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A.

ENFERMEDADES VEGETALES

Toda planta que evoluciona en los miltiples
lugares de la tierra es huesped potencial de numerosos
microorganismos capaces de atentar contra su desarrollo
normsel y ocasionar su total destruccién. Incluso en pai-
ses como América donde se dispone de medios abundantes
de proteccién vegetal, las pérdidas econdmicas que su-
pone la destruccién de cosechas por enfermedad llegs
a slcanzar cifras elevadisimes, y si a ello se afiade,
como consecuencia directa, lae disminucidn en disponibi-
lidades alimenticias, se comprenderd el interéds extraor-
dinario con que los fitopatélogos de todo el mundo inten-
tan conocer el proceso de infeccidn vegetal y la posibi-

lidad de su control.

Las enfermedades que padecen los vegetalés si
bien fueron atribuidas a microorganismos tan solo dos

afios después de la consideracidn microbiana de la enfer-
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medad animal, no por ello han dejado de llamaer poderosa-—
mente la atencidn, por ser una de las ceusas que decide
la economfa de un peis y en no pocas ocasiones su politi-

ca comercial con el exterior.

En un principio fueron los propios cultivadores
del campo, guienes vinieron a dar nombre & todas ague-
llas enfermedades que veian aparecer en sus tisrras de
cultivo, prestando atencidn para ello a los sintomas mas
caracteristicos quec revelaban la aparicidén de la enfer-
medad. Este criterio ha dominado bastante tiempo, y son
varias las clasificaciones que en él1 se basan, basta re-
cordar la establecida por WALKER en 1950 ( 129 ), que dis--
tingue entre cnfermedades que ocasionan manchas en las ho-
jas, reblandecimiento de los tejidos, marchitez, disminru
cién de crecimiento y desarrollo anormal con produccidén

de tumores.
\éﬁ Podredumbres

Con una u otra denominacidn aparece en todas
las clasificaciones la enfermedad.que cursa con pérdida

de consistencia del tejido parenguimatoso vegetal, se-
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guida de ablandemiento y podredumbre mas o menos visco-~
82 que al generalizarse causa la deétruccién completa
de le planta. Esta enfermedad es especialmente temida
por extenderse no sclo sobre plantaciones en desarrollo
sino también sobre frutos y productos alimenticios en

almacenaje y transporte. |

En Espafia la vemos citada por RUIZ DE GORDOA
en 1959 ( 95 ), quien la describe y sefiala que '"produce
efeotos desastrosos”. En 1961, DOMINGUEZ GARCIA-TEJERO
(25 ) 1a incluyé en su revisidén y llamé a su agente pro-

ductor Bacillus phytophthorus.

(" Tembién es sobradamente conocida en el resto
de Buropa, asi como en Africa, Asia, Australia y Améri-~
ca. En realidad puede decirse que aparece en todos los
lugares en los cuales las condiciones cimdticas son fa~
vorables al desarrollo del pardsito. )

L‘thos pues, en el presente estudio, a conside-
rar este tipo de enfermedad a los dos niveles fundamen-

tales y decisivos que son el agente causante de la mis-



ma por uns parte, y los vegetales que sufren su accidn
destructora, por otra.]Ademas, teniendo en cuenta que
la relacidn huesped-pardsito puede ser decidida por muy
variados factores, creemos también oportuno considerar
algunas circunstancias que concurren en el momento en
que el microorganismo entra en contacto con el tejido

vegetal.]

MICROORGANISMOS CAUSANTES DE PODREDUMBRES VEGETALES

[I.os primeros microorganismos a los que se
atribuyé la podredumbre en las plantas fueron hongos,
cosa nade extrafia ya que hongos fueron los primeros
agentes microbianos considerados fitopatégenos y fue ne-
cesario que los experimentos de BURRILL en Illinois (14)
¥y WAKKER en Holanda ( 127 ) vinieran a demostrar que
también las bacterias tenian propiedades patdgenas so-

bre vegetales. )

{ La enfermedad que nos ocupa fue estudiada por
JONES (58 ) en los alrededores de 1900 en Vermont, deno—
minando al agente patdégeno productor de la misma Ba.cillx;s
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carotoyorus.) Simultdneamente a estos trabajos, AFPEL (4 ),
en Alemania obtuvo un cultivo puro de una bacteria cau-
sante del "reblendecimiento de le patata". En Holande

van HALL ( 43 ) encontrdé el Bacillus atrosepticus y HA-
RRISON ( 48 ) en Canadd, el Bacillus solanisaprus como

agentes productores de esta misma enfermedad.

Con el fin de reflejar el confusionismo rei-
nante en la nomenclatura y clasificacién del agente bac-
teriano causante de ablandamientos vegectales, vamos
a hacer un breve bosgquejo histdrico de los diferentes

criterios que han dominado en distintas épocas.

La inclusién de los géneros Erwinia y Fhyto=-
monas en una tribu Ynica ( 33 ) se basaba en numerosos
caracteres comunes, entre los que figuraba su fitopato-
goneidad. Ko obstante esta idea apenas se sostuvo y ya
en 1948 el Bergey's Manriual ( 11 ) incluye a las Erwinias

dentro de la familis Enterobécteriéceas con la gque pre-

scnta una gran identidad pese a su caracter fitopatoge-
no. JACOBS, GERSTEIN y WALTER ( 54 ) siguen este mismo .

acuerdo en su Diccionario de Microbiologia. Por el con-



trario PREVOT ( 86 ) estima que el género Erwinia debe

incluirse, no dentro de las Enterobacteridceas, sino de

las Pseudomonaddceas, idea que es compartida con BRISOU

(13) si bien admite que esta Wltima familia resulta

demasiado compleja.

Este misma complejidad se manifiesta, tembién,
dentro del propio género Erwinia y explica los intentos
de WALDEE ( 128 ) de separar las especies E. amylovora

y E. carotovora en distintas familias, proponiendo dar

a esta Ultima el nombre de Pectobacterium carotovorum.

En favor de esta sugerencia se muestran HAMON y PERON
(44 ) que estudian el poder antagdénico de los cultivos
de Erwinia que inhiben por una parte el crecimiento de

la familia Enterobacteridceas, y de otra de la familia

Pseudomonaddceas, lo que les lleva a sugerir que la es=~

pecie E. amylovora debe incluirse en una familia llama-
da Erwindcea ¥y el resto de las especies, que permanece-

rian dentro de las Enterobacteridceas, se incluirian

en el género Pectobacterium. Este criterio sobre la po-
sicidén texondmica del género Erwinia es precisado aun

mas por los mismos autores, mediante estudios sobre su



sensibilidad a diversos fagos y concluyen confirmando
la teoria de KAUSFMANN ( 60 ) de inecluir al gnero Erwi-

nia dentro de la femilia Enterobacteriaceas.

A pesar ¢z todas cestas considcracinnes, los
criterios sigucn cn discusidn, e intentan fundamentarse
en nuevos caracteores como es la capacidad de digerir
pectinas. FROBISHER ( 33 ), habia atribuido esta caracte-

ristica a Acrobact r aerdgenes y Escherichia coli, en

tanto que DAVIS y EWING ( 18 ) consideran que el unico
género de la tribu Klebsicleae capaz de licuar pectato

es el Pectobacterium, lo que viene a confirmar ZINSSER

( 136) cuando sefiala que solo las Erwinias pueden li-

cuar pectato sédico, m’~ntras que las Enterobacteridccas

noc 1lc hacen.

MARTINEC y KOCUR ( 76 ) deciden que la diferen-
cia entre las cspecics decl género Erwinia justifica agru-
per todas ellas en dos tipos, que son los correspondien-

tes a E., amylovora y E. carotovora. Posteriormente LOC--

KHART y KOENING ( 73 ) recurren a la taxonomia numérica
considerando caracteres secundarios, para concluir gue

el grupo formado por E. carotovora, aroidcae, atrosép-
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tica y ananas puecden constituir una especie sencilla

scparada de E. amylovora y perteneciente & la familia
Bnterobacteridceas.

Ultimamento 8l estudio de la composicidn de
las bases del DNA sporta una informacién importante pa-
ra el esclarecimiento del problema ‘taxonémico, sobre
todo cusndo estc estudio va unido a un andlisis de los

cultivos bacterianos por otros medios bioguimicos,

Varios trabajos realizados sobre este punto
han demostrado que las bacterias que tienen diferente
composicidén de las bases DNA caen en diferentes grupos
cuando sus caracteres fenotipicos son clasificados por
métodos numéricos, (74 ). Dc LEY en 1970 (72 ) indica
que el % GC (% de moles de guenina + citosina respec-—
to a los moles de basos totales del DNA) es una de las
pocas constantes on Biologfa de gran importancia para

la clasificacidn e identificacién de microorganiesmos.

Hoy so conocen los valores del % GC de varios
géneros dec bacterias Gram negativas con flagelos peri-

tricos, y aunque Erwinia amylovora y Erwinia carotovora
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son tan diferentes como por ejemplo Enterobacter cloa-

cae y Shigelia dysenteriae ( 109 ), los valores de % GC

correspondientes a estas dos especies de Erwinia estén
en el orden de 50-56 ( 71) y solamente los géneros dc

las Entercbacteridccas cuyo % GC se conoce, como Esche-—

richia, Shigella y Klebsiella, son los que se¢ encuentran

en esta linea, e incluso los datos de % GC no justifican

que se forme un género separado de Erwinia amylovora

y Erwinia carotovora.

Actualmente el criterio reinante, gue es el
seguido por nosotros, considera a la bacteria E. caro-

tovora (del género Pectobacterium de Waldee) pertene-

‘ciente a la familia Enterobacteridceas y perfectamentc

diferenciada de E. amylovora, con un % GC = 52'1 ( 109).
Sus principales caracteristicas eson las que scfialamos

a continuacién.

VypyfologigzkEs un bacilo de 0'7 x 2'0 u aun-
gue a veces puede alcanzar 5f0 u de longitud, su tinf
cién al Gram es negetiva y su movimiento se debe a fig—
gelos peritricos. Sucle aparecer aislada o formandq

cadenas muy cortas.
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Su terperatura Sptime de cultivo es de 252C,
con una mAxima dz 38°C y mfnimc de unos 49C.

Sobre placas de ager comin forma colonias re-
dondas, conv2xas, de bordes enteros y color blanco su-
cio. En medios liquidos forma velo muy ligero y escaso

sedimento.

_Caracteres bioquimicos: Los mas importantes
para su identificacidén son los siguicntes: no produce
sulfhidrico, reduce los nitratos a nitritos, licua la
gelatina, produco coagulacidn dcida en la leche, no
produce indol, tampoco amonio a partir de ureé[;da né—
gativa la prucba de Voges—Proskauqi) asimila citrafos
como tnica fucnte de ca&bono, crece abundantemente en
medio con albdmina y produce dcido y gas cuando cul-
tiva en prescncia &e los siguientcs azidcares: arabinosa,
sacarosa, xilosa, glucosa, fructosa, galactosé, manosa,
laciosa; maltosé, trealosa, melibiosa, celobiosa, rafi-
nosa, adonita, manita, sorbita, dulcita, inosita, dex-

trina y salicina.
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:,; Caracteres cnzimdticos: Es una de las primeras
bacterias relacionadas con las p:dredurbres vegetalcs
¥ en la que se ha ostudiado el equipo cnzimdtico gelé;
cionado con este proceso infectivo. pos enzimas pecto-
1{ticos que sintetizg son de naturaleza adaptatifa j«
pertenecen a los tres grandes grupos conocidos: pec-

tinesterasa, pcligalacturonasa y transeliminasa.

PLANTAS SUSCEPTIBLES A PODREDUMBRES BACTERIANAS

Conviene recordar que sclamente dos afios des-
pués de que KOCH ( 65 ) dcmostrara la enfermedad bacte-
riana en los animales, se comprobd el origen también
bacteriano de la enfermedad vegetal. Pero no obstante
éste reconocimiento, hube en los primeros afios un cier--
10 recelo en admitirlo plenamente, manifestdndose dos
criterios opuestos entre sf, que fueron mantenidos por
SMITH ( 101), quien sostenia haber visto las bacterias
en la plante y por FISCHER ( 30 ) quien negaba esta rea-
lidad. Esta controversia, hoy dia de interés unicamente
histérico, fue dejando paso a miltiples confirmaciones

que colaboraron, a lo largo de los aflos, al estableci-
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miento de la Fitopatologia modernma, ciencia gue surgid

ayudada por cumntas técnicas nuevas hicieron posible
la interpretacién de no pocos problemas relacionados

con los microorganismos fitopatdgenos.

Puede admitirse que no existe planta ni pro-
ducto vegetal, gque en determinadas condiciones, no lle-
gue a perecer victima de enfermedad ocasionada por mi-
croorganismos, sSi bien hay que hacer notar que desde
el primer momento pudo observarse la predisposicién,
mas ¢ menos marcada, de determinados vegetales a de-

jarse dominar por grupos concretos de bacterias.

En el caso que nos ocupa, de enfermedades
vegetales que cursan con reblandecimiento de sus tgj{—
dos, hemos de sefialar que no existe estricto parentesco
Aboténicp entre los posibles huéspedes para la bacteria

E. carotovora. De acuerdo con STAPP (110 ) presentamos

en el cuadro siguiente la clasificacién botdnica de
aquellas especies vegetales en las que se ha observa-

do esta enfermedad.
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CQuedro n2
Espacio vegetales en las que se puede alojar la bacteria Erwinia cerotovgrg, v causer su destruccion por
v ablandemiento de sus tejidos.
ORDEN FAMILIA SUBFAMILIA TRIBU GENERO
Licopersicum
Solaneee Solar:nurn
Solanaceae Capsicum
Tubifiorse Hyosciamus
Cestrese Nicotiana
Daturese Datura
Boraginacese Boraginoidese Anchuseae Symphytum
Iridaceee Irideae Iris
Allioidese Allium
Liliflorae " :
_Liliaceae Asperagoideae Asparagus
Lilioidese {'-“",“"‘
lacintus
Ammineae Apium
Umbellifiorae Umbetliferae
Daucineae Daucum
Rhoeeadalase Cruciferae Silicuoidese Brasiceae Brassica
Ligulifioroideae Lactuca
Cichorium
Synandrae Compositae Tubulifloroidese Cinara
Radiadoidese Dahlia
Cucurbitalese Cucurbitaceae Cucumis .
- Cucurbitd
- ; L Trifolioleae Phaseolus
Rosal i
eas ) Papil oonleu_e Papilionoidese { Viciese Vicia
Centrospermee Chenopodiacese Cyclolobeoidese Atripliceae Spinacia
Gruinsleae " Geraniscese Pelargonium



— 16 —

D. ENZIMAS QUE INTERVIENEN EN LA PODREDUMBRE VEGETAL

Antes de seguir adelante creemos necesario re-
ferirnos a los enzimas pectol{ticos, por ser los agentes
que intervienen muy activamente (no ya en cuanto son de
origen bacteriano, sino también de origen vegetal) en el
desarrollo normal o anormal de plantas y en la conserva-

¢idn de ellas y de sus productos.

La confusidn que durante mucho tiempo ha existi~
do sobre la clasificacidn de las sustancias de naturaleza
péetica se refleja en la diversidad de nombres que han re-

cibido los enzimas gue sobre ellas actuan.

Esto hizo que en 1944 la Sociedad Americana de
Quimiqa nombrara una Comisién para aclarar esta nomencla-
tura y decidir el nombre que debe usarse para cada uno de
los enzimas pectoliticos. Asi se establecieron los siguien-

tes nombres:

a) Protopectinasa: enzima que actua sobre protopec-—

tina transformindola en un producto soluble. Anteriormen-

te se designd con los nombres de pectosinasa y propectinasa.
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Pectinesterasa (PE), enzims que estaliza la hi-

drélisis de las uniones ester de sustancias pécticas,
produciendo metanol y dcidos pécticos. antes habfa sido
conocida como pectasa, pectindemetoxilasa, pectinmetoxi-

lasa, pectolipass, pectinmetiiesterasa y pectinesterasa.

PE

+  NCHyOH
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e) Poligalacturonase (PG), enzima que cataliza

le hidrélisis de uniones glucosfdicas 1-4 de galac-
turdnidos deesterificados, produciendo urdnidos de be-
jo peso moleculsr e incluso el dcido monogalacturdnico.
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Enzimas de tipo transeliminativo: dcido péeti-~
co transeliminasa (PATE) y pectintranseliminasa (PTE),
descritos por ALBERSHEIM, NEUKOM y DEUEL (1 ), estos en-—
zimas rompen la molécula péctica en el dtomo de carbono 4

y al mismo tiempo elimina hidrégeno del carbono 5.

PATE
COOH COOH
o o
H / K -
. / H,0R + H .
. OH H OH H



PTE
CO,CHy
[o]
&
, H,0H +
L’ AT H
H OH

De acuerdo con la nomenclatura de DEMAIN y PHAFF
(23) tecdes las designaciones anteriores se amplian al con-
derar si la hidrdélisis procede en la parte extrema o media
de la moléecula péctica, lo gue se expresz mediante los pre-

fijos exo y endo respectivamente.
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COLONIZACION DEL HUESPED

En cuanto & la forma en que la bacteria fit9-
patégena consigue abrirse camino a través del tejido
vegetal con el que establece contacto, hay que hacer
constar que en general, nunca consigue penetrar una su-
perficie intacta sino aguellas que han sido previamente

lesionadas por accién de los mas diversos agentes.

Se conocen bacterias fitopatdgenas que pene~
tran por aberturas naturales como estomas, nectarios,

hidatodos, etc., pero en el caso de Erwinia carotovors,

exige para provocar su infeccidn la presencia de alguna
herida que rompa la continuidad de la cuticula vegetal.
Estas heridas a veces son naturales al producirse en el
desarrollo habitual de la planta y en otras ocasiones

son causadas por el viento, granizo, insectos, nemdtodos,

hongos, etc.

En cualquier caso, y una vez la bacteria alo-
jada en el tejido vegetal, la continuidad del proceso

depende de factores como la temperatura, humedad, pH,



luz y en definitiva de la composicidn quimica del propio
vegetal atacado, que .es de donde el patdgeno ha de tomar

sus requerimientos nutritivos4 A este respecto podemos

seflalar los trabajos de GRAHAM y col. ( 40 ) que indican

cémo E. carotovora precisa, para su difusién de tempera-

- turas mas altas que E. atroséptica, que puede desarrollar-

se perfectemente a 182C. WINFREE y col. (133 ) por su
parte, comprueban que»los casos de enfermedad por gi_gg—
rotovora aumentan en razdn directa al contenide en agua
del tejido y del terreno. También FRIEDMAN y CEPONIS ( 32)
relacionan la acidez del tejido del huesped ton el desa-

rrollo de E. carotovora, sefialando a su vez la dependen-

cia entre el pH y la actividad de sus enzimas pectoliticos.

