanente para mantemgr =1  sefalador
en la lectura &8 as;aga &1 wiscos{metro v 42 loma la leclura aus

indica @] seffalador v 3¢ sualia ¢l olutch.

g. Com el eluth sostemido se sube la aguja para sacarla de la

miira ¥ ose lava con agus deskilada,

La lectura obtenida se multiplica por un factor 900 4 3 rpm 1,
gue Tud caloulads por ¢l fabrirante en funcidn de la geomeiria de la

aguja para chlensr la viscosidad em centipolses.



ChFITIRD 5

RESULTADZS ¥ BISCUSION

5.1 Motencides de cepas.

La primera elsoa desarrollsds en svle irabaio Fud La ohiencidn
i copas mulantes aus prasenlaran caracierisiicas da deficiencia &n
s potencial como agemies fitopatdaencs. EIl andlistis ¢ aislamisnia de
palcganay bGacleriencs slterados en su cosporiamienie respecio al
higdgdd aruda a4 delinir los procesod de la inferaccidn de Taclores
especificos Imvolecrados e la especificidad del Pussped ¥ la

patogenicidad (Daniely uf al. 19641,

Las mulanies w¢ ocbluvieron por mutacicsn quisica con a
nitrotoguaniding. El tratamisnto se realizo con uma conceniraclan de
50 wgsal ¥ 30 minulos de esposicitn | con esbas condiclones s cbluvo
el &5 & deo célulay schrevivientes.ba coacentracidn oel suldgena wa

ancuEnira &n &1 rasgo Seliso asisblecide por Sdelbwrg ol &) (EP6SE.

Fosiertormentes & la induccidn dea la subacidn de i campEsiris pw

caspagicrly 40 proviguis 4 la seleccidn da las mulanles .

Evidencias ewperimenlales  Indicaron que  en subaclones
wwpontdseas en E. casegstris v campesbris ;. se prasentan colonias
variantes cue sussiran diferescias sorfolAgicas ¥ Ous we Scoresdan @A
la produceidn del sxopol isere, lales como &l didseira de la colonia ¥
la apariencia morfolégica lipica @s las coloanias (Cadeas gl al,

i#7ed.

Dabido & sus mo sxisten tdcaicas weleclivay para el sislassienlo

&l -



d¢ wutanles alteradan an la produccitn o wsslruciura  de
axopol isacdridos . usualssante se has elegido para eale fin las

caracleristicas morfoldgicas (Whitrfield ef &1, U961; Corer ¥ Starr,

19574,

Farticularsente la wslecocldn de las colontss suladas e realizd
an ¢aran coa medio TH. Las priscipsles sulasies que &8 diferencidros
an sus caracierisiicas soriclégicas s& presentas an la tabla §. Las
mutanies fueron salecclonadas r oomserwades &a lebos isclinddes de

QAT Yuave.

Eeclantamenie «¢ han reporlado sulanies de K. cassesiris cura
mor folegla 4@ ancusnire allersda posiblesanie por usa veriacidn =a La
biosintesis del polisero (Dantels @b al., L1784 @wilreeld gt al,
1l ., Las #rincipales diferencles morfoldglcds lales come wl
didseiro da la colonia ¥ la edriencia morfoldgica visual han
mosirado evidenclas da alleracisdn an la susceelibilided a fagos, & wn
gran nussrg o8 anl iBiGlced, &n la comecsic|dn 48 Lipopal isasdr ldas
da la masbrana sailavrna, cosdiciones de feseeratura en la cual &
produce =] polisero & Unclusive en %u composicidn guimica BAsica. Ea
s Tamilia de las Rasfhosonas, XK. phageali v X, oryras e han
observado lay snteriorey evidenchias y 48 ha correleclonsdo con wl

grado de wirulencia sa las ceman (0olo, 1973; Lasch gi g0, 15571,

Los dalos de la tebla 3 hacen evidenies aue loa lenolisos
obienides weivlan &n gras sedids delermimados por la apariencia fFisica
de la superficis de la colonls, #n &l color vitual d8 lan caloalas

asl coma wn &l diamdtro de el las.

En la figurda 13 de sasera gécaral 48 |luilrd qua coaldrmd 8
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Tabla 1.
Caracterfsticas morfoldgicas de rutantes de X. caupestris v colonias

de X. campestris pv campestris¥,

Celonias y nutantes Difzetrc de las terfericns
de X. canpestris colonias® rarfaléyicae.
X. camrestris 1459 0.3-0.4 trillsnte
es lizoe,
vigcosrs,
X. cacpestris pv campesiris 0.2-0.% srillo btrillentes
¢ tordes 1iscs,
ccnvexos, visccsa.
X. campestris 18NT5 0.5 ruarillo brilante
con t ieg lisos,
© » Visgcooenm,
X. cegmpetris 18 ¥ 0.45 Szerille ¥rillante
Yordes 1lsos, vic-
£8.
X. canpectris N6 0.3 ss8, con torles
regulsres, viscoza
X. ganpestris 17NS53 0.4 Azarillo grurcose,
cenvexa,con Lordos
irregulares, ein
vigensidad
X. ceppestris ZEuX1L 0.ks Amarilly raco, ven-
" vexa, #in visersidad
X. campestris 1N 0.3 Ararillo Trillente
coLvexa,berdes lisos
vizsecosa.
X. cempestris 1TNTh 0.25 rille Lrilleante
Yordes 1liszes
X. campestris 17NS1 0.25 Amarillo brillante
conveva, con bordes
ligos, viscosa
X. campestris 27NY12 0.05 Ararillo eristalin
Foco corvexa, bordes
lizes, BCUCEA.
X. cverpestris. 27588 0.25 fmarillo orsca, poco
convexe, boerdes liscs
scucse.

¥Cbservadas a las 48 hrs de cultivo en cajas con medio YM.
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Tabla 2,

Caracterfsticas de las ceras mitadas en medio YM con clorurs de tetrazolium

Colonias

Ouservecifn de las colonias {ems).

A, campestris 1459
X. cempestris pv -
campestris

. campestris 18NT5
X. campestris 18N

X. campestris N6

X. campestris 1TNS3
X. campestris 28NX1k
X._campestris 17N
¥._canpestris 27NY12
X. campestris 27NW8
X. campestris 1TNThL

X. campestris 27N51

Colonias rojo carmin, centro color mostaza (0.4)

rojo carmin, halo transparente alrededor

Colonias rojo carnin, halo transparente alrededor
(0.5

.
Colonias’rojo carmin con una mediz lund en el
centro color mostaza (0.5).

Colonias rojo carmin con centro coler mostaza
(0.5).

Colonias rojo carmin con halo transparente alre-
dedor (0C.3).

Colonias rojo carmin con una media luna en el
centrec (0.4 ).

Colonias rojo carmin, centro color mostaza con
halo transparente alrededor (0.5).

Coloniams rojo carmin con crecimiento limitado

(0.3) .

Colonias rojo carmin con centro color mostaza

(0.h),

Colonias rojo carmin con halo transparente al-
rededor (0.h4).

Colenias rojo carmin con halo transparente al-
rededor (0.3).

Observada a las 48 hrs de incubacidn .
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£5



incremenls al didmelro de lav subasies se aussnia la produceids  de
solimera, lo cual e3ld de scusrdo com lo reporlads ses Corey 81 4

L1%51 8,

itna de las prusbas para la seleccidn p conservacldn de capas
preduclaoras @8 X. gagmpqibris pv gasseiiris as al erorecto UH&R-IAF
#rd pracitananie ol dideslro de L4 colonia ¢ Suinlero gl 48, 19784 &,
srincipalmenins porgue la bacteria praseslsa gran  ineslabil idad
gendlica. Bn cullivos wimdos se presentan colonias cuyo didessiro
agscila wntre 1 7 & w7 se divmieure su capacidsd de produccién del

polimero a%i como de la calidad del producto (Cadeus gf al,. 177&).

Foster jorssnle lis sulantes & seabrardn on calas con sedlo TH ¥
clorurs de tetrarol ius, Bl clorurs de telrarclius s wha sal reducida
qus &8 ulllize coms un Indicader da pH o wira & rFobs cuando al
medie 28 wuwlve Bbs dcido. Huddin v Eeleas (158§ observarad an

colosiss de Pesudoscnas solsnscearus diferenciss an  la pigeaniacidn

wan wn medio com clorwro de febrazalius, conforss a su capacidad de
produccidn dal erceolisacirido; squellis colonias que no  formarcn
mucilago & wewopolizscidrido sa {ornercn a wn color roJdo en casbiio &n
4quallas que sl lo producen se prasanid una coloracids rosa palida en
la parte cenltral, ssio isdictd que la& capa wiscosa prasvanla wna WBald

afinidad por la forma reducida de la sal.

Las wasullados obliesldas (labla 2) Indicaron que las colonias
curs didmalro ava sayer prasenlaban el centra color moslaza. color
dabldoe a la camlidad da la capa vwiscosa asi como del pigsesmio
amarillo del poliserc. Lo gue concusrda con lo ohservado por Basals §

Eslman | 17560,
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Postariorsents ¢ reallad la "prusba de levana® & cada una de
lan watanfes. Aunquee E1 unad eruaba muy cudlilalive  EErAilE
visudlitar la produccion del polimero . Esta prueba se ha emeleado
polencialmente [ ETE & sdleccicon o colonlas SuE Producen
wnopal i meros de orjgen marina (Comenicacidn perdonal Or. Lizarrags,

lnstitulo de Limsologlia UNAN. |

Los resulisdos obfesidos de la prueba de levana #n las salanles
seleccionsdas, se prasentan en la tabla 3. Eatos datos s encussiras
asquamatizados en Ja figura 1d dé manera cualilalive v de forss
general las colontas gue presentan us didselro mapor §ienen us Indice
da lavana elavada. [ geusrdo con aslos resulisdes & 1iesea des
matanfes X, caspesirgy 17T BEY r K. caepssiris ZTHYL2 gue presentan un
diametra pequedo ¥ bala producclan o levanas. Eslos rasullades

concusrdan eom las diferencias obleniday #n uwn sadio con clorura de
tetrazolium en donde dichas sulanies prasenteron wn crecimjents

limitada.

