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RESUMEN: Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi es & agente causal de la marchitez bacteriana.
Esta enfermedad afecta a numerosos cultivos de importancia econdmica tales como: tomate, papa,
tabaco, banana, berenjena y algunas plantas ornamentales, especialmente en las zonas tropicales y
subtropicales. La amplia gama de hospedantes, su distribucién y elevada variabilidad, hacen dificil €
control de la enfermedad. En este trabajo se exponen los mecanismos de patogenicidad de esta bacteria,
asi como los mecanismos moleculares mediante los cuales se gerce la resistencia natural e inducida en
la planta.

(Palabras clave: Interaccion hospedante patégeno; Ralstonia solanacearum; genes de avirulencia;
mecanismos de defensa)

PLANT-PHYTOPATHOGEN BACTERIA INTERACTION: CASE STUDY Ralstonia
solanacearum-HOST PLANTS

ABSTRACT: Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi isthe causal agent of bacterial wilt. This disease
affects some important crops such as: tomato, potato, tobacco, banana, eggplant and some ornamental
crops specially in tropical and subtropical areas. It has been very difficult to control the disease due to
its wide host range, distribution and high variability. In this paper, the bacterial pathogenecity
mechanisms as well as the molecular ones for the natural and induced resistance in plants are exposed.
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INTRODUCCION

La marchitez bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi es una enfermedad
gue devasta numerosos cultivos de importancia eco-
némica entre los que se cuentan el tomate, la papa, el
platano y algunos plantas de interés ornamental (1,
2). Adquiere gran importancia en las zonas tropicales
y subtropicales (2), aunque ademas se plantea que
su gama de hospedantes y distribucién especifica
dependen también de la raza y del biovar del patoge-
no (3).

Después de la infeccidn, la bacteria coloniza la corte-
zay, posteriormente, los vasos xilematicos propagandose
por toda la planta. Las masas bacterianas interrumpen el

flujo de agua desde las raices a las hojas, resultan-
do en la marchitez de la planta. La severidad de la
enfermedad depende del tipo, temperatura 'y hume-
dad del suelo (lo cual influye en la humedad y en el
desarrollo del microorganismo), los hospedantes sus-
ceptibles y la virulencia de las cepas. Las altas tem-
peraturas (30-35°C) y humedad son los principales
factores asociados con la alta incidencia y severi-
dad de la marchitez bacteriana (4).

Se han informado pérdidas de un 29% en la pro-
duccidn de frutos frescos provenientes de hibridos de
tomate. En este cultivo, en Indonesia, las pérdidas
varian de 24% a 32% en tierras bajas y de 15% a
26% en las variedades transplantadas (5). Las pérdi-
das causadas por la enfermedad, en general son enor-
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mes, pero no pueden ser estimadas con certeza de-
bido a que hasta el afio 2008 su impacto en la agricul-
tura de subsistencia ha sido elevado, aunque indocu-
mentado, y por el abandono en muchas partes del
mundo de cultivos susceptibles a la marchitez (6).

R. solanacearum se considera un complejo de
especies que constituye un grupo heterogéneo de
razas. Histéricamente, este complejo de especies se
ha subdividido en cinco razas segun la gama de
hospedantes y en cinco biovares en funcion de su
habilidad para producir acidos a partir de un grupo de
carbohidratos. En base a la secuencia de algunos
genes existe un esquema de clasificacion que divide
el complejo de especies en cuatro filotipos. Este agru-
pa a las cepas por origen geografico: las cepas de
Asia son delfilotipo |, las de América son del filotipo I,
las de Africa son del Il y otras de Indonesia, que es el
aparente centro de diversidad, corresponden al filotipo
IV. Los filotipos también pueden ser agrupados den-
tro de secuevares (grupos de aislamientos con se-
cuencia de ADN altamente conservada de
endoglucanasas o del gen mutS divergentes por me-
nos del 1%) y clones (grupo de cepas que exhiben el
mismo fingerprint genémico) (3,7).

Esta elevada variabilidad hace que incluso técni-
cas como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) en tiempo real pudieran dar algunos falsos
positivos bajo ciertas condiciones y que se recomiende
utilizar al menos dos métodos de diagnéstico inde-
pendientes para confirmar la presencia de determi-
nados aislamientos de R. solanacearum, teniendo en
cuenta el alto costo de un diagndstico errado (7).

