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I. INTRODUCCION =====--= 



A. ENFERMEDADES VEGETALES 

Toda planta que evoluciona en los mUltiples 

lusares de la tierra es huesped potencial de numerosos 

microorganismos capaces de atentar contra su desarrollo 

nor.mal y ocasionar su total destruccion. Incluso en pai~ 

see como Am'rica donde se dispone de medios abundantes 

de protecci6n vegetal, las p'rdidas economicas que au­

pone la destru.ccion de cosechas por enfermedad llega 

a alcanzar cifras elevad!simas, y si a ello se afiade, 

como consecuencia directa, la disminucion en disponibi­

lidades alimenticias, se comprender' el in teres extraor­

dinario con que los fitopat6logos de todo el mundo inten­

tan conocer el proceso de.infeccion vegetal y la posibi­

lidad de su control. 

Las enfer.medades que padecen los vegetal~s si 

bien fUeron atribuidas a microorganismoe tan solo doe 

aflos despues de la consideracion microbiana de la enfer-
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medad animal, no per ello han_dejado de llamar ~oderosa­

mente la atcncion, por ser una de las causas que decide 

la economia de un pais y en no pocas ocasiones su pol:Lti­

ca comercial con el exterior. 

En un principio fueron los propios c~tivadores 

del campo, quienes vinieron a dar nombre a todas aque­

llas enfermedades que ve:Lan aparecer en sus tierras de 

cultivo, prestando atencion para ello a los sintomas mas 

caracteristicos que rcvelaban la aparicion de la enfer­

medad. Este criteria ha dominado bastante tiampo, y son 

varias las clasificaciones que en el se basan, basta re­

cordar la establecida por WALKER en 1950 ( 129 ) , que dis-­

tingue entre onfermedades que ocasionan manchas en las h0-­

jas, reblandecimiento de los tojidos, marchitez, disminu· 

cion de crecimiento y desarrollo anor.mal con produccion 

de tumores. 

~ Podredumbros 

Con una u otra denominacion aparece en todas 

las clasificaciones la enfermedad.que cursa con perdida 

de consistencia del tejido parenquimatoso vegetal, se-
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guida de ablandsmiento y podredumbre mas o manoa visco­

sa que al generalizarse causa la destruccion completa 

de la plants. Esta enfermedad as especialmente temida 

por extenderse no solo sobre plantaoiones en desarrollo 

sino tambien sobre frutos y productos alimenticios en 

almaoenaje y transport a. J 

En Espana la vemos citada por RUIZ DE GORD04 

en 1959 ( 95 ) , quien la describe y seflala que 11produce 

efeotoe desastroeos" • En 1961 , OOMINGUEZ GARCIA-TEJERO 

( 25 ) la 1ncluy6 en su revision y llama a su agente pro­

ductor Bacillus phytophthorus. 

(-Tambien ee sobradamente conocida en el resto 

de Europa, as! como en Africa, Asia, Australia y Ameri­

ca. En realidad puede decirse que aparece en todos los 

~ug.aree en los cuales las condiciones clm8ticas son fa­

vorab1ee al desSJ:Tollo del parasi to • J 

[-Vamos pues, en el presente estudio, a oonside­

rar este tipo de enfer.medad a los dos niveles fundamen­

tales 7 decisivos que son el agente causante de la mis-
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ma por una parte, y los vegetales qua su:fren su acci6n 

destru.ctora, por otra.] Ademas, teniendo en cuenta que 

la relaci6n huesped-parasito puede ser decidida por muy 

variados factores, creemos tambien oportuno considerar 

algunas circunstancias que concurren en el mamento en 

que el mdcroorganismo antra en contacto con el tejido 

vegetal:] 

~ MICROORGANISMOS CAUSANTES DE PODREDUMBRES VEGETALES 

~Los primeros microorganismos a los que se 

atribuyo la podredumbre en las plantas fueron hongoe, 

cosa nada extrafia ya que hongos fueron los primeros 

agentes microbianos considerados fitopatogenos y fUe ne­

cesario que los experimentos d~ BURRILL en Illinois (14) 

y W.AKXER en Holanda ( 127 ) vinieran a demostrar que 

tambien las bacterias tenian propiedades patogenas so­

bra vegetales.J 

L-La enfer.medad que nos ocupa fue estudiada por 

JONES {58} en los alrededores de 1900 en Vermont, deno­

minando al agente patogeno productor de 1a misma Bacillus 
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carotovorus:;J S1mult-'ne&ZD.ente a estos trabajos, APPEL ( 4 ) , 

en .Alemania obtuvo un cul ti vo puro de una bacteria cau­

sante del. "reblandecimiento de la patata". En Holanda 

van HALL ( 43 ) encontrcS el ~illus atrosepticus y HA­

RRISON ( 48 ) en Ca.na.d.a, el Bacillus solanisaprus como 

agentes productores de esta misma enfer.medad. 

Con el fin de reflejar el confusionismo rei­

nante en la nomenclatura y clasificaci6n del agente bac­

teriano causante de ablandam1entos vegctales, vamos 

a hacer un breve bosquejo hi~torioo de los diferentes 

criterios que han dominado en distintas epooas. 

La inclusion de los generos Erwinia y Phyto­

monas en una tribu Unica ( 33 ) se basaba en numerosos 

oaraoteres comunes, entre los que figuraba su fitopato­

geneidad. No obstante esta idea apenas se sostuvo y ya 

en 1948 el Bergey '.s Mamiual ( 11 ) incluye a las Erwinias 

dentro de la familia En·terobacteriaceas con la que pre­

santa una gran identidad pese a su caracter fitopatoge­

no. JACOBS, GERSTEIN y WALTER (54 ) sigu.en este mismo . 

acuerdo en su Diccionario de Microbiologia. Por el con-
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trario PREVOT ( 86 ) estima que el genero Erwinia debe 

incluirse, no dentro de las Enterobacteriaceae, sino de 

las Pseudomonadaceas, idea que es compartida con BRISOU 

( 13 ) si bien admi te que esta Ultima familia resul ta 

demasiado compleja. 

Esta misma complejidad se manifiesta, tambien, 

dentro del propio genero Erwinia y explica los intentos 

de WALDEE ( 128 ) de separar las especies E. m;ylovora 

y E. carotovora en distintas familiae, proponiendo dar 

a esta Ultima el nombre de Pectobacterium carotovorum. 

En favor de esta sugerencia se muestran ~10N y PERON 

( 44 ) que estudian el poder antagonico de los cul ti vos 

de Erwinia que inhiben por una parte el crecimiento de 

la familia Enterobacteriaceae, y de otra de la familia 

Pseudomonadaceas, lo que lee lleva a sugerir que la es­

pecie E. amylovora debe incluirse en una familia llama­

da Erwinacea y el resto de las especies, que permanece­

rian dentro de las Enterobacteriaceae, se incluirian 

en el genero Pectobacterium. Este criteria sobre la po­

sici6n taxon6mica del genero Erwinia es precisado aun 

mas por los mismos aut ores, mediante estudios sabre su 
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sensibilidad a diversos fagos y concluyen confirmando 

la teoria de KAU:?FMANN ( 60 ) do incluir 31 g-S'ne;ro !!rwi­

nia o entro de la familia ~~E-~ctoria~f!. 

A pcsar C'.3 todas ostas considorac:i.ones, los 

criterios sigu~n on discusi6n, c in~cntan fundnmentarse 

en nuevas caract0ros como es la capacidad de digerir 

pectinae. FROBISHER ( 33 ) , habia atri buido est a caracte­

r:Lstica a Aorobact,Jr aer.£&Q!J:eS y Escherj ~hi a coli, en 

tanto que DAVIS y EwiNG ( 18 ) consideran que el nnico 

genero de la tribu Klebsioleae capaz de licuar poctato 

es el Pectobacterium, lo que vienc a confirmar ZINSSER 

( 136) cuando sefiala que solo las Erwinias puedcn li­

cuar pectato s6dico, m~·-·"'ntras que las ~robact&riacoas 

no lc hacen. 

MARTINEC y KOCUR ( 76 ) deciden que la diferen­

cia entre las ospecios uel g6norv Erwinia justifica agru­

par todas ellas en dos tipos, quo son los correspondien·­

tcs a E. amylovora y E. carotovora. Posteriormentc LOC­

KHART y KOENmG ( 73) recurren a la taxonom:La numerica 

considerando caracteres secundarios, para concluir ~ue 

el grupo formado por E. carotovora, aroidoae, atros~p-
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!!£! y ananas pueden constituir una especie sencilla 

saparada de E. amylovo~a y parteneciente a ~a familia 

Entorobacteriaccas• 

Ultimamanta al estudio de la composioion de 

las bases dol DNA aporta una in:formaci6n importante pa­

ra el esclarecimiento dol problema taxon6mico, sobre 

todo cuando estc estudio va unido a un an~isis de loe 

cultivos bacterianos por otros medios bioqufmicos. 

Varios trabajos realizados sobre este punto 

han damostrado que las bacterias que tienen diferente 

composicion de las bases DNA caen en diferentes grupos 

cuando sus caracteres fenot!picos son clasificados por 

m~todos numericos, ( 7 4 ) • De LEY en 1970 ( 72 ) indica 

que el % GC (% de moles de ~na + citosina rospec­

to a los moles de bases totales dol DNA) es una de las 

pocas constantes an Biolog!a de gran importancia para 

la clasificacion e identificacion de microorganismos. 

Hoy sa conocen 1os valoree del % GC de varios 

goneros de bactcrias Gram nega~ivas con flagelos peri­

trices, y aunque Erwinia amylovora y Erwinia carotovora 
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son tan diferentes como por ejamplo Enterobacter cloa­

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

correspondientes a estas doe especies de Erwinia estan 

en el orden do 50-56 ( 71 ) y solamente los gcneros do 

las Enteropacteriaceas cuyo % GC se conoce, como ~­

richia, Shigella y Klebsiella, son los que se encuentran 

en esta linea, e incluso los datos de % GC no j·ustifican 

que se forme un genero eeparado do Erwinia amylovora 

y Erwinia carotovora. 

Actualmente el criterio reinante, que es el 

seguido por nosotros, considera a la bacteria E. caro­

tovora (del genero Pectobacterium de Waldee) pertene­

ciente a la familia Enterobacteriaceae y perfectamentc 

diferenciada de E. ~ylovora, con un% GC = 52'1 ( 109). 

Sus principales caracter!sticas son las que sefialamos 

a continuaci6n. 

Morfolog:{a: . Es un bacllo de 0 '7 x 2 '0 u aun-
---·- - ---- --

que a veces puede alcanzar 5'0 u de longitud, su tin­

ci6n al Gram es negativa y au movimiento se debe a fla­

gelos poritricos. Suole aparecer aislada o for.mando 

cadenas muy cortas. 
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Su t~cratura 6ptima d3 cultivo es de 252~, 

con una mAxima de 3820 y m1nimc de unos 420. 

Sobre places de agF.r comUn forma colonias re­

dondas, conv~xas, de bordos entoros y color blanco su­

cio. En medios liquidos forma vclo muy ligero y escaso 

sedimonto. 

_ C~cteres bioqu:lmico_s: Los mas important as 

para su identificaci6n son los siguicntes: no produce 

sulfhidrico, reduce los nitrates a nitrit~s, ~icua la 

gelatina, produce coagulacion acida en la leche, no 

produce indol, tampoco amonio a partir de urea[ da ne­

gati va la prueba de Voges-Proskaue~ asimila ci tratos 
f 

como Unica fuc~te de carbone, crece abundantemente en 

medio con albUnina y produce acido y gas cuando cul­

tiva en presencia de los siguiontos azucares: arabinosa, 

sacarosa, xiloaa, glucosa, fructosa, ~alactosa, manosa, 

lactosa, meltosa, trealosa, melibiosa, celobiosa, rafi-

nosa, adonita, manita, sorbita, dulcita, inosita, dex-

trina y salicina. 
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Caracteres anzimaticos: Es una de las primoras 

bacterias relacionadas con las p:;drodun:bres vogetalos 

y en la que so ha ostudiado el equipo cnzimatico rela­

cionado con estc proceso infective~ Los enzimas pecto­

l!ticos que sintotiza son de naturaleza adaptativa y 

pertenecen a los tres grandee grupo~ conocidos: pcc­

tinestorasa, poligalacturonasa y transeliminasa. 

C. PLANTAS SUSCEPTIBLES A PODREDUMBRES BACTERIANAS 

Conviene recordar que solamente dos afios des­

pues de quo KOCH ( 65 ) damostrara la enfer.medad bacto­

riana en los animales, se comprobo el origen tambien 

bacteriano de la enfer.medad vegetal. Pero no obstante 

este reconocimiento, hubo en los primeros afios un cier·· 

to recelo en admitirlo plenamente, manifestandose dos 

criterioe opuestos entre s!, que fueron mantonidos por 

SMITH { 101 ) , quien so~_te~a J?aber visto las bacterias 

en la planta y por FISCHER { 30 ) quien negaba esta rea­

lidad. Esta controversia, hoy dia de interes unicamente 

hist6rico, fue dejando paso a mUltiples confir.maciones 

que colaboraron, a lo largo de los a.f1os, al estableci-
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mien-to de l.a Fi topatolog:!a moderna., ciencia que surgio 

ayudada por cuantas tecnicas nuevas hicieron posible 

la interpretaci6n de no pocos problemas relacionados 

con los microorganismos fitopatogenos. 

Puede admitirse que no existe planta ni pro­

ducto vegetal, que en determinadas condiciones, no lle­

gue a perecer victima de en.fermedad ocasionada por mi­

croorganismos, si bien_hay que hacer notar que desde 

el primer momento pudo observarse la predisposicion, 

mas o menos marcada, de deter.minados vegetales a de­

jarse daminar por grupos concretos de bacterias. 

~1 caso que nos ocupa, ~-~--~-~~ed~de.s 

vegetales que cursan con reblandecimiento de sus teji-

~-C?.s, hemos de sefialar que ~o existe estricto parentesco 

botS.nico entre los poeJil>les huespedes para la bac~~ria 

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

en el cuadro siguient~ la clasificacion botSnica de 

aquellas especies vegetales en las que se ha observa­

do esta enfer.medad. 
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CuOo ~ 1 

Espacio .,..ales en a. que se puede alojar Ia bacteria Erwinia carotovora, y CIUIII' su destrucci6n por 
abllndM1iento de IUS tajidos. 

OR~ FAMILIA SUBFAMILIA TRIBU GENERO 

{ IJcopousicum 

r~-
Solanum 

{~~·~ 
CapsiaJm 

(J~ Tubiftorae Hyosciamus 

(;" Cestr81e Niootiana 

Datureee Datura 

Boragineceae Boreginoideae Anchuseae Symphytum 
(' 

f' 
lridaceae lrideae Iris 

.J 

(~ 

r~~-
Allium 

("() Liliflorae 
Uliaceae AsPif'8UOidaae Asparagus 

~ 
Lilioidaae liJiium 

lacintus 

{ Ammln- Apium 
Umbelliflorae Umbelliferae 

Daucineae Daucum 

RhoeedalfJie : Cruciferae Silicuoidaae Brasiceae Brassica 
------ ____ ::::_ 

f~IW- {Uctuca 
Cichorium 

Synandrae Compo sitae Tubulifloroideae Cinara 

Radiadoideee Dahlia 

Cucurbitaltae Cuc:urDtaceae {~cumis 
Cucurbiti 

Rosateae Papilionac.e 
T 

Papilionoidue { Trifolioleae Phaseolus 
Vicieae Vi cia 

Cen1rospermH Chenopodieceae Cyclolobeoidlee Atripliceee Spinac:ia 

Gruinaleae Geranieceee Pelargonium 
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D. ENZIMAS QUE mTERVIENEN EN LA PODREDUMBRE VEGETAL 

Antes de se~ir adelante creemos necesario re­

~erirnos a los enzimas pectoliticos, por ser los agentes 

que intervienen muy activamente (no ya en cuanto son de 

origen bacteriano, sino tambien de origen vegetal) en el 

desarrollo normal o anormal de plantas y en la conserva­

cion de ellas y de sus productos. 

La confusion que durante mucho tiempo ha existi­

do sabre la clasi~icacion de las sustancias de naturaleza 

pectica se ref'leja en la diversidad de nombres que han re­

cibido los enzimas que sobre ellas actuan. 

Esto hizo que en 1944 la Sociedad Americana de 

Quimica nombrara una Comisi6n para aclarar esta nomencla­

tura y decidir el nombre que debe usarse para cada uno de 

los enzimas pectoliticos. Asl. se establecieron los siguien­

tes nombres: 

a) Protopectinasa: enzima que actua sobre protopec-

tina transformandola en un producto soluble. Anteriormen­

te se designo con los nombres de pectosinasa y propectinasa. 
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Pectinesterasa (~), enzima que cataliza.la hi­

dr61isis de las uniones ester de sustancias pecticas, 

produciendo metanol y acidos pecticos. Antes hab!a sido 

conocida como pectasa, pectindemetoxilasa, pectinmetoxi-

1asa, pectolipasa, pectinmetilesterasa y pectinesterasa. 

H OH H OH 

tE 
COOH 

COOH 

0 , 
.-' + nc~oH 

OH H OH 
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c) Pollgalacturonasa {FG), enz1me que ca1;al1za 

l.a hidrtSJ.j,sis de uniones glucos!cU.cas 1-4 de gal.ac­

turdnidos deeeterificados, produciendo urcSnidos de ba­

jo peso molecul.ar e incluso el acido monoga].ac'turtSnico. 

COOH 

OH 

__ ,.....oFO '\JH,OH + 
- ~~ 

H OH 

COOH 

OH 

HvF-0~--­
~ 

H OH 
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Enzimas de tipo transeltminativo: acido pecti­

co transeliminasa (PATE) y pectintranseliminasa (PTE), 

descri tos po:r .ALBERSHEDI, NEUKOM y DEUEL ( 1 ) , estos en­

zimas rompen la molecula pectica en el atomo de carbono 4 

y al mismo tiempo elimina hidrogeno del carbono 5. 

, 

H OH 

COOH 

,/ovt-0 

\JH,OH 

,' ~ 
H OH 

+ 

COOH 

.. 

