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Se proporciona informacion acerca de los mecanismos de reconocimiento de algu-
nos patdgenos (hongos y bacterias) que afectan a las plantas, sobre la especificidad de la
interaccion hospedero-patogeno y sobre la respuesta de las plantas a la presencia de paté-
genos y se muestran resultados de investigaciones realizadas en las interacciones Coffea
arabiga var. Colombia-Hemileia vastairix y Fusarium oxysporum-Dianthus carophyllus

cultivar. Nohra Barlo.

L Introduccion

Durante su ciclo de vida, las plantas estian ex-
puestas a un sin nimero de organismos potencial-
mente patogenos:

Las semillas germinan en suelos donde existen
numerosos microorganismos que las pueden
atacar en este estado o que esperan la forma-
cion de raices capaces de estimular su activi-
dad.

Las partes aéreas estan en contacto permanen-
te con esporas de hongos, virus y células bac-
terianas transportados por el aire, las Huvias y
los animales.
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Sin embargo, los intentos de invasién por pa-
togenos frecuentemente fracasan y la mayoria de
las plantas permanecen sanas; esto no implica una
erradicacion del microorganismo pues es un hecho
irrefutable el que las plantas y sus patdgenos han
co-existido por largos periodos evolutivos.

La naturaleza y la economia de un ecosistema
dependen de una serie de informaciones que contro-
lan el metabolismo y la persistencia de una comuni-
dad biotica especifica en un medio determinado.
Dentro de ellas, la existencia de mecanismos de de-
fensa que permiten a los organismos subsistir en un
medio potencialmente adverso, ocupa un papel cru-
cial.

¢Cual es el mecanismo que permite a la planta
reconocer un patogeno potencial?

:Por qué los patégenos no atacan a todas las
especies vegetales?

(Por qué algunos patdgenos producen sinto-
mas mas severos que otros?
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—  ¢Por qué un patogeno, una vez establecida la
infecci6n continiia invadiendo y destruyendo
unas plantas y otras no?

—  (Como responde la planta una vez que ha re-
conocido al patégeno?

Para tratar de responder a estas preguntas, nos
centraremos en los siguientes aspectos:

Como en los animales, en las plantas existen
mecanismos que le permiten diferenciar entre com-
puestos propios y los que no lo son; dentro de es-
tos dltimos, también son capaces de reconocer los
provenientes de organismos patogenos.

Hay en las plantas barreras preformadas que
actiilan sin el estimulo inicial causado por el patdge-
no, pero ademas también se producen respuestas
dinamicas que se activan por la presencia de micro-
organismos. Estas respuestas no son iguales en to-
dos los cultivares ni se inducen con igual rapidez.

La definicion de algunos términos relaciona-
dos con estos mecanismos da mayor claridad, pero
es necesario tener en mente que estas definiciones
tienen relacidon con la respuesta de una planta espe-
cifica frente a un patogeno dado.

Susceptibilidad: Es la aptitud de la planta pa-
ra ser invadida por el patdgeno; a menudo conlleva
pérdidas en la produccion vegetal.

Resistencia: Es el grado de inmunidad (total o
parcial) que presenta una planta dada para impedir
la penetracion del patégeno.

Tolerancia: Es la forma de resistencia presen-
tada por aquellos cultivares que a pesar de estar se-
veramente infectados, no muestran reduccion en su
produccion.

La virulencia y la avirulencia de un parasito es
su capacidad para colonizar los tejidos de una plan-
ta dada, o sea que un mismo patogeno puede ser
virulento (capaz de colonizar rapidamente) con res-
pecto a una variedad vegetal dada, mientras que en
otra variedad no se propaga (avirulento),

Deveral (1977) sefiala tres categorias, alta, in-
termedia y nula para los tipos de infeccién resul-
tante de la interaccion planta-patogeno. Estas cate-
gorias dependen de factores genéticos y de otros
atributos tanto del parasito como del hospedero.