La amplia gama de hospedantes, su distribucion y
alta variabilidad, hacen dificil el manejo de esta enfer-
medad. El uso de précticas culturales adecuadas, ro-
tacion de cultivos y hospedantes resistentes pueden
brindar un mejor control de la misma (1,8). Los acei-
tes esenciales derivados de plantas como el timol y la
palmarosa son biofumigantes efectivos contra R.
solanacearum en invernaderos, pero se necesitan
evaluaciones en campo antes de su uso practico para
el manejo de la enfermedad (9). Se han desarrollado
algunos cultivares de tomate “resistentes” a R.
solanacearum para la produccion fresca de la hortali-
za, pero se ha comprobado que solo son moderada-
mente resistentes y no han sido ampliamente adop-
tadas por los productores o su resistencia esta limita-
da alocalidades, clima, raza y caracteristicas del suelo
(9). Oftra alternativa atractiva es la induccién de resis-
tencia sistémica en las plantas. Se ha encontrado que
el acibenzolar-S-methyl (Actigard® 50WG, Syngenta
Crop Protection) en cultivares moderadamente resis-
tentes aumentan la resistencia a la enfermedad pro-
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duciendo rendimientos significativamente altos en
comparacion con el control no tratado (4), aunque
estos experimentos deben ser llevados a nivel de cam-
po para su profundizacioén. A pesar de ello, el empleo
de variedades resistentes o métodos que propicien la
induccién de resistencia, continda siendo una alter-
nativa atractiva en el manejo de esta enfermedad (10).

El objetivo del presente trabajo es exponer los
mecanismos de patogenicidad y moleculares de esta
bacteria mediante los cuales se efectla la resistencia
natural e inducida en la planta.

PARTE ESPECIAL

Modo de accién, localizacion y desarrollo de la
enfermedad

R. solanaceraum invade los tejidos vasculares de
la planta, a través de las raices con heridas o abertu-
ras naturales, originadas por la emergencia de raices
secundarias. El xilema presenta células en forma de
tubos denominados traqueas y traqueidas, con pare-
des lignificadas y perforaciones laterales, que permi-
ten el transporte del agua en forma ascendente y en
forma lateral hacia otros tejidos (2).

Al realizar, al microscopio Optico, observaciones
de cortes transversales del tallo, correspondientes a
plantas inoculadas, se observan a los ocho dias, baja
concentracion de esta bacteria en los vasos de mas
reciente formacién (xilema secundario) y en los va-
sos del xilema primario. También se observa una gran
cantidad de puntos de color azul oscuro en las célu-
las del floema que denota la presencia de biomasa
bacteriana. En los cortes transversales de las plantas
inoculadas a los doce dias, se observa un sector del
anillo vascular (xilema primario) con una mayor canti-
dad de vasos obstruidos por las masas de R.
solanaceraum. Estas masas se presentan con mayor
densidad y frecuencia en los vasos de mayor diame-
tro, ocupando todo el volumen del mismo. En los cor-
tes longitudinales, se observa una obstruccién com-
pleta a lo largo de los vasos mas desarrollados, mien-
tras que en los de menor desarrollo, se observan solo
porciones o trechos del vaso taponado y puntos de
color oscuro en la region del floema (2).

La presencia de biomasa de R. solanaceraum en
los vasos conductores (xilema) de mayor diametro
(que transportan un flujo importante de agua en la
planta) indica que el movimiento de la bacteria es a
través del flujo del agua y primeramente en forma
ascendente. La obstruccion de los vasos de mayor
diametro trae como consecuencia una marchitez fi-
sioldgica por estrés hidrico. Los 6rganos de la planta



gue requieren mayor volumen de agua para la fun-
cion fotosintética son las hojas, por lo tanto, es por
esta zona por donde comienza generalmente el
amarillamiento (2).