Respecto a le importancia de los factores qui-
micos, RUBIN y ARTSIKHOVSEAYA ( 93 ) se expresan en su
libro "Bioquimica y Fisiologia de la inmunidad de las
plantas" en los siguientes términos: "La susceptibili-
dad a la enfermedad depende de si el tejido de la plan-
ta es rico en sustancias esenciales para la nutricidn
del microorganismo pardsito. La resistencia, por otra

parte viene determinada por una deficiencia en la plan-



ta de tales sustancias, o por la presencia en las célu~

las del huesped de compuestos téxicos para el patégeno™.

Este teoria nutritiva habia sido desarrollada

anteriormente por GARBER (34 ).

Si tras penetrar en la planta o tejido vege-

tal la bacteria E. carotovora, encuentra las circuns-

tancias propias a su desarrollo y sintesis enzimdtica,
apareceran rapidamente las lesiones caracteristicas, que
se inician en la l4mina media de la pared celular que
envuelve a la célula vegetal. Esta pared va siendo desin-
tegrada al perder su constitucidn las sustancias pécti-
cas que la forman y en consecuencis desaparece la rigi-
dez que dichas sustancias condicionan, a la vez la bsc-
teria consigue penetrar dentro de la célula vegetal y
utilizar los componentes que ésta le ofrece. De esta

forma E. carotovora se multipdica y atacando a células

préximas hace que la lesién blanda sé¢ extienda en un
drem cada vez nas extensa hasta dominar y destruir to-

talmente al producto atacado.
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Ahora bien, el espectro bacteriano de la enfer-
medad vegetal varia, de forma muy marceda, de unas plan-
tas a otras. Se conocen microorganismos de un poder infec -
tivo elevadisimo, de igual forma que hay plantas con una
especial susceptibilidad para albergar a diferentes paté-
genos. Pero frente a estos casos extremos aparecen vege-
tales que son muy dificilmente dominados por una infeccidn
¥y pese a ser atacados insistentemente por muy diversos

patégenos, no llegan a presentar ningin tipo de lesidn.

Los factores que deciden la aparicién o negacién
de la enfermedad vegetal proceden tanto del posible hues-
ped como del microorganismo atacante. En el caso concreto
que nos ocupa, Se sabe positivamente que la bacteria E.
carotovora es responsable de podredumbres en tejidos ve-
getales de muy diferente origen, a la vez que existen al-
gunas plantas que se muestran totalmente resistgntes a su
atague. El por qué de esta resistencia en tales casos pue-
de estar vinculado a factores de muy diverso tipo. Asi se
ha hablado de immunidad, de caracter{sticas morfoldgices,
de efecto quimotdctico de exudados, de sustancias tdéxicas
producidas por el vegetal, de carencias nutritivas impues-

tas por la composicidn quimica del tejido, etc., etc.



c)
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Nosotros hemos concedido gran importancia a la
teor{a de nutricién defendida por GARBER ( 34 ) y LEWIS
(70 ) entre otros, e inténtamos por ello exponer a con-
tinuacién algunos trabajos referentes & la influencia de

diversos compuestos quimicos del tejido vegetal sobre la

capacidad patogénica del posible pardsito.

Es evidente la existencia de una relacidn de
tipo nutritivo entre ¢l patégeno y su huesped, ya gque el
desarrollo del primero depende de la utilizacién del ma-
terial que obtiene del segundo. Por tanto se justifica
la dedicacidén que a este problema han concedido investi-

gadores de diversos paises.

La necesidad de una fuente carbonada para la
nutricidn de los microorgenismos condujo a algunos auto--
res a considerar el slto contenids en azicares del teji-
do vegetal como un hecho favorable a la infeccidén (5, 82).
No obstante esta afirmacidn, otro grupo de espeoialistas
vinieron a sefialar que la disminucidn en azicares de la
planta, aumenta las condiciones favorables para el desa-—

rrollo en ella de microorganismos (113, 125). Y por su



parte ROEMER ( 90 ), tras revisar los estudios reallza-

dos sobre este tema, concluia que no existe relacion

alguna sntre el contenido en azicares del tejido y la

resistencie o suscepitibilidad del mismo a la infeccidn.

Ante estas conclusiones tan opuestas parecid
1dégico pensar que no era lo decisivo la cantidad de aéﬁ—
»éapqs del tejido, sino el tipo predominante de ellos,
en el drgano atacado por el patdgeno. Asi RUBIN y col.

( 93 ) demuestran que la relacidn entre sacarosa y ma-
nesa determina el grado de resistencia de la planta al

microorganismo patdgeno.

Pero la influencia de los azicares no se ma-
nifiesta solamente en el desarrollo de lg bacteria, sino
también en su capacidad de sintesis enzimstica, puesto
que se conocen casos en gue se producen acciones repre—
sorae que impiden la accién de enzimas 1mpreaclnd1bles
para el avance de la infqggipg. En este sentido se ma-

nifiestan, entre otros, GAUMANN y BOHNI (39 ), EEEN y
HORTON (61 ), TEJERINA y SERRA (118 ), etc.
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Algo semejante a 1o que acabamos de exponer
sobre azicares, occurre cuéndo se considera el éfﬁpg de
proteinas y aminodcidos. GRUMMER ( 42 ) indica gque si
el contenido en proteinas del tejido disminuye por éual
quier razdn, se produce una disminucién en la resisten-

cia del mismo a la enfermedad.

Los datos aportados por RUBIN y ARTSIKHOVSKA-
YA ( 93 ) sobre la cantidad de proteinas y de aminodci-
dos de dos variedades de col, una resistente y otra sus-

ceptible a Botrytis cinerea, parecen confirmar el hecho

de que la resistencia de la planta estd intimamente re--
lacionada con su composicidn protéica, observando estos
autores que la variedad resistente tenia mayor cantidad
de proteina y en cambio la susceptible era mas rica en

aminodcidos.

La composicidn cualitativa de aminodcidos del
tejido tiene gran importancia en la respuesta de la plan-
ta a la invasidn por el patégeno. Asi los trabajos de
ALTEN y ORTH ( 2 ) muestran que algunos aminodcidos es-
timulan el desarrollo de Phytophthora infestans, mien-
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tras que otros lo inhiben. ELGERSMA (27 ) nos expone en
su trabajo que en la savia de olmos resistentes a la en-

fermedad producida por Ceratocystis ulmi existe gran

cantidad de prolina, mientras que en la de lcs suscen—
tibles no se detecta este aminodeido. Sin embargo no es-
té completamente clara la relacidn que puede tener la
resistencia a la enfermedad y la presencia de estos ami-~

nodcidos.

GARBER y SCHAEFFER (35 ) aislaron tres mutan-

tes de Erwinia aroideae gque no son ceapaces de sinteti-

zar histidina y comprobaron que en plantas en las cua-
les no existia la cantidad de histidina suficiente pa-
ra el desarrollo de la bacteria, ésta no producia la

enfermedad.

También las sustanciasrfenélicas que contie-
ne el tejido vegetal tienen un papel interesante en fa-

vorecer o impedir la difusidn de la enfermedad ocasio-

‘nada por bacterias, puesto gque pueden ejercer un papel

inhibidor de su crecimiento y as{ mismo de la sintesis .

de sus enzimas pectoliticos.



WALKSR y STAHMANN ( 130 ) sefialaron que las va-
riedades de cebollas con bricteas coloreadas eran resis

tentes a la infeccidn producida por Colletotrichum cir-

cinans, que por ol contrario invadia rapidamente & aguc-
llas cebollas que eran incoloras. En estudios posterio-
res obtuvieron un extracto dc las cebollas colorcadas

7 comprobarcn en 8). la prosencia de dcido protocatéqui-~
co y otres derivados fenolicos, que se relacionaron con

el proceso dc rgsistencia.

Tambieén KADGAPOLOVA (59 ) es*udia la toxici-
dad de las sustancias fendlicas y establece distintos
grados con respecto a su estructura quimica, aportando
datos que fueron igualmente confirmados por GREATHOUCE
y RIGLER (41 ) y por RICH y HORSFALL ( 89 ).

Por su parte los m,i»croorgaz;i_g;n_q_'s&‘g‘w\p__ﬂcige-
nos pueden responder de muy distinta forma a la prescn-
cia de compuesios fendlicos y frente a algunos que son
‘gfﬁraordinariamente sensibles, otros se muestran total-
mente indiferentes a una misma sustancia. Basta recor-

dar con TOMIYAMA (122 ) que el dcido clorogénico es muy
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_téxico para Streptomyces scabies y no lo es nada para

Ceratostomella fimbriata.

Ep_f%_;gpol que estos compuestos jueggp“33~}a
defansa de las plantas tiene gran importancia la presen:
cia en las mismes d2l enzima ilamado polifenclasa, gue
actuando sobre lcs fenoles existentes en el tejido, pro-
duce gquinonas cuya toxicidad es mucho mayor qgue la de

los productos originarios.

Otro factor de gran interés en el proceso in-
fectivo es el pH del tejido de la planta ya que todos
los microorganismos cevolucionan dentro d= detcrminados
limites de acidez. Por _ello SAVULESCU ( 97 ) considera
que la acidez del jugo celular pucde ser en algunos ca-
sos un factor decisivo en la resistencia de la plggta’

~a la enfermedad. Un hecho concreto lo tenemos en el ca--

so estudiado por GARDNER y EKENDRICK (37 ), aqui, el agen-

te productor de la enfermedad, Xanthomonas vesicatoria,

es incapaz de desarrollarse a pH inferior a 5, dc acuer—
do con ésto el fruto dc tomate maduro cuyo pH oscila en-

tre 4'0 y 4'6 es completamente resistente a la enferme--
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dad " mancha bacteriana ", en cambio la planta y el

fruto verde cuyoc pH es mayor que 5 son facilmente ata-
cadas. Otro ejemplo es el caso del llamado " fuego bac-
teriano " del tabaco: el metabolismo del microorganismc

patdgeno Pseudomonas tabaci, hace que el pH de los es-—

pacios intercelulares de la planta cambie de tal modo
que llega un momento en que la bacteria no puede mul-
tiplicarse. GARBER ( 36 ) comprueba que la capacidad tam
pén del extracto de hoja de tabaco susceptible es mu-

cho mayor que la de las hojas de tabaco resistente.

Tembién el pH puede actuar de una menera in-
directa sobre el patdégeno, pues puede aumentar el efec;
to de ciertas sustancias téxicas. WALKER y col. (102)
descubrieron la correlacidn existente entre pH y toxijci
dad de extractos de la familia cruciferas para Collet:

trichum circinans, observando que la méxima toxicidad

de hidroquinona se encuentra a pH 4'0 y la del catecol

a pH 5'0.

Tambiénrdepende del pH existente en el tejido
la actividad o inactividad de los enzimas producidos

por el patdgeno (64 ).



Otro de los factores f{sico-quimicos de mas
importgncia en el proceso de defensa de la plgpta es
el contenido en agua del tejido vegetal, este hechoA
fue demostrado por RUBIN ( 93 ) mostrando que raiceé
marchitas de romolacha azucarera, que han perdido su
turgencia, son mucho menos resistentes a la infeccidn

con Botrytis cinerea.

_ Otros autores como WOODMAN y BARNELL (135 )
han comprobado la rclacidn que existe entre la pérdi-
da de agua-por el tejido y el aumento de receptibili-
dad decl mismo al ataque del microorganismo patégeno.
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PRUEBAS EN EL PATOGENO

Microorganismo

En todas nuestras expericncias hemos emplea-—

do la bacteria Erwinia carotovora procedente de la

Coleccidn Nacional de Bacterias Fitopatdégenas de Har-
penden (Inglaterra), que conservamos a 42 C. en agar
inclinado y se resiembra semanalmente. En todos los
ensayos se usan cultivos jévenes de 16 6 24 horas,
que se suspenden en agua destilada esteril hasta al-

canzar la concentracidn conveniente a cada experiencia.

El control de la pureza del cultivo se man-
tiene por observacidn al microscopio dptico y por
morfologia de sus colonias sobre placas de agar glu-

¢cosado.



b)

Medios de cultivo

Segin el tipo de ensayo que se plantea se
emplean diferentes medios de cultivo que tienen como
componente comin pectina procedente de manzana, ya que
la experiencia confirmas que en los medios en que no
existe sustrato inductor, no aparccen cnzimas pectoli-
ticos, y la presencia de dichos cnzimas es uno de los

estudios realizados a lo largo de nuestro trabajo.

En general son dos los mcdios de cultive gue
se usan. Uno de c¢llos ha sido scfialado por SMITH (104 ),

lo designamos como medio S y responde a la férmula si-

guiente:
Pectina @ =00 —e—————- 0'2 %
Glucosa —— 0'02%
L-asparraging = —————e-- 0'04 %
Triptona ———— 0'2 %
Ext? de levadura ———————- 0'1 %
e e 1]
(NH4)2HP04 0'1 %
——— e e )
Na,HFO , 0'002 %

K2HP04 ——— 0'002 %
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El ptro es un medio minimo compuesto en nues-
tro laboratorio ( 117) al quc nos referimos como me-

dio CG y contiene los siguientes componentes:

Psctina e 0'2 %
(NH4)2HPO4 ———— 0'1 %
Na HFO ————— 0'002 %
KHPO, e 0'002 %

A esta solucién se le afiade en el momento
de usarla 1 mg. de L-cistina y 1 mg. de L-glutdmico
por ml. de medio. Su pH es de 6'8-7'0.

c) El cultivo de la bacteria se lleva a cabo en
matraces Erlenmeyer, de la capacidad necesaria, que se
mantienen en agitacidén a 25¢ C. durante los tiempos
que requieren cada unz de las experiencias planteadas.
Cuando se precisa seguir el crecimiento de Erwinia ca-
rotovora se emplean matraces provistos de un tubo de
fotdmetro a fin de facilitar las lecturas de turbidez

en un Spectronic 20 (Bausch and Lomb) a 600 mu.



a)

Para inocular cualgquiera de los medios se

utiliza una suspensidn acuosa de Erwinia carotovora,

preparads a partir de un cultivo en agar glucosado

o0 agar extracto de judia de 16 a 24 horas. Las suspen-
siones, con turbidez correspondiente a 0'4 D.0., se
emplean en la proporcidn de 1 % (v/v) respecto al me-

dio de cultivo a inocular.

Determinacidn de erzimas

Los enzimas de caracter pectolitico que

Erwinia carotovora es capaz de sintetizar corresponden

al grupo de exoenzimas, por lo que su determinacidn
se practica en el mismo medio de cultivo después de
eliminar de é1 la bacteria por filtracién o centrifu-

gacidén.

Los enzimas que estudiamos y las técnicas

seguidas para su valoracidn son las siguientes.
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Las muestras a determinar estén representa-
das por los sobrenadantes de los correspondientes cul-
tivos, gque se emplecan en distintas cantidades, para co-
nocer cual es la mas conveniente. Como sustrato usamos
pectato sddico disuelto en tampdén Tris-ClH a pH 9'3.

Su concentracidn varia desde 0'1 a 1'2 % a fin de obser-

var la mas adecuada para lograr una actividad Sptima.

En total la mezcla dc incubacidn alcanza un
volumen de 20 ml., en el que se incluye FNa en la con-

centracidn final de 0'2 %.

El método que hemos scguido es el de JANSEN
y Mc. DONNELL (55 ) que mantiene la mezcla de incuba-
cién a 30-322 C. en B,M. y valora por iodometr{a los
grupos reductores que aparecen después de actuar el en-
zima PG. Como controles se emplean las mismas muestras

de sobrenadante después de ser inactivadas por calen-

tamiento. _{;;uwwé>
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El ticmpo de incubacidn de la mezcla es do
5 horas, transcurridas las cuales sc toman 3 ml. que
se llevan sobre CO3Na2 1M., para dctener asi la acti-

vidad del enzima y hacer su valoracién.

Los resultados se expresan on mg. de dcido
monogalacturdénico liberados por ml. de sobrenadante,

en las condiciones en quc se efectua la experiencia.

Este enzima actua sobre la molécula de pec-
tina rompiendo las uniones ésteres y dejando en liber-
tad grupos carboxilicos; que son los que se valoran por
alcalimetria, empleando una solucidén de NaOH 0'02 N pa-~
ra lograr una mayor precisién. La mezcla de incubacidn
alcanza un volumen de 21 ml. y la constituyen, como sus-
trato, pectina procedente de manzana que incorporamos
a concentraciones distintas para determinar su concen-
tracidn Sptima; los limites en que se opera abarcan
de 0'1 a 1'2 % en peso por volumen. El enzima que se
investiga se aporta en forma de sobrenadante de un cul-

tivo de Erwinia carotovora obtenido en ¢l medio y las
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condiciones que se fijan previamente; su volumen tam-
bién se establece después de comprobar la mas conve-
niente relacidn enzime/sustrato. El sistema contiene,
as{ mismo, ClNa a una concentracién final de 0'4 M,

y su pH inicial cs de 7'0. La temperatura dc incubacién
es do 352 C. y @1 tiempo se prolonga durentec 1 hora,
valorando el aumento de acidez con NaOH, segin esta-

blecen WAGGONER y DIMOND ( 126).

Los resultados se expresan cn miliequivalen-
tes de grupos metoxi liberados por ml. de sobrenadante
durante 1 minuto, y para su cdlculo se tiene en cuenta
el correspondiente control preparado con los mismos ele-
mentos después de inactivar el sobrenadante que propor-

ciona el enzima

La caractoristica mas notable en la accién
de oste enzima se manifiesta en la aparicidén de un do-
ble enlacc en posicién 4~5 de la molécula del dcido uréd-

nico, 1o que le confiere la propiedad de presentaer una
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manifiesta absorcidn con un mdximo a 230 mu. Y en este
propicdad es precisamente en la quc se basa la detcrmi-

nacidn del enzima.

La mozcla de incubacidn se prepara en tam-
pén glicina-NaOH pH 8'6 y alcanza un volumen final
de 10 ml. Ensayamos cn eolla la concentracidén mas con-
veniente de pectato sddico, que haccuwos oscilar entre
0'1 y 0'8 % de peso por volumen. También se prueban
distintas cantidades de sobrenadante que van desde 0'1
a 0'6 ml. en el volumen total de la meczcla. Y como
componente bisico figura Clzca que alcanza una molari-

dad de 2 x 1673,

El ticmpo de incubacidn de esta mezcla es de
1 hora a 30-32% C., y al cabo de ¢lla sc detiene la
accidn enzimitica segin sefialan NASUNO y STARR ( 81 ),
es decir, afindiendo por volumen de 10 ml., 0'6 ml. de
SO,Zn. 9H,0 al 9 %y 0'6 ml. de NaOH 0'5 N, ¢l preci-
ritado que entonces aparsce se separa por centrifuga-
cién & 16.000 r.p.m. durante 15 minutos, y en el so-

brenadante se valora la actividad PATE por lectura



a 230 mu cn un Spectrofotdmetro Unicam mod. SP 500, se-
rics 2. Los resultados se expresan en incremento de

densided dptica.

