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DEL DESARROLLO in-vitro DE Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli Y
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
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RESUMEN

Se ha reportado que los pigmentos que conforman el
color de flores, frutos y semillas tiene una diversidad de
funciones involucradas en mecanismos que les permiten
a las plantas sobrevivir condiciones adversas, entre las
que destaca la tolerancia al dafio causado por hongos
fitopatogenos. En la presente investigacion se estudié el
efecto que muestrar: los diferentes pigmentos extraidos
de semillas de frijol sobre el desarrolio in vitro de las
bacterias Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (X. a.
pv. p.) y Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (P. s.
pv. p.), patégenos del mismo cultivo, los cuales inhibie-
ron el desarrollo in-vitro de ambas bacterias, siendo mas
afectada X. a. pv. p. Al separar los integrantes quimico
que componen cada pigmento, se encontré que pertene-
cen a diferentes grupos de flavonoides en donde las anto-
cianinas estuvieron siempre presentes.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES
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SUMMARY

It has been known that the pigments from flowers,
fruits and seeds have several functions that are involved
on mechanisms that permit the plants to overcome adver-
se environmental conditions, principally the tolerance
that they show against phytopathogenic fungy. An affect
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of pigments from been seeds on development of two
plant pathogenic bacteria namely Xanthomonas axono-
podis pv. phaseoli (X. a. pv. p.) and Pseudomonas syrin-
gae pv. phaseolicola (Ps. s. pv. p.) were studied. Inhibi-
tion of both bacteria was noted, being more marked in
the case of X. a. pv. p. On separation of chemical com-
ponents of each pigment it was found that they belong to
different flavonoid groups and the anthocyanins were
present in all the extracts.
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Anthocyanins, chromatography, flavonoids, metaboli-
tes

INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) al igual que
otros cultivos, es afectado por una cantidad
considerable de organismos fitopatégenos. En
Meéxico las enfermedades causadas por hongos,
bacterias, virus y nematodos son las principales
causas de la pérdida en la produccion de este
cultivo y las bacterias ocupan el segundo lugar
de importancia en este aspecto (Lépiz, 1986).

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, P. s.
pv. p., y Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli,
X. a. pv. p., (reclasificada por Vauterin et al.,
1995) causan en el frijol las enfermedades del
“tizén de halo” y “tizén comun”, respectiva-
mente, produciendo grandes pérdidas econémi-
cas principalmente en lugares de ambiente hu-
medo y con temperaturas que oscilan entre 20 y
30 °C (Schaad y Kendrick, 1985; Fahy y
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Persley, 1983). Ambas bacterias, tienen la ca-
pacidad de dafiar indistintamente tallos, hojas,
vainas y semillas por lo que ha sido necesario
considerar diferentes métodos de control como
la siembra de variedades mejoradas, el uso de
substancias quimicas y ciertas practicas cultu-
rales (Schaad, 1980; Lepiz, 1986; Trigalet y
Bidaud, 1978; Gallegos et a!l., 1966).

Los sintomas tipicos del tizéon comun se ca-
racterizan al inicio de la infeccion por la pre-
sencia de pequefios puntos acuosos en el envés
de las hojas que posteriormente se vuelven re-
dondos, aceitosos y de color verde claro; al
avanzar la infeccidn, estos puntos se manifies-
tan como zonas necréticas rodeadas de un halo
clordtico bien definido ocasionado por la toxina
que produce la bacteria. En vainas, los sintomas
se parecen a los de las hojas y en algunos casos
es posible observar un exudado de color blanco
plateado producido por el patégeno. Cuando la
infecciéon se produce por semilla contaminada
los sintomas se presentan en plantas muy jove-
nes y muchas veces hay adelgazamiento en un
punto especifico del tallo o una especie de pu-
dricién en el nudo de los cotiledones.