Em law figuras '® ¢ Db, oo sussiran los  valores de  wiscosided
aparentes oblenidos de la Terssnlacidn en malraces Fernbach asl como
la concemiracian final del palimers, con respmcio & la Prusha dae
lawama aus presentd cedd ung 49 las sylenies. 5o ocbasarva oue asusl las
mubantes que no produieroa us indice o da levanay o eurs 4lasslro es
la prusha Fud de low =iy peouedos, woalraran concanirecicess
rocuc idas, con vwiscosidades suy badas. Por wl]l cosiraric, asuellas
mifantes qua eresentaroe el maror mivel del (ndice de levanas
produjercs mavores concenfracciones flnales ¥ las  wiscohidadas
aparanigs wn al caldo de fermantacidn mbs altas. Sin esbargo, esias

muilanbes no precisamsante correlacionan con la mayor wirulescia como

&7



Tabla 3.

Pruebz de procduccidn de levanas de colorias de X. campestris pv campestris

y mutantes.

Colonias Difmetro de laz Produccién de levunas
colonias (ems. )*

X. campestris 1459 1T ++
X. campestris pv campestris s ++
X. campestris 18NTS 1.5 ++
X. campestris 18X 1.7 ++
X._campestris N6 1.3 g
X, campestris 17NS3 0.hé +
X. campestris 17N L% ++
X. campestris 1TNTL 1.3 +
X. campestris NS1 1.3 A
X. campestris 27NY12 0.k #

¥Doterminado despues de 5 dfas de incubacidn

G\
Q = + Convexa

+ poco convexo

++ Muy convexa
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Relacifn del difmetro de las colonias con pespecto al fmdice
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Figura 15,

Felacifn entre el fndice de levanas y la viscosidad aparente

de las rutantes.
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Rendimiento
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9 I-I7NS3
2-27NYI2

00

5 : 3-1459
o 4-Xcc.
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Figura 16.
Relacifn entre el fndice de levanas y el rendimiento producido

en la fermentacibn de cada una de las cepas.
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sl obhg#rvard posler iorsaaia.

F.4 Carachevicacicn de las calonias v mutantes de §. caspesiris

¥y campaslely con relacidn a las propiedades el molimera

patrace lul &r Sus producen.

S.2.1. Evaluscion Tilosatoldgica de lat coloanlas ¥ sulanles.

Ung wag oblenidas las wulanies, =1 siguiente pasa fud la

wvaluacion da la virulencia de cada una da ellas.

Para la @valuscidn o la wvirulescia de las IEI'P'I'I s&  [han
aslablacida procedislentas cudlilativos que de slguna Forea essresan
lod grados dé palogenicidad o Bhen la alenuacidn de dsia, msdianta
indices gque rafleian el grado de patogsnicidad |&ata, 19724, 5e han
suprasado como el porcentaie dall drea botal afectada, el Lamaho de
leslones delermisads par @l didsaliro en ea,, o] nuesro de lesiones
{Carwy ¥ Starr, 19870, o simploseais coms la (sdescidn o lipa de
rewpuasla  local (Daniels o8 al, |96&). Todas dependiendo del tipo de

tintoea qua producen los fitopaldgenas e su hospedsnie.

Ex ol caso del preseate Lrabase la evaluacion se trald de
raaligar de una forma Bds cuaniilaliva ¥ o decldic Ssterminar el
drea da la lesidm ivar Tigura 120. El promedic del drea producida por
la imoculacitn de la cepa |.llml'|.1.r|= la de caoleccidn y de cada wna de
la% msulanles w8 prowesisn an la Lahla 4. Coma e podrd ohisrvar los
datos eresentsn desviacioses esldndar say alevadas, etlon resullados
dugieren que an al fesdmana de la palogenicided sslas  iavalucr sdos

una sarie da Ffenceenos imlerrelaciomados an donds parlicipan faclores

o



Tabla L.

Tamafioc de las lesiones cbtenidos de la infeccifn

1]
1]

= plantes de coliflor.

Colonias Area de las lesiones
(em )#

L. campestris 17NS3 0

L. campestris NY12 0

X. campestris 1459 1.22 + 1.0
X. campestris pv campestris 1.75 + 1.0
X. campestris 18NTS 2.87 + 1.8
X. campestris ITNTh 2,80 + 1.0
X. campestris 1TNS1 2.83 + 1.0
X. campestris N6 2.90 + 1.0
K. campestris ITN 3.15 + 0.7
X. campestris 18N 3.7 + 0.4

* Los resultados son promedic de las Areas infectadas en las hojas de coliflor
Corresponden a 36 lesiones-producidas en 16 hojas infectadas de cuatro plan

tas por cada cepa .
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Blolagicas inirinsecos Lanto del Pusiped coms del Tllopaldgens.

Be acueerde & los rasullados presentados en la tabla 4 se pusde
apreciar oque s# lograron oblensr sulantes no wirulentas (X,
caspasiris ITHES ¢ K. cappaslrls J4HT1EE. AmBas 5@ habilan
diferencisde par &) Lemafo de las coloajas &%l como por 3w bBaia
producc it o levasa . El rasto de las sutanies produleran i ferenies
lamafoy de ledicoes en las plasias. Las lesiones producidas por las
mulantes, la cepra de coleccidn F la cepa silvestre e presentas em

las Talos & & 1a 13,

5.2.2. Caracterisiicas del polimsero esxiracelular cbienido de las

feremaniaciones ea malraces Farnbach v su cerrelacidn con la

wirulescia.

S cOnOCE POCO AcErca 0 la wuparficie Bacleriand s hace
conflacto com  w] huswesd (Pasapoulus y PFasi, 197830, parc al
Folisacirido extracelular de X. camemslris ov Cawpasicis ha sido
identificedo como un Felor imporlanie en la palogénesis {5ultea §
Uilliams , 19740; @midroeld gl al. 1980 Kidby mt @) 19774, asi como
en otras bacterlay Tilecealdpenas (Bola, 1973 Carey r Starr, EFS7;

Husain v Helman . 1F580.

La adltruclurd ®alecular &l palisere axiracalular que sinlaliza
la Baciaria w8 ha caraclarlzada por wud radicales acallle 7 pirdvico,
la wiscosidad oque prodisce Lanlo en ol caldo de Ferssntaclon como an
redisoluciones ¢ por la canlided ewcrelsda an @l sedic de culiiva. En
wisls de wllo s realiparon fermenlacionss on sairaces Fernbach sara

proceder & la caraclerizacion de los pol issras groduc |des por cada

T4



Foto 1

Foto [1) ¥ [&):

Plantas de colifler utiliza-
dns para &l estudio de la
natogenicidad de las cepas



Fotos [3) ¥

Siptomas tipicos produs idas nor Lant]
eneprec imient

clorosis &n
de la hoja.

%

Fato

forma da

&

V

Yonthomonas canp@salt
T dF la: vEOAS

las mutantes
nocrosis del tejiide



Foto [53):

Estimacifn de la patogenicidad de las

cepas:

a) Largo de la lesism [cm.)

b Ancho de Im lesidn [(cm.) [(ver #5-
guena de la plgine sipulente).

Foto (&)

Planta infectads con la silante avl
rulenta X.carpestris NY12l, donde se
mAuestEa que no nroduce Aingdm dafio en
la mlanta.




Fata [T):
Haia infectada con la eepa Xanthomonas

capnestris NOURLE-1431

Fato [(A):
Lesiones producidas por ln cepa vire
lgntn Xanthomonas campesiris py. CaAm=

pestris [alsisgn de col),




Pote (901
Leziones producidas por la sutante

1,;:lEu=Lri: 17 RS

Foto (10]:

Grado de patogenicidad gue
presents la mutante Xantho-
monas caspestris 17N

g



Foto (11) Foto (12)

Foto (11):
Hojas infectadas con la mutante Xanthomonas camnestris N6 observindose los

sintomas tipicos asi como necrosis del tejido.

Foto (12):
Lesiones producidas por la mutante Xanthomonas campestris 17N, presentindo-

se la clorsis total de 1la hoja izquilerda.

80



Foto [15):

Fata [13):
firndo de patogenicidad de la cepa mutante wihm:l:lr:n: campestris 11BN, mos-
trindese la necrosis del tejide invadido por Ta cepa,
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Com respecio 4 las fersenlacionss, les resulladas prossdic
chlenidos 44 maasiran s la labla 5, donde se imdican sdasds los
valores ohtemidos de lon susliturentas acetile ¥ eirdvica. Los
valeras da 0.0, fusron sy similares o0 casi lodas las sutanies, lo
que erobablessnia indique que las sulanbes slcanzaron su  edxiss

crecimiento celular.

Bebida & sun la viscosldad o% uno de los erimcipales Factores
resldgloos gue lafluye #n la palogeniclidad (Leack £1 gl. 1937 Sutiom
§ Wilbiams, 19741, &n la Labila 5, 4% susslrdd lod valores ochlasidod
e viscouldad #n la fersentacion. Lot dafer sussiran gus 148 sulanles

que no produces dlaioesss an las planias de Bragsicsy glersceas genaran

una wiscosidad weducida, en conbrasie con las eiray sulaafas ous
ergduJeron viscosidades superiores 4 las presenlsdas por la cepd

filvasire v 1& de coleccidn .