Adomds de esta técnica hemos seguido tambidn
aguella scflalada por AYERS y PAPAVIZAS ( 6 ) quc se ba-
sa ¢n la aparicidn de un compucsto rosado como consc-
cuencia dc la rcaccidén entre el dcido tiobarbitirico
y los dobles enlaces cn las moldéeculas urdnicas. Este
método utiliza la misma mezcla de incubacidn que hemos
sefialado en la téenica anterior y la reaccidn se efec-
tua entre 5 ml. de aguella mezcla, 3 ml. de ATB 0'04 M,

1'5ml, de C1H 1 N, y 0'5 ml. de H,O. Después de mante-

2
ner en bvafio hirviente durante 30 minutos, se enfria has-
ta temperatura ambiente y el color desarrollado, refle-
jo de la actividad enzimdtica, se valora por lectura

en Spectrofotdmetro a 548 mu. También en este caso los

resultados se expresan en incrementc de D.O.



Es un enzima muy semejante al dltimo de los
descritos, del que se diferencia en la naturaleza del
sustrato que en lugar de ser dcido péctico como en

aquel, es pectina.

Los métodos de valoracidén son en todo idénti-
cos a los yz indicados, basados asi mismo en las pro-
piedades de los dobles enlaces qQue aparecen Como conse-
cuencia de la actividad del enzima. Ccmo unica diferen-
cia a notar es la lectura a 235 mu por ser esta zona
mas sensible que 230 mu comc se empleaba en la deter-

minacidn de PATE.

La tdécnica del dcido tiobarbitirico es en to-~

do igual para ambos enzimas.

También en este caso se efectuan ensayos pa-
ra fijar las concentraciones mas adecuadas de sustrato,
enzima, medioc de cultivo de la bacteria, etc., etc. Y

la actividad se indica como aumento de D.O.
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PRUEBAS ER EL POSIBLE HUESPED

Plantas objeto de estudio

Como huesped para estudiar el poder infecti-

vo de E. carotovora hemos buscado plantas de familias

botdnicas muy distantes como son solandceas, legumino-
sas, cruciferas y compuestas. Y después de observar su
comportamiento hemos decidido utilizar para el presen-
té estudio tres plantas que responden de tres formas
distintas al atague producido por la bacteria que se
considera. Estas plantas son la col {(Brassica oleracea)
que manifiesta una clara resistencia a la bacteria, la
judia (Phaseolus vulgaris) capaz de sucumbir a la ac-—

cidn de E. carotovora por destruccidn de su parenquima,

lo que decide su pérdida de consistencia, seguida del

plegamiento de la planta, qQue en estas condiciones se
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seca y muere; ¥y por dWltimo, el haba (Vicia faba) que

muestra una notable sensibilidad a E. carotovora ¥y en
la cual el proceso enzimético que envuelve todo el me-~
canismo de degradacién se complice al intervenir, jun-

to con pectolasas, los enzimas de caracter fendlico que

.detexnunan el oscurecimiento de las zonas lesionadas.

Cultive de 1las plantas

Todas las plantas que utilizamos crecen en ma-
cetas de barro de dimensiones que permiten de 2 a 2'5 kg.
de suelo. Las semillas se disponen a unos 6-8 cm. de dis-
tancia y en mimero total de 6 a 7. A la vista del desa-
rrollo que alcanzan se retiran 2 § 3 a fin de que en ca-
da maceta gqueden aproximadamente 4 plantas gue puedan
con facilidad alcanzar su evolucidén normal y llegar al
periodo de prefloracidn, que es el elegido para su es-

tudio.

Este estudio comprende dos aspectos principa~
les: el primero su respuesta a la infeccién por E. caro-
tovora y el segundo el andlisis quimico y enzimdtico an-
tes y después de haber soportado la infeccidn.
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Técnicas de inoculacién

Ia utilizada con mas frecuencia consiste en

preparar una solucién acuosa de E. carotovora a partir

de un cultivo de 24 horas en agar caldo comin, de mane-~
ra que su concentracién corresponda a 6 mg. en peso se-
co por ml. Esta suspensién se inyects mediante jeringa
tanto en el tallo como en el nervio medio de las hojas,
siempre que éstas lo permitan, procediendo con habili-

dad para evitar cualquier clase de dafio.

Otra técnica mas enérgica recoge las bacte-
rias sobre vaselina para formar una pasta que se colo-
ca en la incisién practicada en el tallo con una lan-

ceta de punta fina.

Preparacién de cortes histoldgicos

Se utilizan trozos de tallos jévencs obteni-
dos de la zona media, que se cortan con microtomo de
congelacidn Leitz Wetzlar de forma que su espesor sea
de unas 5~8 u. Para su observacidén en microscopio de

luz, hemos utilizado diversas técnices de tincidn, ae
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las cuales las mas acertadas han sido las'que utilizan
colorantes bdsicos que permiten diferenciar las sustan-
cias péeticas, de celulosas y otros compuestos vegeta-
lcs. Los mejores resultados los hemos obtenido con sa-
franina, azul de metileno y rojo de rutenio., Este ¥lti-
mo colorante (Ruz(OH)2014. 7NH3. 3H20) nos ha propor-
cionado excclentes diferenciaciones del tejido vegetal
cmpleado en soluciones saturadas y recién preparadas,
con lo que las sustancias pécticas aparccen tefiidas en

color rojo rosado segdn indica JOHANSEN (57).

Determinacidn de compuestos gquimicos

Extraccidn.

La extraccién de las proteinas vegetales, se

practica por el método que indican HEITEFUSS y col. (50).

100 gramos de planta fresca se trituran fina-
mente a 42 C. y se mezclan con 140 ml. de tampén fosfa-
to 0'05 M a pH 7'5, homogeneizando intensamente. La pul-

pa resultante se prensa y pasa por doble gasa. El ex-
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tracto asi obtenido se centrifuga a 17.000 g. y 42 C.,
durante 30 minutos y el sobrenadante se congela en mez-
cla de hielo + alcohol, despuds se funde y se vuelve

a centrifugar a 20,000 g.

Se retira una muestra para determinar nitré-
geno y el resto se dializa 24 horas en el medio de ex-—

traccidn que se cambie varias veces.

Después de dializar se centrifuga a 20.000 g.
Y 42 C. durante 20 minutos y el sobrenadante se conser-

va a -208 C. hasta el momento de su uso.
Valoracidn.

El nitrdgeno se determina por el cldsico mé-
todo de Kjendahl, empleando tres voliumenes distintos
de la muestra que s¢ valoran por triplicado, para obte-~
ner luego los valbres medios y expresarlos en tanto por

ciento.



Para determinar la proteina es preciso que

el extracto se muestre totalmente incoloro con el fin

de que no interfiera les lecturas del espectrofotdme-
tro. Por ello la ligera coloracidén que presenta se eli-
mina traténdolo con carbdén activo en la proporcidn de

1 gramo de carbdn por gramo de tejido fresco. El tra-
tamiento se hace a 32 C. y en la oscuridad durante quin-
ce minutos. Separado el carbdn por centrifugacidn, se
diluye al décimo el extracto obtenido, y la valoracidn
en é1 de proteina se hace siguiendo el método de LAY-
NE (69) y empleando una curva patrdn conseguida con al-
bimina bovinz. Los resultados se expresan en mg. de pro-—

teina por gr. de peso fresco de planta.

Aminodcidos libres

Extraccidn.

El método que seguimos es el sefialado por
ROHRIRGER y col. (91) que utilizan alcohol absoluto
en la proporcién de 4 ml. por gramo de tejido fresco.
La mezcla se homogeneiza perfectamente por trituracidn

del tejido vegetal y se calienta a B.M. hirviente du-
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rante unos tres minutos. Después de 24 horas se filtra
¥ el residuo se somete un par de veces a extraccidn al-
cohélica, combinando a continuacidn todos los extrac-
tos que seguidamente se evaporan a sequedad para vol-
ver a disolverlos en etanol de forma que la concentra-
cidén final corresponda a 2 gramos de tejido fresco de

planta por mililitro.
Identificacidn.

La identificacidén de los aminodcidos libres,
extraidos segin hemos indicado, se efectua por croma-
tografia en papel Whatman n® 1 utilizando diferente ti-
po de solventes y reveladores segin la naturaleza de
los aminodcidos que se desean detectar. En todo caso se
utiliza una coleccidn patrdén de aminoacidos conocidos,
que se disuelven previamente en alcohol isopropilico

gl 10 % alcanzando' una concentracidn de 0'01 M.

El andlisis de aminodcidos totales se prac-
tica empleando el solvente que indican ROHRINGER y col.
(91), es decir, n-butanocl: dcido férmico: agua (75:13:12)

en une cromatografia descendente de triple resolucidn.
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Para el revelado se emplea el revelador de NMOFFAT y

cbl. (79) que ébnsiste en dos soluciones que se com-
binan en el momento de su empleo en la proporcidn de

25 a 1'5. La primera de ellas estd formada por una mez-
cla de 50 ml. de ninhidrina al 0'2 % en alcohol absolu-
to, 10 ml. de dcido acético glacial y 2 ml. de 2,4,6~co-
11lidine y la segunda consiste en una solucidn alcohdli-

ca al 1 % de nitrato ciprico.

El cromatograms tratado con este reactivo se
seca un par de minutos a 1052 C., con lo gue aparecen
los aminodcidos coloreados en diversas tonalidades, que

facilitan notablemente su identificacién.

En los casos en que se precisa actlarar la pre-
sencia de determinados aminodcidos, hemos recurrido a re-
veladores especiales capaces de diferenciar compuestos
de dificil identificacién. Asi para definir prolina e hi-
droxiprolina se emplea una solucién de isatina al 0'2 %
en acetona, que hace aparecer a estos compuestos en co-

lor azul brillante (103).
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El revelado de serina y treonina se lleva
a cabo mediante el reactivo de Nessler llevado a satu-
racidn con 10,Na, que determina la aparicidn de estos

aminodcidos en menchas asmarillas, (12).

Para diferenciar cistina y cisteina se emplea
un reactivo que se obtiene mezclando volimenes iguales
de las dos soluciones siguientes:
a.- 1'5 gr. de nitroprusiato sddico se disuelven en 5 ml.
de SO4H2 2 N, se afiaden 35 ml. de metanol y 10 ml. de
amoniaco al 28 %.

b.- 2 gr. de CNNa se disuelven en 5 ml. de agua comple-

tando con metanol hasta 100 ml.

Los eminodcidos cistina y cisteina aparecen

en color rojo fusia fuerte (121).



Sustancias reductoras
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Extraccién y determinacidn.

Para extraer las sustancias reductoras hemos

seguido el método de INMAN (53).

El tejido de la planta finamente triturado
se extrae en tres tiempos con 50 ml. de etanol al 80 %.
Se filtra por papel para Separar los restos de tejido
¥ se mezclan los extractos. Estos se diluyern hasta 200
mililitros con etanol de 80 % y se clarifican afiadien-
do 1 gramo de carbdn activo por gramo de peso fresco de
planta y manteniéndolo en agitacién a 32 C. durante quin-
ce minutos. El carbdn se recupera por filtracidm a vacio
¥y se lava con 5 ml. de agua destilada que se afiaden al
extracto clarificado. Se neutraliza el extracto y se eva-
pora hasta unos 5 ml. a presidn reducida. El matraz de
reduccién se lava con tres porciones de 2 ml. de agua
destilada que se afiaden al extracto. Este se vuelve a

neutralizar y el producto asi obtenido se emplea para
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la determinacidn de grupos reductores que se practica

siguiendo el método de SOMOGYI-NELSON(105).

La lectura de todas las muestras preparadas
se hace a 520 mu en un espectrofotémetro Unicam SP 500
series 2, expresdndose los resultados en mg. de gluco-
sa por gramo de planta fresca, para lo cual utilizamos
una curva patrdén de glucosa entre los limites de 10 a

600 ug.

Azdcares libres

Extraccidn.

La técnica mas eficaz entre las ensayadas es
la que indican ROHRINGER y col. (91) que ademds de su
sencillez nos ofrece la ventaja de provorcionarnos jun-
tamente material para.la determinacidn de aminoidcidos,
lo que supone un notable shorro de tiempo y material.
E1 detalle de su ejecucidn lo hemos resefiado anterior-

mente.



Determinacidn.

Se realiza uns determinacidén cualitativa por
cromatografia descendente, empleando papel Whatman n? 1,
y como solvente la mezecla indicada por LATO y col. (68)
formada por n-butanol:etil-acetato:isopropanol:dcido acé-
tico:agua (35:100:60:35:30). Como tostigos se utilizan
una serie de soluciones de diversos azicares disueltos

en agua destilads en la concentracién de 2 mg. por ml.

'Como reveladores empleamos dos reactivos di-
ferentes, recurriendo a uno u otro segun la nﬁturaleza
de los componentes existentes en el extracto. Sus fdr-
mulas son:

a.- 4'65 gr. de anilina y 8 gr. de dcido ftdlico se di-
suelven en 500 ml. de n-butanol saturado con agua.

b.- 20 mg. de nafto-resorcincl se disuelven en 10 ml. de
etanol que contiene 0'2 ml. de SO4H2 concentrado(68).

Después de tratado con el revelador elegido,
se mantiene el cromatograma a 100-105¢ C. unos minutos,
con 1o que los azicares presentes se manifiestan en for-

ma de manchas de distintas tonalidades.
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Extraccidn.

Para extraer las sustancias pécticas de la
planta empleamos la pulpa resultante del tratamiento
con etanol, que elimina los aminodcidos y azucares, con
lo cual el mismo material vegetal nos proporciona con

mayor facilidad y pureza los componentes pécticos.

La pulpa que hemos seHalado se pone en un mor-
tero para facilitar la evaporacidn del alcohol lo que se
completa manteniéndola unos minutos en estufa a 1002 C.
A continuacidn se trata con etanol-eter (v/v) y final-
mente con eter, se premsa y seguidamente se suspende en
aguz, en la proporcidn de 50 ml. por gramo de material
seco, agitédndose de 5 a 6 horas a 202 C. y empleando
arena para facilitar la extraccidén. Por dltimo se sus-
pende el residuo en HCl1l 0'05 N y se calienta en B.M. a
802 C. durante das horas, con agitacidn periddica. Este
tratamiento se repite de 3 a 4 veces mezclando al final

todos los extractos.
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Determinacidn.

La valoracidn del material péctico se ha in-
tentado por técnicas diferentes: de tipo gravimétrico,
basadas en lecturas de rotacidn Sptica y de tipo qui-
mico por coloracidn con carbazol. De todas ellas ha si-
do la Yltima indicada la que nos ha proporcionado resul-
tados mas reproducibles por lo que fue la elegida para
efectuar las medidas, de acuerdo a la técnica que pun-
tualizan Mc. COMB y Mc. CREADY (16) y que consiste, en
lineas generales, en mezclar en bafic de hiselo 2 ml. de
la muestra con 12 ml. de S0,H, concentrado y despuéds de
calentar en B.M. hirviente 10 minutos, se enfria a 202 C.
y se afiade a cada muestra 1 ml. del reactivo de carba-
zol al 0'15 %. La intensidad de color se lee a 520 mu
en un espectrofotémetro Unicam SP 500 series 2. Los re-
sultados se calculan sobre una curva patrdn construida
con dcido galacturdnico entre 10 ug. y 0'1 mg., y se
expresan en mg. de dcido galacturdnico por gramo de pe-

so fresco de planta.
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Derivados fendlicos
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Extraccidén.

ILa extraccidn de las sustancias fendlicas se

practica por el método seguido por HOBSON (51).

100 gramos de tejido fresco finamente tritu-
rado se llevan sobre metanol caliente y se hierve duran-
te 1 minuto. Se deja en maceracidn durante 1 hora con
suficiente metanol para cubrir el tejido y se repite.la
extraccidn hasta tres veces. Los liquidos filtrados se
combinan y se evaporan hasta 50 ml. a presidén reducida
¥y a temperatura inferior a 402 C.El pH del concentrado
se ajusta a 8'3 con NaOH 1N, y se afiade un exceso de
solucidn saturada de acetato de plomo, manteniéndolo
durante una hora a 02 C. El precipitado que aparece se
centrifuga, se lava, y se suspende en 50 ml. de agua.
El pH de esta suspensidén se lleva a 3 con 50,H, 2N, y
se filtra para separar el precipitado. El1 liguido fil-

trado es el gque se utildza para el andlisis.
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Determinacidn.

Los compuestos fendlicos extraidos segin que-
da indicado, se analizan por cromatografis monodimen-
sional descendente en papel Whatman nf 1, empleando co-
mo solvente n-butanol :dcido acético:agua (4:1:5). Ia pre-—
sencia de fenoles se revela por observacidén a la luz
divrna y con U.V. antes y despuds de exponer los croma-—
togramas a vapores de amoniaco. Ademds de este procedi-

miento hemos utilizado varios reveladores, gque son:

a.- p-nitroanilina: se prepara mezclando los siguientes
componentes en el mismo orden en gque
se¢ describen.
1. 0'5 gr. de p-nitroanilina en
1M00ml. de CIZH2N . « o &« + « . 2 ml.
2. Nitrito sbdico el 5 % . .« » 3 a 5 gotas
3. Acetato sddico a1l 20 % . . . . 8 ml.

Después de tratar el cromatograma con este re-
velador se puede someter a la accidn de CO3Na2 al 15 %,

produciéndose entonces nuevas coloraciones.



—81 -

b.- Vainillina clorhidrica: se prepara disolviendo 1 gr.

de vainillina en 10 ml. de

dcido clorhidrico concentrado.

¢.— Cloruro férrico: se prepara disolviendo 3 gr. de

Cl.,Fe en etanol, las catequinas ad-

3
quieren color verde oscuro o azul,

segin indica De MIGUEL (78).

Determinacidn de humedad

— - —— ——— — — -

Se determina manteniendo las muestras en es-
tufa de desccacidn a 809 C.hasta peso constante utili-~
zédndose también los resultados para el cdlculo de pe-

80 S0CO.

Le déterminacidn -del pH en el tejido vegetal,
se hace por el método de FRIEIMAN y CEPONIS (32), que
consiste en triturar el tejido fresco con agua destila-
da en un mortero, en la proporcidn de 10 gr. de planta
por 12 ml. de agua. Se filtra por gasa y se mide el pH

en un pHmetro Colecman.
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Determinacidn de enzimas vegetales

Método de cxtraccidn

El método de cxtraccidn dc enzimas que segui-
wos, on todas las plantas utilizadas, es el que indica
SWIMBURNE (114) que cmplea solucidén 0'25 N de ClNa. To-
das las operaciones se cfectuan a 42 C. y el producto
final sc conserva en congclador hasta cl momento de

usarlo.