El tizén comun se caracteriza porque en el
envés de la hoja aparecen puntos acuosos que
aumentan de tamafio y adquieren forma irregu-
lar dando lugar a lesiones grandes. Estas areas
se notan flacidas y rodeadas de un borde de
color amarillo que al necrosarse, adquieren un
color café cubriendo gran parte de la hoja. Fre-
cuentemente se observa en el envés de las hojas
también un exudado bacteriano, que al principio
es de color amarillento y después se vuelve
negro; esto causa defoliacidén prematura cuando
el ataque es severo. Al parecer, el patdgeno se
desplaza desde el punto de infeccion a los ele-
mentos vasculares e induce flacidez en el tallo,
dando lugar a un adelgazamiento y una conse-
cuente pudricién. En las vainas también se pue-
den apreciar puntos acuosos, pero mientras que
en hojas el borde de la lesion es amarillo, en
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vainas es rojizo y levemente deprimido (Pastor-
Corrales, 1985; Schaad y Kendrick, 1985).

Aun cuando se ha reconocido ampliamente el
dafio que los diferentes patégenos ocasionan a
las plantas, la mayoria de ellas se manticnen
sanas debido a que presentan diferentes meca-
nismos de autodefensa; se ha citado por ejem-
plo, la estructura y el color de la semilla para el
caso del frijol, que ha sido relacionado como
fuente de resistencia contra el ataque de hongos
como Fusarium y Rhizoctonia (Prasad y Wei-
gle, 1976). Se ha reportado que esta respuesta
esta dada, en primer lugar, por las diferencias
anatomicas de las semillas que contrastan en
color; por ejemplo, las que son de color negro a
diferencia de las de color blanco tienen un mi-
cropilo més pequefio, la testa es méds gruesa y
estd fuertemente adherida a los cotiledones,
ademaés presenta poca afinidad a la humedad
por lo que su capacidad de absorcién de agua es
menor. Estas caracteristicas confieren a las se-
millas un porcentaje de germinacién mas alto,
asi como un marcado vigor y resistencia a los
patogenos antes citados (Gnanamanickam y
Patil, 1977; Prasad y Weigle, 1976).

En cuanto al pigmento de las semillas del
frijol, se ha sefialado que contiene una diversi-
dad de compuestos polifendlicos, particular-
mente del grupo de los flavonoides, caracteris-
ticos también del color de las flores (Valadez et
al., 1990). Se ha reportado que esta clase de
metabolitos estd involucrada en diferentes as-
pectos metabdlicos en la vida de las plantas que
les permite subsistir en ecosistemas adversos,
tales como el crecimiento, diferenciacion, for-
mar parte del sistema de defensa natural contra
patogenos, intervenir en la tolerancia al dafio
por estrés, actuar como moléculas sefial en al-
gunas Interacciones planta-patdégeno (Rhizo-
bium y Agrobacterium) y como compuestos
alelopaticos, (Siqueira et al, 1991; Peters y
Verma, 1990; Harborne, 1980).
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Las fitoalexinas, que son las substancias di-
rectamente involucradas en la respuesta de re-
sistencia que ofrece la planta cuando es afecta-
da por algin patégeno, constituyen un g-upo
quimicamente heterogéneo y estan distribuidas
en varias clases de compuestos. Se ha identifi-
cado alrededor de 150 substancias diferentes y
algunas de ellas tienen su origen en los flavo-
noides (Peters y Verna, 1990). Con respecto a
su actividad en el sistema de defensa, se ha ob-
servado que estas substancias se sintetizan in-
mediatamente después de la infeccién y se con-
centran de manera exclusiva y en cantidades
suficientes para evitar la dispersidn del patoge-
no al tejido sano (Siqueira et al., 1991).

Por otro lado, se ha indicado que los com-
puestos fendlicos también exhiben un amplio
espectro de actividad antimicrobiana contra
patdgenos de plantas. La toxicidad de los feno-
les es variable respecto a sus funciones, con-
centraciones, microorganismos blanco o proce-
sos; por ejemplo, en hongos se afecta la germi-
naciéon de esporas, crecimiento del micelio,
diferenciacién y otras caracteristicas relaciona-
das a la patogénesis como es la produccién y
actividad de enzimas y toxinas, pero los meca-
nismos por los cuales se lleva a cabo lo anterior
se desconocen (Valadez et al., 1990; Prasad y
Weigle, 1976).