En la figura 17 3o muesiran graficedos los valores de virulescia
con resescio @ la wiscosidaed oblenids em e] sairay Fersbach. Se
sanifiesia gue confores 3¢ incresenia la viscosidad del cultive,la

gveridad de la lesicn #n la plasia a% mdarcr, sussnbands &sl =1 grago

da wirulencia du las sulanies. L]

Cusnds la cepa @1 capidz da producir um aewopoliserc curd
propledsd viscosifTicanle o3 alevada sa cbawrva una rdpida defollecidn
an 14 planla. Como fud wn ®l caso de las walantes wireleabas X.
campgslris M4, X, caeeesirisy 17 r X campesbris 16N la cual @
grasantd a los 20 dias despuds da la Infeceidn #n las mlantas, Ea

cambio con la cepa de colesccidn, la ceps silvesire v las olras

Bl
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Tabla 5.
Resultados de la fermentacidn en matraz Fernbach de las mutantes y colonias de X. campestris,

Colonias D;0: * Viscosidad#*# Concentracifn Produccidn Pirfivico Acctilo
final (cpss) final especffica (%) (%)
(g/1) (eps/D.0)

X, campestris 17NS3 0.21 2L 6.5 11k 2.0 2.6
X. campestris NY12 0.20 133 4.8 665 2.8 3.7
X. campestris 1459 0.20 750 9.0 3 750 241
X, campestris pv

pestris 0.20 775 9.3 3 875 2,2 2.3
X, campestris 18NTS 0.25 850 7.5 3 koo 2.3 2.4
X. campestris 17NTh 0.28 950 T.0 3 393 3.2 3.8
X. campestris 1TNS1 0.29 1000 Te5 3 L48 3.2 3.h
X. campestris N6 0.21 1380 8.0 6 671 3.7
X. campestris 17N 0.25 1750 8.5 7 000 2.3 3.9
X, campestris 18N 0.22 1780 9.5 8 091 2.3 reh

* Leido en el espectrofotometro Baush & Lomb (565nm.)

## Medido en el viscosfmetro Brookfield LVT, aguja 4 a 30 rpm.
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Viscosidad (cps)

Figura 17,
Viscosidad aparente producida en matraz Fernbach de cada wna de

las mutantes con respecto a su virulencia.
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mutantenr gue Tueros msediamamente virulentas, la defoliacidn de  las

hosas imsoculadas se chyerwo & los 30 dias.

Estos retulladol suglereén gue cuando la cepa &% capdl de oenerar
uf polimsers oue produrca eleveds wiscosidad su efaclo em el
Laponamianto 98 los vasos wvasculares de la plasia e suwwerior ¥

consecueniemenle e oresenld wna ripids defaliscian de lasw hojas.

E% inlerasanta Al ar gl lad CcaPpd de colaccidm muEsira
caracleristicas de wirulescla baia com respecioc a4 las subanles
wirulaslas & inclusive & 1a copa allvesirs X. caspgilris v,

CARPRELELY -

Para cosocer la viscosldad generada por la candidad tolal de
chlulas s astimd la produccion esspec {fics .. En la gréfica de la
figura 1f +8 sugsira la lesdencia 48 la prodeccidn sspecifica v el
grado de wirulencia da la cepas. B2 suesira ous, en genaral, la
viseohidad producida por cdlula asld relecionada directamenis con 1a

wirulencia de las colomiax .

Aishgue 8 chigerva que las sulanies sedianasenies  virulesias X.
carpaglris 1774, X. caspesiris ITHED ¢ X. cospesiris LSHTS presealan

uns eroduceidns aspecifics baja comparads coa law cepas §. caspesiris

Pv campgslris » L. campmsirjs 1549,

By importanie mancionar eus w0 suseensiones  calulares com
viscosidades allas w8 prodenlan errores ®n la delerminacion del
crecimanlo becteriane, les  cuales 48 deben erincipalsents a la
oravancia dof burbujas d8  aire ailrapadas ¥ la co-pracipitacidn dal
polisero en el paguale celular cuands la  suspassicn  cslular o

canirifugada,

a5
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4-Xc.c. S- ITN
ST ITNT4 10- I8N
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2 4 6 8 10 «x 103
Produccion  Especffica (cps/ D.O)
Figura .18.

Produccién espec{fica de cada cepa y su relacifn con la
virulencia.
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Determingcionds axperisdnlales han indicedo que el polimeroc absorbe
luzr en &1 especiro de luz visible, lo que alfera los walores de la

delerminacion {Qalinda gi al. 1987.,

Oiro fTaclor Imporlante 7 decisiva es la palogesicidad e+ la

capachosd o8 produccién 48 palisero. Coray ¥ Slarr 11958
astableciarcn ous |3 palogenicldsd d¢ . phassall eva abribuids & 1
cantidad de polimero producide. En la figura 15 58 presenias  les
rasul fados de la coscemiracidn fTimal de la goma shiemida da las
farmealscionds redpacio 4l dred de la  léside eroducida sor  las
diterantes capas. Es imporiants hacer naler aus aunsus |ad sulenles
mwo wirulentas produleron cierfa cantided de polimsro 14 &l menas
3 lides precipiisbles con elancl), esils perdid la capacidad de

producir viscosidad {labla 5 ).

Es Tactible gue msla caracteristica sea imporlanits poraue las
mutantes no virulenlas ssban ewpussiss & los efecios de Tiloloximas
wug  producs @l hesspsd ¢ oque  Fesbrings &l desarrolls ¢ la
mullimlicacién de las bacterias denlro ode &1 (Husain ¥ Kelmsan,

Con respecio al coslenlda de pirdvice ¥ scollle las Tiguras 23 ¢
M measiran oue al polimero da las mulanies mo wirdlesias presentan
porcentalas intersadios & inclusive sumeriores & los ebienides en las
capas normales. Eelto indicaris que la Dadd gessracion g viscosyded
de los polisdroy ne 48 debe &l sanss direciasanie al confanldo de sus

radicalas.

La lendencia con respecio 4 la conganlracidn final e la goma

JAdics ous unicamanie esild relaciomads con la vwiralencia de las copdd

87
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(cmz)

la leslon

de

Area

I = I7TNS3
2 - 27NYI2
3-1459
4- Xc,c.
5-I7TNT4
6 - ITNSI
T - ITNTS
8- N6
9-ITN
10- IBN

el
Figura 19.

Concentracion final  del

polimero (g/1)

Gomentracic_‘)n final del pollfrnem producido por cada cepa con el
&rea de la lesidn.
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L laos catol &n dondd &l poliskre eroducide gandre @ levsda
Wikcad jdad. Lo gus #eplica &) Baso gradd de virulencia de las cepan
normales Borded  sJungue produJeron sayor canlidad de polimera gue
las muldnlas virelenlss, su wiscosided generadas en el caldo de

farsentacion ful sencr al producide por low polissros de Las mubantes

wirulenlas.

Sin embargo, debido & gue la viscosidad en solucionss de
palisscdridoy @8 wna funcide de la concenlracidn 4%l como S Las
caraclerislicas =dmices de los poliesrcs. S8 ohluvd =1 poder
witkcagificanta dal palissrs producide sor cads cepd (lebla ). Bn L4
figwrd 200 48 obiervda due dicho pardeslro correlacioma con la
wiruloncia de las copet. S8 mamera sup 40milar Eoma en la  viscodidad
aparenfie, eilos resullsdos sugieres gue la capacidad dea produccidn
di wiscoildad; la cual asld ialfluida porla cenlided Brodesida, wila

ral ks iosads e vl fehdeana ds la wirulescia.

Como corplaris d8 lo anlerlor ara poalble sue Lambhida eiluviaras
implicados los Tactores de calidad de la goma- los radicdles

piruvico ¥ acelilo, comstituyentes del polisarc,

flgunas invesligeciaones han sosirado sue la seleccidn de cepas ¥
subcepas §n cullives no pesds wer bavada solamenis en wu viscosidad 7
en el rasdimienio del palivacdride, sino en la calidad del preducto .
Un imdicador de la calidad del producto parece ser wl conlenido de
llﬂ'ﬂﬂﬂ prasenla an la maldcula que aparsnisssnie asid
witeguiomatricarente relacicnado con las wumidades reewiidasy de la

micromoldcula (Cadmus g 4l. 1976 Emulmon, 1975,



Tabla 6

Capacidad viscosificante producida por las cepas de X. campestris.

Colonias Capacidad Viscosificante
: (’)13/&/1)
X. campestris 17HS3 R
X. campestris NY12 21T
X. campestris 1459 83.3
X. cue 83.3
Y. rcowmarctris 18NT5 113.3
X. campestris 1THTL 135.7
X. campestris 17NSL 133.3
X. campestris N6 172.5
X. campestris 17R 205.9
X. campestris 18N 187.4
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CAPACIDAD VISCOSIFICANTE (pa/g/1)

Figura 20.
Capacidad viscosificante con respecto al drea de la
lesidn producida por cada mutante,
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En Ya fegura 3 ve muestira la relacion de lee sorcanlgbes de los
radicalas piruwvice v =4 la Tiguras 2o los porcentades de acetilo para
Cadd wha de 12 selanley . Coa reveeclio &l mirdvico no pireced  emislir
ALnguna Fl'lﬂlii'l rawpaclo a la virclescia rd sus e chidervas
aacilaciones em wn rango mur esirecho. 54 Ra eslablecide sus  los
valoras de  Susbituyenies pirdvica 1afluren imporbasiesants an las
aropiadedes de! polimero, principalsentis an los indices recldgicos de
capacidad vistosificanie v de sewdoelasticidad v %& ha conslderads
quee lales pardmetrods depsndes de la cesa 7 o8 las condiciones de su
producc idn  { Jeass wl al: 19784, Sin Enbarga; vl ados
axpir imgnldles (Ouinferoe &) @i, 1784 ! han confirmado aue al
conlenida de piruvicos no pulds coasiderarses Por 41 Wolo como wn
eriterio de calldad del polissro sxlracelular ya que existen cepras
nug  prodocen allos conlesldos o8 suslilureanies pirdvicos 5§ &0

Proporc iosan producios con pardmelros reclogicos desegdos.