Atributos del

Atributos de Tipe de Infeccion
parasito las plantas resultante
Alta virulencia Susceptible Alta
Baja virulencia Baja resistencia Intermedia

Avirulencia Alta resistencia Nula

Es decir, que tanto la resistencia o la suscepti-
bilidad de la planta a una infeccion, como la aviru-
lencia o la virulencia de un patégeno, son la expre-
sion de la interaccion de los complejos génicos y
citoplasmaticos afectados por el medio ambiente.
Este iltimo actua individualmente sobre el hospe-
dero y sobre el patogeno como también sobre la in-
teraccion entre ellos (Flor, 1956).

La susceptibilidad y la resistencia involucran
muchos procesos integrados, pre-existentes o acti-
vados por la presencia del patogeno. El resultado
es el desarrollo del patogeno, su inhibicion o su eli-
minacion.

La resistencia comprende dos grupos de facto-
res, los pasivos y los activos. Ambos pueden ser
quimicos o fisicos.

Los pasivos no son especificos; los activos son
las acciones de cardcter dinamico dirigidos a un pa-
togeno especifico o inducidos por él.

Impresicnados por las noticias de que la roya
y el Fusarium podian atacar inmisericordemente
nuestros principales productos agricolas de expor-
tacion, surgio la idea de investigar, desde el punto
de vista biogquimico, los medios de defensa contra
estos enemigos.

Hacia finales de la década de los setenta se
conformaron dos grupos de investigacion que diri-
gen sus esfuerzos al estudio de enzimas involucra-
das en las interacciones hospedero-patogeno y al es-
tudio de los mecanismos que permitan estimular la
resistencia de las plantas.

En el primero participan, investigadores de la
Universidad Nacional, la Federacion Nacional de
Cafeteros y alumnos de grado y posgrado de Qui-
mica de la Universidad Nacional de Colombia. Este
grupo investiga sobre la interaccion cafeto-roya.

En el segundo participan docentes del Depar-
tamento de Quimica y de la Facultad de Agrono-
mia con alumnos de estas instituciones y personal
cientifico de la empresa Floramérica S.A. En este
grupo se investiga sobre la interaccion Fusarium
oxysporum-clavel.

Luego de revisar conceptos bdsicos que ayu-
dan a clarificar los alcances de estas investigaciones,
se presentan algunos de los resultados obtenidos.

II. Reconocimiento del patogeno

Para impedir la penetracion de los patogenos,
las plantas poseen:

1 Barreras pasivas

2. Barreras quimicas preformadas

3. Reacciones de defensa inducidas por el pato-
geno.
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Las barreras pasivas incluyen las paredes celu-
lares y la cuticula; las barreras quimicas preforma-
das, los metabolitos secundarios toxicos presentes
antes del contacto con el patogeno.

Las reacciones de defensa inducidas implican
alguna forma de reconocimiento del patégeno. Este
envia sefiales que desencadenan esas respuestas.

Algunas de esas senales, desencadenan directa-
mente en la planta los mecanismos de defensa,
mientras que otras actidan indirectamente alterando
compuestos de la planta para producir, a partir de
ellos, moléculas sefiales. Como ejemplos de estas 1l-
timas podemos mencionar los oligosacaridos resul-
tantes de la degradacion de la pectina por la poliga-
lacturonasa del Rhizopus stolonifer al interactuar
con el Ricinus communis (Lee y West, 1981), la
produccion de proteinas ricas en hidroxiprolina
(Esguerre-Tugaye y colaboradores, 1984), o la libe-
racion de inhibidores de proteasas (Ryan, 1984).

En los hongos y las bacterias, las sefiales direc-
tas incluyen componentes de sus paredes. Estos
pueden ser oligosacaridos provenientes de la quiti-
na (Pearce y Ride, 1982), de su producto de hidrd-
lisis parcial, el quitosan {Walter-Simmons y colabo-
radores, 1983), otros glucancs (Darnill y Alber-
sheim, 1984), asi como péptidos y glicoproteinas
(De Wit y Spikman, 1982),

En la siguiente figura podemos resumir la ac-
cién de las sefiales de reconocimiento.