Se procede pesando el material fresco, antes
de triturarlo con la solucidén de ClNa en la proporcidn
d¢ 1 gramo por 1 mililitro. A continuacidén se filtra
por gasa y sc centrifuga a 3.000 r.p.m. en centrifuga
rcfrigerada durantce 20 minutos. Despuds de dializar en
agua sc vuclve a centrifugar y ¢l sobrenadantc obteni-

do e¢s ¢l empleado para las detcrminaciones enzimdticas.
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Valoracidn de PG

La técnica ensi no ofrece ninguna variacidén
rcapecto a la seflalada en la parte correspondiente a
“Prucbas en el patdgeno". Se sigue el mismo método de
JANSEN y lic. DONNELL (55) que se practica a dos valo-
res de pH, 5'5 y 9'3, zomo consecuencia de haber ob-
servado la variacidn de acidez que decide el proceso

infectivo.

Los resultados se expresan en mg. de dcido

galacturdnico por gr. de peso fresco de la planta.

Valoracidn de PE

Este enzima se analiza segin el método de DEE-
SE y STAEMANN (21) basado en la determinacidn de la aci-
dez que aparece como consecuencia de la actividad enzi-
mitica. E1 ensayo se practica a dos pH distintos, em-—
pleando como tampones citrato-fosfato pH 5'5 6 Tris-HC1
de pH 9'3. E1 volumen final de la mezcla de incubacidn

es de 19 ml. y contiene ClNa 10M, 1 % de pectina de man-



zana y 3'4 % en peso fresco de la planta estudiada. Bs-
ta mezcla se mantiere a 302 C. durante tres horas, neu—
tralizando con NaOH 0'Q25 N la acidez gue se produce.
La actividad se calcula en microequivalentes de grupos
metoxi liberados en una hora, referido a gramo de teji-

do fresco.

Se siguen los métodos sefialados en la parte
de ‘Pruebas en el patdgeno, empleando en la mezcla de
incubacidn los mismos factores que alli resefiamos, con
la \nica diferencia de que aqui el producto enzimdtico
e suministrado en forma de extracto wvegetal y exdl una
proporcién de 0'25 gr. por mezcla de 10 ml. El pH a que
se efectuan las pruebas es de 8'6 y la actividad se co-
noce por lectura en espectrofotdémetro a 230 mu para PATE
¥y a 235 mu para PTE, as{ como a 548 mu después de la
reaccidn con el dcido tiobarbitdrico de los productos
resultantes de la accidén de ambos enzimas sobre sus sus-

tratos especificos.
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Valoracidén de fenolasas

Para conocer la actividad de fenolasas vege~
tales, empleamos el método de MAXWELL y BATEMAN (77) ac-
tivando el extracto con dcido péetico segin indican DE-
VERALL y WOOD (24). El detalle del método es como sigue:
la solucidn activadora contiene 1'4 mg. de dcido poli~
galacturdnico por ml. de tampdn citrico-fosfato pH 4'S.
Un volumen de 0'14 ml. de esta solucién se mezcla con
0'2 ml. del extracto vegetal, 0'6 ml. dec agua y 0'06 ml.
del tampén pH 4'5 y sc¢ mantiene el conjunto a 18~20¢ C.
durante 15 minutos. Finalizada la activacién se procede
a la medida del enzima, para 1lo que se cmplea como sus—
trato une solucidn 107°M de pirocatequina, completando
la mezcla de incubacidn a 6 ml. con un volumen de ex-
tracto activado correspondiente a 0'25 gr. de peso fres-
co de tejido vegetal y con tampdén fosfato pH 7'0. La de-
terminacidn de actividad se realiza por lectura en es-
pectrofotémetro Unicam = 485 mu, cade 30 segundos y du~-
rante un periodo de tiempo de dos horas y se expresa por
el cambio de absorcidn a una temperatura de 2;3\9., que
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III. RESULTADOS
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PRUEBAS EN EL PATOGERO

Las exigencias nutritivas de Erwinia caroto-

vora quedan cumplidas satisfactoriamente en el medio
seflalado por Smith (S), donde la bacteria alcanza el
final de su fase logar{tmica a las 8 horas de inocula-
cidén. También en el medio CG crece con facilidad, si
bien acusa una fase lag mas prolongada, llegando al fi-
nal de la logaritmica después de 13 horas de cultivo.
La figurs n® 1 muestra la curva Ge crecimiento en am-
bos medios durante 72 horas de incubacidn a 252 C. y

en agitacidn.

El control permanente al que es sometida ca-
da una de las fases de nuestras experiencias, revela
la pureza del cultivo y el aspecto normal en la morfo-

log{a de la bacterie. Prueba de uno de estos controles
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es la figura n? 2, donde puede apreciarse con todo de-
talle el aspecto de uno de los indculos empleados pars
sembrar el medio S en el que se observd el desarrollo

de L. carotovora.

Enzimas sintetizados

Pur tratarse de un exoenzima su estudio se
realiza en el mismo medio en que E. carotovora cultiva,
del que se eliminan todas las formas bacterianas por-
centrifugacién 2 3.000 r.p.m. La presencia en la mezcla
de incubacién de FNa garantiza la imposibilidad de evo-

lucién de cualquier forma celular.

En la primera prueba hemos utilizado culti-
vos procedentes del medio S, en volumenes que han osci-
lado entre 0'2 y 10 ml., con el fin de observar la do-
sis mas conveniente a emplear en ensayos posteriores.

Ante los resultados que aparecen en la figura n® 3 de-
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Fig. n? 3.- Actividad PG en sobrenadante de un cultivo de 24 horas de
E., carotovora en medio S.
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cidimos utilizar 1 ml. para los 20 ml. que totalizan

la mezcla de incubacidn.

La relacidn enzima/sustrato nos la dio una
nueva experiencia en la qgue fijando en 1 ml. el volu-
men del sobrenadante procedente de un cultivo de 24 ho-
ras en medio S, hicimos que el sustrato variase de
0'1 a 1'2 %#. La figura n® 4 rccoge los resultados, que
nos sefialan c¢émo ve zumentando la actividad con la con-
centracién de pectato hasta alcanzar un mdximo alrede-
dor del 0'75 %, maximo que se mantiene a concentracio-
nes mas elevadas de sustrato que llegan hasta 1'2 %.
Decidimos por lo tento emplear en futuras determina-
ciones una concentracidn de nectzto sddico de 0'75 %
frente a la riqueza cn enzima que aporta 1 ml. del 1f-

quido metabdlico de la bacteria que consideramos.

Deseando condecer la formas en gue el enzima

PG es sintetizado y excretado por E. carotovora nos

decidimoe a estudiar su presencia en el medio en gque
se desarrolla la bacteria, relaciondndola con la edad

del cultivo. La figura nf 5 recoge los resultados, que
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nos indican cémo la ﬁroducéién del enzima es rdpida has-
. ta alecanzer un valor méximo hacia las 12 horas,'§élor
que se¢ mantiene constante durante las 48 horas de dura-
cidén del ensayo. Teniendo en cuenta la curva de creci-

miento de E. carotovora cn el medio S, podemos deducir

que es en la fase logar{tmica en la que se inicia la
sintesis enziadtica, que va aumentando con el creci-
miento de la bacteria hasta alcanzar su mas alto valor
al final de dicha fasec, transcurrida la cual las cifras

dc produccidn de cnzimz no ofrecen variacidn apreciable.

Queda por tanto establecido, que la mezcla
de incubacidn mas conveniente para cfectuar los en-
sayos de PG es la que contienc 0'75 % de pectato sdédi-
co como sustrato y como cnzima la cantidad presente en
1 ml. del sobrenadante obtenido a partir de un cultivo

de Erwinia carotovora que ha alcanzado su fase loga-

ritmica.
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Con rclacidn al cnzima pectinesterasa hemos
efectuado asi mismo, cxpericncias scmejantes a las
indicadas en el caso anterior. La conccntracidn ép-
tima de sustrato se determina por valoracicn de la
actividad de 10 ml. de sobrecnadantc procedente de un

cultivo de 24 horas de¢ E. carotovora en medio Smith,

cuandc la cantidad dc pectina prosente en la mezcle
de incubacidn varia de 0'1 a 1'2 %. Los rcsultados
que aparecen an la figura n? 4, demuestran que estc
encime alcanza su maxima produccidén cuando la concen-
tracidn de pectina oscila alrcdedor de 0'5 %, micn-
tras que e partir de 0'9 % sc manifiesta una inhibi-
¢cién, por exceso de sustrato, quc aumenta proporcio-

nalmente con la concentracidn del mismo.
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Si pasamos a considerar la sinteeis de PE
con relacidén a la edad de la poblacién bacteriarva,
podemos deducir, segin los datos que muestra la fi-
gura n® 5 que ¢l enzima sa detecta en valores muy
bajos durante las primeras horas de cultivo de Er-

winia carotovora y es on la proximidad de las 20 ho-

ras cuando se manifiesta c¢n cantidad mas notable,
cantidad que sigue incrementando peaulatinamentc has-—
ta alcanzar una fase de estabilidad a partir de las
48 horazs. La figura indicada proporciona una clara
idea del proceso de sintesis de los dos enzimas has-

ta shora considerados, c¢s decir PG y FE.
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Las determinaciones de actividad de este en-
zima se efectuan, segin resefiamos en el lugar corres-—
pondiente, por lectura de D.0. a 230 mu, asi como por
intensidad de color que aparece en la reaccidn con dci-
do tiobarbiturico y que se conoce asi mismo por el in-
cremento de densidades dpticas a 548 mu. Con el fin de
observar la sensibilidad de una y otra determinacidn
exponemos los resultados simultdneamente, logréndose

con ello facilitar su comparacidn.

Para conocer la composicicn mas adecuada de
la mezcla de incubacidn, comenzemos por modificar en
ella el volumen de sobrenadante del cultivo, es decir,

¢l factor que aporta el propio enzima.

El estudio planteado abarca dos ensayos si-
multdneos: Uno gue utiliza muestras procedentes del me-

dio S y el otro en el que las muestras proceden del me-
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dio CG. Describiremos en primer lugar los resultados
obtenidos a partir del medio S, e inmediatamente los

que corresponden al medio CG.

Como indicamos en su momento, el volumen de
la mezcla de incubacidn es de 10 ml., pues bien, en €1,
el aporte de enzima hacemos gue varie deade 0'1 ml.

a 0'6 ml. y los resultados son los que ofrece la figu—
ra n? 6, por la gque se deduce que la dosis mas adecua-
da gira en torno al volumen de 0'2 ml. , tanto si 1la
lectura se hace a 230 mu como si se emplea la D.0O. de

548 mu.

Para seguir nuestras experiencias decidimos
utilizar como aporte enzimdtico 0'2 ml. de sobrenadan-

te del cultivo de E. carotovora en medio S, y mantenien-

do fijo este factor procedemos a modificar la concentraw=
¢idn de dcido péctico entre los limites de 0'1 a 0'9 %.
Por la figura n¢ 7 podemos comprobar el aumento de ac-
tividad PATE a medida gue lo hace el sustrato hasta lle-
gar la concentracidn de éste a las proximidades de

0'3 %; perc a partir de este valor no se revela mayor
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actividad, sino que se manticne ccnstante incluso en

presencia de 0'9 £ de sustrato.

Todas estas experiencias se han llevado =z ca-
bo con el liguido metabdlico del cultivo, durante 24 ho-

ras, de E. carotovora en medio S; pero hemos creido ne-

cesario conocer también la fase de desarrollo en gque
la sintesis del enzima es mes intensa. Para ello he-
mos ensayado la actividad PATE con relacidn al tiem-

po de crecimiento de E. carotovora, empleando una mez-

cla de incubacidn en la gue la relacidn enzima/sustra-
to es la que se deduce de los experimentos anteriores,

es decir 0'25 % de pectato y 0'2 ml. de sobrenadante,

en el volumen total de 10 ml. Los datos que este estu-
dio proﬁorciona aparecen cn la figura n? 8, y por ello:
se ve cémo el enzima PATE alcanza el mdximo de su pro-
duccién entre las 8-14 horas, segin la sensibilidad del
método empleado, es decir, que es durante la fase loga-
ritmica cuando la bacteria acusa mas alta actividad de

sintesis enzimdtica, y transcurrida esta fase, no exid--
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te estimulo que haga superar los valores ya alcanzados,

que se mantienen durante las 72 horas de observacién.

A continuacidn vamos a exponer, segin hemos
seflalado, los resultados del estudio paralelo que efec-

tuamos del enzima PATE cuando E. carotovora se desarro-

lla en el medio CG. Aunque la multiplicacidn en este
medio es menos acusada por alcanzar un 71 % de la que
corresponde al medio S., las experiencias se han plan-
teado cmpleando las mismas dosis de ambos para facili-

tar su comparacidn.

La figura n® 9 presenta las diferencias de
actividad cuando varia de 0'1 a ¢'6 ml. el volumen de
la muestra utilizada. Tanto si la lectura se hace a
548 mu 6 bien a 230 mu, no hay duda de que el enzima
PATE se encuentra en concentraciones muy bajas, ya que
el aumcnto que se observa en actividad exige incremen-
tos notables de las dosis empleadas, ¢ incluso con la
méxima de 0'6 ml. apenas s¢ roza el midximo de activi-

dad PATE.
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Siguicndo la linea comparativa respecto a los
resultados obtenidos en el medio S, estudiamos a con-
tinuacidn la concentracidn mas adecuada de sustrato,
empleando como en aguel caso, valores comprendidos en-
tre 0'1 ¥y 0'9 % y un volumen de 0'2 ml. del sobrenadan-

te del medio CG, donde ha cultivado E. carotovora du-—

rante 24 horas. Los rcsultados, aunque mas bajos, recuer-
dan a los obtenidos con el medio S, ¥y al igual gue en
aguella ocasién alcanzan prontc un valor méximo cowc

puedec obscrvarse en la figura nf 10.

Finslmente pasamos a estudiar la produccién
de PATE con relacidn 2l tiempo de cultivo de la bacte-
ria, comsignando los datos obtenidos cn la figura nt 11,
por ls que vemos gue su valor es muy bajo y que es
a partir de las 24 horas cuando la cantidad de enzima
sintctizado se aproxima al maximo, que ¢s alcanzado an-

tes de las 32 horas.
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Le gran semejanza de este enzima con el gue
acabamos de considerar nos ha conducido a plantear su
estudio siguiendo la misma pauta que gueda indicada y

cuyos resultados vamos a exponer a continuacidn.

La figura n® 12 refleja la actividad PTE en
relacidn al volumen de sobrenadante procedente del me--
dio S. Los incrementos de D.0., tanto a 548 mu como
a 235 mu reproducen fielmente el proceso, e indican que
valores inferiores 2 0'2 ml. dan las actividades mas
bajas y es precisamente esta dosis de 0'2 la que deci-
de la actividad PTE maxima, que se mantiene sin varia-

cidn hasta llegar al volumen de sobrenadante de 0'6 ml.

Tomando como concentracidn de PTE, la que
aporta 0'2 ml. de sobrenadante hemos comprobado cual
es la relacidn 4ptima enzima/sustrato, para lo que ha-

cemos variar la dosis de pectina de 0'1 a 0'9 %. Asi,
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podemos ver, en la Tigura nf 13, gue la concentracida
de 0'25 % de pectina es la que decide el 1fmite de ma-
yor actividad y que su incremento produce cambios muy
ligeros. Bs, por tanto, esta concentracidn, de 0'25 %,
de sustrato la que vamos a emplear para conocer el pro-
ceso de sintesis enzimdtica resPécto al tiempo de cul-
tivo. El estudio gbarca desde 2 horas hasta 72 horas

¥ aparece representado en la figura n? 14. A partir de

las 8 horzs de ser inoculadc con E. carotovora, apare--

ce en el medio S una actividad PTE muy notable gque tan
solo 6 horas después alcanza su valor mdximo, valor que
ya se mantiene hasta las 72 horas de duracién de la ex-~

periencia.

Cuando repetimos estos estudios partiendo
del cultivo en medio CG los resultados manifiestan

bastante paralelismo con los cue acabamos de exponer.

La figura n? 15 reproduce la variacidn de ac--
tividad PTE para distintas cantidades de sobrenadante,
¥y en ella aparece la dosis de 0'2 ml. como responsable

de un 64 % de dicha actividad con respecto al méximo
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alcanzado por dosis mas elevadas, que llegan al limite

experimentzl de 0'6 ml.

La relacidn mas conveniente entre el enzima
PTE y su sustrato pectina, es estudiada utilizando una
concentracién de enzima correspondiente a 0'2 ml. del
sobrenadante, que actua sobre concentraciones de sustra-~
to que varian de 0'1 a 0'9 %. La experiencia queda ex-
puesta en la figura n? 16, gque cxpresa el escaso gumen-
to de actividad que supone el triplicar o cuatriplicar
la concentracidén de sustrato con relacidén a un valor
de 0'25 % y el sumento, tampoco muy notable, hasta llegar
a este valor partisndo de una concentracidén de 0'1 % de

pectina.

La cinética que sigue la formacidn de este en~
zima hemos intentado seguirla durante 72 horas de culti:

vo de E. carotovora en el medio CG y el resultado qbte—

nido aparece en la figura n® 17. Como en todos los ensa-
yos practicados hasta ahora, son los datos gque proporcio

na le lectura a 548 mu los mas bajos respecto a los que
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metoso formado por células intimamente apretadas y de
gran resistencia que contribuyen a dar a la plianta el
aspecto de dureza y estabilidad que podemos observar
en la figura n? 19. Estas plantas de col fueron infec-
tadas artificialmente y de una manera periddica con

E. carotovora sin que pudiéramos observar ningin sin-

toma de ablandamiento en la zona de inocculacidn ni en
las proximidades a ella. Cuando el tratamiento fue mas
endrgico y practicamos en el tallo una hendidura pro-—
funda para facilitar la penetracién de la bacteria, la
planta permanecia resistente e incluso observamos cdémo
evolucionaba un proceso de cicatrizacidén en la herida
producida, que llegd a mostrar el aspecto que hemos gue-
rido resaltar en el recuszdro de la figura n® 19. Duran~
te todo el tiempo de obscrvacidn no se notd ningin sin-
toma gue pudiera revelar dafio alguno por la bacteria,
ya2 que la planta mantuvo en todo momento un aspecto sa-

no y complctamente normal.

Este comportamiento de la planta de col, nos
decidid a seleccionarle como material de estudio a fin
de comparar sus caracteres con los de otras plantas de

respuesta diferente.
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Entre las otras plantas estudiadas figura la
judia (Phaseolus vulgaris}, que a diferencia de la col
manifestd una clara sensibilidad a la accidn patdgena

de la bacteria E. carotovora. La figura nf 20 muestra

lz histologia de un tallo, que alcanza hasta la zona
nedular, pudiendo apreciarse ademas con gran claridad
todo su sistema conductor e incluso las células epidér-

micas.