En los cortes de tejidos de plantas, vistos al mi-
croscopio electronico de transmision, las células
parenquimaticas de las plantas inoculadas, se obser-
van menos turgentes, existe la presencia de bacte-
rias, y segmentos de la pared celular mas reducidos
o delgados. Se observa la presencia abundante de
bacterias en células parenquimaticas. En las paredes
de estas células, hay presencia de tilides (protube-
rancias de la membrana, en forma globosa que se
proyectan hacia el interior de las células), las cuales
se asocian a materiales resistentes a la bacteria e
impiden la comunicacion entre células vecinas a tra-
vés de las punteaduras (2).

Una vez establecidos en los vasos xileméticos, la
bacteria es capaz de entrar a los espacios
intercelulares de las células del parénquima en la cor-
tezay la médula en varias areas de la planta. Aqui, R.
solanacearum es capaz de disolver la pared celulary
crear bolsillos viscosos de bacteria y debris celular.
La produccién de polisacaridos altamente
polimerizados aumenta la viscosidad del xilema lo cual
resulta en tupicion (3).

Genes de avirulencia

La motilidad resuelve muchos de los problemas
gue confrontan los microorganismos: ella les permite
obtener mas y mejores nutrientes, evadir sustancias
téxicas o ambientes desfavorables, encontrar al
hospedante y dispersarse de forma efectiva. Muchas
especies de bacterias incluyendo la mayoria de las
especies del suelo estudiadas hasta la fecha pueden
moverse nadando, deslizandose, tirando bruscamen-
te, o pululando. R. solanacearum es esencialmente
inmovil en la planta, aunque puede ser altamente mévil
en cultivos. La motilidad natatoria es una forma de
translocacion bacteriana sobre superficies firmes que
requieren de los pelos retractiles de tipo IV y tiene su
mayor contribucion a la virulencia en los estados
tempranos de la invasién y colonizacion del
hospedante (6,11).

Se han desarrollado otras investigaciones para
analizar la envoltura de los apéndices de la superficie
bacterial de tipo Ill en la interaccion con la célula
hospedante. Dos papeles han sido propuestos para
estos apéndices tipo Ill dependientes: la union a la
célula eucariota y/o la liberacion de proteinas dentro
de la célula hospedante. El constituyente principal de
este Hrp-pili es la proteina HrpY. Esta proteina es la
segunda que transita a través del sistema de secre-
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cion Hrp de R. solanacearum. Esta se ensambla
en exoestructuras que son primero, aparentemente
fijadas a la superficie de la bacteria y luego,
subsecuentemente liberadas al ambiente. La secuen-
cia de HrpY no esta relacionada con ningun otro pilin
ya caracterizado. Mutantes hrpY no producen pili y
son incapaces de interactuar con las plantas. R.
solanacearum es capaz de unirse por la via de sus
pili a la célula vegetal pero Hrp-pili o los genes hrp no
son requeridos para este proceso. En contraste, los
Hrp-pili son esenciales para la secrecion de PopA (una
proteina esencial en el proceso de patogénesis, como
se vera posteriormente) (12).

Muchos productos de genes son requeridos para
la infeccién exitosa del hospedante por R.
solanacearum (13). Los estudios sobre los factores
de patogenicidad fortalecen el entendimiento del pro-
ceso de la enfermedad en esta bacteria. Algunos de
estos factores se describen a continuacion.

Exopolisacaridos y produccidon de enzimas
extracelulares

R. solanacearum produce una variedad de produc-
tos extracelulares que contribuyen a su habilidad para
colonizar las plantas hospedantes y causar la enfer-
medad. Uno de los mas importantes es un polisacarido
extracelular acidico de alta masa molecular EPS | (del
inglés extracellular polysaccharide) pues es posible
gue sea el principal factor de virulencia de R.
solanacearum (14).

Los estudios en planta con mutantes deficientes de
EPS | sugieren que este Ultimo causa la marchitez de
las plantas infectadas ya que bloquea el sistema vascular
y por lo tanto altera el movimiento del agua, aunque nin-
guno de estos mutantes deficientes de EPS | fue total-
mente no patogénico. Estudios recientes muestran que
dichos mutantes colonizan pobremente el tallo de las
plantas infectadas, por lo que se plantea que el EPS |
puede contribuir a minimizar o evadir el reconocimiento
de estructuras de la superficie bacteriana por los meca-
nismos de defensa de la planta (13).