Considerando la actividad antimicrobiana que
tienen los pigmentos y tomando en cuenta la
variedad y la concentracién de los mismos en
algunas estructuras de las plantas, la presente
investigacién se plante6 con la finalidad de
evaluar el efecto de este tipo de substancias
obtenidas a partir de semillas de frijol de dife-
rente color, sobre el desarrollo in vitro de dos
bacterias fitopatégenas del mismo, P. s. pv. p. y
X. a. pv. p., asi como la identificacién de los
compuestos quimicos que constituyen dicho
pigmento.
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MATERIALES Y METODOS

Extraccion de los pigmentos

Los pigmentos a evaluar se obtuvieron de la
cubierta (testa) de semillas de 11 genotipos de
frijol de diferents color (Cuadro 1), de acuerde
con la metodologia citada por Prasad y Weigle
(1976) y Kurt (1969). Se molid 25 g de la testa
de cada variedad hasta convertirla en harina, la
cual se mezcl6 con 100 mL de una solucién de
metanol-HCl al 1 %. Esta mezcla se hirvid du-
rante 15 minutos en bafio maria, para la maxima
extraccion de los pigmentos y posteriormente se
centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos; el
sobrenadante obtenido se colocd nuevamente en
bafio marfa hasta su total evaporacién y se elu-
y6 convencionalmente en 5 mL de agua destila-
da estéril; esto permitié que el extracto se este-
rilizara y se eliminaran los residuos de metanol
y/o HCI que pudieran influir con las evaluacio-
nes posteriores. Al medir el pH de cada una de
las elusiones resultantes, se encontraron valores
que oscilaron desde 7.5 para el pigmento del
frijol Negro Jamapa hasta 6.0 para el resto de
las variedades.

Cuadro 1. Variedades de frijol utilizadas

Variedad Color de la testa
1. Negro Jamapa Negro
2. Rojo Centroamerica- Rojo
no
3. Ica Guali Pinto rojo
4. Flor de Mayo Pinto rosa
5. Cacahuate 72 Crema con man-
chas rojizas
6. Michoacéan 152 Café claro
7. Esperanza Puebla Café pinto
8. Canario 101 Amarillo claro
9. II-758-2-I-MM Amarillo claro
10. Amarillo 153 Amarillo
11. Giiero Aluvia Blanco
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Evaluacion de la actividad de los pigmentos

a) Efecto de inhibicién en medio de cultivo
solido

En primer lugar, los diferentes pigmentos se
. evaluaron utilizando discos de pzpel filtro im-
pregnados con cada uno de los extractos sobre
el desarrollo de ambas bacterias en cajas petri.
Se utilizé el medio de cultivo B de King (KB)
[20 g de proteasa peptona No. 3 de Difco,1.5 g
de K,HPO,. 3 H,0, 1.5 g de MgS0,.7 H,0, 15
mL de glicerol y 15.0 g de agar / litro] para P. s.
pv. p., y el medio NBY (Nutrien-Broth Yeast
extract agar) [8.0 g de caldo nutritivo de Difco,
2.0 g de extracto de levadura de Difco, 2.0 g de
K,HPO, 0.5 g de K,HPO,,15 g de agar, 50 mL
de glucosa 10% y 1.0 mL de MgSO,. 7H,0 /
litro] para X. a. pv. p., (Schaad, 1980). Se dis-
persaron sobre la caja petri 100 uL de una sus-
pensién de 3 X 10° células/mL de la bacteria
correspondiente y enseguida se colocaron de
forma equidistante 3 discos de papel filtro esté-
ril de 0.5 cm de didmetro impregnados con el
extracto correspondiente; las cajas se incubaron
por 24 h a 27 °C. La evaluacion consistié en la
medicion del didmetro del halo de inhibicién
formado alrededor del disco con cada extracto y
su comparacién en cada especie de bacteria.