H OH 

COOH 

H 
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,'' 

OH 

/o:02CHa 0 H,OH 
/' CH H . , H 

+ H 

H OH 

De acuerdo con la nomenclatura de DEMAIN y PK~PF 

(23) tcdas las uesign~ciones anteriores se amplian al con­

derar si la hidrolisis precede en la parte extrema o media 

de la molecula pectica 1 lo que se expresa mediante los pre-

fijos exo y endo rcspectivau:ente. 
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E. COLONIZACION DEL HUESPED 

a) En cuanto a la forma en que la bacteria fito-

pat6gena consigue abrirse camino a traves del tejido 

vegetal con el que establece contacto, hay que hacer 

constar que en general, nunca consigue penetrar una su­

perficie intacta sino aquellas que han sido previamente 

lesionadas por acci6n de los mas diversos agentes. 

_$e conocen bacterias fitopatogenas que pene­

tran por aberturas naturales como esto~as, nectarios, 

hidatodos) etc., perc en el case de Erwinia carotovora, 

exige para provocar su infecci6n la presencia de alguna 

herida que rompa la continuidad de la cuticula vegetal. 

Estas heridas a veces son naturales al producirse en el 

desarroll~ habitual de la planta y en otras ocasiones 

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

hongos, etc. 

b) En cualquier caso, y una vez la bacteria alo-

jada en el tejido vegetal, la continuidad del proceso 

depende de factores como la t~peratura, humedad, pH, 



-22-

luz y en definitiva de la composici6n qufmica del propio 

vegetal atacado, que --~g_C?!J.de e~ pat6geno ha de tomar 

sus requerimientos nutri~iv;~ A este respecto podemos 

sef1a.lar los trabajos de GRAHAM y col. ( 40 ) que indican 

c6mo E. carotovora ~~ecisa, para s~ difuai6n de tempera­

tures mas altas~que E. atroseptica, que puede desarrollar­

se perfectamente a 1820. WINFREE y col. ( 133) por su 

parte, comprueban que los casos de enfermedad por E. ca­

rotovora aumentan en raz6n directs al contenido en agua 

del tejido y del terrene. Tambien FRIEDMAN y CEPONIS ( 32 ) 

relacionan la acidez del tejido del huesped con 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 la importancia de los factores qu!­

micos, RUBIN y ARTSIKHOVSK.AYA ( 93 ) se expresan en su 

libro "Bioquimica y Fisiolog:(a de la inmunidad de las 

plantas" en los siguientes t~hminos: "La susceptibili-

dad a la enfer.medad depende de si el tejido de la plan­

ta es rico en sustancias esenciales para la nutricion 

del microorganismo parasito. La resistencia, por otra 

parte viene determinada por una deficiencia en la plan-
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ta de talus sustancias, 0 por la presencia en las celu­

las del huesped de compuestos t6xicos para el pat6geno". 

Esta teoria nutritiva habia sido desarrollada 

anteriormente por GARBER ( 34 ) • 

Si ~ras penetrar en la planta o tejido vege­

tal la bacteria E. carotovora, encuentra las circuns­

tancias propias a su desarrollo y sintesis enzimatica, 

apareceran rapidamente las lesiones caracteristicas, que 

se inician en la lamina media de la pared celular que 

envuelve a la celula vegetal. Esta pared va siendo desin­

tegrada al perder su constituci6n las sustancias pecti­

cas que la forman y en consecuencia desaparece la rigi­

dez que dichas sustancias condicionan, a la vez la bac­

teria consigue penetrar dentro de la celula vegetal y 

utilizar los camponentes que esta le ofrece. De esta 

forma E. carotovora se multi~ica y atacando a celulas 

pr6ximas hace que la lesion blanda se extienda en un 

area cada vez mas extensa basta 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 marcada, de unas plan·· 

tas a otras·. Se conocen microorganismos de un poder inff'c · 

tivo elevad:!simo, de igual forma que hay plantas con una 

especial susceptibilidad para albergar a diferentes pat6-

genos. Pero frente a estes casos extremes aparecen vega­

tales que son muy dificilmente dominados por una infeccion 

y pese a ser atacados insistentemente por muy diversos 

patogenos, no llegan a presenter ninglln tipo de lesion. 

Los factores que deciden la aparici6n o negaci6n 

de la enfer.medad vegetal proceden tanto del posible hues­

pad como del microorganismo atacante. En el caso concreto 

que nos ocupa, se sabe positivamente que la bacteria~· 

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 resistentes a su 

ataque. El por que de esta resistencia en tales casos pue­

de estar vinculado a factores de muy diverso tipo. Asi se 

ha hablado de immunidad, de caracteristicas morfologicas, 

de efecto quimotactico de exudados, de susta.ncias t6xicas 

producidas por el vegetal, de carencias nutritivas imp~es­

tas por la composicion qufmica del tejido, etc., etc. 
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Nosotros h~os concedido gran importancia a la 

teor:!a de nutricion defendida por GARBER ( 34 ) y LEWIS 

( 70 ) _entre otros! e intentamos por ello exponer a -con­

tinuacion algunos trabajos referentes a la influencia de 

diversos compuestos qu!micos del tejido vegetal sobre la 

capacidad patogenica del posible parasite. 

Es evidente la existencia de una relaci6n de 

tipo nutritive entre sl pat6geno y su huesped 1 ya que el 

desarrollo del primero depende de la utilizaci6n del ma­

terial que obtiene del segundo. Por tanto se justifica 

la dedicacion que a es-te problema han concedido investi­

gadores de di verso·s paises. 

La n€cesidad de una fuente carbonada para la 

nutric16n de los microorganismos condujo a algunos auto-­

res a considerar el alto contenido en azucares del teji­

do vegetal co~o un hecho favorable ala infeccion (5, 82). 

No obstante esta afirmaci6n, otro grupo de especialistas 

vinieron a sefialar que la disminucion en azucares de la 

planta, aumenta las condiciones favorables para el ·desa­

rrollo en ella de Eicroorganismos (113, 125). Y por su 
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parte R~~ ( 90 ) , tras revisar los estudios realiza­

dos sobre ~ste tema, concluia que no existe relaci6n 

~guna entre el contenido en azucares del tejido y la 

resistencia o susceptibilidad del mismo a la infeccion. 

Ante estas conclusiones tan opuestas pareci6 

l6gico pensar que no era lo decisi vo 1a cantidad de a.zu­
c~es del tejido, sino el tipo predo.minante de ellos, 

en el 6rgano a~acado por el patogeno. As! RUBIN y col. 

( 93 ) demuestran que la relacion entre sacarosa y ma­

nosa deter.mina el grado de resistencia de la.planta al 

microorganismo pat6geno. 

Pero la ;i.nfluencia de los azucares no se ma­

nifiesta sol~nte en el desarrollo de la bacteria, sino 

t-ambien en su capacidad de sintesis enzimS.tica, puesto 

que se conocen casos en que se producen acciones repre­

soras que impiden la acci6n de enzimas impreec~~~s 

para el avance de 1a infeccion. En este sentido se ma-
- .. ---- ~ ··-- ---~-----..-...... __,....,~,~---· 

nifiestan, entre otros, GAUMANN y BOHNI ( 39 ) , KEEN y 

HORTON ( 61 ) , TEJERINA y SERRA ( 118 ) , etc. 
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Algo semejante a lo que acabamos de exponer 

sobre azucares, ocurre cuando se coneidera el grupo de 

proteinas y aminoacidos. G;RUMMER ( 42 ) indica que si 

el contenido en proteinas del tejido disminuye por cual 

quier raz6n, se produce una disminuci6n en la resisten­

cia del mismo a la enfer.medad. 

Los datos aportados por RUBIN y ARTSIKHOVSKA­

YA ( 93 ) sobre la cantidad de proteinas y de aminoaci­

dos de doe variedades de col, una resistente y otra sus­

ceptible a Botrytis cinerea, parecen confirmar el hecho 

de que la resistencia de la planta esta intimamente re·­

lacionada con su composici6n proteica, observando estes 

autores que la variedad resistente tenia mayor cantidad 

de proteina y en cambio la susceptible era mas rica en 

aminoacidos. 

La composici6n cualitativa de aminoacidos del 

tejido tiene gran importancia en la respuesta de la plan­

ts a la invasion por el pat6geno. As{ los trabajos de 

ALTEN y ORTH ( 2 ) muestran que algunos aminoacidoe es­

timulan el desarrollo de PbytOphthora 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-· 

fer.medad producida por· Ceratocystis u1mi existe gran 

cantidad de prolina, mientras que en la de los suscey­

tibles no se detecta este aminoacido. Sin embargo no es­

ta completamente clara la relacion que puede tener la 

resistencia a la enfermedad y la presencia de estos ami­

noacidos. 

GARBER y SCHAEFFER ( 35 ) aislaron tres mutan-

tes de Erwinia aroideae que no son capaces de sinteti­

zar histidine y comprobaron que en plantas en las cua­

les no exist!a la cantidad de histidina suficiente pa­

ra el desarrollo de la bacteria, esta no producia la 

enfermedad. 

Tambien las sustancias fenolicas que contie­

ne el tejid~ vegetal tienen un papel interesante en fa­

vor_ecer o impedir la difusion de la enfermedad ocas~o-: 

__ nada por bacterias, puesto que pueden ejercer un papel 

inhib.idor de su crecimiento y as:! mismo de la sintesis -

de sus enzimas pcctoliticos. 
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WALKER y ST.AHN.:.ANN ( 130 ) sefialaron que las va·· 

riedades de cebollas con bracteas coloreadas eran resis 

tentes a la infec.cion producida por follctotrichum cir­

Einans, qua por ol contrario invad{a rapidamente a aquc-

llas cebollas que eran incoloras. En es~dios posterio-

res obtuvieron un extracto do las cebollas coloreadas 

y comprobarcn en eJ. la prosencia de acido protocateq'Lii­

co y otros derivados fonolicos, que se relacionaron con 

el proceso do ~osistcncia, 

Tam.bien KAP.GAPOLOVA (59 ) es~udia la toxic:i_-· 

dad de las sustancias fenolicas y establece distintos 

grados con respecto a su estructura qufmica, aportando 

datos que fueron igualmente confirmados por GREATHOUSE 

y RIGLER ( 41 ) y por RICH y HORSFALL ( 89 ) • 

Por su parte_ J:o_E! ~:lcrQ()r.g~§IPl~ fi topatoge-
-· ... ----

nos J>U_~~an _ re_~ponder de muy distinta forma a la presen--

cia de compucs"toz fen6licos y frente a algunos que ~.QJ:J 

~~raordinariamente sensibles, otros se muestran total­

mente indiferentes a una mism.a sustancia. Basta recor--

dar con TOMIY.AUA (122 ) que el acido clorogenico es muy 
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.-:tD.xic.o._Jlara .streptomyces scabies y no lo es ::na.qsL.Para 

Caratostomella fimbr1ata. 

En el ~apol que estos compuestos juegan en la 
- ___ ..... ·-- -- ----

def3nsa de lcs :pl311"tas "'uiene gran importancia la I?~:~.en· 

cia en las misl!lB.s d:.;J enzima llamado polifenolasa, que 

actuando sobre lc s fenolcs existentes en el tejido, pro_­

duce quinonas cuya toxicidad es mucho mayor que la de 

los productos originarios. 

Otro factor de gran intercs en el proceso in-

fectivo es el pH del tejido de la planta ya que todos 

los ·microorganismos evolucionan dentro d~ determinados 

l:lmi tes de acidez. EQr_ _ _ello SAVULE_SCU ( 97 ) considera 

que la acidez de~ jugo celular puede ser en algunos ca­

ses un factor decisive en la resistencia. de la l?~~ta 

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

so estudiado por GARDNER y KENDRICK ( 37 ) , aqul, el agen·-

to productor ue la enfermedad, xanthomonas vesicatoria, 

es incapaz de desarrollarse a pH inferior a 5, de acuer­

do con esto el f1~to d~ tomate maduro cuyo pH oscila en~ 

tre 4 '0 y 4 '6 es completamente resistente a la enferme--
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dad r: man~.;ha bacteriana 11 , en cambio la pla.nta y el 

fruto verde cuyo pH es mayor que 5 son facilmente ata­

cadas. Otro ejemplo es el caso del llamado 11 fuego bac­

teriano 11 del tabaco: el metabolismo del microorganismc 

pat6geno fseudomonas tabaci, hace que el pH de los es~ 

pacios intercelulares de la planta cambie de tal modo 

que llega un memento en que la bacteria no puede mul­

tiplicarse. GARBER ( 36) comprueba que la capacidad tam 

pon del extracto de hoja de tabaco susceptible es mu­

cho mayor que la de las hojas de tabaco resistente. 

!.~bien el pH puede actuar de una manera in­

directa sobre el pat6geno, pues puede aumentar el efec­

to de ciertas sustancias t6xicas. WALKER y col. (102f 

descubrieron la correlacion existente entre pH y toxjci 

dad de extractos de la familia cruciferas para Collet' 

trichum circinans, observando que la maxima toxicidad 

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

a pH 5'0. 

Tambien_de:pende d~l:_EI:! ~~i~?tente _en el _tejido 

la actividad o inactividad de los enzimas producidos 

por el pat6geno ( 64 ) • 
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Otro ~e -~o~_!acto~e~ f!sico-qu:!micos de mas 

importancia en el proce~_() _ de defensa de la pla.nta es 

el c~ntenido en agua d~l tejido vegetal, ~ste hecho 

fue demostrado por RtmiN ( 93 ) mostrando que raices 

marcpj. tas de rom.olacha azucarera~ que ban perdido su 

turgencia, son mucho menos resistentes a la infeccion 

con Botrytis cinerea. 

Otros autores como WOQI14AN y BARNELL ( 135 ) 

han comprobado la rclaci6n que existe entre la perdi­

da de agua·por el tejido y el aumcnto de receptibili­

dad dol mismo al ataque del microorganismo pat6geno. 
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A. PRUEBAS EN EL PATOGENO 

a) Microorganismo 

En todas nuestras expericncias hemos emplea­

do la bacteria Erwinia carotovora procedente de la 

Coleccion Nacional de Bacterias Fitopat6genas de Har­

penden (Inglaterra), que conservamos a 4a c. en agar 

inclinado y se resiembra semanalmente. En todos los 

ensayos se usen cultivos j6venes de 16 6 24 horas, 

que se suspenden en agua destilada esteril hasta al­

canzar la concentraci6n conveniente a cada experiencia. 

El control de la pureza del cultivo se man­

tiene por observacion al microscopic optico y por 

morfologia de sus colonias sobre placas de agar glu­

cosado. 
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b) Medics de cultivo 

Segdn el tipo de ensayo que se plantea se 

emplean diferentes medics de cultivo que tienen como 

componente comUn pectina procedente de manzana, ya que 

la experiencia confirma que en los medics en que no 

existe sustrato inductor, no aparocen onzimas pcctol!­

ticos, y la presencia de dichos onzimas es uno de los 

estudios realizados a lo largo do nuestro trabajo. 

En general son dos los medics de cultivo que 

se usan. Uno de cllos ha side scnalado per SMITH (104 ), 

lo dosignamos como medic S y responde a la formula si­

guiente: 

Poctina ------- 0'2 % 

Glucosa ------ 0'02% 

L-asparragina ------ 0'04 % 
Triptona ------ 0'2 % 
Ext2 de levadura ----- 0 '1 % 

(NH4) 2HPO 4 ----- 0 '1 % 

Na2HP04 ------ 0'002 % 

~HP04 ------ 0'002 % 
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Rl otro es un mcdio minimo compuesto en nues­

tro laboratorio ( 117) al quo nos rcferimos como me­

dio CG y contienc los siguicntes componentes~ 

Pee tina ---··-··-- 0'2 % 

(NH4)2HPO 4 -------·-- 0' 1 % 

Na2HP04 -------- 0'002 % 

K2HP04 -·------- 0'002 % 

A esta soluci6n se le afiade en el momento 

de usarla 1 mg. de L-cistina y 1 mg. de L-glut8mico 

por ml. de medio. Su pH ~s de 6'8-7'0. 

El cultivo de la bacteria se lleva a cabo en 

matraces Erlenmeyer, de la capacidad necesaria, que se 

mantienen en agitacion a 252 c. durante los tiempos 

que requieren cada una de las experiencias planteadas. 

Cuando se precisa sebuir el crecimiento de Erwinia ca­

rotovora se emplean matraces provistos de un tubo de 

fotometro a fin de facilitar las lecturas de turbidez 

en un Spectronic 20 (Bausch and Lomb) a 600 mu. 
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Para inocular cualquiera de los medios se 

utiliza una suspension acuosa de Erv1inia carotovora, 

prcparada a partir de un cultivo en agar glucosado 

o agar extracto de judia de 16 a 24 l1oras. Las suspen­

siones, con turbidez correspondiente a 0'4 D.O., se 

emplean en la proporcion de 1 % (v/v) respecto al mc­

dio de cultivo a inocular. 

d) Determinacion de erizimas 

Los enzimas de caracter pectolitico que 

Erninia carotovora es capaz de sintetizar corresponden 

al grupo de exoenzimas, por lo que su determinacion 

se practica en el mismo medio de cultivo despues de 

eliminar de el la bacteria por filtraci6n 0 centrifu­

gaci6n. 

Los enzimas que estudiamos y las tecnicas 

seguidas para su valoraci6n son las siguientes. 
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Las muestras a determiner estan reprcsenta­

das por los sobrenadantes de los correspondient~s cul-

tivos, que se emploan on distintas cantidades, para co-

nocer cual es lamas conveniente. Como sustrato usamos 

pectato sodico disuelto en tampon Tris-ClH a pH 9'3. 

Su concentraci6n varia desde 0'1 a 1'2% a fin de obser­

var la mas adecuada para lograr una actividad optima. 

En total la mezcla do incubacion alcanza un 

volumen de 20 ml., en el que se incluye FNa en lacon­

centraci6n final de 0'2 %. 

El metodo quo hemos seguido es el de JANSEN 

y Me. DONNELL (55) que mantiene la mezcla de incuba­

ci6n a 30-322 c. en B~M. y valora por iodometr!a los 

grupos reductores quo aparecen despucs de actuar el en-

zima PG. Como controles se emplean las mismas muestras 

de sobrenadante despues de ser inactivadas por calen-

tamiento. 
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El ticmpo de incubacion de la mezcla es do 

5 horas, transcurridas las cuales so toman 3 ml. que 

se llevan sobre co
3

Na2 1M., para detener as! la acti­

vidad dol enzima y hacer su valoracion. 