En la figura 21 @ obterva qus parecen sxlilir dos grumcs da
matantes dud produces pol lseros cos porceanlades de pirdwicos =n  dos
rangds, 58 hae mEslrgde aus el coalanlds de doide piravics =6 &l
palisgro puddd ailar Ggrupads an @slad  rahgad  (Bandford &) &l
1977 i

De -@cusrdo con los valores de los radicales acelllo ifigura 21
3@ observa gue, en Torma qgenerdal el sorcentale se wa incresentando an
loy polimeroy de lad cepras virulealas §F sue corrgispondas al ineresania

dal dres de la lesion .

Sy obsErva ous las cepss mnoemales presenian porcenlaies  da

walile ¥ pirdvicao suy sesajasles pero palogenicided bala con
raseaclo 4 las subanles virulanlas.
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Figura 2L

Porcentaje de cfxcido pirtivico presentes en el pol.]’.r:-em de cada

cepa y su relacién con el &rea de la lesidn.
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de la lesion (cm®)

Area

- lo
9
03 I- ITNS3 6- I7NSI
| 2- 27NYI2 7- I7NT5
p 3- 1459 8- N6
4-Xc.c. 9-I7N
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Acetilo (%)

Figura 22,

Porcentaje de radicales acetilo de los polfmercs de cada mutante

con respecto al &rea de la lesién.
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Estos datos sugieres nue probablessnle uns cembinscida comalela
de #slos  lTasctores wincosbdad, concenfiraciGn Tinal de gand,
scelilos, piruvicas, EAlfFd alFed , waEn las Fevpoasabiles del grads dé

wirulencua,

Ex necesarlo remarcds que 2l sndlisis considera es forma aislada
los contemidos de pirdwica v acelilo. Resulla obvio sue %0 e produca
goRE &0 sy Baecd nivales e podrian  Lensr wvalores alevados de
futl ilurentes y aresenlar bada & nals virulencia, Con el Tin que de
algund manard 4 corrida o] sfecio cosbinade o coaceniracidn v
miveles de susliluyenles s& fAralaron de correlacionar pardmss|ros
conb inados como  por  egemslon {acetito dipirdvicodiconceniracidn
final de la gomar. En la figura I3 e ocbserva que hay una lesdencia
clardg an cudnlo &4 qua ol efeclo combinado iafluye en la palcgenicidad

de lay mulanles.

Sin asbargo &8 observa ous la sutanie §. cgmpasiris WTS esid por
dabato de la fendencia general. Lo sue [mplica que la patogenicidad

dul mlcrocrganiems no se debe solasente al polissro.

For low anferiores racultsdes , ora suy probable aus [o sulacion
Fubiisra afeclade la Diosinlesis dal eolimsrs (BRELField, 196d).Fara
tratar de a&veriguarlo se realled sspeciroscopls wn el  infrarrolo  en
solida a4 losw polissros obhlenidoyw de cada wna de  las sslanles

Bl amirnle descrillas,

La eriscipal finalidad de los especivos Fud la de wisualizar los
potibles casbios astruclurales gud bubleran podide suceder an la

mt ldC LA
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Tabla 7.
Datos obtenidos de la relacidn (Acetilos)(Piruvicos){Consen~
tracidn final) de cada una de.las cepas y su respéctiva irea de
la lesidn.

Jepas (A)(P)(CE)* Area de la lesidn
(Unidades arbitrarias) (en®)

X. campestris 17NS3 21.08 -

X. campestris 27NY12 50.30 -

X. campestris 1459 35.59 .22+ 1.0

Be B8 B 47,22 175 + 1.0

X. campestris 18NTS 4p.86 2.87 + 1.8

X. campestris 17NTY4 85.38 2.80 + 0.7

X. campestris G7NS1 79.61 2.83 + 1.0

X. campestris N6 88.56 2.90 + 1.0

X. campestris 17N 76.21 3.15 + 0.7

X. campestris 18N 98.70 3.70 + 0.4

¥ (Acetilo)(Pirfivico)(Concentracién final)
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o] 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

(Acetilo) (Pirdvicos) (Concentracion final) unidades orbitarigs

Figura 23.

Correlacidn entre el fndice (Acetilo)(Pirtvico){Concentracidn
final) en relacidén con el lrea de ia lesién producido por cada una

de las cepas.



Loa  refullados dalalledos 7 comparalives de cadd uno de los
apeclros da los polisdros da las sulanles con respecio al de la cena

normal 1. caspesiris [45% @ pravenlan en 8l aneso 2,

Ea la 1éala H sa preswntan los niserocs de coda corFesecoadienies
i las principales Basdit G deicriben la vibBracidn de low grusos
Tuncionales dal polinera 48 a4 cébe d8 coleccidn y 48 |&dican
respeclivasenie en el especiro de la Figura }J los grupos funclonales

JuE correiponden a4 cada banda,

Em la Rabla 9 s« obssrvan Llas Greas de Llas bandas gque se

diferanciarca signlfleativarsnts en lodes los svmecires.

En la Tegura 25 %o megsbra gus de forea general, la asociacidn
Inframaleculsr pretadla clerblsa lendencia &4 incremsnbarss cuasdo e
susentla la virulencla da las sulantes. De maners cosparaliva en la
flgura 2 %e presanlan los sspeciros de la sulante no virulests X.
campagiris ATHT1E, da la ceps mormal . coampayiris 145F r de la
milanie wirulenta J. gampesbtris 188, En la sutasile o virulania se
Face mds avidenis la Banda invalwcr ada S5 la asoc idac idn
intermolecular 1 1% cats , conforma la patogenicidad de Las cepas
wa incramania esba banda tiende 4 presestarss solo coso wn hosbro, as
dacir va desapareciends v predoming la banda oe los 1 050 ﬂl-.. Quia

represenia a4 la avociacids intrasclecular .

Los wesulisdos sugieren sus la asociacidn iatramolecular de las
cademas pol imericas astdn asockadas con la wirFulamzla. B4 suy posibla
que ®il4 dscciecion avlableica coangregeciongs maleculares que formen

"Lapones” que oflurds los vases ellesdlicos,
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TABLA 8

DESCRIPCION DEL E.I DEL POLIMERO DE Xanthomonas campestris

1458

Niimero de onda

Vibracién del grupo

(cm-1) funcionsl :

1727.55 Carbonilo de acetilos

1629.42 Carbonilo de acidos carboxilicos libres

1560-1511 Carbonilo de acido pirfivice
CH3 del acetilo

1248.69 Vibracidn asimétrica del OH del CH,OH
terminal de los aziicares y probablgmeg
te indique ademfs la ramificacidn de
la cadena principal.

1113.8 Asociacidn intermolecular(interaccidn
entre grupos funcionales de diferentes
cadenas)

1069.072 Interaccidn intramolecular (asociacidn
entre grupos funcionales de la misma
cadena) .,

885-480 Huellas de los azficares componentes
de las cadenas poliméricas

771 Glucosa

619 Manosa
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FIGURA 27. Espectro de infrarrojo del polimero de la cepa Xanthomonas campestris NRRLB-1459




Tabla 9.
Areas de las bandas de los espectros de infrarrojo de los polimeros

de las colonias.

Bandas

Colonias 1069 emt 1115 et
X. campestris 1459 0.26 1.3
X, ¢ s pv campestris 0.32 1.8
X, campestyris 2TNY12 0.035 2.94
£, campestris 1TNS3 0.23 0.6
X. campestris 18NTS 0.36 0.07
X. campestris 1TNTh 0.93 0.36
X, campestris 1TNS1 0.96 0.08
X. campestris N6 0.

X. campestris 17N 0.70 0.02
_X. campestris 18N 1.0L 0.01
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{cm?)

la Lesion

Area de

6: ITNSI

o 2: 27NYI2 7 ITNTS
3- 1459 8- N6
4- X.c.c. S- I7TN

5:ITNT4 10 IBN

é% /A LJ"J 1 L 1 1 ] | 1 1
' L\
) o 0.2 03 04 05 06 07 08 09 0.0
Asociacion Intramolecular 1063 cm'
(are@ cm®)
Fig. 25

Relacidn entre la banda de la asociacién intramolecular (1063 em-ly y el
drea de la lesién de cada una las cepas.

102



€01

(%) Transmitancia

-

B — X. Campestris 27NYI2

— X. Campestris 1459
~ — X. Campestris I8N
| | | | | 1 1 ]
1900 1730 1560 1390 1220 1050 880 710 546 370
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Figura .26,

Relacién de intensidades relativas de las bandas que implican la asoclacidn inter e intramolecilar
en cepa no virulenta (X. campestris 27N¥12), medianamente virulenta (X. campestris 1459) y virulenta

(X. campestris 18N).