Lz inoculacidn del tallo de una planta joven,
como la gue aparece en la figura n¢ 21, no ofrece nin-
guna dificultad, y tampoco la inoculacién de sus hojas
a través del nervio medio. En la misma maceta puede ob--
servarse la planta sin tratar, que mantenemos ccmo con--
trol, y otra a las 24 horas de inoculada con una sus-—

pensidén acuosa de E. carotovora. Bastan 18 horas después

de la inoculacidn, para gque aparezcan en el punto de pe--
netracidén una pérdida de dureza facilmente aprecjable
al tacto, que va avanzando hasta dominar una zona lo
suficientemente amplia, para ser incapaz de sostener el

fragmento de tallo que descansa en ellas, el cual con
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su peso vence la escasa resistencia del Area dafiada
obligéndola a plegarse y haciendo que la planta ofrez--
ca el aspecto de la figura que presentamos, donde jun-
to al tallo completemente doblado,; puede verse las ho-:
jas marchitas y muertas y el aspectc general de des-

truccién y aniquilamiento del vegetel.

Muy caracteristico por la sintomatologia que
presenta es el caso de plantas de haba cuando son vie--
timas del atzaque de E. carotovora. Por su especial
constitucidén el tallo de haba se presenta como un tubo
continuo que permite circular libremente por su oque-
dad a cualquier factor que introducimos por inocula--
cidén. Tal vez este desplazamiento rdpido justifique las
nocas horas transcurridas, desde el momento en gue la
bacteria establece contacto con la planta hasta que és-
ta aparece absblutamente destruida. La figura n? 22
presenta varias plantas de haba, dc las cuales unas han
sido inoculadas y otras se han respetado como control

de la experiencia. La inoculacién, con la suspensidn
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bacteriana, se practica en la parte superior del ta-
1llo, pero los sintomas .se extienden tan rapidamente

a lo largo de todo 81, que pronto llegan a invadirlo

en su totalidad. Fl ablandamiento que sigue a la inocu-
lacidn ve acompzfiado de una intensa necrcsis gue reve-
la ostensiblemente la evolucidn de todo el proceso de
infeceidn en estc vegetal. Los sintomas son por tanto
ineluso ras rdpidos que los observados en plantas de
judia y ademds el ennegrecimiento marcadisimo que apa-
rece es un valioso indicador quc nos permite seguir

facilmente toda evolucidn de la enfermedad.

También hemos preparadc cortes de los tallos
de haba, no solo de la plenta sana, sino especialmentc
de la enferma. Su histologia tipica corresponde a la
figura n? 23 que ha sido obtenida por tineicn con Ro-—
jo de Rutenio y que presenta con claridad todas las zo-
nas del tallo sano. Despuds de inocular puede versd la
destruccidn celular que presenta la figura nf 24 con
una zona en que la bacteria ha degradado la pared celu-

lar, ha utilizado el materisl que la célula vegetal le
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ofrece; y en consecuencia ha provocaio la muerte y de
saparicidén de las células atacadas, dando lugar a la
formacién de una zona hueca que va ensanchindose a me--
dida que la enfsrmedad avanza hasta llegar a consumir
toda la regién de parenquima gque circunda al sistema
conductor con lo que iFinalmente el aspecto del tallo
destruido ofrece el pobre aspecto que muestra la figu-

ra n® 25, Witima recogida de toda csta secuencis.

Las consideraciones apuntadas hastz ahora,
nos han decidido a seleccionar los tres tipos de plan-
tas que hemos descrito, para llevar a cabo nuestro es-
tudio y a tal fin con cads una de ellas hemos efectua-
do una serie de andlisis que pudieran revelar algin da-
to capaz de justificar un comportamiento tan diferente
en respuesta a una misma infeccidn, es decir, a la in

feccidn que decide la bacteria E. carotovora.
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compuestos quimicos

Con el
ciones entre las
veniente exponer
cedentes de cada

trata dc¢ plantas

fin de hacer mas fecil las compara-
muestras utilizadas hemos creido con-
de manera similtdnea los datos pro-
tipo de enszyo efectuado. Cuando se

susceptibles a Erwinia carotovora ex-

ponemos los resultados obtenidos a partir de muestras

tanto de planta sana como de planta enferma.

Siguiendo este criterio indicamos a continus~-

cidén el contenido en Nitrdgeno total, segién el método

de Kjendahl, que

es8 como aparece eh el cuadro nf 2.
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Cuadro ne 2

Contenido en Nitrdgeno de distintos
tejidos vegetales (referido a peso

fresco)

Planta % Nitrdgeno
Habe sana ' 0'205
Haba enferma 0'446
Judia sana 0'1538
Judia enferma 0'584
Col 0'083
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La diferente funcidn que desempefia en la fi-
siologia vegetal los distintos compuestos nitrogenados
es la principal razén para determinar, ademds de los
Ultimos datos zportados, la proporcidén de material pro-
téico que integra cl tejido de cada una de las plan-
tas objeto de este estudio. El cuadro nR 3 presenta las

cifras que corresponden al material utilizado.
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Cuadro n® 3

Regultado del andlisis protéico efectuado en
diferentes plantas

Planta Proteina (mg/g peso fresco)
Hsbe sana 0'802
Haba enferma 2647
Judfa sana 0'739
Judfa enferma 4'144
Col 0'964
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El conocimiento completo de los componentes
nitrogenados del vegetal nos lleva a estudiar la natu-
raleza de aquellos aminodcidos libres que pueden rave-
larse por métodos cromatogréficos. Para mayor claridad
en la exposicidn trataremos aisladamente los resulta-
dos obtenidos en cada una de las plantas gue utiliza-

mosS.

En primer lugar vamos a considerar los ami-
nodcidos libres existentes en el tejido de col, que
son los que se indican en la figura n? 26, es decir,
arginina, asparragina, glutamina, treonina, dcido glu-

tdmico, alanina, prelina, valina y leucina.

La identificacidn de elgunos dc¢ estos aminod-
cidos no ha sido facil, habidndonos obligado a recurrir
a reveladores especificos con el fin de aclarar resul-
tados dudosos. Asi por ejemplo, se ha empleado is;tina
al 0'2 % para decidir la presencia de prolina, gue no

se manificste claramente con el revelador N-CN, y de
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esta forma se ha visto segmin la figura n? 27 guc &i~
cho aminodcido se encuentra en abundancia entre los

componantes de la col.

También para decidir la presencia do serina
¥y treonina tuvimos que recurrir a un rovelador especi-
fico, el de Nessler, guc detectd porfectamente la treo-

ninz, en forma de uns manche amarilla muy inestable.

Otro grupo de aminodcidos quc descdbamos in-
vestigar en la col, lo formaban cistina y cisteina paw
ra 1o que ampleamos como revelador cspecizl el CNNe,
gque nos permitid decidir la ausencia dc ambos en ol ex=~

tracto obtenido de la planta de col.

Decididas todas las dudas por las técnicas
indicadas, admitimos como aminodcidos de la col los

que hemos sefialadeo antcriormente.
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Después de la col pasamos a considerar el ha-
ba, si bien en este caso el andlisis es realizado no

solo en planta sana sino también en la enferma.

Empleando como revelador N-CN se puede dis-
‘tinguir de acuerdo al cromatograma gque presenta la fi-
gura n? 28, los aminodcidos siguientes en el tejido
sano de haba: lisina, arginina, asparragina, serina,
4cido glutdmico, glicina, alanina, dcido amino buti-
rico en muy escasa cantidad, tirosina, valina, trip-

téfano, fenil-alanina y leucina.

La prueba rcalizada empleando como revelador
isatina para poner de manifiesto la precsencia de pro-
lina dio resultado negativo, dol mismo mode que la rea-
lizada usando ¢l revelador de CNNa para la identifica-

cidn de cistina y cisteina.

En cambio con el reactivo- de Nessler se con-
firma la presencia de serina, aminodcido que ya habia-

mos reconocido en ¢l cromatograma rcvelado con N-CN.
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Para hacer mas facil la comparacidn entre
amincédcidos del tejido sano y enfermo, rescntamos en
un mismo cromatograma el andlisis de ambos (figura
n? 29). Ante €1 podemos sefialar que la planta de haba
al enfermar experimenta pérdida cuantitativa en algu~
nos aminodcidos como son lisina, 4cido glutdmico, gli-
cina y tirosina; otros por el contrario desaparecen to-
talmente, tal ocurre con arginina, serina y dcido ami~
no-butirico. También aparccen otros nuevos aminoicidos
gue no estdn presentes cn la planta sana, como es el
caso de Acido aspartico facilmente identificado con el
revelador N-CN por el color azul caracteristico que
a los pocos momentos vira a un tono purpura intenso.

Y finglmente podemos seifialar un aumento cuantitativo
en asparragina y valina como consecuencia de la enfer-

medad.
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Completando el estudio de aminodcidos pasamos
a considerar los resultados obtenidos en judia, que por

ser tawbién otra planta sensible a E. carotovora, ten-

dremos gue analizarla en muestras procedentes de Jjudia

sana y también en las obtenidas de planta enferma.

En nucstre intento de facilitar el estudio
comparativo de las tres plantas en las que basamos es-—
te trabajo, presentamos en un mismo cromatograma (fi-
gura n® 30) el resultado del andlisis de aminodcidos
obtenido de sus tejidos sanos. En consecuencia pode-
mos sefialar como componentes de planta normal de judia
a los siguientes: asparragina, glutamina, dcido aspar-

tico, Acido glutdmico, alanina, valina y leucina.

Al mismo tiempo cs facil establocer algunas
diferencias entre los vegetales estudiados. Asi, vemos
que prolina y treonina solo aparecen en la planta ‘de
col, serina y fenil-alanina en el haba y écido_aspér—
tico tan solo en judia. De todas es el haba la planta

gque contiene mayor nimero de aminofcidos.
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Cuando la judia enferma, su andlisis nos re-
vela mayor cantidad dc eminodcidos que en la planta
sana. Podemos distinguir en lz figura n? 31 el aumen-
to cuantitativo en dcido glutdmico, alanina y valina,
asi como la aparicidn en el tejido enfermo de histidi-
na, arginina, glicina y treonina que no hemos observa-

do en el sano.

En el cuadro n® 4 prescntamos un resumen,
donde sc pucden zpreciar las semejanzas y diferencias
que revela el andlisis de aminodcidos en plantas sana
y enferma de haba, judia y col. En é1 se recogen todos

los datos que ya hemos expuesto.
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Ciuadro n¢ 4

Aminpodcidos presentes en las diferentes plantas estudiadas

Amino4cidos Haba S | Haba E |Judia S |Judia E |Col S
Histidina - - - + -
Lisina ++ + - - -
Arginina + - - + +
Asparragina + ++ + + +
Glutamina - - + + +
Serina + - - - -
Treonina - - - - +
Ac.aspértico - + + + -
Ac.glutdmico ++ + + -+ +
Glicina ++ + - + -
Alanina + + + ++ +
Prolina - - - - +
Ac.amino-butirico + - - - +
Tirosina ++ + - + -
Valina + ++ + ++ +
Triptéfano + + - - -
F-alanina + + - - -
Leucina + + + + +




-17-

Sustancias reductoras

e e e - o - ——

En este apartado consideramos otro grupo de
componentes vegetales que juegan un papel fundamental

en la fisiolog{a de la planta.

Los resultados expresados como mg. de gluco
sa por gramo de tejido fresco, aparecen en el cuadro
n® 5 indicando una pérdida, mas o menos marcada, pa-

ralela gl curso de la enfermedad que sufre la planta,
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Cuadro n? 5

Variacidn en sustancias reductoras
determinadas en diferentes plantas

Planta mg.glucosa/g. (p.fresco)
Haba sana 5'52
Haba enferma 1169
Judia sana 11212
Judia enferma 11157

Col

2'13
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Para completar el estudio de los hidratos de
carbono en el vegetal, hemos efectuado el andlisis cro-
matogrifico de sus azdcares libres, dada la relacidn
que manifiestan con el metabolismo de las bacterias fi-

topatdgenas.

Por la figuras nf 32, se observa que el teji-
do de una planta de haba sana muestra cuatro azucarcs
diferentes que han sido identificados como sacarosa,
glucosa, levulosa y xilosa. Pero si esta misma planta
enferma, los cuatro componentes desaparccen y la téeni-
ca cromatogrifica no revela su presencies en un volumen
de muestra que corresponde a 800 mg. de tejido vegetal.
En la misma figura puede observarse la ausencia dc las
sustancias que consideramos, en la planta de haba cn-

ferma.

Con el fin de confirmar el nimero y ademis
la naturaleza de los azucares que hemos admitido se pre-
sentan en el haba sesna, decidimos recurrir al naftorre-~

sorcinol como revclador, con lo que la identificacién
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es mas exacts, debido a la coloracidn especifica que
caracteriza a ceda azucar. El resultzdo corresponde

a la figura n® 33 y prueba no solamente la presencia
de sacarosa, glucosa, levulosa y xilosa en la planta
sana, sino también su pérdida al enfermar por inocula-

.’
cidn con E. carotovora.

Cuando se trata de judia se ha podido ver,
también por cromatografia, la existencia de cuatro azi-
cares identificados como lactosa, sacarosa, glucosa y
levulosa; e igualmente se observa que todos ellos, con
excepcidn de una pequeiia cantidad de sacarosa, desapa-—
racen al enfermar la planta (figura n? 34) s semejanza

con lo ya notado en el casc de haba.

El estudio de la planta de col conduce a re-
sultados andlogos a los seflalados para judia, también
aqui aparecen lactosa, sacarosa, glucosa y levulo?a di-
ferencidndose ambas de la planta de haba en que poseen
lactosa y no xilosa como hemos visto contiene el haba
sana. En la figura n? 35 puede compararse la composicidn

de las tres plantas cuando estdn completamente sanas.
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10: Sustancias pécticas

Las sustancias pécticas tienen un interés es-

pecial en el presente estudio por su intervencidn defi-
nitiva en la defensa de la planta por una parte y en

la patogeneidad de la bacteria, per oira.

Pese a lae dificultades de su determinacién,
hemos podido obtener valores muy precisos y reproduci-
bles en diversas experiencias, que son los expuestos

en el cuadro n? 6.

Como dato a resaltar debemos seilalar que es
la judia, la planta que contiene mayor cantidad de sus-
tancias pécticas, seguida de la col, ¥ por el contrario
al heba corresponden los valores mas bejos. No obstan-
te e independientemente de la diferente riqueza en ca-
da planta, se manifiests una caida muy marcada en la
proporcidén de este material como consecuencia de la en-

fermedad que decide la bacteria E. carotovora.



-122 —

Cuadro n® 6

Material péctico presente en diferentes

plantas (se expresa en mg. de ac. mono-
galacturdnic o por gr. de peso fresco)

Planta Sustancias pécticas (mg/gr)
Haba sana 0'51
Haba enferma 0'00
Judia sana 178
Judfa enferma 0'08

Col

1107
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Compuestos fendlicos

A las sustancias de naturaleza fendlica se
los concede un interés particular dada su especial in-
tervencidén en la sparicidén de lesiones guc denotan el

progreso de la enformedad en el vegetal.

El andlisis de este tipo de materiml se ha
efectuado por cromatografia, recurriéndose e distintas
técnicas para diferenciar los resultados del ensayo.

La observaecidn directa bajo luz diurna y luz
ultravioleta no reveld compuestos fendlicoe en las plan-
tas de judfa y col, en tanto que el oxtracto proceden—
te de haba manifestaba respectivamente, dos y tres an-
tocianos diferentes..Cuande los rasultedos se observan
despuds do someter ol cromatogrema a vapores de smonia-
co, ol mimero de deriwvados fendlicoe en ¢l haba aumen-
ta hasta cinco, manteniéndose ausentes en las muestiras
procedcontes de judf{a y col. Ello nos sugiere que en el
haba existen compuestos de tipo antooiano y flavonoide
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que no aparecen en los tejidos de plantas de col y ju-

diz que sec someticron al mismo tratamicnto de extraccidn.

Ademds de la técnica que seflalamos, hemos em-
pleado también el revelado de los cromatogramas con
p-nitroaniline, vainillina clorhidrica y Cl3Fe. En los
dos primeros casos los resultados fueron negativos pa-
ra todo el material utilizado, en cambio el cloruro fé-
rrico nos proporciona los datos que aparecen en la fi-
gura n? 36, por la que podemos concluir gue de las tres
plantas utilizadas tan solo existen derivados fendlicos
en el haba gue pueden ser incluidos dentro del grupo de

antocianos y de flgvonoles.

Que durante el proceso de la enfermedad se
modifica el metabolismo de estos compuestos, es un he-
cho claro que se revela en la prueba que aporta la fi-
gura n? 37. En elle se analiza la planta de haba sana
junto a plantas enfermas cn dos fases distintas de evo-
lucidn: la primera cuando aparecen las lesiones con las
que se inicia la enfermedad y la segunda en el momento

en qué toda la planta ha sido dominada por 72 infeccidn
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bacteriana. No hay duda, por tanto, de que los deriva-
dos fendlicos intervienen, y sufren alteraciones que
conducer a su desaparicidn, durante la degeneracidn del

tejido vegetal que determina E. carotovora en su acciédn

destructora sobre la planta de haba.

Grado de humedad

—— — — o o — - —

Puesto que el grado de humodad del tejido
puede ser un factor que facilite o impida el normal
desarrollo de la bacteria patdgena, hemos llevado a ca-
bo su determinacidn a 80% C., con el fin de considerar
hasta gque punto influye en la posible enfermedad quc

causa Erwinig carotovora. Los resultados aparecen en

¢l cuadro n¢ 7.
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Cuadro n® 7

Contenido de humedad en distintas
plantas sanas y enfermas

Planta % Humedad (gr.)
Haba sana 88'796
Haba enferma 77'18
Judia sana 70157
Judia enferma 66'7

Col

92186
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La profunda alteracidn que experimentan
los compenentes de la célula vegetal a medida gque
avanza la cnfcrmedad, que acabard por dominar a la
planta; se va reflejando en los cambios dz pH que
observamos y que hemos expuesto en el cuadro n? 8§,
donde también sciialamos los valores normales que

corresponden a las diferentcs plantas estudiadas.
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Cuadro n2 8

Determinacidén de pH en distintos
tejidos vegetales sanos y enfermos.

Planta pH
Haba sana 514
Haba enferma 7'2
Judfa sana 5'8
Judfa enferma 6'4
Col 6'0
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Determinacidn de enzimas vegetales

Son varios los factores enzimdticos rcspon-
sables del desarrcllo de todo vegetal, y de acuerdo
a cade unc dc sus periodos de evolucidn puedec seflalar-
s¢ un determinado grupo de enzimas sin cuya interven-
cibn sc detendria la fase fisioldgice corrcspondiente.
Por e¢llo hcmos guerido conocer la presencia, en las
plantas que estudiamos, de dos tipos fundamentales dc
enzimas, pectolasas y fenolasas, que son ademés las
quc pucdcn interferir en el complejo mecanismo gc de-

cide el cstado normal o de enfermedad de una planta.