Los resultados se exprasan on mg. de acido 

monogalacturonico liberados por ml. de sobrenadante, 

en las condiciones en quo se efectua la experiencia. 

Este enzima actua sobre la molecula de poe­

tina rompiendo las unioncs esteres y dejando en liber­

tad grupos carboxilicos, que son los que se valoran por 

alcal±metr!a, empleando una solucion de NaOH 0'02 N pa­

ra lograr una mayor precision. La mezcla de incubaci6n 

alcanza un volumen de 21 ml. y la constituyen, como sus-

trato, pectina procedente de manzana que incorporamos 

a concentraciones distintas para determiner su con~en­

tracion optima; los lfmites 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 pbtenido en el medio y las 
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condiciones que se fij&l previamcnto; su volumen tam­

bien se establace dospues de comprobar la mas conve­

niente relacion enzima/sustrato. El sistema contieno, 

asi mismo, ClNa a una concentraci6n final de 0'4 M, 

y su pH inicial cs de 7'0. La temperatura do incubaci6n 

es de 352 c. y el tiempo se prolonga durante 1 hora, 

valorando el aumento de acidez con NaOH, sogUn esta­

blecen WAGGONER y DIMOND ( 126). 

Los resultados se expresan on miliequivalen­

tes de grupos metoxi liberados por ml. de sobrenadanto 

durante 1 minuto, y para su caiculo se tiene en cuenta 

el correspondiente control preparado con los mismos ele­

mentos despues de inactivar el sobrenadante que propor­

ciona el enzima 

La caracteristica mas notable en la acci6n 

de oste enzima se manifiesta en la aparici6n de un do­

blo enlace en posici6n 4-5 de la molecula dol acido ur6-

nico, lo quo le confiere la propiedad de presenter una 
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manifiesta absorci6n con un ~o a 230 mu. Y en ~sta 

propiodad es procisamente en ln que se basa la determi­

nacion del cnzima. 

La mozcla de incubacion se prepara en tam­

p6n glicina-NaOH pH 8 '6 y alcanza un vol,..:unen final 

de 10 ml. Ensayamos on ella la concontracion mas con­

veniente de pectato sodico, que haccmos oscilar entre 

0'1 y 0'8 %de peso por volumcn. Tambien se prueban 

distintas cantidados de sobrenadantc que van desde 0'1 

a 0'6 ml. en el volumen total de la mczcla.·Y como 

componente basico figura c12ca que alcanza una molari­

dad de 2 x 1 C-3 • 

El tiampo do incubaci6n de esta mezcla es de 

1 hora a 30-32Q c., y al cabo de ella so detiene la 

accion enztmatica segdn sefialan NASUNO y STARR ( 81 ), 

es decir, aHadiendo por volumen de 10 ml., 0'6 ml. de 

so4Zn. 9H20 al 9 % y 0'6 ml. de NaOH 0'5 N, el preci­

pitado que entonoes aparaco se separa por centrifuga­

ci6n a 16.000 r.p.m. durante 15 :minutos, y en el so­

bronadante se ~ora la actividad PATE por lectura 
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a 230 mu en un Spcctrofotomotro Unicam mod. SP 500, se­

ries 2. Los rGsultados se expresan on incremento de 

dcnsidud optica. 

Ad~mas de osta tGcnica homos soguido tambion 

aquella sonalada por ~l~RS y PAPAVIZAS ( 6 ) quo so ba­

sa en la ap&ricion do un compu0sto rosado como conso­

cuencia de la roaccion entre el acido tiobarbitUrico 

y los doblos enlaces en las moloculas ur6nica~. Esto 

mctodo utiliza la misma mezcla do incubaci6n quo hemos 

sefialado en la tecnica anterior y la reaccion se efec­

tua entre 5 ml. de aquella mezcla~ 3 ml. de ATB 0'04 M, 

1'5 ml. de ClH 1 N, y 0'5 ml. de H2o. Despues de mante­

ner en b~~o hirviente durante 30 minutes, se enfria has­

ta temperatura ambiente y el color desarrollado, refle-· 

jo de la actividad enzimatica, se valera por lectura 

en Spectrofotometro a 548 mu. Tambien en este caso los 

resultados se expresan en incrementv de D.O. 
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Es un enzima muy seme jante aJ. Ultimo de los 

descritos, del que se diferencia en la naturaleza del 

sustrato que en lugar de ser acido pectico como en 

aquel, es pectina. 

Los metodos de valoracion son en todo identi­

cos a los ya indicados, basados asi mismo en las pro­

piedades de los dobles enlaces que aparecen como conse­

cuencia de la actividad del enzima. Como Unica diferen­

cia a notar es la lectura a 235 mu por ser esta zona 

mas sensible quo 230 mu como se empleaba en la deter­

minacion de PATE. 

La tecnica del acido tiobarbitUrico es en to­

do igual para ambos enzi.mas. 

Tambien en este caso se efectuan ensayos pa­

ra fijar las concentraciones mas adecuadas de sustrato, 

enzima, medio de cultivo de la bacteria, etc., etc. Y 

la actividad S€ indica como aumento de D.O. 
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B. PRUEBAS EN EL POSIBLE HUESPED 

a) Plantas objeto de estudio 

Como huesped para estudiar el poder infecti­

vo de E. carotovora hemos buscado plantas de familias 

bot8nicas muy distantes como son solanaceas, legumino­

sas, cruc!feras y compuestas. Y despues de observar su 

comportamiento hemos decidido utilizer para el presen­

te estudio tres plantas que responden de tres formas 

distintas al ataque producido por la bacteria que se 

considera. Estas plantas son la col (Brassica oleracea) 

que manifiesta una clara resistencia a la bacteria, la 

jud!a (~haseolus vulgaris) capaz de sucumbir a la ac­

ci6n de E. carotovora por destrucci6n de su parenquima, 

lo que decide su perdida de consistencia, seguida del 

plegamiento de la planta, que en estas condiciones se 
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~ec~_! __ ~ere; 7 por Ultimo, el· haba (Vicia faba) que 

muestra una notable sensibilidad a E. carotovora y en 

la cual el proceso enz±matico que envuelve todo el me­

canismo de degradacicSn se complica al intervenir, jun­

to con pectolasas, los enzimas de caracter fenolico que 

determinan el oscurecimiento de l.as zonas lesionadas. 

b) Cu1 ti vo de las plantas 

Todas las plantas que utilizamos crecen en ma­

cetas de barro de dimensiones que per.miten de 2 a 2'5 kg. 

de suelo. Las semillas se disponen a unos 6-8 em. de dis­

tancia y en nmnero total de 6 a 7. A la vista del desa­

rrollo que alcanzan se retiran 2 6 3 a fin de que en ca­

da maceta queden aproximadamente 4 plantas que puedan 

con facilidad alcanzar su evolucion normal y 1legar a1 

pcriodo de prefloracicSn, que es el elegido para su es­

tudio. 

Este estudio comprende dos aspectos principa­

les: el primero su respuesta a la.infecci6n porE. caro­

tovora y el segundo e1 anSlisis qu!mico y enzimBtico an­

tes y despu~s de heber soportado la infeccion. 
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c) Tecnicas de inoculaci6n 

La utilizada con mas frecuencia consiste en 

preparar una soluci6n acuosa de E. carotovora a partir 

de un cultivo de 24 horas en agar caldo comUn, de mane­

ra que au concentraci6n corresponds a 6 mg. en peso sa­

co por ml. Esta suspension se inyecta mediante jeringa 

tanto en el tallo como en el nervio medio de las hojas, 

siempre que estas lo per.mitan, procediendo con habili­

dad para evi tar cualquier clase de dailo. 

Otra tecnica mas energies recoge las bacte­

rias sobre vaselina para former una pasta que se colo­

ca en la incisi6n practicada en el tallo con una lan­

cets de punta fina. 

d) Preparaci6n de cortes histol6gicos 

Se utilizan trozos de tallos jovencs obteni­

dos de la zona media, que se cortan con microtome de 

congelacion Leitz Wetzlar de forma que .su espesor sea 

de unas 5-8 u. Para su observac16n en microscopic de 

luz, hemos utilizado diversas tecnicas de tinci6n, de 
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las cuales las mas acertadas han sido las que utilizan 

colorantes basicos que per.miten diferenciar las sustan­

cias pecticas, de celulosas y otros compuestos vegeta­

los. Los majores resultados los hemos obtenido con sa­

franina, azul de metileno y rojo de rutenio. Este Ulti­

mo colorantc (Ru2(0H) 2c14• 7NH
3

• 3H2o) nos ha propor­

cionado excclentes diferenciaciones del tejido vegetal 

empleado en soluciones saturadas y recien preparadas, 

con lo que las sustancias pecticas aparecen teDidas on 

color rojo rosado segUn indica JOHANSEN (57). 

e) Determinacion de compuestos guimicos 

Extraccion. 

La extracci6n de las proteinas vegetales, se 

practica por el metodo que indican HEITEFOSS y col. (50). 

100 gramos de planta fresca se trituran !ina­

mente a 4g c. y se mezclan con 140 ml. de tampon fosfa­

to 0'05 M a pH 7'5, homogeneizando intensamente. La pul­

pa resul tante 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 hie1o + alcohol, despues se fundo y se vuelve 

a centrifugar a 20,000 g. 

Se retira una mueetra para doterminar nitr6-

geno y el resto se dializa 24 horas en el medio de eK­

traccion que sa cambia varias veces. 

Dcspues de dializar se centrifuga a 20.000 g. 

y 42 c. durante 20 minutos ~ el sobrenadante se conser­

va a -2QS2 C. hasta el momento de su uso. 

Valoracion. 

El nitrogeno se determina por el clasico me­
todo de Kjendahl, emploando tres volUmenes distintos 

de la muestra que se valoran por triplicado, para obte­

ner luego los valores medios y expresarlos en tanto por 

ciento. 
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Para deter.minar la proteina es preciso que 

el extracto se maestre totalmente incoloro con el fin 

de que no interfiera lee lecturas del espectrofotome­

tro. Por ello la ligera coloracion que presents se eli­

mina tratandolo con carbon activo en la proporci6n de 

1 gramo de carbon por gramo de tejido fresco. El tra­

tamiento se hace a )Q c. y en la oscuridad durante quin­

ce minutos. Separado el carbon por centrifugaci6n, se 

diluye a1 decimo el extracto obtenido, y la valoracion 

en el de proteina se hace siguiendo el metodo de LAY-

NE ( 69) y empleando una curva patron consegUida con al­

bUmins bovina. Los resultados se expresan en mg. de pro­

teina por gr. de peso fresco de planta. 

Extracci6n. 

El metodo que seguimos es el sefialado por 

ROHRINGER y col. (91) que utilizan alcohol absolute 

en la proporcion de 4 ml. por gr~o de tejido fresco. 

La mezcla se homogeneiza perfectamente por trituracion 

del tejido vegetal y se calienta a B.M. hirviente du-
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rante unos tres minutes. Despues de 24 horas se filtra 

y el residue se somete un par de veces a extraccion al­

coholics, combinando a continuaci6n todos los extrac­

tos que seguidamente se evaporan a sequedad para vol­

ver a disolverlos en etanol de forma que la concentra­

cion final corresponds a 2 gramos de tejido fresco de 

planta por mililitro. 

Identificaci6n. 

La identificacion de los aminoacidos libres, 

extraidos segdn hemos indicado, se efectua por croma­

tografia en papel Whatman n2 1 utilizando diferente ti­

po de solventes y reveladores segUn la naturaleza de 

los aminoacidos que se desean detectar. En todo case se 

utiliza una coleccion patron de aminoacidos conocidos, 

que se disuelven previamente en alcohol isopropilico 

a1 10% alcanzando·una concentracion de 0'01 M. 

El anaiisis de aminoacidos totales se prac­

tica empleando el solvente que indican ROHRINGER y col: 

(91), es decir, n-butanol: acido for.mico: agua (75:13:12) 

en una cramatograf!a descendente de triple resolucion. 
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Para el revelado se emplea el revelador de NOFFAT y 

col. {79) que consiste en dos soluciones que se com­

binan en el momento de au empleo en la proporcion de 

25 a 1 • 5 • La primera de ellas esta formada por una mez­

cla de 50 ml. de ninhidrina al 0'2 % en alcohol absolu­

te, 10 ml. de acido acetico glacial y 2 ml. de 2,4,6-co­

llidina y la segunda consiste en una solucion alcoholi­

ca al 1 % de nitrato cuprico. 

El cromatograma tratado con este reactive se 

seca un par de minutes a 1052 c.~ con lo que aparecen 

los aminoacidos coloreados en diversas tonalidades, que 

facilitan notablemente su identificacion. 

En los casos en que se precisa aclarar la pre­

sencia de determinados aminoacidos, h$mos recurrido a re­

veladores especiales capaces de diferenciar compuestos 

de dificil identificacion. As{ para definir prolina e hi­

droxiprolina se emplea una solucion de isatina al 0'2 % 

en acetona, que hace aparecer a estes compuestos en co­

lor azul brillante { 103). 
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El revelado de serina y treonina se lleva 

a cabo mediante el reactive de Nessler llevado a satu­

racion con I04Na, que determina la aparicion de estos 

aminoacidos en manchas amarillas, (12). 

Para diferenciar cistina y cisteina se emplea 

un reactive que se obtiene mezclando volUmenes iguales 

de las dos soluciones siguientes: 

a.- 1'5 gr. de nitroprusiato sodico 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 aminoacidos cistina y cisteina aparecen 

en color rojo fusia fuerte (121). 
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Extracci6n y determinacion. 

Para extra.er las sustanciaa reductoras hemos 

seguido el metodo 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 papal para separar los restos de tejido 

y se mezclan los ertractos. Estos se diluyen basta 200 

mililitros con etanol de 80 % y se clarifican afiadien-

do 1 gramo de carbon activo por gramo de peso fresco de 

planta y manteniendolo en agjtaci6n a 32 c. durante quin­

ce minutos. El carbon se recupera por filtracion a vac!o 

y se lava con 5 ml. de agua. destilada que se aiiaden al 

extracto clarificado. Se neutraliza el extracto y se eva­

pora basta unos 5 ml. a presion reducida. E1 matraz de 

reducci6n se lava con tres porciones de 2 ml. de agu.a 

destilada que se afiaden al extracto. Este se vuel ve a 

neutralizar y el producto asl. obtenido se ~plea para 
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la determinacion de grupos reductores que ee practica 

siguiendo el metodo de SOMOGYI-NELSON(105). 

La lectura de todas las muestras preparadas 

se hace a 520 mu en un espectrofot6metro Unicam SF 500 

series 2, expresandose los resultados en mg. de gluco­

sa por gramo de planta fresca, para lo cual utilizamos 

una curva patron de glucosa entre los lfmites de 10 a 

600 ug. 

Extracci6n. 

La tecnica mas eficaz entre las ensayadas es 

la que indican ROHRINGER y col. (91) que ademas de su 

sencillez nos ofrece la ventaja de proporcionarnos jun­

tamente material para.la determinacion de aminoacidos, 

lo que supone un notable ahorro de tiempo y material. 

El detalle de su ejecucion lo hemos resefiado anterior­

mente. 
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De:terminacion. 

Se realiza una determinacion cualitativa por 

cromatografia descendente, empleando papel Whatman nQ 1, 

y como solvente la mezcla indicada por LATO y col. (68) 

formada por n-butanol:etil-acetato:isopropanol:acido ace­

tico:agua (35:100:60:35:30). Como tastigos se utilizan 

una aerie de soluciones de diversos azucares disueltos 

en agua destilada en la concentracion de 2 mg. por ml. 

Como reveladores empleamos dos reactivos di­

ferentes, recurriendo a uno u otro segdn la naturaleza 

de los componentos cxistentes en el extracto. Sus for­

mulas son: 

a.- 4'65 gr. de anilina y 8 gr. de acido ftSlico se di­

suelven en 500 ml. de n-butanol saturado con agua. 

b.- 20 mg. de nafto-resorcinol se disuelven en 10 ml. de 

etanol que contiene 0'2 ml. de so4H2 concentrado(68). 

Despues de tratado con el revelador elegido, 

se mantiene el cramatograma a 100-105Q c. unos minutos, 

con lo que los azucares presentee se manifiestan en for­

ma de manclia.s de distintas tonalidades·. 
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Extraccion. 

Para extraer las sustancias pecticas de la 

planta empleamos la pulpa resultante del tratamiento 

con etanol, que elimina los aminoacidos y azucares, con 

lo cual el mismo material vegetal nos proporciona con 

mayor facilidad y pureza los componentes pecticos. 

La pulpa que hemos sefialado se pone en un mor­

tero para facilitar la evaporacion del alcohol lo que se 

completa manteniendola unos minutos en estufa a 1002 c. 
A continuacion se trata con ctanol-eter (v/v) y final­

mente con eter, se prensa y seguidamente se suspende en 

agua, en la proporcion de 50 ml. por gramo de material 

seco, agitandose de 5 a 6 horas a 20g c. y empleando 

arena para facilitar la extraccion. Por Ultimo se sus­

pende el residue en HCl 0'05 N y se calienta en B.M. a 

Bog c. durante das horas, con agitacion periodica. Este 

tratamiento se repite de 3 a 4 veces mezclando al final 

todos los extractos. 
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Determinacion. 

La valoraci6n del material pectico se ha in­

tentado por tecnicas diferentes: de tipo gravimetrico, 

basadas en lecturas de rotacion 6ptica y de tipo qui­

mica por coloracion con carbazol. De todas ellas ha si­

do la Ultima indicada la que nos ha proporcionado resul­

tados mas reproducibles por lo que ~ue la elegida para 

efectuar las medidas, de acuerdo a la tecnica que pun­

tualizan ~c. COMB y Me. CREADY (16) y que consiste, en 

lineas generales, en mezclar en baffo de hielo 2 ml. de 

la muestra con 12 ml. de so4H2 concentrado y despues 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 espectrofot6metro Unicam SP 500 series 2. Los re­

sultados se calculan sobre una curva patron construida 

COn acidO gaJ.aCturOniCO entre 10 ug. Y 0 I 1 mg. f Y Se 

expresan en mg. de acido galacturonico por gramo de pe­

so fresco de planta. 
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Ertraccion. 