PATOGENO PLANTA
Pared celular
- R
(== Sefiales directas —f- = =
i

Enzi del — = —= ompuestos de—— Sintesis de
patdgeno las paredes ce- fitoalexinas
(sefiales in- lulares | Il
directas) — — = = =

En los vegetales, el reconocimiento es debido
a uniones especificas entre grupos quimicos de las
superficies de los organismos que interactian. Los
carbohidratos o los lipidos unidos a fracciones pro-
teicas son los més opcionados para este papel.

a. Bacterias

Los estudios realizados con bacterias gram ne-
gativas suministran evidencias convincentes de gue
los palisacaridos actGian en los primeros contactos,
tanto en bacterias que se adhieren a las paredes ve-
getales y penetran las células como en las que per-
manecen libres en los espacios intercelulares. { Ayers
y colaboradores, 1985).

En la membrana externa de estos microorga-
nismos se encuentran el lipopolisacarido (LPS) y
las glicoproteinas que pueden ser fuentes de estos
carbohidratos (Rietschel y colaboradores, 1982).

La union de las bacterias a las paredes celula-
res de los vegetales requiere la presencia de recpto-
res apropiados en estas Ultimas. Como candidatos
se han mencionado las lectinas (Pérez, 1986) vy sus-
tancias pécticas (Rao y colaboradores, 1982).

Los estudios anteriores muestran que existe el
reconocimiento entre plantas y bacterias y él puede
conducir a interacciones exitosas (susceptibilidad)
o a reacciones de resistencia. Los compuestos invo-
lucrados no son los mismos en todos los vegetales ni
en todas las bacterias.

b. Hongos

Entre los componentes de las paredes de va-
rios hongos se encuentra el glucano formado por
cinco residuos glucosidicos unidos por enlaces § —
1, 6 con dos ramificaciones 8§ — 1,3. Este es el oli-
gomero mas pequefio que se ha detectado con acti-
vidad elicitora, o sea con capacidad de inducir res-
puesta en las plantas (Darnill y Albersheim, 1984).
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Los elicitores de tipo glucano pueden ser ob-
tenidos directamente en los filtrados de los culti-
vos, por extraccion de éstos con agua caliente o por
hidrolisis de las paredes celulares (Ayers y colabo-
radores, 1985).

Respecto a los receptores en los vegetales, se
ha observado que algunas porciones de paredes ve-
getales influyen en la diferenciacion de las estructu-
ras del hongo, mientras que las membranas plasma-
ticas de ellos son importantes en la determinacion
del tipo de respuesta celular que se obtiene; es de-
cir si se produce biotrofia 0 muerte de las células
vegetales.

Evidencias indirectas sugieren la existencia de
este tipo de receptores en la membrana plasmadtica
vegetal. Preparaciones de Phytophthora infestans
ricas en glucanos son capaces de aglutinar y matar
protoplastus de papa {Doke y Tomiyama, 1980),
a su vez, los haptenos de este elicitor, como los me-
til glucosidos y otros oligosacaridos, pueden blo-
guear los sintomas del elicitor cuando actiian sobre
tejidos de este tubérculo.
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HEI. Especificidad de la interaccion
hospedero-patogeno

Si regresamos a los interrogantes sefialados al
comienzo de este analisis vemos que las respuestas
estan basadas en la teoria del gen por gen, plantea-
da inicialmente por Flor en 1942 para ciertos hon-
gos (Flor, 1956) y que luego ha sido generalizada
para otros organismos.

Este mismo tipo de correspondencia se ha vis-
to en interacciones de las plantas con virus, bacte-
rias, nematodos, plantas parisitas e insectos (Day,
1974) y se puede resumir en el siguiente cuadro.