Prescencia-de PG

la variacidén en los valores de pH, que hemos
observado en uno de los apartados anteriorcs, nos ha
decidido a cstudiar la actividad PG de distintes tcji-
dos vegetales, a dos pH difcerentes que corresponden
a 1z zona 4cida y alcalina. Los resultados se encuen-—

tran recogidos en la figura ne 38.
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Fige n® 38.~ Presencia del engima PG en las plantas estudiadas, esanas y en-

fermas. La determinacién se hace aph 5'5 ( ) ya pH 9'3 ( ).
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Prescncia de PE

— . - e - - - —

También en cste caso se valora el enzima

a dos pH distintos, tanto en las plantas sanas, como
en las que han enfermado, y a diferencia de los datos
correspondientes al enzima PG, quc acabamos de consi-
derar, en este caso la actividad. se presenta er la zo-
na de pH dcido siendo ademds manifiesta tanto en plan-
tas resistcntes como susceptibles, y en sanas como en
enfermas. Los valores que corrcesponden a <sta determi-

nacidn apareccn en la figura n? 39.

Presencia de PATE

Seguimos la técnica adoptada para su deter-
minacidn, de realizar la lectura espectrofotométrica
a dos longitudes de onda, 230 y 548 mu. Exponemos a con-
tinuacidén los valores resultantes, que vienen a confir-
mar el incremento de cste enzima en las plantas enfor-
mas, asi como su mayor concentracidn en los tejidos sus-
ceptibles que en los resistentes a la enfermedad produ-

cida por E. carotovora. Todo ello queda cxprecsado en

la figura no 40.
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las plantas estudiadas,

senas y enfermas. Se determinga a 230 mu ( ) ya 548 mu ( ).

Fige n@ 404~ Actividad PATE presente en los tejidos de
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Presencia dc PTE

T — —— o — ——

'j A pesar de la semejanza en cuanto al mecanismo
éo éccién,'que rclaciona a cste enzima con el PATE, que
acaiamos dc considerar; no existe paralelismo en cuanto
a su presencia en los tejidos vegetales que consideramos.
Por la figura n? 41 puode deducirse no solo la mayor pre-
cisidn de la determinacidn a 235 mu, sino también le ausen-—

cia de PTE en plantas sensibles a E. carotovora y su apa-

ricién en estas mismas plantas cuendo enferman, asi como
en los tejidos de col que sabemos es resistente a la ac-

cidn patdégena de E. carotovorz.

Presencia de fenolasas

_ Ia determinacidn de este tipo de enzimas ha dado
resultados negativos tanto en plantas de col como de judia,
no solo sana sino enferma. En cambio hemos observado su
prresencia en los extractos obtenidos a partir de plantas
de haba, zprecidndose ademds, cdémo va aumentando a medida
que aumenten y se generalizan las lesiones que presenta la

planta después de ser infectada con E. carotovora. En la

figura n? 42 expresamos la actividad de fenolasa en teiido
sanp as{ como en la fase media y final de la enfermedad

que acaba destruyendo totalmente a la planta.
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Figs n? 41,- Actividad PTE encontrada en las distintas plantas estudiadas,

sanas y enfermas. Se determina a 235 mu ( ) ya 548 mu ( ).
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WOOD, (134), y STAKMAN (107), entre otros, han
realizado un estudio de gran interés sobre las consecuen-
cias que las enfermedades vegetales pueden ocasionar en
la humgnidad, no ya por la pérdida econdmica que ellas su-
ponen, gino principalmente por la disminucidén de disponi-

bilidades alimenticias para la poblacidén animal.

Desde que en 1883 BURRIL(14) en Illinois y WAK~
KER (127) en Amsterdan demostraron gque las bacterias po-
dian causar enfermedades en plantas, se ha venido estu-
diando incesantemente el papel de estos microorganismos
en las enfermedades vegetales, intentando con ello igua-
lar en conocimientas a cuanto es sabido acerca de fitoin-
fecciones por hongos, problema éste Ultimo que fue acep-
tado 200 afios antes de que se admitiese la existencia de

bacterias fitopatdgenas.
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El denominar fitopatégena a una bacte;ia supone
que es capaz de dafiar a tejidos vegetales, de los que ob-
tiene las sustancias necesarias para su desarrollo y re-
produccidn. Con ello el patdgeno pasa a ser a su vez, pa-

rédsito de la planta huesped que ha sido atacada.

. La importancia que en este proceso se atribuye
a los enzimas bacterianos ha sido sefialada por STAPP (110)
y también por JONES (58) quien demostrd que el enzima del
microorganismo patdgeno>se difunde con tal rapidez que es

realmente el agente que facilita su propagacidn.

En el presente trabajo hemos estudiado los ti-

pos de enzimas que la bacteria Erwinia carotovora produ-

cey la accién de los mismos sobre los componeﬁfés de la
célula vegetal, y por otra parte consideramos tambiéhréi

material que integra el tejido de planta de col, judia y
haba, 1o gque nos ha permitido establecer cuales son los

fagtores principales, tanto de origen bacteriano como ve-
getal, que intervienen de forma mas decisiva en la mani-
festacidn del caracter fitopatdgeno de la bacteria o del

grado de defensg de la planta.
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La primera consideracién de interés se refiere

al hecho de que E. carotovorz es una de las pocas bacte-

rias capaz de desarrollarse en un medio que contiene co-
mo dnica fuente de carbono compuestos de naturaleza péc-
tica, cualidad que debemos destacar por tratarse de una
bacteria fitopetdgena que por tanto, puede metabolizar

los derivados pécticos que integran el material vegetal.

No obstante, esta circunstancia no basta para
justificar el desarrollo de la enfermedad que produce en
tejidos de origen vegetal, puesto que segin vemos plantas
resistentes como es Brassica oleracea no son invadidas

por Erwinia carotovora a pesar de contener una riqueza

péctica superior, en ocasiones a otras plantas notable-
mente sensibles, como es Vicia faba, que conteniendo el
50 % del material péctico presente en aguella, llega a

ser dominada facilmente por E. carotovora. Por otra par-

te vemos asi mismo gue vegectales como judia que poseen
mayor riqueza péctica que la detectada en tejidos resis-
tentes, puede llegar a enfermar facilmente{'yo es por tan-
to la concentracidn péctica el factor decisivo para el
avance bacteriano, aunque juegue un papel importante'en

el desarrollo de la enfermedad.
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Esta deduccidn nos lleva a considerar las con-—
diciones dque permiten ordificultag,la ggjggg;épmde ague-
ilos otros factores responsables mas directos del procese

——

fitopatoldgico, entre los que se encuentran los enzimas.

La sintesis de enzimas pectoliticos por la bac-

teria E. carotovoras representa indudablemente una razdn

poderosa para la colonizacién del huesped, pero que no
puede ser admitida como la clave de su patogeneidad, ya
que estos enzimas zdemds de ser producidos, deben encon-
trarse en un medio en el gque sea posible su actividad,
puesto que a ella se debe en definitiva el avance de la

infeccidn en el vegetal.

Entre todos los enzimas estudiados vamos a con-
siderar en primer término uno de los primeros conocidos,
poligalacturonasa (PG). Se tratalinduaablemente de un en-
zima inducible porque, segun hemos comprobado no aparece

en los medios en que E. carotovora no dispone de susten-

. ’ - .
cias pécticas, y que ademds puede experimentar un proceso
de represidn por accidn de diferentes compuestos azucara-

dos. Este caracter no se puede generalizar a los enzimas
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de todos los microorganismos fitopatégenos por congcerse
elgunos estudios que confirman lo contrario. Asi SPALDING
y col. (106) hallan que PG es enzime de constitucidn en el

Cephalosporium gramineum, y también DEMAIN y PHAFF (22) lo

sostienen en el caso de Saccharomyces fragiles.

_Nuestra afirmacién tiene interés por poder dese~
char la aceidn de PG en aquellas ocasiones en que su sin-
tesis no sea posible, bien pcr no existir agente inductor

0 bien por estar presente algdn factor de accidn regresiva.

Los resultados gque presentamos, indicando la ve-
locidad de sintesis PG en diferentes medios pueden asi mis-
mo, justificar el resultado de la interaccién de E. caroto-
vora con su huesped, ya que puede ocurrir que éste ejerza
una defensa activa tan rapida que consiga rechazar la in-
feccidn, como ocurre de hecho en el casc de la patata que

impide su destruccidén por Pseudomonas gyringse, dada la

lentitud de dicho microorgarismo pera sintetizar enzimas
pectoliticos, en tanto que este mismo vegetal es destrui-

do facilmente por Erwinia aroidea que sintetiza los enzil-

mas pectoliticos casi tres veces mas deprisa ggg)aqugl Pscu~

Y nb‘,{\
domonas. TS kR Y
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Tiene por consiguiente gran importancia el sa--

ber c¢dmo E. carotovora sintetiza PG, que es segin hemos

visto durante su fase logaritmica de crecimiento, mante-
niéndose de forma constante estos valores =2 lo largo de
la fase estacionaria de la bacteria. Podemos decir per
lo tanto, que se trata de un enzima que puede actuar du-

rante un periodo muy largo de la vida de E. carotovora,

lo que sin duda ha de tener importancia por facilitar la
infeccidn bacteriana durante un espacio gque puede ser tar

amplio como eficaz.

De las distintas técnicas que hemos ensayado
para valcrar la actividad PG, ha sido la de JANSEN y Mc.
DCNRELL (55) la adoptada para nuestro estudio por crcer
que sus datos tieren un scntido mas amplio gque las prue--
bas dc viscosidad o las de difusidn en placa, por refle-
jer cstas Ultimass con mas precisidn la hidrdlisis en po-

siciones centrales quec en las extremas,de la molécula

péctica.

Relacionado con PG gparece otro enzima que ca-
taliza lz hidrdlisis metilester en pectina con elimina-

cién de metanol, es la llamada pectinesterasa é PE. tam-
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bién PE puede ser sintetizada por E. carotovora y también

hemos ostudiado su sintesis en relacién con el desarrollo
de la bacteria. Ocurre en este caso gue su formacidn es
muy lenta y que precisa cuatro veces mas tiempo que PG
para alcanzar su maximo. En muy pequefia cantidad puede de-
tectarse en la fase logaritmica y su aumento aungue conti-
nuo transcurre a tan escasa velocidad que su éxito en el
proceso de fitoinfeccidn se debe principalmente a su ac-
cién simultdnea con otros muchos factores de diversa in-
dole: fisica, quimica, enzimdtica, etc. etc. Este enzima
necesita también de iones Na+, dato que juega un papel
bien significativo cuando actua a nivel de célula vege-
tal y ademds muestra una inhibicidn por exceso de sustra-
to que se acentia hasta llegar a representar el 35 % pa-
ra una concentracién doble de la que proporciona una ac-

tividad mixims.

Los dos enzimas hasta ahora .considerados, PG y
PE, se han venido relacionando con cnfermedades de plan-
tas producidas por muy variados microorganismos, pero‘la
influencia extraordinaria que en su sintesis ejerce el

medio de cultivo ha hecho muy confuso el estudio de su
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formacidén. Por ello existen ciertas discrepancias para

dtribuir o no la sintesis de ellas a E. carotovora. Se-

gin DAVISON y WILLAMAN (19) dicha bacteria sintetiza PG
pero no FE. Para KRAGHT y STARR (66) E. carotovora forma

no solo un PG sino también PE, lo que deduce de la pro-
duccidn de metanol en cl medio con pectina dondc la bac-
teria se desarrolla; en cambio WALTON y CAPPELLINI (131)
no descubren sintesis de PE y si de otros enzimas peto-

1{ticos.

El hecho de que nosotros hayamos probado la for-

macidn por E. carotovora de los dos enzimas considerados

nos permitird mas adelante juzgar su intervencidn en el
proceso de la enfecrmedad de la planta atacada, donde tan-
bién interviene otro tipo de enzimas, estudiados igual-

mente en E. carotovora, que son pectintranseliminasa (PTE)

y dcido péctico transeliminasa (PATE).

Pasando a considerar PTE, la primera observa-
cidn a destacar es el pH alcalino al que actuia, por lo
gue su intervencidn alterando la fisiologia vegetal ha
de ir acompafiada de ciertos cambios metabdlicos que fa~-
vorezcan la manifestacién de las condiciones necesarias

para su actividad.
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Otra nota de interds se refiere al método que
seguimos para valorar PTE, que utiliza la lectura en es-
pectrofotdmetro a dos longitudes dc onda diferentes. asi,
hemos podido comprobar que la determinacidn a 235 mu da
valores mucho mas elevados que la realizada a 548 mu y
ademds dentro de una zona donde el error de lectura es
menos frecucnte, y si a esto se aflade que la valoracién
a 548 mu es mas larga y costosa, se comprenderd facilmen-
te que nos inclinemos a utilizar para medir la actividad
PTE ¢l camino mas corto, y gquec admitimos también mas exac-

to, de leer dircctamente a 235 mu.

Otro hecho interesants respecto a estc enzima

lo constituye el haber sido estudiado en E. carcotovora

cultivada en dos medios de cultivo diferentes. Por los
datos que presentamos puede deducirse que pese a la dis-
tinta composicidn de ambos, el comportamiento del enzima
en todos los ensayos efectuados es muy paralelo, es deecir,
gue no se manifiestan cambios cualitativos o cuantitati-
vos que se puedan atribuir a los elementos que integran

los medios donde E.. carotovora sintetiza PTE.
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Parte de lo que acabamos de exponer respecto
2l cnzima pectintranseliminasa puede hacerse extensivo
al PATE. E1 pH al que actda es también alcalino, ¢ igual-
mente la técnica de valoracidn es mas sensible y exacta
cuando las lecturas se efsctdan a 230 mu; al pasar a la
zonz de 548 mu los velores caen y la precisidén también,

por lo que estimamos ¢l prescindir de la prueba del ATB.

Une difcrencia entre PTE y PATE lo constituye
¢l estudioc de este ultimc enzima cusndo es sintetizado
en dos medios difercntes por el mismo microorganismo.
Hemos podido comprobar que la produccién por E. caroto-
vora de PATE en el medio CG ofrece valores que son infe-
riores a un tcrcio de los obtcnidos cuando el cultivo
tiene lugar en el medio S. Esta diferencia si bien se
acusa en las lecturas realizadas a 548 mu es mas preci-
sa cuando st examinan los datos obtenidos a 230 mu. De
cualquier forma es una observacidén interesante que tienc
algunos precedentes seflalados por diferentes autores. Ya
en 1952 AYRES y col. (7) zpuntan que las condiciones de

cultivo pueden influir en el tipo de enzimas pectoliti-



—149 —

cas producidas in vitro. Tambidn HANCOCK y col. (45) con-
cluyen que las condiciones de cultivo pueden ser el prin-

cipal factor gque determine el tipe de enzima producido.

Existe por lo tanto la probabilidad de que se-
gin las circunstancias que concurren en el desarrollo de
un microorgenismo, éstc podrd o no sintetizar determina-
dos cnzimas, por lo que siempre gue se desee realizar un
estudio enzimdtico es preciso fijar las caracteristicas
del mismo, Ynicz forma de preovenir errores por descono-
cimiento de factores que pueden intervenir de una manc-

ra directa y definitiva.

Por e¢llo, y teniendo en cuenta que los cnzimas

que cstudiamos han sido sintetizados por una bacteria fi-

topatégena, E. carotovora, hemos creido fundamental rea-

lizar un estudio de las caracteristicas que concurren en
determinados tejides vegetales, para deducir del mismo
el comportamiento de¢ aquellz bacteria cuando las mas di-
versas circunstancias hacen que establezca contacte con

los tejidos estudiados.



- 150 —

La primera observacidn, fundamental por llecgar

a deccidir si E. carotovora invade y destruyc un vegetal,

es la presencia en éste de alguna lesidn que permita el
acceso dec la bacteria; pero en ¢l supucsto de que se dé
esta circunstancia puedc suceder que no aperezca niﬁéﬁn
sintoma cn el vegetal atacado, gque rovelc la llcggda de

E. czrotovora. A cste rcspecto hay que recordar con MAR-

TIN (75) la importancia de las sustancias nutritivas que
integran las estructuras celulares del tejido de la plan-
ta, por 1o que vamos a rclacicnarlas con la cvolucidn del

posible patdgeno.

Comenzamos por considerar el contenido en Ni-
trégeno de las tres plantas cstudiadas, c¢s decir, col, ju~-
dia y haba, ya que algunos autores, entre ellos GASSNER
y FRANKE (38) lo han rclacionado con la defensa del vege-
tal a la enfermedad. Asi podemos admitir que sezin nues-

~tros resultados, el Nitrdgeno inorganico tiene vealores
mas bajos en la planta resistoente, mientras que en lés

sensibles a E. carotovora alcanza cifras dos o tres ve-

ces superiores. Una conclusidén andloga se debe a van AN-
DEL (3) que consigue aumentar la susceptibilidad en plan-
tas tratadas con Nitrdgeno en forma de sales inorgdnicas

o d¢ ureca.
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Si pasamos a considerar ¢l Nitrdgeno protéico,
nuestros datos no acusan difcrencia eﬁwlas tres plantas
gue cstudiamos, si bien sc¢ inclina ligeramente en favor
de la col, no obstantc los valores son tan préximos gque
no encontramos fundamento para admitir con GRUMMER (42)
que la cantidad de proteina de la planta disminuye con
su resistencis a la enfermedad. En cambio hay mas razén
para suponer, de acuecrdo con RUBIN y ARTSIKHOVSKAYA (93)
que a medida que aumenta la rclacidn entre Nitrdgeno pro-
téico y no protéico se intensifica ¢l metabolismo asocia-
do con sintesis intensa, que suele caracterizar a plan-

tas resistentes al ataque dec pardsitos.

En cuanto al comportamiento de las plantas al
enfermar, observamos que tanto en haba como en judiz apa-
rece un auménto notable no solo en Nitrégeno inorgdnico
sino también protéico. Un hecho andloge ha sido sefialado
por PEGG y SEQUEIRA (85) en plantas de tabaco infectadas

con Pseudomonas solanacecarum, y tambidén por ROHRINGER y

SAMBORSKY (92) y por HEITEFUSS y col. (50) quienes demos-—
traron por técnicas inmunoquimicas la presencia de tres

nuevas proteinas en col infectada por Pusarium oxysporum
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f. conglutinans. Junto a estos autores hecmos de suponer

que el aumento scfizlado es consecucncia de la sintesis
inducida, en los tejidos enfermos, de nuevas proteinas

de caracter enzimdtico.

Las proteinas del vegetzl estdn formadas por
los mismos aminodcidos quec sc han identificado cn el res-
to de los sercs vivos, que ademas pueden encontrarse li-
bres dentro dc la propia célula, y en cste estado pueden
también intervenir facilitando o impidiendo el estable-

cimiento de la enfermedad.