b) Efecto de inhibicién en medio de cultivo
liquido

Posteriormente, mediante otro bioensayo dife-
rente al anterior, se evalud el efecto de los
mismos extractos sobre el desarrollo de ambas
bacterias pero en medio liquido. La prueba se
llevd a cabo en tubos de ensayo con capacidad
para 20 mL que contenian 5 mL del medio li-
quido YBG para Xanthomonas y KB para
Pseudomonas (estos medios se prepararon igual
que en el inciso a, pero sin agar) y un inoculo
bacteriano inicial de 0.05 (concentracién final)
medido a DOy, nm, mas 2.5 % del extracto
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pigmentado correspondiente. Los tubos se in-
cubaron inclinados para permitir la aireacién
respectiva a 27 °C en agitacion continua durante
36 h. La evaluacion se llevé a cabo midiendo el
desarrollo bacteriano final con base a la turbi-
dez registrada en el espectrofotémetro. Cabe
mencionar que la longitud de onda utilizada
(DOgso) no es absorbida por los pigmentos en
estudio, de manera que éstos no interfirieron
sobre el valor de la lectura obtenida antes y
después del desarrollo de las bacterias.

Los resultados obtenidos para ambos casos,
fueron analizados conforme un disefio de blo-
ques al azar con tres repeticiones independien-
tes, en donde cada repeticién fue el promedio
de tres observaciones. Se realizé un andlisis de
varianza y la prueba de comparacién de medias
de Tukey (a= 0.05) para las dos variables con-
sideradas en cada bacteria fitopatdgena.

Identificacién de los componentes quimicos
que integran los pigmentos de las semillas de
frijol

Para identificar los compuestos que integran
el extracto pigmentado de las semillas en estu-
dio de esta leguminosa, se utilizé la técnica de
cromatografia descendente en papel (Arditti y
Dunn, 1969; Kurt, 1969; Harborne, 1980). Esta
técnica consistid en colocar en un extremo de
una hoja de papel Whatman No. 1, 50 pL de
cada uno de los extractos (volumenes conven-
cionales) en forma lineal y a una distancia de
dos cm entre cada muestra. Una vez separados
los integrantes de cada pigmento, la hoja
Whatman se introdujo en una cdmara cromato-
grafica previamente saturada con butanol-acido
acético-agua en proporcién 4:1:5, respectiva-
mente, durante 18 h y una vez que el cromato-
grama se hubo secado al aire libre, se revel6
con luz visible, luz UV y vapores de amoniaco.
La identificacion y clasificacién de los com-
puestos integrantes para cada pigmento, se llevo
a cabo considerando el valor de Rf y el color
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expuesto a los diferentes reveladores utilizados,
de acuerdo con lo citado por Ranganna (1977) y
Zweig y Sherma (1972).

RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto que ocasionaron los pigmentos so-
bre el desarrollo de X. a. pv. p. y P. s. pv. p., se
indican en las Figuras 1 y 2. La Figura 1 mues-
tra la respuesta promedio de inhibicién (expre-
sada en mm) que presentaron ambas bacterias
con el primer bioensayo (evaluacién con discos
de papel filtro). Los halos observados para el
caso de Xanthomonas, variaron desde 6.5 mm
hasta 15.0 mm y los pigmentos que mayor
efecto ocasionaron correspondieron a las varie-
dades II-758-2-I-MM (9), Michoacén 152 (6) y
Canario 101 (8). Para el género Pseudomonas,
los didmetros de los halos siempre fueron mas
pequefios, desde 7.03 mm hasta 6.0 mm y los
extractos mas eficientes pertenecieron a las va-
riedades Canario 101 (8), Negro Jamapa (1) y
Giiero Aluvia (11).

En la Figura 2 se muestra el porcentaje de
inhibicién de las bacterias en estudio evaluadas
en medio liquido. Se puede apreciar que los
extractos de las variedades Amarillo 153 (10),
Flor de Mayo (4) y Michoacén 152 (6), produ-
jeron un mayor efecto para el caso de Pseudo-
monas; mientras que para Xanthomonas, la ma-

- yor inhibicién la ocasionaron los extractos de
I1-758-2-1-MM (9), Canario 101 (8) y Esperan-
za Puebla (7). '

Al comparar el contenido de los compuestos
fendlicos presentes en los extractos de mayor
efecto en Xanthomonas (Esperanza Puebla y
Canario 101) se puede apreciar en el Cuadro 3
que ademas de antocianinas, éstos contienen
flavonoles y carecen de flavonas, isoflavonas y
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flavanonas, lo que pudiera estar correlacionado
con dicha respuesta.