Genotipo
Genotipo de la planta
del (resistencia) | ™ Rinr R
patogeno
{avirulencia)

Interaccion
Compatible

Interaccion
Incompatible

a, A aj a,

Interaccién
Incompatible

Interaccion
Compatible

a, a; a; A,

El patrén de interaccion se puede explicar to-
mando como base la correspondencia entre genes
del hospedero y genes del patogeno, o sea el hecho
de que la planta produce receptores especificos pa-
ra componentes especificos del patégeno.

Una vez que se produce el reconocimiento, se
inducen en las plantas respuestas que conducen fi-
nalmente a impedir, en las interacciones incompati-
bles, la diseminacion del patdgeno en el tejido de la
planta.

Uno de los posibles modelos de la interaccion
entre los productos de los genes de resistencia con
los de la avirulencia involucra los siguientes as-
pectos:

—  Los genes de resistencia codifican la informa-

cion de los receptores de la membrana plasma-

tica.

— Los genes de avirulencia producen glicosil
transferasas gue participan en la sintesis de las
fracciones glicosidicas de las glicoproteinas
extracelulares (ej. enzimas hidroliticas).

—  Los residuos glicosidicos anteriores intervie-
nen en la union al correspondiente receptor y
es esta unidn la que desencadena las respues-
tas que conducen a la resistencia.

— En el caso de las variedades susceptibles no se
produce ese reconocimiento,

IV. Respuesta de la planta a la presencia de
patogenos

Uno de los hechos que diferencian las especies
resistentes de las susceptibles es la rapidez con que
se produce la respuesta de defensa, después del re-
conocimiento de determinado patdgeno.

Esta puede ocurrir en segundos, minutos o se-
manas. En segundos como la necrosis de las células
que estin en contacto con el patdgeno, llamada
reaccion hipersensible (HR) (caracteristica de espe-
cies resistentes), en minutos o dias como la acumu-
lacion de fitoalexinas que ocurre en las células ve-
cinas o en semanas como el desarrollo de zonas de
abcision en los peciolos de las hojas infectadas.

Se desconoce si estos mecanismos son activa-
dos en forma independiente o no pero se sabe que
se requiere de varios de ellos para que la planta re-
sista y se libere del patogeno:

Reaccidn hipersensible

Acumulacion de fitoalexinas
Induccion de enzimas

Produccion de inhibidores enzimaticos
Modificacion de paredes celulares
Modificacioén de capas celulares

Mmoo o

Medificacién de paredes
relulares ¥y produccion de

HR zonas de abeisidn

Fitoalexinas
Respuesta !

Tiempe ~—sp
(Ayers ¥ colaboradores, 1985)

a. Reaccion hipersensible (HR)

Con este término se conoce la necrosis rapida
que ocurre en la célula en contacto con el patoge-
no, lo mismo gue en sus vecinas.

Inicialmente se produce pérdida de la integri-
dad de los organelos y aparicion de granulaciones
citoplasmaticas que conducen finalmente a la ne-
crosis de la célula,

Entre las hipotesis que se han planteado para
explicar por qué la reaccion hipersensible disminu-
ye la posibilidad de colonizacién en las células veci-
nas, se ha mencionado que en el caso de los patoge-
nos bhiotréficos, la muerte celular priva de nutrien-
tes al invasor y produce la liberacion de enzimas y
otros compuestos que pueden interferir con el cre-
cimiento del patégeno.

Se sabe que cuando ocurre la muerte celular,
hay acumulacion de fitoalexinas (toxicos para el
patogeno) en las células vecinas. Esto se puede ex-
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plicar considerando que la reaccion hipersensible
libera sefiales estimuladoras de la produccion yjo
acumulacion de fitoalexinas.

Con la reaccion hipersensible se produce una
estimulacion del metabolismo fenilpropanoide
(Ebel, 1986) ¥y a menudo se observa lignificacion
de las células atacadas (Reisener y colaboradores,
1986), lo que implica la participacion de enzimas
como la fenilalanina amonio liasa (PAL) vy las po-
lifenoloxidasas (PFQ).