Las bacterias Gram negativas han desarrollado un
ndmero limitado de sistemas de secrecion a través
de los cuales las proteinas atraviesan su membrana
externa. R. solanacearum posee informacion genética
para las seis vias principales de secrecion de protei-
nas gque han sido caracterizadas en este tipo de bac-
terias. Hasta la fecha, solo dos han sido estudiadas
experimentalmente y ambas mostraron ser esencia-
les para la patogenicidad de R. solanacearum: el Tipo
II'y el Tipo Ill. Mutantes defectuosos en cualquiera de
estos sistemas o vias son severamente afectados en
la colonizacién y multiplicacién en la planta (15).
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El Sistema de secrecion Tipo Il (T2SS) es una
extension del sistema de secrecion general que con-
lleva a la translocacion de exoproteinas a través de la
membrana externa de la bacteria. Doce genes que
codifican para esta via han sido identificados en la
cepa de referencia GMI1000. Uno de estos, el gen
pilD, se requiere para la sintesis de pili del Tipo IV
(15). Se ha demostrado que al menos seis impor-
tantes proteinas transitan por esta via, incluyendo
enzimas degradadoras de la pared celular de las plan-
tas (una pectinasa, Pme, una endoglucanasa, Egl, una
b-1,4 celobiohidrolasa, CbhA y tres poligalacturonasas,
PglA, PehBy PehC), y Tek, una proteina de 28-kD de
funcién desconocida (13, 14, 15, 16).

Los mutantes incapaces de secretar estas
exoproteinas dependientes del sistema Tipo Il, pier-
den completamente la habilidad de causar los sinto-
mas de la enfermedad y colonizar de manera eficien-
te los tallos de las plantas, mientras que mutaciones
individuales en alguna de la enzimas degradadoras
de pared vegetal dan origen solamente a fenotipos
de la bacteria de virulencia menor, en los cuales la
marchitez se manifiesta més tardiamente. Estos ha-
llazgos sugieren que este grupo de exoproteinas se
requiere para la infeccion y muerte de la planta
hospedante (15, 17).

La expresion de los factores de patogenicidad en
R. solanacearum es controlada por una red regulatoria
compleja que responde a condiciones ambientales,
presencia de células hospedante y densidad
bacteriana (18). En el centro de esta red se encuen-
tra PhcA, un regulador transcripcional de la familia
LysR, el cual directamente o a través de genes inter-
mediarios reguladores coordina la expresion de los
EPS y varias enzimas degradadoras de la pared ve-
getal. La PhcA activa es regulada en respuesta a la
densidad celular por un mecanismo que involucra a
la molécula autoinductora especifica 3-hidroxi metil
ester acido palmitico (3-OH PAME). A baja densidad
celular presumiblemente correspondiente a la vida
saprofitica y colonizaciéon temprana de la planta, la
PhcA no se expresa en cultivo, conllevando a la ex-
presion de factores de virulencia de la enfermedad
promisorios, incluyendo algunas poligalacturonasas
y la motilidad de la célula nadando o por pulsos (19).
En estados posteriores de la infeccion, en presencia
de altas densidades celulares, la acumulacion de 3-
OH PAME provoca la activacién de PhcA y
subsequentemente a la produccién de EPS y activa-
cién de potentes celulasas y pectin metilesterasa.

El Sistema de Secrecién Tipo Il (T3SS) de
patégenos de plantas ha provocado gran interés en
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los dltimos 15 afios, debido a que cumple una funcién
principal en algunos patégenos importantes que difie-
ren en la gama de hospedantes y modo de vida.
Mutantes deficientes del sistema de secrecién tipo Il
de R. solanacearum son incapaces de desarrollar los
sintomas de la enfermedad en plantas hospedantes
o de inducir la respuesta hipersensible HR (del inglés
hypersensitive response) en plantas resistentes (12,
20). Esto ilustra la importancia colectiva de las protei-
nas efectoras que son inyectadas dentro de la célula
vegetal por este sistema. El T3SS est4 codificado por
un grupo de genes hrp. Sin embargo, los genes hrp
no son esenciales en el proceso de invasion de laraiz
de la planta por el patégeno, ya que los mutantes de
este sistema retienen su habilidad de invadir el siste-
ma vascular de plantas de tomate infectadas de for-
ma natural, aunque sus niveles poblacionales perma-
necen muy bajos en comparacién con los alcanzados
por las cepas salvajes. Se presume que esto sea con-
secuencia de una baja disponibilidad de nutrientes y/
o de respuestas generales de defensa de la planta.
Por esta razon se sugiere que los efectores de T3SS
pueden suprimir las respuestas de defensa del
hospedante y de alguna forma promover el desarrollo
de la enfermedad, asegurando una rapida multiplica-
cion de la bacteria durante los estados iniciales de la
infeccién de las raices (15).