Independientemente de la evaluacidn realiza-
da con dos bioensayos diferentes, se esperaba
que los extractos mostraran una correlacién en
el efecto de inhibicién aunque con valores dis-
tintos, pero solamente en Xanthomonas se pudo
apreciar en parte este comportamiento en los
extractos 6, 8 y 9 (Figuras 1 y 2). Este efecto no
claro pudiera deberse a que ambos bioensayos
ofrecen diferente sensibilidad debido a las ca-
racteristicas de cada uno de ellos; por ejemplo,
la concentracién utilizada de los extractos y de
las bacterias para cada caso no son equivalen-
tes, ya que las cantidades utilizadas fueron ar-
bitrarias y no se evaluaron diluciones; por otro
lado, el contacto de los extractos con las bacte-
rias no es el mismo, ya que uno se evalué sobre
medio sdlido y el otro en medio liquido, por lo
que ambas técnicas no son comparables en este
sentido.

Sin embargo, los dos microorganismos fito-
patdégenos mostraron dos tendencias constantes:
un efecto de inhibicién mas claro en el medio
liquido (debido probablemente al mejor con-
tacto con los extractos) y una mayor susceptibi-
lidad con todos los pigmentos por parte de
Xanthomonas. Estos comportamientos fueron
respaldados por los anélisis mostrados en el
Cuadro 2, en donde se puede apreciar los valo-
res maximos y minimos de inhibicién para cada
caso.

Los resultados obtenidos sobre el desarrollo
in-vitro de X. a. pv. p. y P. . pv. p., indican
claramente un efecto antibacterial diferencial
ocasionado por los pigmentos en estudio, lo
cual concuerda con los reportes de Gnanamani-
ckam y Patil (1977); Prasad y Weigle (1976) y
McLean et al., (1968), quienes observaron tam-
bién este mismo efectc pero sobre el desa-
rrollo de hongos fitopatégenos utilizando el
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Figura 1. Efecto de inhibicién causado por pigmentos de frijol en X. Axonopodis pv. Phaseoli (X.a.ph)
genotype Y P. syringae pv. Phaseolicola (P.s.ph) en medio sélido.
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Figura 2. Efecto de inhibicion causado por pigmentos de frijol en X. anonopodis pv. phaseoli (X.a.ph)
y P. syringae pv. phaseolicola (P.s.ph) en medio liquido.
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Cuadro 2. Anélisis de agrupamiento (Tukey o = 0.05) del efecto de inhibicién de los diferentes pig-
mentos sobre las bacterias fitopatégenast

Inhibicién en medio sélido

Inhibicién en medio liquido

Variedad Pseudo- Variedad  Xantho- Variedad Pseudo- Variedad Xanthmo-
monas monas monas nas
8 7.0a 9 150a 10 80.0 a 9 96.0 a
1 7.0 ab 6 10.5b 4 75.3 ab 8 94.0 a
11 6.5 bc 8 10.0b 6 73.3 abc 7 92.0a
10 6.5 bc 1 95 b 9 71.0 bed 10 90.0 a
5 6.5 bc 10 8.0 ¢ 7 67.0 cde 3 81.0b
6 6.5 bc 11 8.0 cd 8 65.3 de 4 81.0b
7 6.5 bc 2 7.5 cde 5 65.0 de 6 80.0b
2 60cd 7 7.0 de 11 63.0 ef 2 80.0b
3 6.0 cd 3 7.0 de 3 62.7 ef 11 78.0b
4 6.0cd 4 7.0 de 2 573 fg 5 76.0b
9 6.0d 5 6.5 ¢ 1 53.0¢g 1 67.0c

t Medias con una misma letra son iguales estadisticamente.