En la pérdida de la integridad de las membra-
nas deben estar involucradas enzimas del tipo de las
lipooxigenasas (LOX) y superoxido dismutasas
{SOD).

b. Acumulacion de fitoalexinas

Si las fitoalexinas se acumulan rapidamente,
se disminuye en igual forma la colonizacion por el
patogeno (Bailey y colaboradores, 1980).

La inhibicion de la biosintesis de fitoalexinas
permite la colonizacion por organismos que nor-
malmente no lo hacen (Moesta y Grisebach, 1282).

Se sabe que la acumulacion de fitoalexinas im-
plica la “produccion de novo” de éstas. Los RNA
mensajeros correspondientes a la enzimas involu-
cradas en estos procesos pueden detectarse minutos
después de que se produce la estimulacién o elicita”
cion. La acumulacion de fitoalexinas es clara en ho-
ras (Hahlbrock y colaboradores, 1984).

La distribucion de estas sustancias en las diver-
sas plantas no esta totalmente esclarecida pero si se
conoce que hay una relacion entre la naturaleza
quimica de la fitoalexinas y la familia de las plantas
(Ingham y Harbone, 1976). Por ejemplo, las legu-
minosas generalmente producen isoflavonoides, las
solanaceas, diterpenos, las compuestas, poliacetile-
nos y las orquideaces dihidrofenantrenos.

Esto ha permitido usar las fitoalexinas como
marcadores taxonomicos en el caso de especies di-
ficiles de clasificar.

¢, Induccion de Enzimas

Se ha observado en plantas que ademas de la
acumulacién de fitoalexinas también se producen
enzimas que contribuyen al ataque del patogeno
como son las peroxidasas (Gaspar v colaboradores,
1982) o a la liberacion de sefiales a partir del pato-
geno, como en el caso de enzimas hidroliticas.

d. Produccion de inhibidores enzimaticos

Se ha establecido la acumulacion de este tipo
de compuestos en algunos casos de infeccién (Ayers
y colaboradores, 1958). Su funcion seria el interfe-
rir con la accion de enzimas utilizadas por el paté-
geno durante la invasion,

e. Modificacion de paredes celulares

Los patogenos liberan enzimas capaces de de-
gradar componentes de la pared celular de las plan-
tas permitiendo su penetracion. A la vez los pro-
ductos de estas degradaciones pueden ser usados
como nutrientes por ellos.

Como respuesta, la planta puede modificar su
pared celular para disminuir su degradabilidad. Este
proceso incluye fenolizaciones {Baayen, 1988), lig-
nificaciones (Vance y colaboradores, 1980), deposi-
cion de proteinas ricas en hidroxiprolina ( Esguerre-
Tugaye y colaboradores, 1984) modificacion de
xiloglucanos (Mc Dougall y Fry, 1989) o procesos
de suberizacion.

f. Modificacion de capas celulares

Finalmente se puede sefalar que otra respues-
ta de las plantas a la infeccidn es la produccion de
capas corchosas y la abscision de hojas infectadas.

V. Resultados
a. Interaccion cafeto — Roya

—  La cuantificacion de las actividades enzimati-
cas en las hojas de cafeto se dificulta debido al
alto contenido de fenoles que entran en con-
tacto con las proteinas, durante la maceracion.
Este problema se resuelve macerando las hojas
en presencia de acetona a —20°C para lograr
la extraccion de los fenoles.

A partir de estos polvos de acetona se pueden
extraer las enzimas con las soluciones tampon apro-
piadas para cada caso pero en presencia de antioxi-
dantes (ej. el 2—mercaptoetanol}, de polivinil pirro-
lidona (absorbe fenocles residuales) y pequehas can-
tidades de detergente (0,2% de triton X--100 para
solubilizar las proteinas de las membranas). La adi-
cidn de albGmina en altas proporciones con respec-
to a las proteinas de la hoja, evita la inactivacién de
éstas por el fenol.

Los resultados alcanzados por nosotros mues-
tran que parte de las polifenoloxidasas del cafeto es-
tan en las paredes y membranas de las células. Por
consiguiente, pueden participar en las interacciones
del cafeto con la roya.