La extraccion de las suatancias fenolicas se 

practica por el metodo 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 maceracion durante 1 hora con 

suficiente metanol para cubrir el tejido y se repite.la 

extraccion hasta tres veces. Los l!quidos filtrados se 

co.mbinan y se evaporan basta 50 ml. a presion reducida 

y a temperatura inferior a 40Q C.El pH del concentrado 

se ajusta a 8'3 con NaOH 1N, y se afiade un exceso de 

solucion saturada de acetate de plomo, manteniendolo 

durante una hora a 02 c. El precipitado que aparece se 

.centrifuga, se lava, y se suspende en 50 ml. de agu.a. 

El pH de esta suspension se lleva a 3 con so4H2 2N, y 
se filtra para separar el precipitado. El l!quido fil­

trado ea el que se utildza para el anSlisis. 
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Determinacion. 

Los compuestos fenolicos extraidos segdn que­

da indicado, so analizan por cromatograf!a monodimen-

eional descendente en papel Whatman nQ 1, empleando co­

mo solventc n-butanol:acido acetico:agua (4:1:5). La pre­

sencia de fenoles so revela por obsarvaci6n a la luz 

diurna y con u.v. antes y despues de exponer los croma­

togramas a vapores de amoniaco. Ademas de esto proccdi-

miento hemos utilizado varies reveladores> que son; 

a.- p-nitroanilina: se prepara mezclando los siguientes 

componentes en ol mismo ordon en que 

so describen. 

1. 0'5 gr. de p-nitroanilina on 

100 ml. do ClH 2N • 2 ml. 

2. Nitrite s6dico al 5 % • 3 a 5 gotas 

). Acetate sodico al 20 % ..•• 8 ml. 

Despues de tratar el cromatograma con oste re­

velador se puede someter a la acci6n de co
3
Na2 a1 15 %, 

produciendose entonces nuevas coloraciones. 
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b.- Vainillina clorh!drica: se prepara disolviendo 1 gr. 

de vainillina en 10 ml. de 

acido clorhidrico concentrado. 

c.- Cloruro ferrico: se prepara disolviendo 3 gr. de 

Cl
3

Fe en etanol, las catequinas ad­

quieren color verde oscuro o azul, 

segUn indica De MIGUEL (78). 

Se determina manteniendo las muestras en es­

tu£a de desecacion a 802 C.hasta peso constante utili­

zandose tambien los resultados para el cSlculo de pe-

so soco. 

La determinacion del pH en el tejido vegetal, 

se hace por el metodo de FRIEDMAN y CEPONIS (32), que 

consiste en triturar el tejido fresco con agua destila­

da en un mortero, en la proporcion de ·10 gr. de planta 

por 12 ml. de agua. Se filtra por gasa y se mide el pH 

en un pHmetro Coleman. 
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f) Determinacion de onzimas vegotales 

El metoda do cxtraccion do enzimas que segui­

mos, en todas las plantas utilizadas, es el quo indica 

swrr~URNE (114) que omplea solucion 0'25 N de ClNa. To­

d&s las operaciones se ofcctuan a 4Q C. y ol producto 

final sc conserva en congolador basta ol momenta do 

usarlo. 

So precede pesando el material fresco,antes 

de triturarlo con la solucion de ClNa en la proporcion 

d~ 1 gramo por 1 mililitro. A continuacion so filtra 

por gas:~ y so centrifuga a 3.000 r.p.m. en centr:lfuga 

rcfrigGrada. durantG 20 minutos. Dospuos do dializar en 

agua sc vuolve a contrifugar y ol sobronadnnto obteni­

do es cl eillpleado para las dotorminaciones enzimaticas. 
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La tecnica ens1 no ofrece ninguna variacion 

rcspecto a la scftalada en la parte correspondiente a 

aPruebas en el pat6gcno". Se sigue el mismo mctodo de 

JANSEN y Me. DONNELL (55) que se practica a dos valo-

res de pH, 5'5 y 9'3, ~omo consecuencia de haber ob­

servado la variaci6n de acidez que decide el proceso 
i 

infective. 

Los resultados se expresan en mg. de acido 

galactur6nico por gr. de peso fresco de la planta. 

Este enzima se analiza segUn el metodo de DEE­

SE y STAHMANN (21) basado en la determinacion de la aci-

dez que aparece como consecuencia de la actividad enzi­

matica. El ensayo se practica a dos pH distintos, em­

pleando como tampones citrate-fosfato pH 5'5 6 Tris-HCl 

de pH 9'3· El volumen final de la mezcla de incubacion 

es de 15 ml. y contiene ClNa 10M, 1 % de pectins de man-
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zana y 3'4% en peso ~resco de 1a~anta estudiada. Es­

ta mezc1a se mantiene a 30g c. durante -tres horas, neu­

tralizando· con NaOH 0'025 N la acidez que se produce. 

La acti vi dad se calcula en mi.croequi valentes de grupos 

metoxi liberados en una hora, referido a gramo de teji­

do fresco. 

Se siguen los metodos sefialados en la parte 

de :Prueba.s en el patogeno ;i, empleando en la mezcla de 

incubaci6n los mismos factores que all1 resefiamos, con 

la Unica diferencia de que aqui el producto enzimRtico 

e suministrado en forma de extracto vegetal y ert una 

proporci6n 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 espectrofot6metro a 230 mu para PATE 

y a 235 mu para PTE, asi como a 548 mu despues de la 

reaccion con el acido tiobarbitUrico de los productos 

resultantes de la accion de ambos enzimas sobre sus sus­

tratos espec1ficos. 
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Para conocer la actividad de fenolasas vega­

tales, empleamos el metodo de MAXWELL y BATEMAN (77) ac­

tivando el extracto con acido pectico segUn indican DE­

VERALL y WOOD ( 24) • El detalle del metodo es como sigue: 

la soluci6n activadora contiene 1'4 mg. de acido poli­

galactur6nico por ml. de tampon c!trico-fosfato pH 4'5. 

Un volumen de 0'14 ml. de esta soluci6n se mezcla con 

0'2 ml. del extracto vegetal, 0'6 ml. de agua y 0'06 ml. 

del tamp6n pH 4'5 y se mantiene el conjunto a 18-202 C. 

durante 15 minutes. Finalizada la activaci6n se procede 

a la medida del enzima, para lo que se amplea como sus­

trato una soluci6n 10-~ de pirocatequina, completando 

la mezcla de incubacion a 6 ml. con un volumen de ex-

tracto activado correspondiente a 0'25 gr. de peso fres­

co de tejido vegetal y con tampon fosfato pH 7'0. La de­

terminacion de actividad se realiza por lectura en es­

pectrofotometro Unicam a 485 mu, cada 30 segundos y du­

rante un periodo de tiempo de dos horae y se expresa por 

el cambio de absoroion a una temperatura de 232 c., que .... ~ ......... 
.. ··~~ r)l:JPLIJ; : 

es a la que se efeotua la experiencia. ,·_~-:->,. .-.nRto """'~ 
r .. .:~~ 
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III. ~~S 





a) 

PRUEBAS EN EL PATOGENO 

Las exigencias nutritivas de Erwinia caroto­

!£!! quedan cumplidas satisfactoriamente en el medio 

seaalado por Smith (S), donde la bacteria alcanza el 

final de su fase logaritmica a las 8 horae de inocula­

cion. Tambien en el medio CG crece con facilidad, si 

bien acusa una fase lag mas prolongada; llegando a1 fi­

nal de 1a logar1tmica despues de 13 horas de cultivo. 

La figura n2 1 muestra la curva de crecimiento en am­

bos medios durante 72 horas de incubacion a 252 C. y 

en agi.taci6n. 

El control per.manente a1 que es sometida ca­

da una de las fases de nuestras experiencias, revera 

la pureza del cultivo y el aspecto normal en la morfo­

log1a de la bacteria. Prueba de uno de estos controles 
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es la figura n52 2, donde puede apreciarse con todo de­

talle el aspecto de uno de los in6culos empleados para 

sembrar el medio S en el que se observe el desarrollo 

de L. carotovora. 

b) Enzimas sintetizados 

Pur tratarse de un exoenzima au estudio se 

realiza en el mismo medio en que E~ carotovora cultiva, 

del que se eliminan todas las formas bacterianas por· 

centrifugacion a 3.000 r.p.m. La presencia en la mezcla 

de incubacion de FNa garantiza la imposibilidad de evo­

lucion de cualquier forma celular. 

En la primera prueba hemos utilizado cUlti­

vos procedentes del media S, en volUmenes que han asci­

lade entre 0'2 y 10 ml., con el fin de observar la do­

sis mas conveniente a emplear en ensayos posteriores. 

Ante los resul~ados que aparecen en la figura n52 3 de-
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cidimos utilizar 1 ml. para los 20 ml. que totalizan 

la mazcla de incubacion. 

La relaci&n enzima/sustrato nos la dio una 

nueva experiencia en la que fijando en 1 ml. el volu­

men del sobrenadante procodente de un cultivo de 24 ho­

ras en modio s, hicimos que el sustrato variase de 

0'1 a 1'2 %. La figura nw 4 rccoge los resultados, que 

nos senalan c6mo va aumentando la actividad con la con­

centracion de pectato basta alcanzar un maximo alrede­

dor del 0'75 %, maximo que se mantieno a concentracio­

nes mas elevadas de sustrato que llegan hasta 1'2 %. 
Decid~os por lo tanto emplear en futuras deter.mina­

ciones una concentracion de :!Jectato ·s6dico de 0 '75 % 

frente a la riquoza en enz~a que aporta 1 ml. del li­

quido metabolico de la bacteria que consideramos. 

Doseando conocer la forma en que el enzima 

PG es sintetizado y excretado por E. carotovora nos 

decidimos a estudiar su presencia en el medio en que 

se desarrolla la bacteria, relacionandola con la edad 

del cultivo. La figura nQ 5 rocoge los resultados, que 



l 
t 
~ 

40 

9= 30 

0 
c 
0 
; 
j: 
~ 20 

10 

I 
I 

I 
I 

I 
I 

I 

/ 
d 

0 0.1 

I 
I 

I 
I 
I 

/ 
I 

I 

0.4 

--·o--o ,'"'0 ___.....- <- • - ..... Q 
"' .1' 

0.1 

CONCENTRACION DE SUSTRATO 

l 
~ r 

I 

r· ............ 
........ 

"Q 

10 

• 

u. 

ria• nl 4•• Efeoto de la ooncentracidn de sustrato en la aotlYidad 
PG (o--o) 7 PE (o--o) del sobrenadante de un oult1vo 

de 24 horae de E. carotovora en medlo s. 

• 2 . 
Ill 
Cf 

I 
0 ~ c 

I Q 
; 
t:: u c 



-75-

nos indican c6mo la producci6n dol enzima es rapida has-

. ta alcanzar un valor maximo hacia las 12 horae, . ~B.lor 

que se mantiene constante durante las 48 horas de dura­

cion del ensayo. Teniendo en cuenta la curva de creci­

micnto de E. carotovora on el medio Sp podemos deducir 

que as en la faso logaritmica en la que se inicia la 

sintesis enzimatica, que va aumentando con el creci­

miento de la bacteria hasta alcanzar sumas alto valor 

al final de dicha faso, transcurrida la cual las cifras 

de produccion de onzim& no ofrecen variaci6n apreciable. 

Queda por tanto establecido, que la mezcla 

de incubaci6n mas conveniente para ofactuar los on­

sayos de PG es la que contienc 0'75 %de pectato sodi­

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 alc~ado su fase loga­

r:!tmica. 
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Con rclacion al cnzim~ pectinestsrasa hemos 

cfcctuado as{ mismo, oxperioncias scmcjantos a las 

indicadas en ~1 caso anterior. La conccntracion op­

tima de sustrato se dctormina por valoracion de la 

o.ctividad de 10 m.l. de sobronada.ntc proccc1ente de un 

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

cuando la cantidad de pcctina pr~sento en la mezclc.. 

de incubacion varia de 0'1 a 1'2 %·Los resultados 

que aparecen an la figura n2 4, demuestr~~ qu8 esto 

en~ima alcanza su maxima produccion cuando la concon­

tracion de poctina oscila alrod.edor de 0 '5 ~~, mion­

tras que a par~ir de 0'9 ~so manifiesta una inhibi­

ci6n$ por exceso de sustrato, que aumcnta proporcio­

nalmentc con la concentracion del mismo. 
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Si pasamos .a considerar la sfntesis de P.E 

con relacion a la edad de la poblacion bacteriana, 

podamoa deducir, eagUn los datos ~ue muestra la fi­

gura n.R 5 que ol enzima sa det.ecta en valores muy 

bajoa durante las primeras horas de cultivo de ~­

winia carotovora y es on la proximidad de las 20 ho­

rae cuando so manifiesta on cantidad mas notable, 

cantidad que sigue incrementando paulatinamento has­

ta alcanzar m1a fase de ostabilidad a partir de las 

48 horas. La figura indicada proporciona una clara 

idea del proceso de sintesis de los doe enzimas has­

ta ahora considGrados, os decir PG y FE. 
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Las deter.minaciones de actividad de este en­

zim.a se efectuan, sagtill reseiiamos en el lugar corres­

pondiente, por lectura de D.O. a 230 mu, as:! como por 

intensidad de color que aparece en la reaccion con aci­

do tiobarbitUrico y que se conoce as:! mismo por el in­

cremento de densidades opticas a 548 mu. Con el fin de 

observar la sensibilidad de una y otra determinacion 

exponemos los resultados sim.ultanea.mente~ logrB.ndose 

con ello facilitar su compar&cion. 

Para conocer la com~osicion mas adecuada de 

la mezcla de incubaci·::ln, comenzamos por modificar en 

ella el volumen de sobrenadante del cultivo, es decir, 

el factor que aporta el propio enzima. 

El estudio planteado abarca dos ensayos si­

multaneos: Uno que utiliza muestras procedentes del me­

dics y el otro en el que las muestras proceden del.me-
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dio CG. ~escribiremos en primer lugar los resultados 

obtenidos a partir del medio s, e inmediatamente los 

que corresponden al medio CG. 

Como indicamos en su memento, el volumen de 

la mezcla do incubacion es de 10 ml., pues bien, en el, 

el aporte de enzima hacemos que varie desde 0'1 ml. 

a 0'6 ml. y los resultados son los que ofrece la figu­

ra nQ 6, por la que se deduce que la dosis mas adecua­

da gira en torno al volumen de 0 1 2 ml. , tanto si la 

lectura se hace a 230 mu como si se emplea la D.o. de 

548 mu. 

Para seguir nucstras experiencias decidimos 

utilizar como aporte enzirnatico 0 '2 ml. de sobrenada.n-· 

te del cultivo de E. carotovora en m~dio S, y mantenien­

do fijo este factor procedemos a modificar la concentra~ 

cion de acido pectico entre los limites de 0'1 a 0'9 %. 

Por la figura nQ 7 podemos comprob~~ el aumento de ac­

tividad PATE a medida que lo hace el sustrato hasta lle­

gur la concentracion de este a las proximidades de 

0'3 ~; pero a partir de este valor nose revela mayor 
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actividad, sino que se ma.ntiene ccnstante incluso ell 

presencia de 0'9 %de sustrato. 

Todas estas experiencias se han ll~vado a ca­

bo con el liquido metabolico del cultivo, durante 24 ho­

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

cesario conocer tambien la fase de desarrollo en que 

la sintesis del enzima es mas intensa. Para ello he-

mos ensayado la acti vidad PATE con relaci6n al tiem-

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

cla de incubacion en la que la relacion enzima/sustra­

to es la que se deduce de los experimentos anteriores, 

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

en el volumen total de 10 ml, Los datos que este est~­

dio proporciona aparecen en la figura n2 8, y por ello, 

se ve e6mo el enzima PATE alcanza el mB.ximo de su pro· · 

ducci6n entre la~ 8-14 horas, segUn la sensibilidad dol 

metodo empleado, es decir, que es durante la ~ase loga­

ritmica cuando la bacteria acusa mas alta actividad de 

sintesis enzimStica, y transcurrida esta fase, no exi~--
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te estfmulo que haga superar los valores ya alcanzados, 

quo se mantienen durante las 72 horas de observacion. 

A continuacion vamos a cxponer, segUn hemos 

seftalado, los resultados del estudio paralelo que efec­

tuamos del enzima PATE cuando E. carotovora se desarro­

lla en el medio CG. Aunque la multiplicacion en estc 

medio es menos acusada por alcanzar un 71 ~ de la que 

corresponde al medio s., las exporiencias se han plan­

teado ampleando las mis.mas dosis do ambos para facili­

tar su comparaci6n. 

La figura n2 9 presenta las diferencias do 

actividad cuando varia de 0'1 a 0'6 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 aumonto que se observa en actividad exige incremen­

tos notables de las dosis empleadas, e incluso con la 

mAxima de 0'6 ml. apenas se roza el maximo de activi­

dad PATE. 



1111 • ... , p 
I 
I 
I 
I 
I ... ~ I 
I 
I 
I 
I 

0.4~ ~ • 
I 

I! I 

I I 
I 

~ 0.1 
I .. I 

• 0 
I 

• I 
I / I 

I 
0.1~ 0 

I 
I 

I 
I 

/ 
/ 

o.u ct 

• a 10 11 tO •• 100 ao ....... 
ACTIVIDAD :P.A'TS 

Fig. nD 9.- Actividad PATE en un cultivo de 24 horae de E. carotovora en medio CG, 
medida a 230 (o---o) y a 548 (o---o) mu. (La mezcla de incubaoidn 
contiene 0'25 %de pectato sodico). 

I 
I 
I 



-~-

Siguiundo la linea co~parativa respecto a los 

resultados obtenidos en el medio S, estudiamos a con­

tinuaci6n la concentraci6n mas adecuada de sustrato, 

empleando como en aquel caso, valores comprendidos en­

tre 0'1 y 0'9 % y un volumen do 0'2 ml. del sobrenadan­

te del medio CG, dondo ha cultivado E. carotovora du­

rante 24 horas. Lo~ resultados, aunque mas bajos, recuer-­

dan a los obtenidos con el medio s, y al igual que en 

aquella ocasion alcanzan pronto un valor maximo come 

puedc obscrvarse en la figura nQ 10. 