Desaforiunadamente la especirosconia @ reallrd an s8lido,de
manara qud los rasuliados mo reflaian o sue podria  suceder ®n
solucidn. Se ha swgarido que ol svopol iserc en solucids, 8 sncusnira
#f  forsd ordesadsa co@d und  scla hélice debido & la asociacida
tntermalacular (Dna &1 al, 1974), ssbas hilices 32 wen Favorecidas
For atocilaciones oébiles gue Torsan wuna Fad bridissnsional bemus ¥

Bl pusde sar responsable de D4 maBllidad eacd  wseander® parliculas

(Rees al al. 1994,

En salucion r #n coadicionds sur cercanas & las Fisloldgicas, la
coaformacicn osdenada de 14 goma wasiana pusda mosbirar lnieraceiones
cooperalivas con polisacdridos caracterisfiicos de la pared celular de
la plants 7 pusde reprosesiler usa "malécula de wnida® en
reconoc imjenlo &l lugar donde se establece la bacteria, ideailficanda

#]l drad o suparficis warliculer da la planta por wadio de la

cameosicidn de la pared iMorris gt al, 19770,

En la tabla 10 sa proseania de manera peneral um cuadro ea  donde
s presantan el pdesro de bandas gue colsciden, el noserc de bamsdas
diferanlies y ol sunero de Bandas oue Tallam aa los swpecires e
infrarvobo de los polimseros ds cada mslanle. Es wata labla las basdas
5@ comparan con Wl ewpectro del polissrc de X. camseslris 1435%, cepa
de la cual v8 sulageniid v %8 ohiuvieron las sulantes., Con reaspeclo
al wmspecirg del polimero de la cepa silvesire, %8 seesira gus o
sandibleamanle diferenie al da la cepa de coleccldn, principalmente en
las Bandas ous (edicen la wibresldn solecular d8 lod  afpdcares

contl i luyenles .

Bs #cwerde con &l nusero de bandas (tabla 100, al polistra sue
fud tolalmenie diferente al de la cepa de coleccidn & (sclviive al de

104



Tabla 10.

Bandas distintivas de los espectros de infrarrcjo comparativarmerte
con el espectro de X. campestris 1459.

Cepas Bandas que coinciden Bandas diferentes Bandas que
(cm_l) {Cm—l) I‘alti.r;
{em )
400-800 900-2000 400-900 900-2000

[ EaT et Pt et i e ol i i

=]

campestris 1459

o
.
]
£ AN

campestris 2INY12 !
17NS3

campestris
campestris 18NTS
campestris
campestris

[
<o
LI S ]

17NTY
17NS1
campestris N6

campestris 17N
campestris 18N

1
=

-
I

=1 oh \O =W U~ W
!
o

g O Oy = v oy

105



lan otras mulanies fud el de la sulanie no wirmleata X. caspeairis
dPHT1E . wl gual preseaia distintas Basdes en la regidn de los
azicares y an la regién de los 900 & 2000 cw°  lo wus indica sus ne

&% uha santana LiRica.

Con respecic 4 loy sseeciros da Las sulantes sirualentas e pusde
apreaciar oue  las principales dileransiay 4% encusnlrssn en 14 regids
GisE dascribas jas wibracionss moleculares de  los  apacares. Lo sue
suglere que probsbhlesenle obros  lipos da azdcares conforssn & los
dal imdres, Liley coss peanlosas o heeosds wud Ao soe las sue conforman

1l svceo]limero o goma wantana tipica.

Eslos resultados indicen sua la sstreclura solecular del & de
los polimercy probabilessnte esien delfiniendo el lipo de asoclacidn

Jua puede eilar relacicnada con Ba virulescia.

Bn esludio recienis de mulanies de X. cespesiris  sosird
iwidedmcias ratpeclo & la aller&cida d& la aparlencils sarfoldgics da
las colonias, corralacionada con la cosposicidn esiructiural del
aucpol isaro. Se detecid la presencia de galactosa, rhasnoss sdeads de
qlucosa , manosa § dcido glucordnice en uss constifucidn que w3

posible hidrolizarla con celulasas UEHiTMiald, 1984},

Varias cepas da  Tanfhomonas conitenen galactosa an wl
grcwo] ivacdrido (Sorin ¢ Spancar, 1%&1l; Farreed ¥ Percival, 1976). Ea
E; Puscans una subsspacie da . caseesiris [Buchanan y Gibbons, 19741
el eolissre axirscalular conflens glucosa, masosa ¥ pPesuefias
canl idadas da 6 deosl-L-sasons y 4cido glucoreslco (Konisdk et al,

1¥TF,
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En la tabla 10 %8 susstra que Nodos los polimeros de las
mutantas presenlas las priscipales diferencias en la regién de  les
g la mutanie &, campeairis [ONTS el cual

presesla bandas distinlas en la regida de  low ?Durrmtn"_ll.ﬂi
gvidencia 3¢ las diferescias gn lad regidn de Jos 400 5 F00 cm

sudieren oudl  muyp orobablemente %@ escosniran gl lerados los pesos
moleculargs e lod dislintos paliseroy o8 las subanles § que
posiblemants asla alieraciédn asie lasbifn imvolucrada con la alia,
bala o nula wvirulencia. Hodgson ab al, [174%] hap ssiudisda palimeros
a8 or jgen wvegelal, de diferanies pesoy moleculsres y concluyesron que
ciertos polisaciridos prasealaron una relsciona direcls enkra el peio
molacular v la habllidad para causdr marchilamienio p secrosis =4 las

hosas d@ losate.

o scuwerdo con los resullsdos obtenidos e &1 pressnte sstudic
%2 Fa mostrado cue la patogenicided &5 un Fendmeno comeledfo on donde
il ancusAiran involucrados las isleraccionss de diversas factores, de

los cuales poco w8 ha aporisdo para su esclarec imienio.

& pesar de gqua los experisenios se realizaron en malraces
Fl"r|1h.|d1, los resullasdos mostrarcs wsvidencias de las distisias
propiedades de los poliseros de las mulanies, sin qus esio signifique
auem 5@ traflaran de simalar las condiciones in vive del hussesd. En
las fermsstaciones wsa malraces Fernbach sa prasentan  warias
Lamitacicnes, enire las Sue wa fienen Lla bala coscentracidn de
crigenes disusllo cuwande la wiscesidad s  incrementa 43l coso
limitacicnes en &l coatral del pH ya sus 32 wuelve dclde confores &8

sucrela w1 pclimsre , lo wus afecis 4 la produccion del poliesro
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iMoraise ¥ Eogowim, 1971,

Las propiedades del polisero, tlales como la wiscosidad, la
proguccion awpecilica ¢ @&n gran spedida 14 @nteraccidn de  sus
componenles ouistcos iafluyen o0 @l Feancmenc comeléda o9 la

2 bagenicidad.

Las malantes K. camemsicis 078 » K, campasiriy 18N abrem la

sgqibl lidad d& d&r smplesdas en li produccidn de la goma, ra aue el
syl Imars de #4las presenla valores &8 scelile v Biruvico fuperiores @
la ds la cepa de coleccida asl coms viscosidades sumaricres. Sin
pabargo, la delerminecidn complela de ey caracierislicas reclogicas
3o los polimeres rawwieendidoy e anconlraba Tusrd dal alcamcs el

presente irabago.

Los rasuliados oblenidos isdicas wus es posible awplorar campos
dd culfives €on cruciferds #nfermas v selecclonar cepds de alta
virulescia . cura dreda d& la lesidn sed de 3=3.5 1:-". Be asla ménerd
las cepas aisladas 34 espera que produscan wn  polissrc cuyas
grapindsdes podrlan sdr iddAday Pard Sy usa ea  la eerforaclian r
raparacian dea pozaos peirolercs asil como pard exiandsr s erpleo Racia

alras aelices (o,
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CAFITIHLD &

CONCLUSIDRES ¥ KECOMENDACIOHES

.l Conclusionas generales

b ssusrds con las diferencias morfoldgicas sus preventiron las
colonias suladas Ffud posible wseleccionsr v aidlar msulasles con
al l#r & LoaEs L] A capdcidad filopalogdmica ¥ e las
caractaristicas suimicas r Faisicomulnieas d¢ loi  polimeras
producidos por cada wna de ellas.

Klieraciones que  yegurasenls fueron provocedas en Ja wia
bigvinmidlica del polimero producidos por el iralamiento con el

it Sg@nc,

Como resulbado o esla alterscida se pretenleron difereasciae
significativas an s caracidad wirdlenta =n las elanias Emi
cantdcudncid 48 pusds avldblecer gus #% poslbile 13 seleccidn de capas

con diferentes lrr-'.ldnt da pafcgenicided.

El mdtode para cuanlificar la wirulescia esolesde an asle
irabaio fud deierminanie pare |a obdervacidn da los dislinios erados
de la wirulencia wque presenfarca cada wna de law cesan. Las
desviacianes eslindar alevidas indicaran que prodabliesenls en @l
fandmamo oBe la wirdlencia pusdan esiar isplicados usa wevie de

faciords coniugdtdos que hakla ahord no %8 has cardcierirado.

Be scuerdo con al andlisis de las lesiocnes producidas por  las

walantes, K. campailris 145%F 5 L. cqmbagleis wv campaslris o8 obsarvd
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e mandrd cCcohgrusilE Gud dwisle una relacidn direcla enbre 2l
incramanla $¢ |4 viscodlded generdda en malraz y la wirulescla
cusntificada en las plantas. 5@ obidrvd L& siems tesdencia respeclo
# la eroduccien mipecifica, ei decir, a medida qua se asusania la

producc idon sspacilica se incrémenta la virulencia de la cepa.