El Cu'? (principal constituyente de los fungi-
cidas usados para la roya) activa la PFO ligada a las
paredes vy membranas celulares. Este resultado es
importante si se tiene en cuenta que los productos
de la PFO, pueden tener accidon fungitoxica.

—  Las variedades de cafeto resistentes: catimor
A e hibrido de Timor, presentan niveles de
PAL superiores a las variedades susceptibles,
Esto puede ser un indicio de su posible rela-
cién con los caracteres de resistencia. Actual-
mente se estudian las variaciones de la concen-
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tracion de esta enzima durante el proceso de
infeccion.

La elevacion de la temperatura tiene efecto
benéfico en la actividad de PAL, dentro del rango
de 15 a 40°C. Como el café crece en climas cdlidos,
es de esperar su activacion en estas condiciones.

La LOX, participa en la conversion de los aci-
dos grasos insaturddos de los fosfolipidos de mem-
brana a hidroperoxidos. Por tanto, las variaciones
en su actividad con respecto a un estado basal pue-
den tomarse para monitorear el dafio de las mem-
branas.

La estimulacion temprana de la LOX en la va-
riedad Colombia (cafeto resistente) cuando entra
en contacto con la roya, y no en la variedad catu-
rra (susceptible) es una indicacion de su posible par-
ticipacion en la expresion de resistencia,

Esta elicitacion también se logra con hongos
no patogenos para el cafeto, como el Fusarium
oxXysporum.

En el caso del cafeto, la reaccion hipersensible
se parece, desde el punto de vista bioquimico de la
LOX a una rapida senescencia.

La actividad de las superoxido disimutasas es
superior en variedades resistentes que en suscepti-
bles y los patrones electroforéticos de sus isoenzi-
mas presentan diferencias entre variedades.

La presencia de elicitores provenientes de Fu-
sarium roseum en cultivos de células de cafeto en
suspension produce un incremento en la concentra-
cion de acido clorogénico y de la cafeina. Estos
compuestos son sustancias preformadas que pue-
den considerarse como barreras pasivas para limitar
la entrada de patogenos.

Esta induccion también se presenta cuando el
cultivo de células sufre estrés nutricional.

b. Interaccion Fusarium oxysporum — Clavel

La utilizacion de los cultivos ““in vitro” en es-
tudios de mejoramiento genético se debe fundamen-
talmente al aumento de variabilidad genética que
se produce cuando se regeneran plantas a partir de
callos (masas amorfas de tejidos parenquimatosos
originados de la proliferacion de células no diferen-
.ciadas del tejido paterno).

El emplec de medios de cultivo con concen-
traciones toxicas de elicitores provenientes de los
hongos, somete a los tejidos a una presion de selec-
ciéon. Solo sobreviven aquellos que manifiestan ca-
racteres de resistencia.

A partir de pétalos (variedad Nohora Barlo)
provenientes de botones florales cerrados, es posi-
ble regenerar plantulas al ampléar combinaciones

hormonales de citoquininas (BAP) y auxinas (NAA),
en la produccion de callos y de 2, 4 D en la regene-
racion de plantulas a partir de ellos.

La adicion de extratos de Fusarium oxyspo-
rum autoclavados al medio empleado en la obten-
cion de callos, permite producir, a partir de ellos,
plantulas tolerantes a este hongo. Este resultado es
debido probablemente a la variabilidad genética
que se induce al permitir el paso por callos en pre-
sencia del elicitor.

El cultivo ““in vitr¢’’ de meristemos en condi-
ciones similares de presion de seleccidon no permite
la regeneracion de plantulas.

Los resultados obtenidos en los dos casos an-
teriores, sefialan la necesidad del paso por estados
no diferenciados (callos) para lograr la variacion so-
maclonal de induccion de resistencia.

Los tratamientos exitosos logrados aqui para
una variedad de clavel altamente susceptible a Fu-
sarium oxysporum pueden adoptarse para estudios
de induccion de resistencia en otros casos de inte-
racciones hongo-planta.
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