Finalmentc pasamos a 3studiar la producci6n 

de PATE en relacion al tiempo de cultivo de la bacte­

ria, consignando los datos obtenidos en la figura n£ 11, 

por la que vomos que su valor es muy bajo y que es 

a partir de las 24 hor~s cuando la cantidad do enzima 

sintctizado se aproxima al mBximo, quo cs alcanzado an­

tes de las 32 horas. 
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La gran seffiejanza de este enzima con el que 

acabamos de considerar nos ha conducido a plantear su 

estudio siguiendo la misma pauta que queda indicada y 

cuyos resultados vamos a exponer a continuacion. 

La figura nQ 12 refleja la actividad PTE en 

relacion al volumen de sobrenadante procedente del me-· 

dio s. Los incrementos de D.O., tanto a 548 mu como 

a 235 mu reproducen fielmente el proceso, e indican que 

valores inferiores a 0'2 ml. dan las actividades mas 

bajas y es precisamente esta dosis de 0'2 la que deci­

de la acti vi dad PTE maxima, que se ·mantiene sin varia­

cion hasta llegar al volumen de sobrenadante de 0'6 ~~. 

Tomando como concentracion de PTE, la que 

aporta 0'2 ml. de sobrenadante hemos comprobado cual 

es la relacion 6ptima enzima/sustrato, para lo que ha­

cemos var:lar la do sis de pectina d·e 0' 1 a 0' 9 %. As1., 
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podemos ver, en la figura n2 13, que la concentraciou 

de 0'25 ~ de pectina es la que decide el limite de ma­

yor actividad y que su incremento produce cambios muy 

ligeros. Es, por tanto, esta concentracion, de 0'25 ~: 

de sustrato la que vamos a emplear para conocer el pro­

ceso de sintesis enzimatica respecto al tiempo de cul-

tivo. El estudio abarca desde 2 horas hasta 72 horas 

y aparece representado en la figura nQ 14. A partir de 

las 8 hor::.s de ser inoculado con E. carotovora, apare--

ce en el medio S una actividad PTE muy notable que tan 

solo 6 horas despues alcanza su valor maximo, valor que 

ya se mantiene hasta las 72 horas de duracion de la ex-

periencia. 

Cuando repetimos estos estudios partiendo 

del cultivo en medio CG los resultados manifiestan 

bastante paralelismo con los ~ue a~abamos de exponer. 

La figura nil 15 reproduce la variac ion de ac- · 
' 

tividad PTE para distintas cantidades de sobrenadante, 

yen ella aparece la dosis de 0'2 ml. como responsable 

de un 64 % de dicha actividad con reepecto al mSximo 
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alcanzado por dosis mas elevadas, que llegan al lfmite 

experimental de 0 '6 ml. 

La relaci6n mas convenicnte entre el enzima 

PTE y su sustrato pectina~ es estudiada utilizando una 

concentraci6n 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 nQ 16, que 0xpresa el escaso aumen­

to de actividad que supone el triplicar o cuatriplicar 

la concentraci6n de sustrato con relacion a un valor 

de 0 '· 25 % y el aum.ento ~ tampoco muy notable, hast a llegar 

a este valor partiendo de una concentracion de 0'1 %de 

pectina. 

La cinetica que sigue la for.macion de este en­

zima hemos intentado seguirla durante 72 horas de cw.ti· 

vo de E. carotovora en el medio CG y el resultado ~bte­

nido aparece en la figura nQ 17. Como en todos los ensa­

yos practicados hasta ahora, son los datos que proporcio· 

na la lectura a 548 mu los mas bajos respecto a los que 
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matoso ~or.mado por celulas intimamente apretadas y de 

gran resistencia quo contribuyen a dar a la planta el 

aspecto de dureza y estabilidad que podemos observar 

en la figura n9 19. Estas plantas de col fueron infec­

tadas artificialmente y de una manera periodica con 

E. carotovora sin que pudieramos observar ningUn sin-­

toma de ablandamiento en la zona de inoculacion ni en 

las proximidades a ella. Cuando el tratamiento fue mas 

energico y practicamos en el tallo una hendidura pro­

fUnda para facilitar la penetracion de la bacteria, la 

planta permanecia resis~ente e incluso observamos como 

evolucionaba un proceso de cicatrizacion en la herida 

producida~ que llego a mostrar el aspecto que hemos que­

rido resaltar en el recuadro de la figura n2 19. Duran~ 

te todo el tiempo de ~bsorvacion no so noto ningUn sin­

toma que pudiera revclar dano alguno por la bacteria, 

ya que la planta mantuvo en todo momenta un aspecto sa­

no y complctamente normal. 

Este comportamiento de la planta de col, nos 

decid16 a selcccionarle como material de cstudio a ~in 

de comparar sus caracteres con los de otras plantas de 

respuesta di~eronte. 



2: 

-102-

En:trc las otras plantas estudiadas :figura la 

judia (Pllaseolus vulgaris), que a di:ferencia de la col 

manifesto una clara sensibilidad a la acci6n pat6gena 

de la bacteria E. carotovora. La figura n2 20 muestra 

la histolog2a de un tallo, que alcanza hasta la zona 

medular, pudiendo apreciarse ademas con gran claridad 

todo su sistema conductor e incluso las celulas epider­

micas. 

La inoculacion del tallo de una planta joven, 

como la que aparece en la figura n2 21, no ofrece nin­

guna dificultad, y tampoco la inoculacion de sus hojas 

a traves del nervio medio. En la misma mac eta puede ob· · 

servarse la plant a sin tratar, que mantenemos como con-· 

trol~ y otra a las 24 horas de inoculada con una sus­

pension acuosa de E. carotovora. Bastan 18 horas despues 

de la inoculacion, para que aparezcan en el punto de pe·­

netracion una perdida de dureza facilmente aprec~able 

al tacto, que va avanzando hasta dominar una zona io 

suficientemente amplia, para se~ incapaz de sostener el 

fragmento de tallo que descansa en ella, el cual con 
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su peso vence la escasa resistencia del area dafiada 

obligandola a plegarse y haciendo que la planta ofrez-· 

ca el aspecto de la figura que presentamos t donde jun· · 

to al tallo completamente dobladv t puede verse las ho· · 

jas marchi tas y muertas y el aspectc. general de des-· 

truccicn y aniquilamiento del vegetal. 

Muy caracteristico por la sintomatolog1a que 

presenta es el caso de plantas de haba cuando son vic·· 

timas del ataque de E. c~otovora. Por su especial 

constitucion el t8J.lo de haba se prescnta. como un tubu 

continuo que permi te circular li bremente por su oque-· 

dad a cualquier factor que introducimos por inocula-­

cion. Tal vez este desplazamiento rapido justifique las 

:pocas ho1:as transcurridas, desde el momento en que la 

bacteria establece contacto con· la planta hasta que es· · 

ta aparece absblutamente destruida. La figura nQ 22 

presenta varias plantas de haba, do las cuales unas hm1 

sido inoculadas y otras se hru1 rospetado como control . 
de la experienciao La inoculaci6n, con la suspension 
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bacteriana, se·practica en la parte superior del ~a­

llo, pero los sintomas .se extienden tan rapidamente 

a lo largo de todo el' que pronto llegan a in"\""adirlo 

en su totalidad. F.l ablandamiento que sigue a la inocu­

lacion va acompafiado de una intensa necrosis que revc­

la ostensiblemente la evolucion de todo el proceso de 

infecci6n en estG vGg~tal. Los sintomas son por tanto 

incluso mas rapidos que los observados en plantas de 

judia y·ademas el ennegrecimionto marcadisimo que apa­

rece es un valioso indicador quo nos permite seguir 

facilmente toda evolucion de la enfermedad. 

Tambien hcmos preparado cortes de los tallos 

de haba, no solo de la planta sana, sino especialmentc 

de la enferma. Su histolog{a tipica corresponde a la 

figura nQ 23 que ha sido obtenida por tincion con Ro­

jo de Rutenio y que presenta con claridad todas las zo­

nas del tallo sano. Despues de inocular puede vers~ la 

destruccion celular que prcsenta la figura n2 24 con 

~~a zona en que la bacteria ha degradado la pared celu­

lar, ha utilizado ol material que la c0lula vegetal le 
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ofrece, y en oonsecuencia ha prvvoca~o la mu3rte y de· 

saparici6n de las celulas atacaJas, dando lugar a la 

formaci6n de una zona hueca que va ensanchandose a me-­

dida que la enfsr.medad avanza hasta llegar a consumir 

toda la region de parenquima que circunda al sistema 

conductor con lo que iinalmente el aspecto del tallo 

destruido ofrece el pobre aspecto que muestra la figu­

ra nQ 25, Ultima recogida de toda est a secuencia .. 

Las consideraciones apuntadas hasta abora, 

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 c0n cada una de ellas hemos efectua­

do una serie de an8lisis que pudieran revelar algUn da­

to capaz de justificar un comportamiento tan diferente 

en respuesta a una misma infecci6ns es decir, a la in· 

feccion que decide la bacteria ~carotovora. 
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b) Determinacion de compuestos qufmicos 

Con el f'in de hacer mas facil las compara­

ciones entre las muestras utilizadas hemos creido con­

veniente exponer de manera simultanea los datos pro­

cedentes de cada tipo de enseyo efectuado. Cuando se 

trata de plantas susceptibles a Erwinia carotovora ex­

ponemos los resultados obtcnidos a partir de muestras 

tanto de planta sana como de planta enf'erma. 

1: Siguiendo este criteria indicamos a continua-

cion el contenido en Nitrogeno total, segUn el metoda 

de Kjendahl, que es como aparece en el cuadro nQ 2. 
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Cuadro nil 2 

Contenido en Nitrogeno de distintos 
tejidos vegetales {referido a peso 

fresco) 

Planta % Nitrogeno 

Haba sana 0'205 

Haba.enferma 0'446 

Judia sana 0' 1538 

Judia enferma 0'584 

Col 0'083 
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La diforonte fUnci6n que desempefta en la fi­

siologia vegetal los distintos compuestos nitrogenados 

es la principal raz6n para determinar, ademas de los 

Ultimos datos cportados, la proporcion de material pro­

teico que integra el tejido de cada una de las plan­

tas objeto de este estudio. El cuadro nQ 3 presenta las 

cifras que correspondon al material utilfzado. 
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Cuadro n~ 3 

Resultado del anSlisis proteico efectuado en 
diferentes plantas 

Planta Proteina (mg/g peso fresco) 

Haba sana 0 1 802 

Haba enferma 2'647 

Judia sana 0'739 

J'wl!a enferma 4'144 

Col 0'964 



-110-

El conocimiento completo do los componentes 

ni trogenados del vegetal nos lleva a estudiar la natu­

raleza de aquellos aminoacidos libres que pueden rave­

larse por metodos cromatograticos. Para mayor claridad 

on la exposicion trataremos aisladamente los resulta­

dos obtenidos en cada una do las plantas que utiliza-

mos. 

En primer lugar vamos a considerar los ami­

noacidos libres existGntes en el tejido de COl, que 

son los que so indican on la figura n2 26, es decir, 

arginina, asparragina, glutamina, treonina, acido glu­

tamico, alanina, prolina, valina y loucina. 

La identificacion de algunos do estos aminoa-

cidos no ha sido facil, habiendonos obligado a rocurrir 

a revcladores especificos con el fin de aclarar resul­
' tados dudosos. Asi por ejemplo, se ha e~leado isatina 

a1 0'2 %para decidir la presencia de prolina, que no 

se manificsta claramente con el revelador N-CN, y de 
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esta forma se ha visto segUn ~a figura n2 27 quo di­

cho aminoacido so encuentra en abundancia antra los 

componontes de la col. 

Tambien para dccidir la presencia de serina 

y treonina tuvimos que recurrir a un rcvelador ~spec1-

fico, el de Nessler, que detoct6 porfoctamento la treo­

nina1 en forma de una. mancha amarilla muy inestablo. 

Otro grupo de ~inoacidos quo desoabamos in­

vestigar en la col, lo formaban cistina y cistoina pa~ 

ra lo que empleamos como rovolador especial el CNN~, 

quo nos permitio decidir la ausencia do ambos en ol ex­

tracto obtenido de la planta de col. 

Docididas todas las dudas por las tecnicas 

indicadas, admitimos como aminoacidos de la col los 

que hemos sofialado antcrior.mcntc. 
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Despues de la col pasamos a considerar el ha­

ba, si bien en este caso el anBlisis es realizado no 

solo en planta sana sino tambien en la enferma. 

Emploando como revelador N-CN se puede dis­

tinguir de acuerdo aJ. cromatogra.ma que preoenta. la fi­

gura n2 28, los aminoacidos siguientes en el tejido 

sano de haba: lisina, arginina, asparragina, serina, 

acido glutamico, glicina, alanina~ acido amino buti­

rico en muy escasa cantidad, tirosina, valina, trip­

totano·, fenil-alanina y leucina. 

La prueba rcalizada empleando como revclador 

isatina para poner de manifiesto la presencia de pro­

lina dio resultado negative, dol mismo modo que la rea­

lizada usando cl revelador de CNNa para la identifica­

cion de cistina y cisteina. 

En cambia con el reactive-de Nessler se con­

firma la presencia de serina, aminoacido que ya habia­

mos reconocido en el cromatograma rcvelado con N-CN. 
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Para hacer mas facil la comparacion entre 

amincacidos del tojido sano y enfermo, rescntamos en 

un mismo cromatograma el an8.lisis de ambos ( figura 

n2 29). Ante el podemos sefialar que la planta de haba 

al enfermar exporimenta perdida cuantitativa en algu­

nos aminoacidos como son lisina, acido glutamico, gli­

cina y tirosina; otros por el contrario desaparecen to­

talmente~ tal ocurre con arginina, serine. y acido ami­

no-butirico. Tambien apar~cen otros nuevos aminoacidos 

que no estan presentes on la planta sana, como es el 

caso de aoido aspartico facilmente identificado con el 

revelador N-·CN por el color azul caracteristico que 

a los pocos mementos vira a un tono pUrpura intense. 

Y finalmente podemos seffalar un aumento cuantitativc 

en asparragina y valine. como consectiencia de la enfer­

medad. 
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Campletando Dl estudio de aminoacidos pasamos 

a considerar los resuitados obtenidos en judia, que por 

ser' tambien otra planta sensible a E. carotovora, ten­

dremos que analizarla en muestras procedentes de judia 

sana y tambien en las obtenidas de planta enfer.ma. 

En nuestro intcnto de facilitar el estudio 

comparative de las tres plantas en las que basamos es­

te trabajo, presentamos en un mismo cromatograma (fi­

gura nQ 30) el resultado del anSlisis do aminoacidos 

obtenido de sus tejidos sanos. En consecuencia pode­

mos· ·sefialar como componentes de planta normal de judia 

a los sigu.ientes: asparragina, glutamina, acido aspar­

tico, acido glut8mico, alanina, valina y leucina. 

A1 mismo tiempo cs facil establacer 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 acido aspar­

tico tan solo en judia. De todas es el haba la planta 

que contiene mayor nUmoro de aminoacidos. 
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Cuando la judia enfer.ma, su analisis nos re­

vcla mayor cantidad de aminoacidos que en la planta 

sana. Podamos distinguir en la figura n2 31 el aumen­

to cuanti tati vo en acido glutmnico' alnnina y valina., 

as{ como la aparicion en el tejido enfcr.mo de histidi­

na, arginina, glicina y treonina que no hemos observe­

do en el sano. 

En el cuadro nQ 4 presentamos un resumen, 

donde so puoden apreciar las semejanzas y diferencias 

que revela el an8lisis de aminoacidos en plantas sana 

y enfer.ma de haba, judia y col. En el se recogen todos 

los datos que ya hemos expuesto. 



. 

-11&­

Cliadro n~ 4 

Aminoacidos presentee en las diferentes plantas estudiadas 

.Aminoacidos Haba s Haba E Judi a s Jud:la E Col s 

Histidina - - - + -
Lis ina ++ + - - -
Arginina + - - + + 

Asparragina + ++ + + + 

Glutamina - - + + + 

Serina + - - - -
Treonina - - - - + 

Ac.aspartico - + + + -
Ac.glutanuco ++ + + ++ + 

Glicina ++ + - + -

.Alanina + + + ++ + 

Prolina - - - - + 

Ac.amino-but!rico + - - - • + 

Tirosina ++ + - + -
Valina + ++ + ++ + 

Tript6fano + + - - -
F-alanina + + - - -
Leucina :r + + + + 
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En este apartado consideramos otro grupo de 

componentes vegetales que juegan un papel fundamental 

en la £isiologia de la plants. 

Los resultados expresados como mg. de gluco 

sa por gramo de tejido fresco, aparecen on al cuadro 

n2 5 indicando una perdida, mas o menos marcada, pa­

ralela al curso de la enfermeda.d que sufre la plan-t a, 
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Cuadra n2 5 

Variacion en sustancias reductoras 
determinadas en diferentes plantas 

Plant a mg.glucosa/g.(p.fresco) 

Haba sana 5'52 

Haba enferma 1 f 69 

Jud:la sana 1 '212 

Jud:!a enferma 1'157 

Col 2'13 
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Para completar el estudio de los hidratos de 

carbone en el vegetal, hemos efectuado el anSlisis cro­

matogratico de sus azucares libres, dada la rolacion 

que manifiestan con el metabolismo de las bacterias fi­

topatogenas. 

For 1a figura nQ 32, se observa que el toji­

do de una planta de haba sana muestra cuatro azucar0s 

diferentes que han sido identificados como sacarosa, 

glucosa, levulosa y xilosa. Pero si esta misma. planta 

enfer.ma, los cuatro componentes desaparocon y la tecni­

ca cromatografica no revela su pr~sencia en un volumcn 

de muestra que corresponde a 800 mg. de tejido vegetal. 

En la misma figura puede observarse la ausencia do las 

sustancias que consideramos, en la planta de haba en­

:r'erma. 

Con el fin de confirmar el nUm.ero y ademas 

la naturaleza de los azucarcs que hemos admitido se pro­

sentan on el haba sana, decidimos rocurrir al naftorro­

sorcinol como revclador, con lo que la identificaci6n 
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es mas exact~, debido a la coloracion especifica que 

caracteriza a cada azuc~. E1 resultudo corresponds 

a la figura n2 33 y prueba no solamente la presencia 

de sacarosa, glucosa, levulosa y xilosa en la planta 

sana, sino tambien su perdida al en£er.mar por inocula­

cion con E. carotovora. 