El  andlisis  asalitice y madianile sspeciroicoels de
infrarrado de los diferenies polimssrcs isdico oua Jlos  altos
(o= LI TFLET du qacetila son faclores muy imscriantes wmara el
increminleo a@n @l esrsde de Filopalogenicidad. Las interdaccionas
intramolecularey oy probasblemantia podrian ser alre de  [o9
pardmetros sslrechamente |igados con la capacidad de wirulencla am
oy caeas . En o] Laposamisnio de lod wasos wesculares de la plasia
lot radickles acetilos podrias inducir uma interaccida sntre  las
moleculas oue compones La pared celular de los heces vasculares » el

pal leEra .

Da la& sarla &4 svalescicsas real leadas, uno d8 los pardeslrds
Ul Eraaenld pocd correlacios con Feaspecie 4 la palagenicidad Fwd 14
concanlracidn de goma producida en malraz, con excepcids de los casos

in dondes se snconird asoclado con albas wiscowidades.

Evte alfimo andlisls permile westableser gus, aun  cuanda
algunos pardesiros ssbtan sstreachessants ssocisdos con la wirulencia
da las cepasy selslen olroy Faclores Bioldgicos imirintacos &n sslas
como an Al hussped, FPusden mencionarss en e%le seallide las eesibles
di ferenc Las an  la capacidad de produccidn  de  eszimas
celulalitices » pdclicas avi comda & la cCaracidaed da

aaravachamignts de los microsulrlentes en las slantas.
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El preseale esludio llewd a establecer wn método, adn
wfdirico, gur peraile la sweleccian 5 sinlemienic de cepas  da l.
campEsirin: Es posible seleccionar v asslar cepas virulentss oue
gasgran 4lla viscosidad bLomando como criterio de ssleccidn &) drea
de L4 lasidn #a planlay |Aafecladas con i Bacleria. Sin embargo. con
dicho crilerio no se Jsegura que los valores individusles de acelbilo,
plruvice ¥ concenfracida Tinal del polimera wear wlevados. Ea
posibla seleccionsr cepas produclorat dal Bioel imero cuFd Wwed e

L]

luncicaal gara la perforacitn v reparsc lén de ponsd pelroleres, asl

como para la aplicacion hacia oiros usos.



E.& Recomandacicnes

El fandmans de la palogeafnicidad en fas wlanfas ®% una
intaraccion complels . por o ous &% Aecesardoc  intensificar  lo
atlsdios en wcla  drea, fus  Falta mar javesisgar |n wivo vl
cosgartamiants de |& Bacleria en 14 planta, o3 decir t1:1.|.-ll ey el
iprovachasienle &d (o4 migronuirisaies @8 la planla ?,ir.luh'ru
cuantos son las netrientes sinimos & Isporfasias para ol desarrollo
dpling da ba Bacteria 7. Esxislen olras interrogasiesy ads sus Fallan
por #sclarecear, %in esbargo, conlinuasdo con esie estudic we pusden

proponer  los  siguississ  punios coms recoaandsc ioses para ssiudics

Faturos |

@l 58 reccElénds comslelar &) Eillia can Tas mylaElas
caracigrigandalas an lo gee 48 reljers & la produccidn de enzimas
calulaliticas 5 mdclicas, galearminande cindlicas y evaluasdo la

sclividad an cada waa de allas.

by Como rasullado S la sulacids ex posiBle ous Jas sulasies
waan proldtrofas & wlicromuirientes de la plasta, serla de gran
|nflares comerobar en cuales wicrosuirientes 1o wom ¥ i deles

deterainsn &l desarrollo del microorganismo dentvo de la plansita.

€1 Realizar prosbas para determinar st las sulaaies que e

gbluvigran son gandlicansnla edlables & [neslabiles.

di Freparar rodisclucionss parsa comparar los reocgramss de  los
dislinfos pol lme- o ¥ olierivar wl comsir lamiaala 48 las
viscosidadey aparasies con respecio al wasfuerzo de corte o con
respacio al greade de daformscits, Detarminar i los Isdicas
reclcgicas n Lindice de sewdoslasticidadk, K lindice de consistemcial
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de low paliesros de las suilantes obienidas cumplen 14 Tuncidn

ohiglave ®ara s wio Final en |o% popos pelrolercs & Bilen en aliras

ab | 1CaC 1GHes.

0! Edalizar diversos asludios & &l cameo. Aungue se  pueedan
ghganirgr candiciones warpables, awria convemienle buscar eam
campoy cullivados, mlantlas enfersas cupas drea de la  levion &e
encugnire antre  los valorss astablecidos gara una alla wirdlencia ¥
aislar cepas wilvestres com la intencidn de proceder a3l 4 obiEnar
CEBdE Pars caraclerizar sy polimsro 7 delerminar s§ #5la pusds ser

g gadd an la produccicn de la goma sanldna.

Tl Bebido &4 que los speciros & realitaron &n  sdlida w%
recansndables reqlirarlos en Qiauido pars comearas Loy retulisdos

ablamiday.

gt ldentificar los coeponentes msolsculares sue conforsan  los
polimerocs de las wutantes chlenidas v de la cepa silvesire asl
cons dil polisers producids por las cepas  sllvesliPEs  SuE  am

ki Eealirar deleraingciones de peso solecular de cads unot de

loy palimaros obilanidos de las sulanles.

bbb Las mutasies obienidas ofrecen perspeciivas para su estudic &
inlegracidan de los aspectos de la biosintesas del polimere. For

lo que #5 convesiente conlinuar esie tipo de esludios.
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AREXD ]

LISTA DE MATERIAL Y DESCRIPCIUN DE MEDIOS DE CULTIVOS.
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&HEXD |

LISTA BE MATERIAL ¥ BESCRIPCION DE WEDDOS DE CULTIVES

Reach Lwas,

Todes lot reactives espleados Tueron grado 0.F.

BERLONE -cv-siicaserarmrtareraratesinvases Pdata- IOEFH
Refido PAFPICD -sisvrctctsrraratsrrrnsrnsnne BdaT. Daker)
belido cilrlen siascscisacaicsasnssdsnssss [8:T. Baker)

keido cloribidrico.caieivasssnrsasnnanass 1T Baker 3

beido slluricd ccovesssvasasnssassssssss [T Halmr 1

hgar nulrllive c.coiavsinsnsraraininasnnss (4T Bakwrh
ARlTONE cisiissrininisiindnsbasinnssnnssss LdaTo Halomrh
Pt MM i+ iisniitritadsiberitatriaerias 1 HiTES )

Bacto BMELFOUE .icororsrestasarsiosnnesias | BDilEa 1}

Bacio skim=milk ...ccoiaicansnarainsnasases 1 Oifcald

Bzl PaENGad «vocevnsarvansnnsarncnanasne | Blfca )
Blecarbonalo de 0dio isosavsisvsisisnsascs (1. T.Aakari
Browmers de polasic. erede especltro ....... | Marck |
Carbonalo dea calclo ciesvavessssasassscsss (J.T.Bakar]
Carbionile df 30d16 ...cnravasnsnsnsnarnsns (J.T.Hakar]
Cltralo de #0010 «.ccocsnainsnssrrncnsnsns 1J.T.Auker]
Clorhidrato da hidrowilaming ............. | Sigma Chamical §
Cloruro de tetrazollus .covesavsrnssasasas | Mark J

Clorwrs Terrics ..ovsvasrsnsnarasnsesnnes 0J.T. Balar )

Btanal sisssvsnsinnnssnsnsninnnssnasnnnsas LdaTolmherd
Exfracle da lavaderd ... cvvcorsrarssearse | DEFEE ¥
Exirache g0 SAlle ::ccrsecscscsrssnsssnnens | DEFED B

Fosfalo da polasio monocbdtico ...oveswees (J.T.Bakarl

Posfato de potasio dibdsico oicovaninnens (J.T.Baker )
Hidraaide &8 s0dld .. .ccovvvcvrssarsnnress LT Bikarh
Hidrowi leming .cicvcssniasnssassvassssasas AT Rakar b
Lactato deshldrogenass, da misculo de consio

con &5 000 unidades . suspensicn crivtal ina

Meblamol absolule .....cvcocsrmrcsanannneee LI.T.Hakeri

Hicol inanida adenin dinucledlida reducida

IMABH) . B-dihidrexifoslfopiriding nucledl ida

de levadura, arade 111, contenide da 1.5

moles do aguas por mal ¥ 3 % do etasol cussdo

ful Prapar&de. covosovsnsananssnsnanasananas §BIERA Chemical, N=B1295.
H-mmlil=H " =niiro-H= nilrosoguaniding .... (&ldrich Cheamical)
Fnldo o Fine .oconinsnssninsrasinnsnansann bdT. Hakarh
Panlacatlato da glucosd ...revvsrivmesinssse | Sigma Chenical b
Fercloraleo TErric0 coicassbasnannnansinssas | Sigma Chemical b
SICHFORE -vcuwians S T vapasanpssassss bdeT.Ralorl
Folucidn palrdn de Scida glruvico

[0 mgrml) c.icoscansnssiisnnsnassssnsnrsssas § Sigma Chamical, Ho T2&=101
Sulfato do amodio - cicisossssssssarsisssss bLdeT.Bakard
Sulfalo da magmaslo  icssasnssssssasasnssss bdaT.Bakerl
Triotanolaming .. cccocncnsessssisncsianans | MEFEE )
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JINA UNBFEE scicscisninsssiarndsisanascacs 1 Prosto, modelo 21 L 2

el aman ezl Ttlcd scvisssnvasipsnsnsainss b
Balanca dagital «.a.