Este sistema requiere la produccién de una pilus-
Hrp, proteina estructural codificada por el gen hrpY,
de la cual se plantea que dirige la translocacion de
proteinas a través de la pared celular vegetal. Otras
tres proteinas son secretadas al medio extracelular
por el sistema de secrecion Hrp de R. solanacearum:
PopA, PopB y PopC, las cuales son codificadas por
genes localizados en el grupo hrp y reguladas por el
regulador transcripcional HrpB. PopA causa una res-
puesta similar a la HR cuando se infiltra en tejidos
vegetales a altas concentraciones. PopB y PopC tie-
nen caracteristicas estructurales similares a las en-
contradas en otras bacterias patdgenas (12, 20). Sin
embargo mutantes de algunas de estas proteinas tie-
nen virulencia normal, probablemente debido a redun-
dancia funcional (13). Se sugiere que las plantas pue-
den reconocer PopA cuando se expresa temprano
durante el desarrollo de la enfermedad, y responder
con defensas efectivas en los espacios intercelulares
(21). La bacteria suprime la expresion de popA para
escapar de las defensas de la planta inmediatamente
después de la invasion. Se sugiere por tanto que la
proliferacion de la bacteria en los espacios
intercelulares es un determinante cuantitativo de la
patogenicidad de R. solanacearum y depende de los
genes hrp (20).



Esta via de secrecion Tipo Il es regulada a través
de una compleja cascada regulatoria integrada por
los reguladores PrhJ, HrpG, y HrpB (20, 22, 23). Esta
cascada de sefiales de transduccién que responde al
menos a dos sefiales ambientales: una, detectada
cuando la bacteria crece en un medio minimo similar
al apoplasto y la segunda, es una sefial de induccion
especifica percibida en presencia de células vegeta-
les. Se ha demostrado que, en las células de R.
solanacearum, la méxima expresion del gen regula-
dor hrpB es inducida en respuesta al contacto fisico
de la bacteria con células vegetales o fragmentos de
su pared celular (22). Esta activacion dependiente del
contacto pudiera asegurar la translocacion de las pro-
teinas efectoras dentro de las células del hospedante
en el tiempo y lugar apropiados (13).

El candidato a receptor de los compuestos de la
pared celular de la planta inductor de hrp es la protei-
na externa de membrana PrhA (22). PrhA, junto a otros
dos reguladores Prhl y PrhR, forman un sistema de
transduccion de sefiales triple que permiten la modu-
lacién de la expresidn de los genes hrp en respuesta
a estimulos desde la superficie de la bacteria, consti-
tuyendo una forma a través de la cual la bacteria re-
conoce la célula vegetal diana (13, 24).

Después de la invasién de los espacios
intercelulares de la corteza de la raiz, R. solanacearum
reconoce las sefiales de las células de la planta a tra-
vés de PrhA. Las sefiales son transferidas para la
expresion de hrpB a través de la via de cascada de
sefiales PrhA-PrhR/Prhl-PrhJ-HrpG (22, 23, 24). Se
conoce que los genes eps responsables de la pro-
duccidén de EPS son inducidos en etapas tardias del
proceso de infeccion en una célula dependiente de la
densidad de PhcA. Mientras la expresion de prhA es
constitutiva, otros genes en el regulon hrp son depen-
dientes de la densidad celular. Se conoce que la ex-
presion de phcA es activada de manera dependiente
de la densidad celular. Se presume que después de
la invasion de los espacios intercelulares, se induce
la expresion de hrpB en respuesta a sefiales de la
planta y se activa el regulon hrp, el cual construye a
TTSS. La bacteria puede proliferar en los espacios
intercelulares con la ayuda de las proteinas secretadas
através de T3SS. Cuando la densidad de células al-
canza un limite, se activa la expresion de phcA. Final-
mente, la represion de la expresion de prhIR por PhcA
resulta en la represion de los genes regulados por
hrpB y la activacion de los genes eps genes resulta
en la produccion de EPS (20).