Cuando se trata de judia se ha podido ver, 

tambien par cromatografia, la existencia de cuatro azu-

cares identificados como lactosa, sacarosa, glucosa y 

levulosas e igualmente se observe que todos ellos, con 

excepcion de una pequefia cantidad de sacarosa, desapa-· 

recen al enfermar la planta (figura nQ 34) a semejanza 

con lo ya notado en el caso de haba. 

El estudio de la planta de col conduce a re-

sultados anB.logos a los seilalados para judia, tambien 

" lactosa, glucosa y levulose di-aqUJ. aparecen sacarosa, 
I 

ferenciandose am bas de la planta de haba en que poseen 

lactosa y no xilosa como hemos visto contiene el haba 

sana. En la figura nQ 35 puede compararse la composici6n 

de las tres plantas cuando estan completamente sanas. 
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Las sustanciae pecticas tienen un interee es­

pec~al en el presente estudio por eu intervenc16n defi­

nitiva en la defenea de ~a planta poT una parte y en 

~a patogeneidad de la bacteria, por otra. 

Pese a las dificultadee de su deter.minacion, 

hemos podido obtener valores muy precisos y reproduci­

bles en diversas experiencias, que eon los expuestos 

en el cuadro nQ 6. 

Como dato a resal. tar debemos seiia.lar que es 

la judia, la planta que contiene mayor cantidad de sus­

tancias pecticas, seguida de la col. y por el contrario 

al haba corresponden los valores mas be.jos. No obstan­

te e independientemente de la diferente riqueza en ca­

da :planta, se manifieeta una caida muy ma.rcada en la 

proporci6n de este material como consecuencia de la en­

fer.medad que decide la bacteria E• carotovora. 
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Cuadro n2 6 

Material pectico presente en diferentes 
plantas (se expresa en mg. de ac. mono­

galactur6nic o por gr. de peso fresco) 

Plant a Sustancias pecticas (mg/gr) 

Haba sana 0 1 51 

Haba enferma 0'00 

Jud:!a sana 1'78 

Jud:la enferma 0'08 

Col 1 1 07 



A ~as ~ae da natural.e:aa fenelioa se 

los concede un inter8s partieul.ar dada su especial in-

1ervenoi6n en ia eparic16n de lesionee quo denotan el 

progreso de la enfeEmedad en el vegetal. 

El a.na:Lisis Q.e este tipo de material se ha 

efectua.do por croma;tosraf:{a, recurriendose a distintas 

t6cnicas para difel'ell.Cia,r los resultados del ensayo. 

La. observaoi6a directa bajo luz diurna y luz 

ul travioleta. no :revel:6. compues-tos fenolicos. en las plan­

tas de jud:(a y col, 8ll 'ian to que el oxtracto proceden­

te de haba manifeetaba respectivamente, dos y tres an­

tocianos diferentes •. OQando los rasultados se observan 

despu~s do someter al oramatograma a vapores de amenia­

co, $l. mllaero de deri'Yados :renolicos en el haba aumen­

ta basta cinco, mantenimmose ausentes en las muestras 

procadontes de judi a 7 col. Ello nos sugiere que en el 

babe existen campuee~os de tipo antooiano y flavonoido 
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quG no apareccn en los tejidos do plantas de col y ju­

dia que so sometioron al mismo tratamicnto de extracci6n. 

Ademas de la tecnica que sefialamos, hemos em­

pleado tambien el revelado de los cromatogramas con 

p-nitroanilina, vainillina clorhidrica y Cl
3
Fe. En los 

dos primeros casos los resultados fueron negativos pa­

ra todo el material utilizado, en cambio el cloruro fe­

rrico nos proporciona los datos que aparecen en la fi­

gura n2 36, por la que podemos concluir que de las tres 

plantas utilizadas tan solo existen derivados fenolicos 

en el haba que pueden ser incluidos dentro del grupo de 

antocianos y de flavonoles. 

Que durante el procsso 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 n2 37. En ella se analiza la planta de haba sana 

junto a plantas enfermas en dos fases distintas de evo­

luci6n: la primera cuando aparecen las lesiones con las 

que se inicia la enfer.medad y la segunda en el momento 

en que toda la planta ha sido dominada por , a infecci6n 
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bacteriana. No hay duda, por tanto, de quo los deriva­

dos fenolicos intorvienen, y sufren alteraciones que 

conducen a su desaparicion, durante la degeneraci6n dGl 

t~jido vegetal que deter&ina E. carotovora en su accion 

dcstructora sobre la planta de haba. 

Puesto que el grado de humodad del tejido 

puede ser un factor que facilite o impida el normal 

desarrollo de la bacteria patogona, homos llevado a ca­

bo su determinacion a 802 c., con elfin de considerar 

hasta que punto influye en la posible cnfermcdad que 

causa Erwinia carotovora. Los resultados aparecen en 

ol cuadro n2 7. 



-128-

CUadro n2 7 

Contenido de humedad en distintas 
plantas sanas y enfermas 

Plant a % Humedad (gr. ) 

Haba sana 88'796 

Haba en.Ierma 77' 18 

Jud!a sana 70'57 

Judi a enferma. 66'7 

Col 92'86 
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La profunda alteracion que oxperimentan 

los componentes de la celula vegetal a medida que 

avanza la onfcrmedad, quo acabara por dominar a la 

planta 5 se va reflejando en los cambios dG pH que 

observamos y quo hemos expuesto en el cuadro n2 8, 

donde tambien scnalamos los valoros nor.males que 

correspondon a las diferentos plantas cstudiadas. 



-128-

Cuadro nSl 8 

Determinacion de pH en distintos 
tejidos vegetales sanos y enfer.mos. 

Plant a pH 

Haba sana 5'4 

Haba enferma 7'2 

Jud!a sana 5'8 

Jud!a enferma 6'4 

Col 6-'0 
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c) Detc1~inacion de onzimas vegetales 

Son varios los factores enzi:ma.ticos rospon­

sables del des2rrollo de todo vegetal, y do acuerdo 

& cad2 uno do sus pcriodos de evolucion puedo sofialar­

su un deterrninado grupo de enzimas sin cuya intcrvcn­

cion sc detcndria la fase fisiologica corrcspondientc. 

For ello homos querido conocer la presencia, en las 

plantas que estudiamos, de dos tipos f~mdamontalos de 

onzimas, pectolasas y fcnolasas~ que son hdcmas las 

que pucdcn intorfcrir en el complejo mecanisme q,.c de­

cide el ~stado normal o de onfor.modad de una planta. 

La variacion en los valores de pH, que homos 

observado en uno de los apartados anteriorss, nos ha 

decidido a cstudiar la actividad PG de distintos toji­

do8 vegotales, a dos pH difcrent0s quo correspondcn 

a la zona acida y alcalina. Los resultados se encuon­

tran recogidos en la figura nQ 38. 
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Tambien en cste caso se valora el enzima 

a dos pH distintos, tanto en las plantas sanas, como 

en las que han en~er.mado, y a diferencia de los datos 

correspondientos a1 enzima PG, que acabamos do consi­

derar, en este caso la actividad. se prcsenta er la zo­

na de pH acido siendo adcmas manifiesta tm1to en plan­

tas resistcntes como susceptibles, y on sanas como on 

cnfermas. Los valores que corrosponden a ~sta dcte~­

nacion aparecon en la figura nQ 39. 

Seguimos la tecnica adoptada para su deter­

minacion, de realizar la lectura espectrofotometrica 

a dos longitudes de onda, 230 y 548 mu. Exponemos a con­

tinuaci6n lo-s valoros resul tantes ,_ que vienen a confir­

mar el incremento de este enzima en las plantas enfor­

mas, asi como su mayor concentracion on los tejidos sus­

ccptiblos que en los resistontes a la onformedad produ­

cida por E. carotovora. Todo ello qucda cxprosado en 

la figura nQ 40. 
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.A pesa.r de la semeJanza en cu.anto al mecanisme 

do ~ccion, ·que relaciona a cste enzima con el PATE, que 

acabamos do considerar ~ no existo parale.lismo en cuanto 

a Su presencia en los tejidos vogatales que consideramos. 

Par la :figura n2 41 puodo deducirs0 no solo la u1ayor pre­

cision de la determinacion a 235 mu, sino tambien la ausen­

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

ricion en estas mismas plantas cuando en:fer.man, as{ como 

en los tejidos de col que sabemos es resistente a la ac­

cion patogena de E. carotovora. 

La determinacion de este tipo de enzimas ha dado 

resultados negatives tanto en plantas de col como de judia, 

no solo sana sino enfer.ma. En cambia hemos observado su 

presencia en los extractos obtenidos a partir de plantas 

de haba, apreciruldOSe adAIDBS, COIDO Va aumentando a medida 

que aumentan y se generalizan las lesiones que presenta la 

planta despues de ser in:fectsda con E. carotovora. En la 

figura n2 42 expresamos la actividad de fenolasa en teiido 

sano asi como en la fase media y final ae la enf.ermedad 

que acaba destruyendo totalmente a la planta. 
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WOOD, (134), y STMadAN (107), entre otros, han 

realizado un estudio de gran interes sabre las consecuen­

cias que las enfermedades vegetales pueden ocasionar en 

la humanidad, no ya por la perdida economica que ellas su­

ponen, sino principalmente por la disminucion de disponi­

bilidades alimenticias para la poblacion animal. 

Desde que .en 1883 BURRIL(14) en Illinois y WAK­

KER (127) en Amsterdan demostraron que las bacterias po­

dian causar enfermedades en plantas, se ha venido estu­

diando incesantemente el papel de estos microorganismos 

en las enfermedades vegetales, inte~tando con ello igua­

lar en conocimientas a cuanto es sabido acerca de fitoin­

fecciones por hongos, problema este Ultimo que fue acep­

tado 200 ru1os antes de que se admitiese la existencia de 

bacterias fitopat6genas. 



-140-

El denominar fitopat6gena a una bacteria supone 

que es capaz de dafiar a tejidos vegetales, de los que ob-

tiene las sustancias necesarias para su desarrollo y re­

producci6n. Con ello el patogeno pasa a ser a su vez, ~a­

rasito de la planta huesped que ha sido atacada. 

_ La im.portancia que en este proceso se atri buye 

a los enzimas bacterianos ha sido seffalada por STAPP (110) 

y tambien por JONES (58) quien demostro que el enzima del 

microorganis.mo pat6geno se difunde con tal rapidez que es 

realmente el agente que facilita su propagacion. 

En el presente trabajo hemos estudiado los ti-

pos de enzimas que la bacteria Erwinia carotovora produ­

ce y la accion de los mismos sobre los componentes de la 

celula vegetal, y por otra parte consideramos tamqien el 

material que integra el tejido de pl~ta de col, jud{a y 

haba, lo que nos ha permitido establecer cuales son los 

factores principales, tanto de origen bacteriano como ve­

getal, que intervienen de forma mas decisiva en la mani­

festacion del caracter fitopat6geno de la bacteria o del 

grado de defensa de la planta. 
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Ls. primera con_sidera.ci6n de interes fUt_ refi~~ 

~ hecho de que E. carotovora es una de las pocas bacte­

rias capaz de desarrollarse en un medio que contiene co­

mo Unica fuente de carbono compuestos de naturaleza pec­

tica, cualidad que debemos destacar por tratarse de una 

bacteria fitopatogena que por tanto, puede metabolizar 

los derivados pecticos que integran el material vegetal. 

No obstante, esta circunstancia no basta para 

justificar el desarrollo de la enfer.medad que produce en 

tejidos de origen vegetal, puesto que segUn vemos plantas 

resistentes como es Brassica oleracea no son invadidas 

por Erwinia carotovora a pesar de contener una riqueza 

pectica superior, en ocasiones a otras plantas notable­

mente sensibles, como es Vicia faba, ~ue conteniendo el 

50 % del mateFial pectico presente en aquella, llega a 

ser dominada facilmente por E. carotovora. Por otra par­

te vemos as:! mismo c;_ue vegt:::tales como _jud:la que poseen 

mayor riqueza pectica que la detectada en tejidos resis­

tentes, puede llegar a enfer.mar facilmente~-~o es por tan~ 

to la concentracion pectica el factor decisivo para el 

avance bacteriano, aunque juegue un papel importante en 
~ 

el desarrollo de la enfer.medad. 
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Esta deduccion nos lleva a considerar las con­

diciones que penni ten o dif~cul t@_ la 5!9-~~~~~- -~e a.que­

iios otros factores respQnsables mas direct~s __ ciel proceso 
-------

:fitopatol6gico, entre los que se encuentran los enzimas. 

La s!ntesis de enzimas pectoliticos por la bac­

teria E. carotovora representa indudablemente una razon 

poderosa para la colonizacicn del huesped, pero que no 

puede ser admitida como la clave de su patogeneidad, ya 

que estos enzimas ademas de ser producidos, deben encon-

trarse en un medio en el que sea posible su actividad, 

puesto que a ella se debe en de:finitiva el avance. de la 

infeccion en el vegetal. 

Entre todos los enzimas estudiados vamos a con-

siderar en primer ter.mino uno de los primeros conocidos, 

poligalacturonasa (PG) • Se trata indudablemente de un en-- . . 

zima inducible porque, _segan hemos comprobado no aparece 

en los medios en que E. carotovora no dispone de sustan­

cias pecticas, y que ademas puedo experimentar un proceso 

de represion por acci6n de diferentes compuestos azucara-

dos. Este caracter no se puede generalizar a ~os enzimas 
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de todos los m2croorganismos ~itopatogenos por conocerse 

algunos estudios que confir.man lo contrario. As! SPALDING 

y col. (106) hallan que PG es enzima de constituci6n an el 

Cephalosporium gra.mineum, y tambien DEMAIN y PIL.I\FF (22) lo 

sostienen en el caso de Saccharomyces fragiles. 

Nuestra ~irmaci6n tiene interes por poder dese­

char la acci6n de PG en aquellas ocasiones en que su s!n­

tesis no sea posible, bien per no existir agente inductor 

o bien por estar presente algdn factor de accion regresiva. 

Los resultados que presentamos, indicando la ve­

locidad de sintesis PG en diferentes medias pueden asi mis­

mo, justificar el resultado de la interacci6n de E. caroto­

~ con au huesped, ya que puede ocurrir que este ejerza 

una defensa activa tan rapida que consiga rechazar la in­

fecci6n, como ocurre de hecho en el caso de la patata que 

impide su destruccion por Pseudomonas §Y!ingae, dada la 

lentitud de dicho microorganiamo para·sintetizar enzimas 

pectoliticos, en tanto que este mismo vegetal es destrui-

do facilmente por Erwinia aroidea que sint·atiza los enz1-

mas pectol:!ticos casi tres veces mas deprisa .qu~_,aqu~l Psou-
r_\-c\ M'L{I.•' 

domonas. < · ,· · ·J. =o. H ~ c · ~~.}\ 
' ' <" '. 
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Tiene par consiguiente gran importancia el sa·· 

ber como E. carotovora sintetiza PG, que es segUn hemos 

visto durant·e su fase logaritmica de crecimiento, mante­

niendose de for.ma constante estos valores a lo largo de 

la fase estacionaria de la bacteria. Podemos decir pc~ 

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 

infecci6n bactcriana durante un espacio que puede ser tar 

amplio como eficaz. 

De l~s distintas tecnicas que hemos ensayado 

para valorar la actividad PG, ha sido la de JANSEN y :r:Ic. 

DCNHELL (55) la adoptada para nuestro estudio por croer 

que sus datos ti enen un senti do mas am plio que las prue-· 

bas de viscosidad o las de difusion en placa, par refle­

jar cstas Ultimas con mas precision la hidrolisis en po­

siciones centrales que en las extremas,de la molecula 

pectic a. 

Relacionado con PG aparece otro enzima que ca­

taliza la hidr6lisis metilester en pectina con elimina­

cion de metanol, es la llamada pectine·sterasa o PE. tam-
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bien PE puede ser sintetizada por E. carotovora y tambien 

homos ostudiado su sintesis en relaci6n con cl desarrollo 

de la bacteria. Ocurre en este caso que su formacion es 

muy lenta y quo precisa cuatro veces mas tiempo que PG 

para alcanzar su maximo. En muy pequefia cantidad puede do­

tectarse en la fase logaritmica y su aumonto aunquo conti­

nuo transcurre a tan escasa velocidad que su exito en el 

proceso de fitoinfcccion se debe principalmente a su ac­

ci6n simultanea con otros muchos factores de diversa in­

dole: fisica, quimica, enzimatica, etc. etc. Este enzima 

necosita tambien de iones Na+, dato que juega un papel 

bien significative cuando actua a nivel de celula vege­

tal y ademas muestra una inhibicion por exceso de sustra­

to que so acentUa hasta llegar a representar el 35 % pa­

ra una conccntraci6n doble de la que proporciona una ac­

ti vi dad ma.nma. 

Los dos enzimas hasta ahora.considerados, PG y 

FE, se han venido relacionando con cnfermedades de plan­

tas producidas por muy variados microorganismos, pero la 

influencia extraord·inaria que en su sintesis ejerce el 

medio de cultivo ha hecho muy confuso el estudio de su 
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formaci6n. Por ello existen ciertas discrepancias para 

atribuir o no la sintesis de cllas a E. carotovora. Sa­

gUn DAVISON y WILLAMAN {19) dicha bacteria sintetiza PG 

pero no FE. Para KRAGHT y STARR (66) z. carotovora forma 

no solo un PG sino tambien PE, lo que deduce de la pro­

duccion de metanol en cl medio con pectina dondc la bac­

teria se dosarrolla; en cambio WALTON y CAPPELLINI (131) 

no doscubren s!ntesis de PE y si de otros enzimas peto­

liticos. 

El hccho de que nosotros hayamos probado la for­

ma~ion por E. carotovora de los dos enzimas considerados 

nos permitira mas adelante juzgar su intervenci6n en el 

proceso de la enfermedad de la planta atacada, dondo tam­

bien intcrvicne otro tipo de enzimas, estudiados igual­

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

y acido pectico transeliminasa (PATE). 

Pasando a considerar PTE, la primera observa­

cion a destacar es el pH alcalino al que actUa, por lo 

que su intervenci6n alterando la fisiologia vegetal ha 

de ir acompafiada de ciertos cambios metabolicos quo fa­

vorezcan la manifestacion de las condiciones necesarias 

para su actividad. 
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Otra nota de intcres se refiere al metodo que 

seguimos para valorar PTE, que utiliza la lectura en es­

pectrofotometro a dos longitudes do onda difcrentes. Asi, 

hem.os podido comprobar que la determinacion a 235 mu da 

valores mucho mas elevados que la rcalizada a 548 mu y 

ademas dentro de una zona donde ol error de lectura es 

menos frecucnte, y si a esto se anade que la valoraci6n 

a 548 mu es mas larga y costos&, se comprendera facilmen­

te que nos inclincmos a utilizar para medir la actividad 

PTE el camino mas corto, y quo admitimos tambien mas exac­

to, de leer dircctamente a 235 mu. 