Bajo estz idea hemos rcalizado el andlisis de
los aminodcidos libres en col, judia y hsba, y como pri-
mera consccuencia deducimos que el mimero de aminodcidos
que contiene cada una de las plantas no es dato signifi-
cativo ya que cn judia existen aproximadamente la mitad
que cn hgba y ambas plantas son susceptibles a difercn-
cia de la col que contienc un nuimero de aminodecidos in-~

termedio al de aquellas.

Nosotros vemos a realizar una revisidn de los

aminodcidos que hemos hallado en las distintas plantas
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que cstudiamos, para relacicnarlos con su caracter resis-

tente o susceptiblc a la bacteria Erwinia carotovora.

Como dato interesante podcmos sefialar el conte-
nido de treoninz y prolina en tejido de col, aminodcidos
que no aparccen cn las otras plantas. Si su presencia es
0 no significativa en la col, no puede decidirse con ca-
racter individual dadas las numerosas intcerrclaciones gque
existen. No cbstante, podemos suponer la posibilidzd de
su participacidn en la manifostacidn de resistencia de
Brassica oleracca, si recordamos los estudios de FELDMAN
y HANKS (28) asi como los dc SING y SMALLEY (100) quec se-
flalan la gran cantidad de prolina existcnte en la savia
de olmos resistentes y los de ELGERSMA (27) que tambidn
se expresa en c¢ste sentido. Por tanto no creemos aventu-~
rado admitir que la prolina figure como uno de los amino-

dcidos que coadyuvan a la defensa del vegetal.

Antcs de seguir adclante hemos de recordar la
importancia que puede tener no ya la presencia de un ami-
nodcido, sino tambidn su ausencia o incluso el distinto

porcentaje en gue se encuentre. Tembidn es sabido quc el
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aumento, en el contenido de ciertos aminodcidos va acom-—
pafizdo con frecuencia por la disminucidn de otros y este
nuevo equilibrio entre ellos puede llegar a decidir la

evolucién del microorganismo fitopatdgeno y por tanto la

invasidén del huesped.

Los resultados de nuestras experiencias nos lle-
van a sefialar un grupo de aminodcidos, que por encontrar-
se tanto en plantas sensibles como resistentes, en sanas
como enfermas, pueden ejercer su accidn mediante estimu-
lo o bloqueo de otros factores de accién mas decisiva en
el proceso de infeccién vegetal. E1 grupo a que nos refe-
rimos lo forman asparragina, dcido glutdmico, alanina, va-
lina y leucina. Por referencias conocidas nos atrevemos
a afirmar que los dos primeros ejercen en haba y judia

una accién positiva para su ataque por E. carotovora; la

asparragina es uno de los componentes mas frecuentes que
figuran en medios de cultivo para esta bacteria (104) y
el dcido glutdmico también es conocido por su accidn es-

timulante en el desarrollo de E. carotovora y en su sin-

tesis de enzimas pectoliticos (117), por tanto no es ex-
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trafio que puedan sefialarse, en los casos que indicamos,
ejerciendo una accidn favorable, que por el contrario no

podemos justificar para la col.

Hemos de hacer noter que el paso de tejido sa-

no a enfermo, por inoculacidn con E. carotovora, puede su-

poner un asumento o disminucidn cualitativo de aminodcidos.
Ambas circunstancias las hemos observado respectivamente
en plantas de judia y haba. La primera de ellas al enfer-
mar nos presenta nuevos aminodcidos, que no hemos podido
ver cuando estd sana. Estos aminodcidos son: histidina,
arginina, glicina y tirosina. Hemos de recordar que si
bien la histidina no tiene aisladamente una accidén posi-

tiva sobre el metabolismo de E. carotovora, en cambio es

capaz de estimular tanto su desarrollo como su sintesis
PG, cuando actia simultdneamente a otros aminodcidos. Por
ello no es extrafio que aparezca en el tejido de judia en-

ferma.

También la presencia de arginina puede justifi-
carse recordando los estudios de FELDMAN y HANKS (28,29)
en raices y hojas de Pampelmusa de la India, por haber
igualmente demostrado el incremento en ellas de arginina

a medida que eran invadidas por Radopholus similis.
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En cuanto a la tirosina se ha relacionado con
procesos infectivos basdndose en muy diversos criterios,
pues mientras algunos autores como PEGG y SEQUEIRA (85)
hacen participar a tirosina y fenil-alanina en la forma-
c¢idén de melaninas, otros, entre los que figura RUDOLPH
(94), afirman que este amincdcido aparece en hojas de
trigo que han sido infectadas con roya. En esta diversi-
dad de criterio indudablemente las plantas de judia que
nosotros estudiamos, participan de la respuesta seflala-

da por RUDOLFH.

Los cambios metabdlicos que aparecen en las
plantas dafiadas transcurren de modo muy distinto, no ya
para cada tipo de enfermedad sino incluso para las dis~
tintas plantas que son atacadas por un mismo microorge-
nismo fitopatdgeno. Asi lo hemos podido asegurar al con-
templar las respuestas de las plantas estudiadas cuando

se han inoculado con E. carotovora. Acabamos de seiialar

cl aumento en el numero de aminodcidos gque aparece en la
planta de judia enferma con respecto a la sana, y hemos
de sefialar también la disminucidén de estos componentes

cuando la planta gue enferma es el haba. Une de los ami-
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nodcidos que desszparecen en el haba atacada por E. caro-
tovora ¢s arginina, en oposicidn a lo observado con ju-
dia, si bien ha sido confirmado con anterioridad por los
estudios de Mc. COMBS y WINSTEAD (17) rcalizados en pepi-

no gque infectan con Pythium aphanidermatum.

La disminucidn o desaparicidn de determinados
aminodcidos estd justificada no solamente por la activi-
dad enzimdtica de la planta, promovida por la infeeccidn,
sino tambidn por la utilizacidn directa de la propia bac-
teria que origina la enfermedad. Como caso interesante
descamos deStacar la aparicidn y aumento respectivamente
de 4cido aspdrtico y asparragina en haba, que no creemos
se deba exclusivamente al aporte del pardsito sinoc que ha
de ser considerado entre las respuestas del vegetal, de
manera semcjante a lo apuntado por PATEL y WALEER (84) en

sus cstudios con Pseudomonas phaseolicola.

Ante estas breves consideraciones hemos de re-
conocer la importancia de las intecrrelaciones de todos
los factores que intervienen en la fisiologia del vege-

tal, por llegar a ser en algunos casos responsables de
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la evolucidén de la enfermedad. Por ello vamos a discutir
a continuacidn la influencia de sustancias reductoras en

la defensa vegetal.

De todos los componentes de la planta son los
carbohidratos los utilizados con mas avidez por los mi-
croorganismos fitopatdgenos por lo que desde el primer
momentoc sc les relaciond con ¢l desarrollo del proceso
de infeccidn vegetal. La varicdad de material que sc so-
metid a este tipo de estudios, asi como la diversidad de
agentes fitopatolégicos considerados no podian por menos
gue conducir a conclusiones bien distintas, y asi mien-
tras autores como ATTI (5) y NELSON (82) rclacionaron el
alto contenido en azidcares del tcjido vegetal como un he-
cho favorable a la infececidn, otros, entre los que se en-—
cuentran WEINHOLD y BOWMAN (132), admiten que el aumento
en azdcares supone una protecccidn notable por parte de la
planta. Los resultados que nosotros hemos obtenido nos
permitirf{an apoyar indistintamente cualquiera de estas
conclusiones ya que pese a la diferente cantidad de sus-
tancias reductoras que aparecen en plantas de haba y Jju-

dfa, ambas han sido facilmente dominadas por E. caroto-
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vorsg, en tanto que la col con un contenido intermedio en-
tre las plantas citadas ofrece una clars resistencia fren-
te a la misma bacteria. Han sido HORSFALL y DIMOND (52)
quienes haciendo un estudio exhaustivo sobre este tena
han llegado a diferenciar dos tipos de enfermedades vege-
tales, segin cursen en presencia de un bajo nivel de azu-
cares 0 por el contrario requieran una elevada concentra-
cidn de estas sustancias. Teniendo en cuenta este crite-
rio, podriamos justificar la diversa respuesta que hemos
obtenido en las plantas estudiadas, si bien, y al igual
que aquellos autores, hemos de admitir que este efecto
puede 0 no ser especifico. Mas adelante exponemos uno de
los posibles mecanismos de accidn de las sustancias re-

ductoras sobre la patogeneidad de E. carotovora.

El parasitismo indudablemente supone una intcr-
relacién nutritiva, puesto que el patégeno ha de alimen-
tarse de los tejidos del huesped, y siendo las sustan-
cias que estamos considerande de las que mas afectan al
desarrollo del pardsito, es 1ldgico que vayan desapare-
ciendo a medida que avanzan las lesiones tipicas de la

enfermedad. Pero esta misma interrelacidn ha de justifi-
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car la diferencia que observamos entre el consumo de sus-
tancias reductoras en la planta de haba enferma y en la
de judia, ya que en el primer caso se¢ acusa un descenso
de 69 %, que en la judia solo alcanza el 4'5 %. Ante es-
tos datos hemos do pensar que le clasificacidén de HORS-
FALL y DIMOND (52) no supone solamente una diferencia en
el contenido de sustancias reductoras de la planta, sino
que refleja también un distinto comportamiento de E. ca-
rotovora que puede manifestar su accidn fitopatdgena por
mecanismos diferentes, en los gque participan conjuntamen-

te muy diversos componentes vegetales.

Los datos que hemos obtenido en nuestras cxpe-
riencias nos permiten sefialar que en la planta de haba
la bacteria progresa principalmente a expensas de sustan-
cias reductoras si bien también consume los compuestos
pécticos que la planta contiene en proporcidén muy infe-

rior a la judia. Por el contrario cuando E. carotovora

ataca la planta de jud{a apenas utiliza los compuestos
de naturaleza reductora, pero en cambio metaboliza rapi-—
damente todas las sustancias pécticds. Para justificar

esta distinta preferencia de una misma bacteria, hemos
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querido estudier de forma cualitativa los azdcares libres
que existen en los tejidos no solo de plantas de haba y
judia sino también de col, planta ésta Wltima que aungue
se asemcja a la judia en su composicidn quimica muestra

por el contrario una marcada resistencia a E. carotovora.

Los datos que hemos obtenido por cromatografia sefialan la
presencia de los mismos azidcares en col y judia, que se
diferencian de la planta de haba en que esta Ultima care-
ce de lactosa y contiene en cambio xilosa. Es posible gque
la xilosa osté asociada a la pectina lo quec estableoceria
una nueva caracteristica para difcrenciar al haba de los
demas vegetalcs que estudiamos. En cuanto a los otros azu-
cares es la sacarosa principalmente la relacionada con la
susceptibilidad & la enfcrmedad vegctal, como lo indican

RUSSELL (96) y SUBBARAYNDN y WILCOXSON (112) entre otros.

Nosotros realizamos un estudio in vitro de la
influencia que ejercian distintos azdcares en la produc~

cidén celular y cnzimdtica de E. carotovora y pudimos com-

probar que glucosa y levulosa muestran una accidn estimu-
lante a dosis bajas y al aumentar de concentracidn, la
accidn pasa a ser inhibidora de la sintesis de enzimas

(118). Puesto que por otra parte (119) sabemos que la
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pérdida de actividad enzimdtica en E. carotovora, va acom-

pafiada de desaparicién de patogenecidad, hemos de admitir
gue la presencia de azdcares en el medio en gue la bacte-
ria se encuentra puede ser causa de una represidén catabo-
lica que justifique la manifestacidn de resistencia. Este
idea tendria su precedentec en los trabajos de GAUMANI y

BOHNI (39) y de KEEN y HORTON (61).

Por otra partie hemos de notar que a medida gue
avanza la enfermedad en plantas de haba y judia, van de-
sapareciecndo los azlcares libres hasta llegar a no ser
detectados en el tejido enfermo, lo que ha dec atribuirse

a su facil asimilacidn por E. carotovora que acaba por

metabolizarlos totalmente. Este hecho no es nada extrafio,
dadas las exigencias nutritivas de los microorganismos,
¥y ha sido también notado por Mc. COMBS y WINSTEAD (17) en

el pepino infectado por Pythium aphanidermatum y por

STRECH y CAPPELLINI (111) en sus experiencias con Glo-
merella cingulata.

Si las plantas de judfa y col nos han sorpren~
dido con una cantidad de sustancias pécticas bastante se~

me jante, a diferencia de lo que ocurrc en el haba, hemos



~163 ~

de considerar la posibilidad de que exista alguna dife-
rencia en su naturaleza que puede ayudar a justificar su

distinto comportamiento con E. carotovorz. En primer lu-

gar, la estructura compacta del tejido de col puede ser

un obstdculo para el facil avance de E. carotovora, pero

ademds no seria extrafio que el material péctico de sus
paredes celularcs esté enmascarado por otros polimeros
del tipo de la lignina, causantes de una alteracidn su~-
ficiente para que los enzimas bacterianos al no encontrar
su sustrato especifico no puedan facilitar la difusién de
la bacteria, que quedaria entonces localizada en el pun-
to de penetracidén siendo incapaz de originar lesidn algu-
na. Este mecanismo de resistencia es uno de los que sefia-

lan TURNER y BATEMAN (123).

Ademds de las diferencias sefialadas hasta aho~
ra, en las tres plantas que consideramos, hemos de resal-
tar por su trascendencia un nuevo aspecto que puede reve-
lar datos de extraordinario interés para comprender el
proceso fitopatoldgico. Nos estamos refiriendo al metabo-
lismo de sustancias de naturaleza fendlica. Los andlisis

que hemos practicado ponen de manifiesto la presencia de
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fenoles en el tejido de haba, sin que hayamos podido com~
probar su existencia en las otras plantas. El1 papel de
estcs compuestos en Srganos vegetales se ha asociado con
su resistencia a determinadas enfermedades, como indican
SCHAAL y col. (98), KIRKHAM (63), PRIDHAM (87), BATEMAN
y MILLAR (10), etc.

Sabemos (116) que los derivados del fenol impi-

den in vitro el desarrollo de E. carotovora, asi como la

sintesis de sus enzimas pectoliticos, pero esta accidn
depende no solo de la concentracidén del compuesto sino
también de su estructura quimica, por lo que no siempre
puede atribuirse la defensa del vegetal a los derivados

del fenol.

Hemos visto que el haba muestra el valor mas
alto de los determinados como sustancias reductoras, y
gue en sus tejidos existen entre otros aminodcidos libres
fenil-alanina ¥y tirosina, por lo tanto no es de extrafiar
que estos aminoacidos aromdticos, sintetizados a partir
de carbohidratos, sirvan como precursores en la sintesis

de fenoles. Ahora bien ¢;cdal es el papel de estos fenoles
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en la enfermedad del haba? muy simple, van a actuar de
sustrato de fenolasas, (activadas por determinados meta-
bolitos), para comunicar un ennegrecimiento a las zonas

lesionadas por E. carotovora indicando asf{ c¢démo va pro-

gresando la infeccién.

En el caso de col y judia no hemos visto deri-
vados fendlicos, si bien el mayor contenido de carbohi-
dratos en col podria también conducir a compuestos de es-
te tipo mas o menos enmascarados y con una funcidén muy
especifica, como es la sintesis de ligninas, que al ac-
tuar de barrera protectora defienden a la col del ataque

de la bacteria.

Las fenolasas son enzimas que existen en el ha-
ba y que aumentan a medida que avanza su enfermedad, se-
gin hemos determinado, pero que son incapaces de actuar
en la planta sana a pesar de que en ella existe el sus-
trato adecuado. Esto es facil de comprender si se consi-
dera que por una parte este sustrato suele localizarse
segun PRISTUPA y col. (88) en las vacuolas de la célula,
no en el protoplasma ni micleo y solamente puede ponerse

en contacto con el enzima correspondiente cuando, como
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consecuencia de la enfermedad, se alteran las estructu-

ras vegetales y .queda destruida la permeabilidad de men-
brana. Pero ademds se da la circunstancia de que las fe-
nolasas, euya localizacidn no se ha determinado con pre-
cisidn, han de ser activadas por una serie de metaboli-
tos que aparecen como consecuencia de la accidén de en-

zimas pectoliticos, lo que hace que el mecanismo por el

cual avanza E. carotovora adopte pasos diferentes segun

la composicidn del tejido vegetal, tal como vemos ocu-

rrc en plantas de haba o de judia.

Los profundos cambios quimicos que lleve con-
sigo la destruccidn del tejido vegetal van acompafiados
de un aumento en los valores de pH, que en el caso de

plantas de heba vemos se aproxima a las dos unidades.

La influencia del pH en el material atacado
por microorganismos fitopatdgenos ha sido sefialeda por
MURANT y WOOD (80) en sus experiencias con patata y mas
tarde con manzana, y confirmada por otros muchos auto-
res. La intervencidn de este factor en el procesc in-

fectivo afecta no solamente a2l desarrollo del agente
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microbiano sino también a la sintesis de sus enzimas
que deciden el curso de la infeccidn. Ahora bien, si
tenemos en cuenta que el pH de un tejido no indica tan
solo un estado de acidez o alcalinidad, sino que dicho
estado se alcanza por contribucidn de muy variados com—
puestos, hemos de admitir que en la interaccidén hues-
ped:pardsito un mismo valor de pH puede o no coadyuvar
al establecimiento de la infeccidn, dependicndo de la
naturaleza de aguellas sustancias quimicas que deciden

los valores de pH que el tejido vegetal presente.

ueremos de esta forma justificar la resis-
tencia de plantas de col quc con un pH 6'0 no permite

el desarrollo de E. carotovora, que por el contrario

crece libremente a expensas de haba y judia que contie-
nen un pH menos favorablc para la evolucidn normal de
la bacteria. Por tanto para juzgar la intervencidn del
PrH en el curso de enfermedades vegectales no basta cono-
cer su valor sino que c¢s prcciso estudiar las sustancias
a las gue se debe. En este aspecto debemos recordar los
trabajos de HASSEBRAUK y KAUL (4S9) en relacién con los
dcidos milico, citrico, oxdlico v ascdrbico del trigo

y su infeccién con Puccinis triticina.
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Cuando la planta llega 2 enfermar, nuestras
experiencias sefialan un aumento de pH, que ademds de fa-
cilitar la multiplicacidén celular, facilita notablemen-
te la sintesis de los enzimas que permiten a E. caroto-
vora propagar su infeccidn, ya que»los valores de pH,
que la planta enferma presenta, son los mas adecuados ja-

ra la produccién de PG (115), PTE (99) y PATE (83).