Sartourios 2412 )

srnemsvansvannanans § Baktler PE & 400 §

Compana da MNudo lasifsr ...covcvcivaveras 1 Qilen §
Witracsnbr(Tugd oocei-0n- bR R R (RC-3 Sorwal]l Dupanis [nylrusesis

Contr [Tusa ElIRIEN <cicvraiuranainssaiins |
Espucirofoldmeirs ..ovcvvavaravareinanans b
Ewpac lrofoldseivo de Lafrarrodd ...ococaea @

Incubilors i iedidievanr i aE e e

Liofillzador csisiissnansnainsnomsrsinnni |
Bolina de dadlidla -.-vvnresmrcnrsrssanas 0

Parrilla sglbiderd covvsnnensinnnnsnenans I
Potencitmelre sisissssnravasanasabasaannang I
Franva hidrdulica covciesiasninsnavisnans

Fupar Hiwer, Yorles . ...ovovcvcsmsrarssne
TS tINIrg sosivifasentnseaEsrntiFadens N
Cimara de humedad _........co0ccarennasan L

Salwvat |

Beckman, modelo 35 )

Perkin Elmer J83=B ; Instifuto
de Quisics, UNAN 5,

Haw Brusswick Scientifle Co.,
& 241

Froege Orpar 5, LabSohca b
Crascent Damial BFG Ca.
Indtblule de Guimica, UNAN. |
Cornlng PC 53 ).

Corning pH mater 135 )
Blackhivk, modelo Ek=11
Ingaliflule de Guleica, UHAN, )
Lab~Lins Insirusanis 1EC &
Brockfield sedela LUT

m da ancho por 70 cm de largo .

[AWEFABEETFE o csevscsosscrassinisasasnrsas LOlegio de posi=gradusdos, Chapingo
Mac@td® -.vcvcacsscsnavarnsndnsnasannsnss bolwgio de port=gridasdos, Chaplngs
Gemillas deBrassica Glergces® cciueeana Calegio de post-graduades, Chapingo
Tierra ssldril covovcnverescsnacarsscs.. Colagio da posi-graduados. Chasinga
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Medios de culliva.

Redio de anlrdclo o levadura y malla ¢ YN ). (Seans a2t al,
1¥F7al.

Compoy i Ldng
Fafracia de lavadwra J 971

Exfiraclo da malta 3 @/l

Baclo-peplicna 5 g/

Glucasa [0 g/l

figar 20 g/1 | solo en &l case qus &8 neceasiis

Clorura da tabraraliue & |0 g/fl

Medic de levanas .

Bacherias gram- payilivas como Bagllluy v Elreplococcus v
Baclerias gram-negalivas (Fisgdomonds, N4nthomonys, Enierchycisr v
fEglohgclar) eroducen la wazisa levansacarosa oue conwierie la
SdCArDEd 4 levands vy glucosa. La levana &% escenclalmenie wun j-]
fruclamos com  unlones 2-& en  dosde  allgunos residuos  B=D
fructofurandsidos |levan ramificacionss O-1 LKenns y Limderberg, 19§32
]

Comeosicidn
figar nuiritiva 20 g1

Sacarosa 30 9/l

Framaracidn

S0 pasan cada und de los componenles de los medios, w8 disuslven
con agua v v afera a la canlidad dessada con sgua  desiilada.
Fosteriormseate se etteriliza as ol sutoclave a 13 Ihrnuli*il.i"ﬂ"ﬁ] da
prodiga duranle 15 min. Bn &l céso &8 sadlc 811da, usa waz esldrll
el madio y con una femeeralurd moderada lanles de selidificarse el
agar ) 4% wvacild ®8 cajas de Felrl asldrilas daprodisadasante 20 =i de
medlo en cada cadal.

& Bl cloruro de talrazolius a8 sgrega con  los cospoasmles ol
wadla s8lido wunicasants como wun diferasciador de colomias , yé Sud
las colontas se tornas de un color rosd & rodo cusnda &1 pll dal medio
g& wudlwe dcido.

117



Badio para la werodeccién dél polimera esiracelular de K.
campaslris (Medio de produceios)

[ Buisiere ab 4], 1983 ).

Composicicsa:
Sacarons 24 g/l

Ly i gl
Hgl . gdl
fcida clilrico 1.3 ail
KMy Pily 1.9 gil
caCly GO.0028 a4
1y BOy 0.0048 941
] 0. 0073 a1
=#C1 O.0008 g/
=l 7.0

Fraparacicn

fe peEss la sacarcds y 58 disuelve en &1 [0 X del wolumen lolal
dal medic 4 préparkr #n Agua desiilada. Lot demds cosponasias s
sesan 7 e dizoelven en 2] 0 % del wolumen reilaala, 48 alusla &l sl
sea ledleduelas Se WaOR. S& esbariliza la sacarosa diswelia v los
componenles dal sedlo (ambos &n su Ralrad coFrdiaandisnla)l & LTl

sor 19 win.

Amies da inocular e mazcla [a sacaross esbéril coa los

comsanenles del media.
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ANEXO 2

ANALISIS DE ESPECTROS DE INFRARRILID,
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AMEKD &

AMBL1505 DE ESPECTROS DE [MFEARERIQ

Les amdlisis de Qos ecpachros &d raalizfaron compardl bvasanle cos

#| wvpetire del polimare de Lla cepa normal £ camegsiris 1459,

lnicialmente s comeararon loy especiros de la cema silvesirs X-
zampeatrly ev campesfrgs (Figura &-00. Lay srincipales diferencias am
imboy  poliseros §8 sresenban on la lébla -0 . En asboy sspaciros ae
sbeerva wus [as Bandas oud S8 encusnlram & los 1013.13 om-1 eresenian
miyor inleasidad sus la Banda da los 1071.98 ca-l . Eslas Bandas

indican wus exinle maror aoclacicn (nlersolecular.

tan reseacla A la concadiracica de acelilos 11720 ¢ 14903 cm=l ¥
las bandas |ndlcan que lav concamlraciones son  similaras @s  ambon
pal imeros r o8 acuErdo con sy determinacidn snalilica, &% ligerassante
suparior a@n al polimerc de §. campygiriy pv caspejlriy. Jin eshargo
4sla dilerencia o% sinima y s¢ podria inferir que e ancuesira dasiro

dal error ssperisasial .

Las difersncias obiervadas ftabla A=llindicad  Gus iy
probablasanle |4 composicidn de  sfucaras de) el imEre de la capd

dilwasire tea diferenis & la ®&l polimere de la ¥. compasicls 1459,

Las wrincipalas difarascias anlrs ol asrwcire dal palissro de la
matante ne virwlenta . casgasirly I7M53 y del polimera de |
cimenairis 145%, se reporian en la tabla A= . Ev imsoriasis resarcar
gue en dste polimarc 3@ hace evidenle la islendided de las bamdas que
corrEsponden 4 la wibracidn wolecular de las InleraCciones

intermolecul ares [1071.90 ce=1) siendo ligerawenbe miy indensd .
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TABLA A-1

PETINCIPALES DIFERENCIAS DEL E.I DEL PCLI'ERO

NE X.c.c.
Namero de Onda Bandas diferentes con respecto a E.I del po-
-1 limero de X.campestris 1459
{em )
1525-1482 Dos bandas presentes indicando mayor concen-

tracidén de pirfivicos y la presencia de &stos
grupos en varias partes de la cadena (tales
datos concuerd:n con datos analiticos, ver

tabla Ji
En esta regidén se presentan 3 bandas que in-
1297-1248 dican que los grupos CH,O0H se encuentran mis

disnersas en la cadena (uizds debido a que es
muy probable que se encuentre mas ramificada.

1071.98 La asociacidén intramolecular tiende a ser mis
predominante

771 y 785 Bandas que indican la presencia de azficares
con anillos furandsidos.

618.94 La intensidad de la banda es ligeramente ma-
yor indicando mayor presencia de manosas en
la cadena.

574, 543, 499, y 480 Pequefias bandas que indican la presencia de
diferentes azficares constituventes del poli-
mero.
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FIGURA A-1 Espectro de infrarojo de la cepa silvestre Yanthomonas campestris pv. campestris en
comparacibn con el espectro del polimero de X.campestris 1459.



TABLA A-2

ESPECTRO DEL POLIMERO DE LA MUTANTE X.campestris 17NS3

Nimero de onda
(cm-1)

Bandas diferentes con respecto al E.I. del
polimero de X.campestris 1459

1720

1624.03

1567 y 1533

1450

1247.67

1115.68
1067.41

771.3

537.09

Mayor intensidad, por lo que se sugiere que
tenga alto porcentaje de acetilos (concuerda
con datos analiticos) mayor intensidad e in-
clusive se presentan pequefias bandas, ambos
datos indican que existen mids dcidos carboxi-
licos y su presencia en distintos puntos de
la cadena.

Bandas mis intensas indicando que los pirfvi-
cos se encuentran en mayor concentracién, las
distintas bandas pueden inferir la probable
presencia de este grupo en diferentes puntos
de la cadena.

_CHZ-

Mavor intensidad, mayor cantidad de CHZOH 1li-
bres asi como mayor ramificacién.

Prevalece la interaccidén intermolecular.

Banda mds intensa, significando que tiende a

‘presentar, mis asociacién intramolecular.

Mayor intensidad, sugiriendo mayor cantidad
de glucosa, constituyentes de las cadenas
poliméricas.

Sustitucién de algfin aziicar diferente con los
azficares componentes de la cadena.
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Una de los polisscos qus difieren sereciallessnle = su
cosposicion estrectural es considerscies con 8] sipeciro del solimarc
de l& cepa madre s sussiva @n la Figura &-3, ssle ssescira

corFrespcnds 4l polimero producido por la cepa mo wirulenla .

gaseesiriy JTHTIZ.

Las erincipales diferencias w4 sscusnliran a&a la tabla A-100.
Coma puede naotarse. sita goma es suy diferentie en la cosponiclés de
lasn grupoy fTuncionales § on 3w sylruclera. Do tal msodo gue pusde

sugerirse gue ette solisero no seria una santana tipica.