Otro hecho interesante rospecto a estc enzima 

lo constituye el haber sido estudiado en E. carotovora 

cultivada en dos medics de cultivo diferentcs. Por los 

datos que presentamos puede dcducirse quo pese a la dis­

tinta composicion de ambos, el comportamiento del enzima 

en todos los ensayos efcctuados es muy paralelo, es decirs 

que 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 

al cnzima poctintransoliminasa puode hacerse extensive 

al PATE. El pH a1 que actUa. es tambien alcalino, e igual­

mente la tecnica de valoracion es mas sensible y exacta 

cuando J.as lecturas se ef'ectUa.n a 230 mu; al pasar a la 

zona de 548 mu los valores caen y la precision tambien, 

por lo que estimamos ol prescindir de la prueba del ATE. 

Una difcrencia entre PTE y PATE lo constituye 

el estudio de este Ultimo enzima cue.ndo cs sintctizado 

en dos medics diferontes por el mismo microorganismo. 

Homos podido comprobar que la producci6n por E. caroto­

~ de PATE en el medio CG ofrece valores que son infe­

riores a un tcrcio de los obtonidos cuando el cultivo 

tione lugar en el medio s. Esta diferencia si bien so 

acusa en las lecturas realizadas a. ?48 mu es mas proci­

sa cuando se examinan los datos obtenidos a 230 mu. De 

cualquier f'or.ma es una observaci6n interesante que tienc 

algunos precedentes sefialados por diferentes autores. Ya 

en 1952 AYRES y col. (7) apuntan que las condiciones de 

cultivo pueden influir on el tipo de enzimas pectol!ti-
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cas producidas in vitro. Tambion HANCOCK y col. (45) con­

cluyen que las condiciones de cultivo puedcn ser el prin­

cipal factor que determine cl tipo de enzima producido. 

Existe por lo tanto la probabilidad de que so­

gUn las circunstancias que concurren en el desarrollo de 

un microorganis.mo, este podra 0 no sintetizar determina­

dos cnzimas, por lo que siemprc que sa dcsee realizar un 

estudio enzimatico es precise fijar las caractcristicas 

del mismo, Unica forma do prcvenir errores por descono­

cimiento de factores que pucden intervcnir de una mano­

ra directa y definitiva. 

For ello, y teniendo en cuenta que los cnzimas 

que cstudiamos han sido sintatizados por una bacteria fi­

topat6gena, E. carotovora, homos creido fUndamental rea­

lizar un estudio de las caracteristicas que concurren en 

deter.minados tejidos vegetales, para deducir del mismo 

cl comportamiento de aquella bacteria cuando las mas di­

versas circunstancias hacen que establezca contacto con 

los tejidos estudiados. 
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La primora observacion~ fundamental por llegar 

a decidir si E. carotovora invade y destruyo un vegetal, 

OS la presencia en este de alguna lesion que permita el 

acceso de la bacteria; pero en el supuesto de que so de 

osta circunstancia puedo suceder que no apcrezca ningUn 

s!ntoma on el vegetal atacado, quo revelo la llogada de 

E. cs.rotovora. -~ cste rcspccto hay que recordar con r~­

TIN (75) ~a importancia de las sustancias nutritivas que 

intcgran las estructuras·celulares del tojido de la plan­

ta, por lb que vamos a rclacionarlas con la ovolucion del 

posible patogeno. 

Comenzamos por considerar ol contonido en Ni­

trogeno do las tres plantas cstudiadas, 0s dccir, col, ju­

dia y haba, ya que algunos autores, entre ellos GASSNE~ 

y FRAltKE (38) lo han relacionado con la defcnsa del vege­

tal a la en£ermedad. Asi podemos admitir que segdn nues­

tros resultados, el Nitrogeno inorganico tiene valores 
<# 

mas bajos en la planta resistonte, mientras quo en las 

s_ensibles a E. carotovora alcanza cifro..s dos o tres ve-

ces supcrioros. Una conclusion analoga se debe a van ~\N-

DEL (3) que consigue aumentar la susceptibilidad en plan­

tas tratadas con Nitrogeno en forma de sales inorgBnicas 

o de urea. 
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Si p~amos a considerar cl Nitrogcno proteico~ 

nucstros datos no acus~~ difcrcncia en las tros plantas 

que cstudiamos, si bien so inclina ligcramente en favor 

de la col, no obstante los valor~s son tan proximos quo 

no encontramos fundamento para admitir ccn GRUMMER (42) 

que la cantidad de proteina de la planta disminuye con 

su resistencia a la enformcdad. En cambio hay mas razon 

para suponer, de acuerdo con RUBIN y ARTSIICHOVSKAYA (93) 

que a mcdida que aumenta la rclacion entre Nitr6geno pro­

teico y no proteico se intansific3 cl metabolismo asocia­

do con sintesis intensa, que sucle caractcrizar a plan­

tas resistentes al ataquc de parasites. 

En cuanto al comportam.icnto de las plantas al 

enfer.mar, observamos que tanto en haba como en judia apa­

rece un aumento notable no solo en Nitrogcno inorganico 

sino tambien proteico. Un hGcho anaiogo ha side senalado 

por PEGGy SEQUEIRA (85) en plantas de tabaco infoctadas 

con Pseudomonas solanaccarum, y tambicn por ROHRII~GER y 

SAMBORSKY (92) y por HEITEFUSS y col. (50) quienes dcmcs­

traron por tecnicas inmunoqulmicas la presencia de tres 

nuevas proteinas en col infectada por Fusarium oxysporum 
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f. cong1utinans. Junto a estos autores homos de suponer 

que el aumento sbfialado es consecucncia de la sintcsis 

inducida, en los tejidos enfermos, de nuevas proteinas 

de caracter enz~tico. 

Las proteinas del vegetal estan for.madas por 

los mismos aminoacidos que so han identificado en el res­

to de los sercs vivos, que adcmas puedcn cncontrarse li­

bres dentro do la propia colula, y en oste estado pueden 

tambien intorvenir facilitando o impidiendo el estable­

cimiento de la enfer.modad. 

Bajo esta idea hemos roalizado el anBlisis de 

los aminoacidos libres en col, judia y haba, y como pri­

mera consocuencia deducimos que el nUmero de aminoacidos 

que contfene cada una de las plantas no es dato signifi­

cative ya que en judia existen aproximadamente la mitad 

que en haba y ambas plantas son susceptibles a diferon­

cia do la col que conticnc un nUmoro de aminoacidos in­

ter.medio al de aquellas. 

Nosotros vamos a realizar una revision de los 

aminoacidos que hemos hallado ~ las distintas plantas 
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que cstudiamos, para relacionarlos con su caractcr resis­

tcnte o susceptible a la bacteria Erwinia carotovora. 

Como dato intercsantc podomos sefialar el contc­

nido de treonina y prolina en tejido de col, aminoacidos 

que no aparccen Gn las otras plantas. Si su presencia es 

o no significativa on la col, no pucdc dccidirse con ca­

racter individual dadas las numerosas intorrolaciones que 

existen. No obstante, podemos suponer la posibilidad de 

su participacion en la manifostacion de rosistencia de 

Brassica oleraccg, si recordamos los estudios de FELD1UN 

y HAlTKS (28) as2 como los de SING y S~~LEY (100) que se­

fialan la gran cantidad de prolina existonto en la savia 

de olmos resistontes y los de ELGERSW~ {27) que tambion 

se exprosa on cste sentido. Por tanto no croemos aventu­

rado admitir que la prolina figure como uno de los amino­

acidos quo coadyuvan a la defensa del vegetal. 

Antes do seguir adelanto hemos de rccordar la 

importancia que puedc tener no ya la presencia de un ami­

noacido, sino ta.mbien su ausoncia 0 incluso el distinto 

porcentaje en que se oncuentre. Tambion es sabido quo el 
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aumento, en el contenido de ciertos aminoQcidos va acom­

pafiado con frecuencia por la disminuci6n de otros y este 

nuevo equilibrio entre ellos puede llegar a decidir la 

evoluci6n del microorganismo fitopatogeno y por tanto la 

invasion del huesped. 

Los resultados de nuestras experiencias nos lle­

van a sefialar un grupo de aminoacidos, que por encontrar­

se tru1to en plantas sensibles como resistentes, en sanas 

como enfermas, pueden ejercer su accion mediante est!mu­

lo o bloqueo de otros factores de ace ion mas _decisi va en 

el proceso de infeccion vegetal. El grupo a que nos refe­

rimos lo forillan asparragina, acido glut8mico, alanina, va­

lina y leucina. Por referencias conocidas nos atrevemos 

a afirmar que los dos primeros ejercen en haba y judia 

una accion positiva para su ataque porE. carotovora; la 

asparragina es uno de los componentes mas frecuentes que 

figuran en mcdios de cultivo para esta bacteria (104) y 

el acido glutamaco tambien es conocido por su accion es­

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

tesis de enzimas pectoliticos (117); por tanto noes ex-
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trafio que puedan seiialarse, en los casos que indicamos, 

ejerciendo una acci6n favorable, que por el contrario no 

podemos justificar para la col. 

Hemos de hacer notar que el paso de tejido sa­

no a enfer.mo, por inoculacion con E. carotovora, puede su­

poner un aumento o disminuci6n cualitativo de aminoacidos. 

Ambas circunstancias las hemos observado respectivamente 

en plantas de judia y haba. La primera de ellas al enfer­

mar nos presenta nuevos aminoacidos, que no hemos podido 

ver cuando esta sana. Estos aminoacidos son: histidina, 

arginina, glicina y tirosina. Hemos de recordar que si 

bien la histidina no tiene aisladamente una accion posi­

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

capaz de estimular tanto su desarrollo como su sintesis 

PG, cuando actda simultaneamente a otros aminoacidos. For 

ello no es extrafio que aparezca en el tejido de judia en­

ferma. 

Tambien la presencia de arginina puede justifi­

carse recordando los estudios de FELD!i1AN 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 infecti.vos basandose en muy di versos cri terios, 

pues mientras algunos autores como PEGG y SEQUEIRA (85) 

hacen participar a tirosina y fenil-alanina en la forma­

ci·on de melaninas, otros, entre los que figura RUDOLPH 

(94), afir.man que este aminoacido 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 sefiala­

da por RUDOLPH. 

Los cambios metabolicos que aparecen en las 

plantas dafiadas transcurren de modo muy distinto, no ya 

para cada tipo de enfer.medad sino incluso para las dis­

tintas plantas que son atacadas por un miamo microorga­

nismo fitopat6geno. Asi lo hemos podido asegurar al con­

templar las respuestas de las plantas estudiadas cuando 

se han inoculado con E. carotovora. Acabamos de sefialar 

el aumento en el nUmero de aminoacidos que aparece en la 

planta de judia enferma con respecto a la sana, y hemos 

de sefialar tambien la disminucion de estos componentes 

cuando la planta que enferma es el haba. Uno de los ami-
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noacidos que deserarecen en el haba ntacada par E. caro­

tovora cs arginina, en oposicion a lo observado con ju­

dfa, si bien ha side confirmado con anterioridad per los 

estudios de Me. COBBS y WINSTEAD (17) roalizados en pepi­

no que infectan con Pythium aphanidermatum. 

La dis~nucion o desaparicion de detcr.minados 

aminoacidos esta justificada no solamente per la activi­

dad enzimatica de la planta1 promovida par la infeccion, 

sino tambien por la utilizacion directa de la propia bac­

teria que origina la enfermedad. Como caso interesante 

descamos destacar la aparicion y a~ento rcspectivamente 

de acido aspartico y asparragina en haba, que no creemos 

se deba exclusivamente al aporte del parasite sino que ha 

de ser considerado entre las rcspuestas del vegetals de 

manera semcjante a lo apuntado par PATEL y WALKER (84) en 

sus cstudios con Pseudomonas phaseolicola. 

Ante estas breves consideraciones hemos de re­

conocer la importancia de las intcrrclaciones de todos 

los factores que intervienen en la fisiologfa del vege­

tal, por llegar a ser en algunos casas responsables de 
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la evoluci6n de la enfermedad. Por ello vamos a discutir 

a continuaci6n 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 fitopat6genos por lo que desdc el primer 

memento so les relacion6 con ol desarrollo del proceso 

de infeccion vegetal. La variodad de material que so so­

metio a este tipo de estudios, asi como la diversidad de 

agentes fitopatol6gicos considerados no podian por menos 

que conducir a conclusiones bien distintas, y asi mien­

tras autores como ATTI (5) y NELSON (82) rolacionaron el 

alto contenido en azucares del tojido vegetal como un he­

cho favorable a la infeccion, otros, entre los que se en­

cuentran ''v'EINHOLD y BOWMAN ( 132), admi t€n que el aumento 

on azucares supone una proteccion notable por parte de la 

planta. Los resultados que nosotros hemos obtenido nos 

permitirian apoyar indistintamente cualquiera de estas 

conclusiones ya que pese a la diferente cantidad de sus­

tancias reductoras que aparecen en plantas de haba y ju­

d:la, ambas han sido facil.mente dominadas por E. caroto-
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~' en tanto que la col con un contenido inter.medio en­

tre las plantas ci tadas o:frece una clara resistencia :fren· · 

te a la misma bacteria. Han sido HORSFALL y DIMOND (52) 

quienes haciendo un estudio exhaustive sobre este tena 

han llegado a diferenciar dos tipos de enfer.medades vega­

tales, segUn cursen en presencia de un bajo nivel de azu·­

cares o por el contrario requieran una elevada concentra­

ci6n 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 o no ser especi:fico. Mas adelante exponemos uno de 

los posibles mecanismos de accion de las sustancias re­

ductoras sobre la patogeneidad de E. carotovora. 

El parasitismo indudablemente supone una intcr­

relaci6n nutritiva, puesto que el patogeno ha de alimen­

tarse de los tejidos del huesped, y siendo las sustan­

cias que estamos considerando de las que mas afectan al 

desarrollo del parasito, es 16gico que vayan desapare­

ciendo a medida que avanzan las lesiones t:!picas de la 

en:fer.medad. Pero esta misma interrelaci6n ha de justifi-
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car la diferencia que observamos entre el consumo de sus­

tancias reductoras en la p~anta de haba enfer.ma y en la 

de judia, ya que en el primer caso se acusa un descanso 

de 69 %, que en la jud!a solo alcanza el 4'5 ~. Ante es­

tos datos hemos do pensar que la cl~sificacion de HORS­

FALL y DIMOND (52) no supone solamente una diferencia en 

el contenido de sustancias reductoras de la planta, sino 

que rcfleja tambien un distinto comportamiento de ~­

rotovora que puede manifostar su acci6n fitopatogena por 

mecanismos diferentes, en los que 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 tambien consume los compuestos 

pecticos que la planta contiene en proporcion muy infe­

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

ataca la planta de jud!a apenas utiliza los compuestos 

de naturaleza reductora, pero en cambio metaboliza rapi­

da.mente todas las sustancias pecticas. Para justificar 

esta distinta preferencia de una misma bacteria, hemos 
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querido estudiar de forma cualitativa los azucares libres 

que existen en los tejidos no solo de plantas de haba y 

judia sino tambicn de col, planta csta Ultima que aunque 

se asemeja a la judia en su composicion quimica muostra 

por cl contrario una marcada resistencia a E. carotovora. 

Los datos que hemos obtenido par cromatografia sefialan la 

presencia de los mismos azucares en col y judia, que se 

diferencian de la planta de haba en que esta Ultima care­

ce de lactosa y contiene en cambia xilosa. Es posible que 

la xilosa osto asociada a la pectina lo que ostabloceria 

una nueva caracter{stica para diforenciar al haba de los 

demas vegotalos que estudiamos. En cuanto a los otros azu­

cares es la sacarosa principalmcnte la relacionada con la 

susccptibilidad a la enformedad vegetal, como lo indican 

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

Nosotros realizamos un estudio in vitro de la 

influcncia que ejercian distintos azucaros en la produc­

cion celular y cnzimatica de E. carotovora y pudimos com­

probar que glucosa y levulosa muestran una accion estimu­

lante a dosis bajas y al aumentar de concentracion, la 

acci6n pasa a ser inhibidora de la sintcsis de enzimas 

(118). Puesto que por otra parte (119) sabemos que la 
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perdida de actividad enz~atica en E. carotovora, va acom­

pafiada de desaparicion de patogeneidad, hemos de admitir 

que la presencia de azucares en el medio en que la bacte­

ria so encuentra puode ser causa de una represion catabo­

lica que justifique la manifestacion de resistoncia. Esta 

idea tendria su precedentc en los trabajos de GAln~J y 

BOHNI (39) y do KEENy HORTON (61). 

Por otra parte hemos de notar que a medida que 

avanza la enfermedad en plantas de haba y jud{a, van de­

sapareciondo los azucares libres hasta llegar a no sor 

detectados en el tejido enfermo, lo que ha dG atribuirse 

a su facil asimilacion por E. carotovora que acaba por 

metabolizarlos totalmente. Este hecho no es nada extrafio, 

dadas las exigencias nutritivas de los microorganismos, 

y ha sido tambien notado por Me. COMBS y WINSTEAD (17) en 

el pepino infectado por Pythium aphanidermatum y por 

STRECH y CAPPELLINI (111) en sus experiencias con Glo­

merella cingu1ata. 

Si las plantas de judia y col nos han sorpren­

dido con una cantidad de sustancias pecticas bastante se­

mejante, a diferencia de lo que ocurro en el haba, hemos 
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de considerar la posibilidad de que exista alguna dife­

rencia en su naturaleza que puedc ayudar a justificar su 

distinto comportamiento con E. carotovora. En primer lu­

gar, la estructura compacta del tejido de col puede ser 

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

ademas no ser!a extrafio que el material pectico de sus 

parades celulares este enmascarado por otros pol!meros 

del tipo de la lignina, causantes de una alteracion su­

ficiente para que los enzimas bacterianos al no encontrar 

su sustrato espec!fico no puedan facilitar la difusion de 

la bacteria, que quedar!a entonces localizada en el pun­

to de penetraci6n siendo incapaz de originar lesion algu­

na. Este mecanisme de resistencia es uno de los que sena­

lan TURNETI y BATEH.AN ( 123). 