Cuadro 3. Relacién de compuestos fenélicos presentes en los extractos pigmentados de la testa de las
diferentes variedades de frijol utilizadas

Variedades de frijol Antocianina Flavonol Flavona Isoflavona Flavanona
Jamapa + + - + -
Rojo Centroamericano + + - - +
Ica Guali + + - - -
Flor de Mayo + + + -
Cacahuate 72 + - - + -
Michoacén 152 + - + - -
Esperaﬁza Puebla + + - - -
“Canario 101 + + - - -
II-758-2-1-MM + + + - -
Amarillo 153 + - - + -

Giiero Aluvia

pigmento de variedades distintas a las utilizadas
en el presente trabajo

Aun cuando no se conoce la forma mediante
la cual las bacterias son afectadas por los com-
puestos fendlicos, podria deberse en un primer
plano, a la capacidad que éstas pudieran tener
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para transportar a su interior eficientemente
dichos compuestos; y/o quiza, a la clase y con-
centracién de cada uno de ellos tomando en
cuenta la presencia de proteinas de membrana,
cuya funcién esté involucrada en dicha transfe-
rencia. En un segundo plano, el efecto de inhi-
bicién pudiera estar correlacionado también con
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la alteracién de alguna ruta metabolica involu-
crada en mecanismos importantes una vez que
los compuestos fendlicos estin dentro de la
bacteria, lo que se vio reflejado en la capacidad
de reproduccién. Esta posibilidad ha sido re-
portada para hongos, en donde compuestos iso-
flavonoides son capaces de cambiar la permea-
bilidad de la membrana celular, inhibir varias
enzimas e incluso afectar la transcripcion del
ADN (Siqueira et al., 1991).

Al analizar los constituyentes quimicos de los
extractos mediante el analisis cromatografico
descrito, se pudo identificar una variedad de
compuestos fendlicos clasificados previamente
como flavonoides que se encontrd distribuidos
de diferente manera en las variedades de frijol
consideradas, siendo mas abundantes las anto-
cianinas, seguidas de los flavonoles, isoflavonas
y finalmente las flavonas. El resumen de estos
datos se presenta en el Cuadro 3.

El efecto de los flavonoides que aqui se re-
porta, ha sido estudiado en otras plantas y se ha
considerado de manera general como un meca-
nismo de resistencia natural que puede ser ex-
presado a diferentes niveles, dependiendo de la
calidad y cantidad de dichos compuestos (Cano,
et al,1995). Estos hallazgos han motivado a
algunos cientificos a dirigir sus investigaciones
a la bsqueda de genes responsables de la codi-
ficacién de enzimas involucradas en el metabo-
lismo de flavonoides, con la finalidad de saber
su funcién en la planta e intentar sobre-
expresarlos en las mismas para incrementar el
nivel de resistencia natural (Dooner y Robbins,
1991).

Sin embargo, también valdria la pena consi-
derar a mediano o corto plazo el uso potencial
de estos compuestos bioldgicamente activos
con la finalidad de optimizar o modificar las
propiedades de nuevos plaguicidas en la protec-

‘cién vegetal. Este segundo aspecto seria mas
factible a mediano plazo comparado con el
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tiempo y costc econémico que implica mani-
pulacién genética.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados de la presente in-
vestigacién, se enumeran a continuacién algu-
nas conclusiones generales.

Los extractos pigmentados purificados a par-
tir de la testa de las semillas del frijjol (Phaseo-
lus vuigaris L.) ocasionaron inhibicion sobre el
desarrollo in-vitro de Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola y Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli, patégenos de este cultivo.

No se observo una relacién directa entre el
numero de integrantes quimicos de los pig-
mentos evaluados con el grado de inhibicidn
mostrada por las bacterias en estudio.

La bacteria fitopatégena Xanthomonas axo-

‘nopodis pv. phaseoli resulté mas afectada en su

desarrollo por los diferentes pigmentos respecto
a Pseudomonas syringae pv. phaseolicola.

Los flavonoides integrantes de los diferentes
pigmentos de la testa del frijol en las variedades
consideradas fueron: antocianinas, flavonoles,
flavonas, isoflavonas y flavanonas.

Se podria considerar las propiedades antibac-
terianas que ofrecen los compuestos fendlicos
en el intento de formular plaguicidas de tipo
natural y de esta forma disminuir la contamina-
cién ambiental.
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