También el grado de hidratacidn de los teji~
dos puede repercutir en la fisiologia de la infeceidn,
puesto que hemos observado su alteracidn en las plantas
que estudiamos. Los resultados en col son los mas ele-
vados, pero a pesar de ello no intervienen en el proce-
so infectivo ya que la infeccidn es eliminada por otros
factores existentes. En cambio en los casos de judia y
haba, la humedad puede favorecer la enfermedad y de he-
cho 1o hace a través de distintos caminos. Uno de ellos
consiste en ocupar 1o0s espacios intercelulares determi-
nando la exclusidn del oxigeno con lo que impide segun
LAPWOOD (67) la activacidén de los inhibidores de enzi-
mas pectoliticos. La otra forma de favorecer la infec-

cidn es facil de deducir en el caso de que el patdgeno
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sea E. carotovora, ya gue por tratarse de una bacteris

flagelada, podrd moverse con mayor rapidez gracias a la
pelicula acuosa que aparece en los espacios intercelu-~
lares, con lo que el avance de la infeccidén serd mas

facil.

La pérdida de aguas que experimentan los teji-
dos enfermos es comprensible por la desaparicidn de es-
tructuras celulares, por 1o que en este aspecto los da-
tos que aportamos son un fiel reflejo de la destruccién

que E. carotovora causa en el material que estudiamos.

Pasando a considerar los enzimas pectoliticos
hemos de recordar que su distribucidn es amplisima den-
tro del reino vegetal y que juegan un importante papel
en los procesos de maduracidn, alteracidn y degenera-
cién de las plantas. De todos ellos es pectinesterasa
(PE) el que con mas frecuencia se ha puesto de manifies-
to en los drganos vegetales, as{ lo sefialan UNBEHAUN y
MOORE (124) en sus estudios con tabaco, que triplica la

sintesis de este enzima al ser infectado con Thielaviop~-

sis basicola y BATEMAN (8) que determina el doble Qe

actividad PE en hipocotilo de judia enfermo por Rhizoc~
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tonia solani respecto al sano. La sintesis de este en-—
zima podemos relacionarla, de acuerdo con nuestras ex-—
periencias, con la resistencia a la enfermedad produeci-

da por E. carotovora, puesto gue vemos gue la planta de

col, presenta valores muy bajos, casi inapreciables, en
tanto que en judia y sobre todo en haba la actividad PE
es muy alta, como alta es también su susceptibilidad.
Cuando estas plantas enferman el incremento que se pro-
duce en el enzima es muy notable por alcanzar valores
seis vecés superiores en la judia y algo mas bajos pa-

ra el haba.

Un dato interesante respecto a PE lo consti-
tuye el hecho de que no tenga actividad a pH alcalino,
incluso en presencia de ClNa, y que tan solo sea acti-
vo en zona dcida, es decir, a valores de pH que corres-
ponden al determinado en los tejidos de las plantas ata-
cadas. Esta observacidn nos lleva a admitir que el enzi-
ma PE es uno de los gque inician el proceso infectivo en

la planta que E. carotovora ataca y prepara asi el sus-

trato que requieren otros enzimas de la patogénesis ve~

getal como son PG y PATE. De acuerdo con BATEMAN (8)
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podemos aceptar gque pectinesterasa es uno de los compo-
nentes naturales de muchas plantas superiores y su in-
tervencidn en la enfermedad vegetal podria interpretar-
se admitiendo con JANSEN y col. (56) que su retencidn
en la pared celular se debe a fuerzas de tipo idnico.
Sabemos por las experiencias de THATCHER (120) que una
respuesta temprans a la infeccidén es la destruccidn de
la permeabilidad en la membrana celular y FRIEDMAN y
JAFFE (31) demuestran un aumento en conductibilidad
eléctrica en tejidos vegetales enfermos, por lo que fe-
cilmente se deduce gque el incremento idnico observado
puede decidir la liberacién de PE, que de esta manera
queda independiente de la membrana celular y puede al-
canzar el material péctico que constituye su sustrato
especifico. HANCOCK (47) en sus estudios con Scleroti-

nia sclerotiorum recoge asi mismo esta sucesidén de he--

chos, para justificar el aumento y actividad de PE en

los tejidos enfermos.

Aparte del material que la planta proporcio-
na para que actue PG, no hay duda gque la actividad del

enzima PE facilita, con bastante constancia, la dispo-
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nibilidad del sustrato especifico para poligalacturona-
sa. Si el origen de este enzima es bacterianc o de la
planta no podemos decidirlo en este estudio por carecer
de datos precisos. Lo cierto es que en las plantas sanas
de col, haba y judfia no aparece este enzima, cosa nada
extrafia puesto que también HANCOCK y MILLAR (46) sefia-
lan su ausencia en alfalfa, e incluso admiten que tam-
poco existe cuando esta planta es atacada por distintos
hongos. Nosotros si hemos podido observar PG en la plan-
ta que enferma y hemos llegado a sospechar gue su pre-~
sencia en los tejidos enfermos de haba y judfa puede no
ser debida tan solo a la bacteria sino que también inter-
venga la respuesta a la infeccidén del propio huesped.
BATEMAN (8) también spunta la posibilidad de gue inter-
venga el huesped en la produccidn de PG por judfa in-

fectada con Rhizoctonia solani a pesar de gque segin es-—

tablecid KERTERZ (62) el enzima PG no figura como cons-—

tituyente normal de plantas superiores.

Cualquiera que sea su origen lo cierto es que
poligalacturonasa aparece en los tejidos enfermos (47,15)

y actia sobre dcidos pécticos en conjuncidn con otro en-
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zima, el PATE. Ia accién de ambos se complementa entre
s{, puesto que aunque los dos enzimas actdan a pH alca~-
iino, el PATE es estimulado por iones catt (108) a dife-
Tencia de 1lo que sabemos ocurre cuando se trata de PG, ya
que BATEX AN y LUMSDEN (9) entre otros autores, han demos-
trado que los iones ca* al reaccionar con las cadenas

de dcidos pécticos dan lugar a estructuras que son ina-
tacables por el enzima poligalacturonasa. Por su parte
DEAN y WOOD (20) sostienen la intervencidn del enzima

PATE en el llamado complejo ‘macerante?.

Nosotros hemos podido observar la presencia

de PATE en plantas sanas, a diferencia de lo que sefla-
lan HANCOCK y MILLAR (46) en alfalfa atacada por distin-
tos tipos de hongos, si bicn es cierto gque nuestros re-
sultados han sido positivos solo en las veloraciones
efectuadas en la gona U.V., ya que cuando la lectura se
hace a 548 mu, ninguna de las tres plantas ensayadas po-
see este enzima. Esto parece indicar que el PATE que E.
carotovora sintetiza es difercnte al sefialado por PAPA-
VIZAS y AYERS (83) en guisantes infectados por distintas
especies de Fusarium, pucsto que en dicho caso el método

mas sensible de valoracidn es el que emplea ATB.
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HANCOCK (47) indica que tanto los tallos de
tomate como de girasol no contienen poligalacturonato
transeliminasa ni pectintranseliminasa, no obstante en
nuestros ensayos hemos podido detectar PTE en las plan-
tas de col, asi como en los tejidos enfermos dc haba y
judia. Es posible que su origen sea bacteriano, si bien
su presencia en una planta resistente como es la col po-
ne de evidencia un posible origen de caracter vegetal
que puede ser necesario para el metabolismo normal de la
planta. De 1o gue no parece haber duda es que durante el
proceso de patogénesis el enzima PTE contribuye a degraf
dar las cadenas de pectina por mecanismo y en condicio-
nes distintas a como procede PE, ya que los enzimas trans-
eliminativos actilan 2 pH alcalino. Hay algunos sutores,
entre los que figuran EDSTROM y PHAFF (26) para los que
PE compite con PTE por deesterificar la pectina y conver-
tirla en sustrato no adecuado para pectintranseliminasa.
Este caso, comoc otros posibles de intceraccidn de enzimas
estimamos es dificil de aclarar en tanto no pueda traha-

jarse con material de adecuado grado de pureza.



V. CONCLUSIONES
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De todo el estudio que acabamos de exponer
pueden deducirse como principales conclusiones las si-

guientes:

1. La bacteria que hemos considerado, Erwinia
carotovora, es uno de los pocos microorganismos capaces
de evolucionar normalmente en un medio donde dispone de

pectina como unica fuente de carbono.

2. Los enzimas de accién pectolitica que se han
estudiado son de caracter inducible y la ausencia de ma-

terial péctico, en el medio donde E. carotovora se en-

cuentra, decide su incapacidad para sintetizarlos.

3. El caracter fitopatégeno de E. carotovora

estd en relacidén con los enzimas pectoliticos que produ-
ce, PG, PE, PATE y PTE. Los factores que inhiben su sin—

tesis o actividad hacen a la bacteria no patdgena.

4. Tos enzimas PG, PATE y PTE se sintetizan du-
rante la fase logaritmica de crecimiento, en tanto que

PE alcanza su méximo en la fase estacionaria de la bae-
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contribuir a la manifestacidén de la enfermedad en el

huesped atacado o bien a su resistencia.

5. PE precisa para actiar de Na®, y PATE y PIE
requieren la presencia de Ca++, que por el contrario in-

hibe, a ciertas concentraciones, la accidn de PG.

6. La composicidén quimica del tejido vegetal
puede llegar a desempefiar un importante papel en la de-

fensa frente al ataque de E. carotovora. Asi la relacién

entre el contenido en Nitrdgeno protéico y Nitrdgeno inor-
génico es mas alta en las plantas resistentes, mostrando

cifras inferiores a la mitad cuando la planta es sensible.

7. E}HQEélisis de aminodcidos libres en plan-

tas de col, judia y haba ievela, como datq»relacionéab

con la resistencia de la col, la presencia de treonina

y prolina, que no aparecen en las plantasvsensibles.

8. El paso de tejido vegetal sano a enfermo
implica una serie de modificaciones metabdlicas que con-
ducen a cambios cuantitativos y cualitativos de sus ami-
nodcidos libres, que no se deben exclusivamente al con-

sumo o aporte por parte del patdgeno sino a la respues-—

ta de la planta ante el ataque de la bacteria.
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9. Cuando la planta de haba es atacada por

E. carotovora, se observa la desaparicidn de arginina,

gerina y deido eminobutirico y por el contrario se de—
tecta 4cido aspdrtico. En cambio al enfermar la planta
de judia el mimero de sus aminodcidos libres sumenta por
aparecer cuatro nuevos que son: higtidina, arginina, gli-

cina y tirosina.

10. La bacteria E. carotovora se propaga fa-

cilmente a través de plantas que contienen cantidades
distintas de sustancias reductoras como son haba y ju-
dia (con 5'52 y 1'2 mg/g.), en tanto que no puede inva-
dir otras como la col con un contenido intermedio entre

el presentado por aguellas.

11. E1 avance de la infeccidn en haba transcu-
rre principalmente a expensas de sustancias reductoras

¥y en el caso de plantas de judia, E. carotovora apenas

" utiliza los compuestos de esa naturaleza, pero en cam—

bio metaboliza rapidamente todas las sustancias pécticas.

12. La composicidn cualitativa de azicares en

las plantas estudiadas no justifica su reépuésta al set

atacedas por E. carotovora ya que hemos visto que en col

y judfa existe el mismo tipo de estaos compuestos.



—180—

13. Se sugiere la posibilidad de una reprecsién

Iy ’ . - r ' -
enzimatica producida por azucares, que pueden ser dis-
tintos, pero que han de encontrarse en una determinada

concentracidn.

14. De las tres plantas que consideramos tan
solo el haba contiene derivados fendlicos, que intervie-
nen en el avance de la enfermedad y comunican el ennegre-

cimiento gque se observa al ser transformados por fenolasas.

15. Entre los enzimas vegetales es PE el que
consideramos relacionado con la susceptibilidad a la en-
fermedad por haber comprobado su presencia predominanté;
mente en plantas susceptibles. Por los fadtores que fa-
vorecen su actividad, ‘podemos decir que PE es uno de los

agentes con que se inicia la degeneracidn de la planta.

-

16. PG¢§o}o se menifiesta en los tejidos vege-
tales enfermos, pudiendo atribuirse su sintesis no solo

a la respuesta del huesped sino a la propia bacteria.

17. La existencia de PATE en las tres plantas
sanas que se estudian, ha sido posible solamente cuando

se sigue el método de determinacidén a 230 mu.
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18. El enzima PTE sc ha detectado no solo en
los tejidos enfermos, sino también en el de planta sa-
na resistente lo que parece evidenciar su posible ori-

gen vegetal.

19. Como conclusidn final se establece el ca-

racter fitopatdgeno de E. carotovora, asi como la impor-

tancia que la composicidn del tejido vegetal tiene en
&€l establecimiento de la enfermedad, habiéndose marca-
do diferentes pasos quc pueden justificar cdmo procede
la bacteria en cada una de las plantas que ataca, de

acuerdo a las interrelaciones que se presentan.
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We have tried in this study to know the circums-
tances under which a bacteria appears as phytopathogenic,
and the factors that enable & plant to resist or succumb

to a particular infection.

Among the diverse vegetable diseases produced
by bacteria we decided to consider those that progress
with the softening of the parenchymal cells, this being
a symptom which can be rapid and easily detected.

As the pathogenic bacteria in this type of di-

sease we chose Erwinia carotovora, which was among that

we have studied, the one which demonstrated the greatest
degree of infectiousness and the fewest nutritional requi-

rements.

The plants which were used in this study were
carefully selected to ensure that they would exhibit a
distinet response in our attempt to produce in them the

disease caused by E. carotovora. It is note wo
T
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there is no narrow botanical similarity among the hosts

of the bacteria. thus our choices were:

&) Brassica oleracea, which demonstrated total

resistance to E. carotovora in spite of the fact that the

experiment employed all modes of penetration of the bacte-
ria including the most violent. The plant is not only not
susceptible to the disease but responds to the lesion pro-
duced by rapidly forming a scar. There is no degeneration
in the plant.

b) Phaseolus vulgaris, which when inoculated with

E. carotovora, shows & loss of consistency in the attacked

area where the plant bends and then begins to dry and dies.

¢) Vicia faba, which exhibits a marked sensibili-

ty to E. carotovora. A rapid degeneration begins with the

generalization of the inicial lesions; the process overco-
mes the plant and killing it in 18-20 hours. The phenolic

content of this plant is in accordance with the blackening
of the affected zones. This is a good indicator of the pro-

gress of the infection.
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We developed our plan of study considering two
aspects, first the factors that might aid or hinder the

pathological cheracter of E. carotovora, and secondly the

principal characteristics of the plants which we indicated
as possible hosts. Finally we correlated these two aspects
in order to explain the results obtained from the union

host-parasite in each of the cases studied.

The tests which we employed on the pathogen were
to determine its nutritive requirements in conexion with
celluler enzymatic production. In order for the bacteria
to develop on a plant it must not only multiply but synthe-
size & series of enzymes as well which will enable it to
pass through the vegetable tissue. The enzymes about which
we are concerned are those which have the property of de-
greding the cellular wall, Among these the most important

are those which act on pectic substances.

The pectolytic enzymes studied in E. carotovora

were polygalacturonase (PG), pectinesterase (PE), polyga-
lacturonic acid trns-eliminase (PATE) and pectip-trans-

eliminase (PTE).
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We have seen that E. carotovora can grow perfec-
tly in a medium with pectin as the sole source of carbon
and that its enzymes are induced in the presence of pectil.
In addition we determined the pH at which these enzymes act,
the factors that influence their activity and the require-

ments of Na* for PE enzyme and Ca‘’ for PATE and PTE.

Before the three plants mentioned earlier had
attained the flowering stage, they were exposed to the ac-

tion of E. carotovora and were observed until they were des-

troyed by the bacterial infection. In both the healthy (be-
fore inoculation) and diseased plants, determinations were
made of a series of chemical substances, physical-chemical
characteristics and enzyme content. In the last item, the

same enzymes were studied as in E. carotovora. To these we

added the study of phenolases because of their role in the

symptomatology present in the Vicia faba plant.

A significant difference between the susceptible
and resistant plants was the inorganic nitrogen content
which was higher in the susceptible plants. At the same ti-

me, the higher the proportion of proteic nitrogen to non-
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proteic nitrogen, the greater the resistance of the plant,
this proportion is lowest in the broad bean which is the
most susceptible plant, and double this proportion in the

cabbage which is completely resistant.

An analysis of the free amino acids in the three
plants showed no important difference among them from the
quantitative. point of view. However qualitatively, the re-
sults support the "Theory of Nutrition" of GARBER and LE-
WIS. An interesting point was the presence of threonine
and proline only in the resistant plant. The characteris-
tics of the host determined the course of the metabolic al-
teration suffered by each plant during its infection. For
example, in the infected bean, the number of amino acids

increased while in the broad bean they decreased.

The pectic substances in the vegetable are also
destroyed easily as the disease continues. The same also
occurs with all substances of a reducing charecter. However
in this case the disappearance is more marked in the broad
bean where the disappearance reaches 69 % versus the bean

where only 4'5 % disappears.
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Resistance and the evolution of the disease are
influenced by the concentration of free sugars rather than
their type. We can thus refer to high and low sugar disea-
ses and claeseify them in this way as some authors have do-
ne. The action of sugars in increasing resistance can be
explained as & catabolic repression of the synthesis of in-

duced enzymes.

The pectolytic enzymes which take part in meta-
bolic functions cen be an element in determining whether
a plant is a host to a pathogen. As we have seen, pectin-
esterase is the most typical of these enzymes which make

plants susceptible to E. carotovora. The enzyme acts at

a pH which corresponds to that of vegetable tissue, and it
increases as the disease progresses. This increase is a con-
sequence of an jionic increase which oc¢curs in the plant and
stimulates the liberation of PE from its place in the mem-
brane. After contact with its specific substrate, the resac-
tion product is attacked by another type of enzymes such

as PG and PATE. Of these, the origen of PG is the most dis-
puted. As it appears in infected tissue and not in hesalthy,

it can be attributed to the pathogen and not the plant.
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Though the factors that the phytopathogen, E. ca-
rotovora, reguires for its development may be present in
a particular plant, this does not mean that it is suscep-
tible to it because of the inter-relation among all the
factors. This inter-relation would explain for example why
the cabbage with a higher content of reducing substances
than the bean, does not permit colonization by E. caroto-
vora. This can be explained by the repressive influence of
sugars or by the transformation of phenolic compounds, which
are more or less masked and have & very specific role, such
as in the synthesis of lignine. So, substances which are
not normally injurious to the bacteria could become so

through reaction with other cellular components.

Inter-relation are also responsible for the di-
fferent forms of evolution of the disease produced by the
some bacteria. We have seen that the broad bean contains
phenolic compounds and also phenolase, and as & consequen-—
ce of the destruction of the cellular membrane, both fde-
tors get in touch and determine the blaeckening of the in-

jured areas.
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As we can see the mechanism by which E. caroto-
vora succeeds is varied depending upon the composition of
the vegetable tissue. When the active plant destroys one
of the necessary components or produces another which is
inhibitory to the pathogen, the infection is prevented by

the chemical defense of the plant.

On the other hand, it is clear from the results,
that the same phytopathogenic microorganism acts in diffe-

rent ways according the type of attacked plant.
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