En la Togura A=4 se prosenils &1 especiro del polissro prodoscido
par la mJdlante virulenta X, caspesiris I6NTS , comd se observa @l
sipeclire prasaala un rangs de ameliled & aror;, debids a que va dasde
los #0000 cm-1 hasta los 400 cm-1. Sim esbargo w] andlisls se
raalleard unicamenie an o) rasgo o8 1724 ce-ld hasta fos 430 ce]
coatiderando gun o1 el rango en wl qus e chserva la vibrecica de low
FrEsnh funtionales Sue componed 4l poliesro.las dileresncias

ramarcadas an ol polissre de 14 sulanie o8 andicas wn la Labla &-IV.

%0 hace anfasis ®n oue la diferencia =ds marcads en  eula
sipacire &% |4 s4yor |eiensided de la Genda oo L& asociacidn
intramalecular (1068 cm-10, foma we ward an  los siguiantas
wspactron ., weala banda predomindg y la banda S L4 avoclacidm
imlermolecular tiende & presesiar usa intansidad ligwra. Es
imnortanin wg_fAalar wmus dichos ewpecliros corresponden 4 CeRas

allangnle virulenlas.

El esmeclire del polimers de la sutanite wiruienta §. cameesiriy

I7H51 r su cosparacios con el wipsciro del polisero de . gimpesiriy
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TABLA A-III

CARACTERISTICAS DEL E.I DEL POLIMERO PRODUCIDO PARA LA

MUTANTE X.camnestris 27NY12

NGmero de onda
(em-1)

Bandas diferentes con respecto al E.I. del
polimero de X.campestris 1459

1729 - 1708

1534-1572

1663-1612

1450

113.85

1066.94

885-530

Se presentan pequefias bandas que evidencian
que los grupos acetilos se encuentran en di-
ferentes partes de las cadenas.

Las bandas que se observan indicanque los pi-
rGvicos se encuentran en mayor proporcién y
en distintos sitios en las cadenas poliméricas

bandas que indican la presencia de los grupos
carboxilicos en distintos lugares de las ca-
denas del polimero.

_CHZ_
Mas intensidad, mayor asociacién intermolecu-
lar

Banda no muy perceptible por lo que sugiere
que existe muy poca asociacifén intramolecular.

Indican la presencia de distintos grupos ce-
tdlicos o hemicetdlicos de azficares constitu-
yentes de las cadenas poliméricas. Asimismo
se remarca la diferencia en su composicién,
la sustitucidn de distintos carbohidratos.
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FIGURA A-3 Espectro del polimero de la mutante avirulenta X.campestris 27NY12 y su comparacidn
con cl espectro del peolimero de X.campestris 1459



TABLA A- IV

FRINCIPALES DIFERENCIAS DEL F.I DEL POLIMERQ FRODUCIDO
POR X.camnestrjs 18 XNTS

NGnero de Onda Bandas diferentes con respecto al E.I. del
-1 polimero de X.campestris 1459
(om ')
1056.56 Es de vital importancia remarcar esta banda

va que presenta mayor intensidad lo que pro-
duce una mavor asociacién intramolecular en-
tre las cadenas poliméricas.

1120 Pequefia banda, indicando menor asociacién in-
termolecular.
1420-1511 Grupos pirfivicos distribuidos en diferentes

partes de las cadenas.

773-459 Se encuentran solamente dos bandas distintas
indicando la sustitucidn y/o presencia de 3
azQcares distintos constitutivos de las cade-
nas del polimero.
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14%F sa prasenla an la Pigura &-¥, Jus principales diferencias  se
phcueniran coasignadas en la tabla &-5. Es d8 hecar nolar gus La
atlruciurg dé| polisars de la sulasie oy msuy seesiante al polisero de
la capa normal, solo qua la infensidasd de las bandas de 1729 em-1 a

l0e? e@-1 &% miyor.

En la figura A=VI se Llusira el sseecive del pol isare producida
gor la malante J. cameesiras 1THTE. tal wollssrs presenla una  gran
dimilitud con reswpecto al de la cepa de comsaracicon. Es la labila &A=&

48 indican las principales difersncias.

Ei poyible aua &n &ilay dllimad aspecliros, en  doads La
latensidad de las bandas 8¢ maror, indisusn qus 14 concentracidn de
los principales grupos funclonales sea ®levada. Lo qus pusds sugaric

AUl BEi%ias cambiod &8 fu pEso mo|ecular,

El wseacire del poliserc producide por la sutanie . campesiris
Bs wa prasenta on la Figura A-VII. Como e chserva, al corride dal
aspactro 5@ realisd de igaal Forea que para la sulasie X, caspasivis
LENT 8.
En la tabla #=7 sa dan las diferencias weaire ol poliesrc o0 la
matante v la cepa 0. campesiciy 145F. Be scuerdo con el sspeciro de
b mutanie virulenla I, compasiris 170 iTigura A<WITDY s evideacla
gl no daxislan diferenciay aslruciuraleas significat ivas, 1in embargo,

it principales diferancias son las indiceday en la tabla &-8

Par Gltimo, al sseeciro del polimsro de la sutanta virulenta XK.
carcasiriy 18N se meesira en la Flgura @=1X ., Las erincipales

diferanciay s revussn an [a fabla &=%.
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TABLA A-5

DIFERENCIAS OBSERVADAS EN EL E.I1 DEL POLIMERO DE LA MUTANTE

X.campestris 17 N&1

Niamero de onda
(cm-T1)

Diferencias en las bandas con respecto al

polimero de X.campestris 1459.

1067.86

1115.53

1729

1623

1248

Predominancia de dicha banda indicando mayor
asociacién intramolecular

Banda poco intensa sefialando que existe poca
asociacidn intermolecular

Mayor intensidad, por lo tanto esto indica
mayor concentracién de acetilo (correlacionan
do con los datos analiticos)

Mayor intensidad en donde se evidencia que el
polimero tiene mayor cantidad de carboxilos
libres

Mayor intensidad indicando mayor ramificacidn
y Ca,0H libres de las partes terminales de
los azficares.
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FIGURA A-V Espectro del polimero de la cepu virulenta X.campestris 17NS1 y su comparacion
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TABLA A-6

ESFECTRO DE INFRARNIN DEL POLTMERO DE LA MUTANTE
VIRULENTA X.camnestris 17 XNT4

NGmero d? onda Diferencias con respecto a las bandas del E.I
(em™ ') del polimero de X.campestris 1459
1067. 34 Banda predominante con mavor intensidad, lo

que indica que hay una meyor tendencia de
Asociacidn intramolecular en las cadenas poli-
méricas

111.4 Banda de menor intensidad que indica la asoc-
ciacibén intermolecular de las cadenas.

1729-1247 Existe mavor intensidad en el corrido de 1las
bandas, lo aue indica mavor concentracidn de
acetilos (coincide con datos analiticos), ma-
vor cantidad de carbohidratos libres y la ca
dena principal probablemente méds grande.
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TABLA A-7

E.T DEL POLIMERO PRODUCIDO POR LA MUTANTE VIRULENTA

X.campestris N6

NGmero ¢e Onda
(cm”

Diferencias con respecto a las bandas del
espectro del polimero de la X.campestris 1459

1065

1724

1622

1420-1520

617

890-400

Presentindose esta finica banda, lo que indica
que hav un fuerte predominio de la asociacidn
intramolecular

Bandas que indican la presencia de acetilos
en otras partes de la cadena polimérica

Bandas que indican distintos grupos carboxi-
latos en las cadenas

Bandas que indican que los pirGvicos se en-
cuentran en distintas partes de las cadenas
del polimero

Banda poco intensa indicando menor presencia
de manosas

Bandas diferentes, sefialando la presencia de
grupos cetidlicos y hemicetilicos de azlicares
diferentes en sustitucién a los azficares nor-
males.
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FICURA A-VII Espectro del polimero de la cepa virulenta X.campestris N6



TABLA A-8

PRINCTPALES DITFRENCIAS DEL POLIMERQ PRODUCIDO POR LA
MUTANTF VIRULENTA X.campestris 17N

NGmero de onda Diferencias con respecto a las bandas del E.I
(cm-1) del polimero de X.campestris 1459
1069.24 Banda de mayor intensidad, sefialando que pre-
domina la asociacién intramolecular
1114.0 Pequefiisima banda de interaccidén intermolecu-
lar
1728-1247 La intensidad de la banda es mayor, por lo que

el polimero presenta mayor concentracién de
acetilos (corresponde a datos analiticos) ma-
vor cantidad de CH,OH libres.

480.78 Banda que indica la sustitucidén y/o presencia
de otro azficar diferente a los que constitu-
ven al polimero.
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TABLA A-9

CARACTERISTICAS DEL E.I DEL POLIMERO PRODICINO POR LA
MUTANTE VIRULENTA X.campestris 18N

Nimero de Onda Diferencias, con respecto al E.I del polimero
{cm-1) de X.campestris 1459
1068.101 Banda de mayor intensidad, predominando la

interaccién intramolecular

1042.4 Banda casi no perceptible en donde muestra
una nula interaccidén intermolecular (asocia-
cién de moléculas de la misma cadena).

1520-1533 Bandas muy diferentes que indican la presen-
cia de grupos pirfivicos en distintas partes
de las cadenas poliméricas

1727 a 1248 La intensidad de las bandas es mayor indican-
do que la concentracidn de acetilo es mayor,
también los grupos CH,0H son mayores

820 y 481 Bandas que pueden evidenciar la presencia de
azficares diferentes a los constituyentes nor-
males del polimero.
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