Ademas de las diferencias sefialadas hasta aho­

ra, en las tres plantas que consideramos, hemos de resal­

tar por su trascendencia un nuevo aspeoto que puede reve­

lar datos de extraordinario interes para comprender el 

proceso fitopatologico. Nos estamos refiriendo al metabo­

lismo de sustancias de naturaleza fenolica. Los an8lisis 

que hemos practicado ponen de manifiesto la presencia de 
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fenoles an el tejido de haba, sin que nayamos podido com­

probar su existencia en las otras plantas. El papel de 

estes CO~puestos en org~lOS vegetales se ha asociado con 

su resistencia a determinadas enfermedades, como indican 

SCHAAL y col. (98), KIRKHAM (63), PRIDH.AM (87), BATDJ..AN 

y MILLAR (10), etc. 

Sabemos (116) que los derivados del fenol impi­

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

sinteois de sus enzimas pecto11ticos, pero esta accion 

depende no solo de la concentracion del compuesto sino 

tambien de su estructura qufmica, 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 

que en sus tejidos existen entre otros aminoacidos libres 

fenil-alanina y tirosina, por lo tanto no es de extranar 

que estos aminoacidos aromaticos, sintetizados a partir 

de carbohidratos, sirvan como precursores en la sintesis 

de fP.noles. Ahora bien i,CUal es el pape1 de estos fenoles 
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en la enf'ermedad del haba? muy simple, van a actuar de 

sustrato de fenolasas, (activadas por deter.minados meta­

bolites), para comunicar un ennegrecimiento a las zonas 

lesionadas por E. carotovora indicando as! como va pro­

gresando la infecci6n. 

En el caso de col y judia no hemos visto deri­

vados fen6licos, si bien el mayor contenido de carbohi­

dratos en col podria tambien conducir a compuestos de es­

te tipo mas o menos enmascarados y con una funcion 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 enfer.medad, se­

gdn hemos deter.minado, pero que so~ 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 

segan PRISTUPA y col. (88) en las vacuolas de la celula, 

no en el protoplasm.a ni nucleo y s.olamente 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 per.meabilidad de men­

brans. Pero ademas se da la circunstancia de que las fe-· 

nolasas, cuya localizacion no so ha determinado con pre­

cision, han de ser activadas por una serie de metaboli­

tes que aparecen como consecuencia de la accion de en­

zimas pectol!ticos, lo que hace que el mecanismo por el 

cual avanza E. carotovora adopte pasos diferentes segUn 

la com.posicion del tejido vegetal, tal como vemos ocu­

rrc en plantas de haba o de judia. 

Los profundos cambios qufmicos que lleva con­

sigo la destruccion del tejido vegetal van acompafiados 

do un aumento en los valores de pH, que en el caso de 

plantas de haba vemos se aproxima a las dos unidades. 

La influencia del pH en el material atacado 

por microorganismos fitopatogenos ha sido sefialada por 

MORANT y WOOD (80) en sus experiencias con patata y mas 

tarde con manzana, y confir.mada por otros muchos auto­

res. La intervenci6n de este factor en el proceso in­

fective afecta no solamente al desarrollo del agente 
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microbiano sino tambien a la sintosis de sus enzimas 

que deciden el curso de la infeccion. Ahora bien, si 

tcnemos en cuenta que el pH de un tejido no indica tan 

solo un estado de acidez o alcalinidad, sino que dicho 

estado se alcanza par contribucion d~ muy variados com­

puestos, hemos de admitir que en la interaccion hues­

ped:parasito un mismo valor de pH puede o no coadyuvar 

al establecimiento de la infeccion, dependiondo de la 

naturaleza de aquellas sustancias qu{micas que deciden 

los valores de pH que el tejido vegetal prescnte. 

~ueremos de esta forma justificar la resis­

tencia de plantas de col que con un pH 6'0 no permite 

el desarrollo de E. carotovora, qu~ por el contrario 

crece libremente a expensas de haba y judia que contie­

nen un pH menos favorable para la. evoluci6n normal de 

la bacteria. For tanto para juzgar la intervencion del 

pH en el curso de enfermedades vegotales no basta cono­

cer su valor sino que cs prociso estudiar las sustancias 

a las quo se debe. En este aspecto debemos recordar los 

trabajos de HASSEBRAUK y KAUL (49) en relaci6n con los 

acidos m8lico, citrico, oxalico y ascorbico del trigo 

y su infecci6n con Puccinia triticina. 
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CUando la planta llega a enfermar, nuestras 

oxporiencias senalan un aumento de pH, que ademas de fa­

cilitar la multiplicaci6n celular, facilita notablemen­

te la s!ntesis do los enz~ que permiten a E. caroto­

~ prop98ar su infecci6n, ya que los valores de pH, 

que la planta enferma presenta, son los mas adecuados pa­

ra la producci6n de PG (115), PTE (99) y PATE (83). 

Tambien el grado de hidratacion de los teji­

dos puede. repercutir en la fisiologia de la infeccion, 

puesto que hemos observado su alteraci6n 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 infeccion es eliminada por otroe 

factores existentes. En cambio en los casos de jud!a y 

haba, la humedad puede favorecer la enfermedad y de he­

cho lo hace a traves de distintos caminos. Uno de ellos 

consiste en ocupar los espacios intercelulares determi­

nando la exclusi6n del ox!geno con lo que impide segdn 

LAFWOOD (67) la activaci6n de los inhibidores de enzi­

mas pectol!ticos. La otra forma de ~avorecer la infec­

ci6n es facil de deducir en el caso de que el pat6geno 
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sea E. carotovora, ya que por tratarse de una bacteria 

flagelada, podra moverse con mayor rapidez gracias a la 

pelicula acuosa que aparece en los espacios intercelu­

lares, con lo que el avance de la infecci6n sera mas 

facil. 

La perdida de agua que experimentru1 los te ji­

dos enfermos es comprensible por la desaparicion de es­

tructuras celulares, por lo que en este aspecto los da­

tos que aportamos son un fiel reflejo de la destrucci6n 

que E. carotovora causa en el material que estudiamos. 

Pasando a considerar los enzimas pectol{ticos 

hemos de recordar que su distribuci6n es a.mpl{sima den­

tro del reino vegetal y que juegan un importante papel 

en los procesos de maduraci6n, alteracion y degenera­

ci6n de las plantas. De todos ellos es pectinesterasa 

(FE) el que con mas frecuencia se ha puesto de manifies­

to en los 6rganos vegetales, asi 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 deter.mina el doble de 

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 en£ermedad produci­

da por E. carotovora, puesto que vemos que 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 tambien su susceptibilidad. 

Cuando estas plantas enferman el incremento que se pro­

duce en el enzima es muy notable por alcanzar valores 

seis veces superiores en la judia y algo mas bajos pa­

ra el haba. 

Un dato interesante rcspecto 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 acida, es decir, a valores de pH que corres­

ponden al determinado en los tejidos de las plantas ata­

cadas. Esta observacion nos lleva a admitir que el enzi­

ma PE es uno de los que inician el proceso infective ~n 

la planta que E. carotovora ataca y prepara as! el sus­

trato que requieren otros enzimas de la patogenesis ve­

getal como son PG y PATE. De acuerdo con BATEMAN (8) 
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podemos aceptar que pectinesterasa es uno de los compo­

nentes naturales de muchas plantas superiores y su in­

tervenci6n en la enfermedad vegetal podria interpretar­

se admitiendo con JANSEN y col. (56) que su retenci6n 

en la pared celular se debe a fUerzas de tipo ionico. 

Sabemos por las experiencias de THATCHER .(120) que una 

respuesta temprana a la infecci6n es la destruccion de 

la permeabilidad en la membrana celular y FRIEDMAN y 

JAFFE (31) demuestran un aumento en conductibilidad 

electrica en tejidos vegetales enfermos, por lo que fa­

cilmente se deduce que el incremento ionico observado 

puede decidir la liberaci6n de PE, que de esta manera 

queda independiente de la membrana celular y puede al­

canzar el material pectico que constituye su sustrato 

espec!fico. HANCOCK (47) en sus estudios con Scleroti­

nia sclerotiorum recoge as! mismo esta sucesion de he-· 

chos, para justificar el aumento y actividad de FE en 

los tejidos enfermos. 

Aparte del material que la planta proporcio~ 

na para que actU~ PG, no hay duda que la actividad del 

enzima PE facilita, con bastante constancia, la dispo-
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nibilidad del sustrato especifico para poligalacturona­

sa. Si el origcn de este enzima es bacteriano 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 judia no aparece este enzima, cosa nada 

extra.fta puesto que tambien HANCOCK y MILLAR ( 46) sefia­

lan su ausencia en alfalfa, e incluso admi ten que tam­

poco existe cuando esta planta es atacada por distintos 

hongos. Nosotros si hamos podido observar PG en la plan­

ta que enfer.ma y hemos llegado a sospechar que su pre­

sencia en los tejidos enfer.mos de haba y jud!a puede no 

ser debida tan solo a la bacteria sino que tambien inter­

venga la respuesta a la infeccion del propio huesped. 

BATEMAN (8) tambien apunta la posibilidad de que inter­

venga el huesped en la produccion de PG por judia in­

fectada con Rhizoctonia solani a pesar de que segan es­

tablecio 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 enfer.mos (47,15) 

y actua sobre acidos pecticos en c.onjuncion con otro en-
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zima, el PATE. La acci6n de ambos se complementa entre 

si, puesto que aunque los dos enzimas actUan a pH alca­

~ino, el PATE es estimulado por iones ca++ (108) a dife­

rencia de lo que sabemos ocurre cuando se trata de PG, ya 

que BATn.~AN y LUMSDEN ( 9) entre otros autores, han demos­

trado que los iones ca++ al reaccionar con las cadenas 

de acidos pecticos dan lugar a estructuras que son ina­

tacables por el enzima poligalacturonasa. Por su parte 

DEAN y WOOD (20) sostienen la intervencion del enzima 

PATE en el llamado complejo amacerantea. 

Nosotros hemos podido observar la presencia 

de PATE en plantas sanas, a diferencia de lo que sefia­

lan HANCOCK y MILLAR (46) en alfalfa atacada por distin­

tos tipos de hongos, si bien es cierto que nuestros re­

sultados han sido positivos solo en las valoraciones 

efectuadas en la zona u.v., ya que cuando la lectura se 

haec a 548 mu, ninguna de las tres plantas ensayadas po­

see este enzima. Esto parece indicar que el PATE que ~· 

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 metodo 

mas sensible de valoracion es el que emplea ATB. 
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HANCOCK ( 4 7) indica que tanto los tallos de 

tomate como de girasol no contienen poligalacturonato 

transeliminasa ni pectintranseliminasa, no obstante en 

nuastros ensayos hemos podido detectar PTE en las plan­

tas de. col, asi como en los tejidos enfermos de haba y 

judia. Es posible que su origen sea bactcriano, si bien 

su presencia en una planta resistente como es la col po­

ne de evidencia un posible origen de caractcr vegetal 

que puede ser necesario para el metabolismo normal de la 

planta. De lo que no parece habcr duda es que durante el 

proceso de patogenesis el enzima PTE contribuye a degra­

dar las cadenas de pectina por mecanismo y en condicio­

nes distintas a como procede PE, ya que los enzimas trans·~ 

eliminativos actUan a pH alcalino. Hay algunos autores, 

entre lo~ que figuran EDSTROM y PHAFF (26) para los que 

PE compi te con PTE por deesterificar 1~ pectina y conver·­

tirla en sustrato no adecuado para pectintranseliminasa. 

Este caso, como otros posibles de int~raccion de enzimas 

estimamos es dificil de aclarar en tanto no pueda traba­

jarse con material de adecuado grado de pureza. 







De todo el estudio que acabamos de exponer 

pueden deducirs~ como principales conclusiones las si­

guientes: 

1._~~ bacteria que hemos considerado, Erwinia 

carotovora, es uno do los pocos microorganismos capaces 

de evolucionar normalmente en un medio donde dispone de 

pectina como Unica fuente de carbone. 

2. Los enzimas de acci6n pectolitica que se han 

estudiado son de caracter inducible y la ausencia de ma­

terial pectico, en el medio donde E. carotovora se en­

cuentra, decide su incapacidad para sintetizarlos. 

3· El caracter fitopat6geno de E. carotovora 

esta en relaci6n 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 pat6gena. 

4. Los enzimas PG, PATE y PTE se sintetizan du­

rante la fase logaritmica de crecimi~nto, en tanto que 

PE alcanza su mBximo en la fase estacionaria de la bac-
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teria. La velocidad de sintesis de estos enzimas puede 

contribuir a la manifestaci6n de la enfer.medad en el 

huesped ataoado o bien a su resistencia. 

5. PE precisa para actuar deNa+, y PATEy PTE 

requieren la presencia de ca++, que por el contrario in­

hibe, a ciertas concentraciones, la accion de PG. 

;<\6. La composici6n quimica del tejido vegetal 

puede llegar a desempenar un importante papel en la de­

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

entre el contenido en Ni trogeno protei co y Ni trogeno inor­

g8nico es mas alta en las plantas resistentes, mostrando 

cifras inferiores a la mitad cuando la planta es sensible, 

7. El an~isis de aminoacidos libres en plan­

tas de col, judia y haba revela, como dato relaciori.ad-o 
__. ---

con la resistencia de la col, la presencia de treonina 

y prolina, que no aparecen en las plantas sensibles. 
-~----., 

8. _El paso de tejido vegetal sano a enfer.mo 

implica una serie de modificaciones metabolicas que con­

ducen a cambios cuantitativos y cualitativos de sus ami­

noacidos libres, que no se deben exclusivamente al con~ ' 

sumo o aporte por parte del patogeno sino a la respues­

ta de la plant a ante el ataque de la bacteria. 
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g. Cuando la planta de haba es atacada por 

E. carotovora, se observa la desaparicion de arginina, 

serina y acido aminobut!rico y por el contrario se de­

tecta acido aspartico. En cambio a1 enf'ermar la planta 

de jud!a el nUmero de sus aminoacidos libres aumenta por 

aparecer cuatro nuevos que son: histidina, arginina, gli-

cina y ti~osina. 

10. La bacteria E. carotovora se propaga fa­

cilmente a traves de plantas que contienen cantidades 

distintas de sustancias reductoras como son haba y ju­

d1a {con 5 '52 y 1 '2 mg/g.), en tanto que no puede inva-

dir otras camo la col con un contenido intermedio entre 

el preeentado por aquellas. 

11. El avance de la infeccion en haba transcu-

rre principalmente a expensas de sustancias reductoras 

y en el caso de plantas de jud!a, E. carotovora apenas 

utiliza los compuestos de esa naturaleza, pero en cam­

bio metaboliza rapidamente todas las sustancias pecticas. 

12. La composici6n cualitativa de azucares en 
..-----··--· 

las plantas estudiadas no justifica au respuesta al ser 
atace.ds.s por E. carotovora ya que hemos visto que en-col 

y jud!a existe el mismo tipo de estos compuestos. 
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13. S~ s~ere la posibilidad de una repr~si6n 

enzimatica producida por azucares, que pueden eer dis­

tintos, pero que han de ~ncontrarse en una determinada 

concentraci6n. 

14. De las tree plantas que consideramos tan 

solo el haba contiene derivados fenolicos, que intervie­

nen en el avance de la enfermedad y comunican el ennegre­

cimiento que se observa al ser transfor.mados por fenolasas. 

15. Entre los enzimas vegetales es PE el que 

consideramoe relacionado con la eusceptibilidad a la en­

fermedad por haber comprobado su presencia predominante­

mente en plantas susceptibles. Por los factores que fa­

vorecen su acti vi dad, -podemos decir que PE es uno de los 

agentes con que se inicia la degeneraci6n de la planta. 

16. PG solo se manifiesta en los tejidos vega­

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 

sanae que se estudian, ha sido posible solamente cuando 

se sigue el metodo de determinacion a 230 mu. 
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18. El enzima PTE sc ha detectado no solo en 

los tejidos enfer.mos, sino tambien en el de planta sa-

na resistente lo que parece evidenciar su posible ori-

gcn vegetal. 

19. Como conclusi6n final se establece el ca-

ractcr fitopatogeno de E. carotovora, asi como la impor­

tancia que la composicion del tejido vegetal tiene en 

el establecimiento de la enfermedady habiendose marca-

do difcrentes pasos que; pueden justifica.r como procede 

la bacteria en cada una de las plantas que ataca, de 

acuerdo a las interrelaciones que se presentan. 





-------VI. SUMMARY ======= 
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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 a 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 

distinct response in our attempt to produce in them tll.e 

disease caused by E. carotovora. It is note worthy that 
·#:,... 

··~·~t'~ ~t:\} ~ fD .t,p"-.. 
e:;. .. '(f' 
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-186-

there is no narrow botanical similarity among the hosts 

of the bacteria. thus our choices were: 

a) Brassica oleracea, which demonstrated total 

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

experiment employed all ~des 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 a loss of consistency in the attacked 

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

c) 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

mesthe 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 

patho~ogical character 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 

cellular enzymatic production. In order for the bacteria 

to develop on a plant it must not only multiply but synthe­

size a 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

grading 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 (FE), polyga­

lacturonic acid trns-eliminase (PATE) and pectin-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 pecti1. 

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 de3-

troyed by the bacterial infection. In both the healthy (be­

fore i-noculation) 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, there­

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 character. 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 classify them in this way as some authors have do­

ne. The action of sugars in increasing resistance can be 

explained as a catabolic repression of the synthesis of in­

duced enzymes. 

The pectolytic enzymes which take part in meta­

bolic functions can 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 ionic increase which occurs in the plant and 

stimulates the liberation of PE from its place in the mem­

brane. After contact with its specific substrate, the reac­

tion product is attacked by another type of enzymes such 

as PG and PATE. Of these, the orig~n of PG is the most dis­

puted. As it appears in infected tissue and not in healthy, 

it can be attributed to the pathogen and not the plant. 
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Though the factors that the phytopathogen, ~­

rotovora, requires 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

~· 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 a 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 a consequen­

ce of the destruction of the cellular membrane, both f~c­

tors get in touch and determine the blackening 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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