La naturaleza del inductor vegetal es desconoci-
da. Sin embargo, teniendo en cuenta que la sefal
inductora de los hrp es resistente al calor y a trata-
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mientos con proteasas, se supone que sea una molé-
cula de carbohidratos presente en la fraccion péptica/
celulésica, de acuerdo con las observaciones de que
el material de la pared celular de las plantas
hospedantes es un inductor potente (13, 22). Des-
pués de la proliferacion en los espacios intercelulares,
la bacteria infecta sistémicamente a la planta
hospedante a través de los vasos xileméaticos y pro-
duce EPS (20).

Existe cooperacion de T2SS con T3SS. Se sugie-
re que T2SS puede influir en la secrecion de protei-
nas especificas de T3SS tales como PopB. La expre-
sion de algunos genes que codifican para proteinas
secretadas a través de T2SS, las cuales estan
involucradas en la patogenicidad de la bacteria, es
coregulada por los efectores del tipo Il (20). Por lo
tanto, se resume que los estados de infeccion de R.
solanacearum se dividen en dos: los estados
tempranos que incluyen la invasion y la proliferacion
en los espacios intercelulares con la invasion de los
vasos xilematicos y el estado posterior que incluye la
proliferacion y produccién de EPS en los vasos
xilematicos. La patogenicidad de R. solanacearum es
cuantitativamente regulada en el estado temprano y
es dependiente de los genes relacionados con la
patogenicidad tales como: genes regulados por HrpB
y negativamente regulados por PhcA. En el estado
posterior, es regulada por genes positivamente regu-
lados por PhcA tales como los eps (20).

Otros mecanismos pueden ser por ejemplo la pro-
duccion de otras enzimas como las polifenol oxidasas
(PPOs). Estas, son un grupo de enzimas cooperati-
vas capaces de catalizar la oxidacién de compuestos
aromaticos. Hay dos tipos principales de PPOs:
lacasas y tirosinasas. La secuenciacion del genoma
de R. solanacearum revel6 algunos genes que pudie-
ran codificar para las PPOs. Tres PPOs diferentes
son expresadas. La caracterizacion preliminar de
mutantes obtenidos indicaron que las PPOs expresa-
das por R. solanacearum pueden participar en la re-
sistencia a compuestos fendlicos a través de la oxi-
dacion de los o-difenoles producidos por las plantas.
Estos resultados sugieren una posible funcion en los
procesos patogénicos para evitar los mecanismos de
resistencia de la planta que involucran la participa-
cién de compuestos fendlicos (25).

Ademas de los ya analizados, otros aspectos
novedosos pudieran tener una funcién importante en
la aptitud parasitica de R. solanacearum. Se plantea
la aparicion de una nueva enzima degradadora de la
pared celular de plantas, una exoglucanasa (1,4 3-
celobiosidasa) que sorprendentemente, tiene los ras-
gos de un gen recientemente adquirido. Por otra par-
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te, se conoce que R. solanacearum produce gas del
etileno, auxinas y cantidades sustanciales del trans-
zeatina y citoquininas. La implicacién de estas molé-
culas sefializadoras en el proceso de la enfermedad
es similar (en algunas plantas, como el tomate, las
raices adventicias excesivas se pueden formar en la
infeccion). Estos aspectos requieren aun de la inves-
tigacion extensa al nivel molecular (20).

Resistencia

Las plantas han desarrollado un amplio rango de
respuestas de defensa para controlar a los patdgenos.
Ademas de ellos, la presencia o ausencia de pares
complementarios de genes de resistencia en el
hospedante y genes de avirulencia (avr) en el micro-
organismo invasor determina el resultado de muchas
interacciones planta-patégeno. En un modelo elicitor—
receptor propuesto para esta teoria gen a gen (26),
los genes avr codifican elicitores que sirven de
ligandos a receptores codificados por los genes R,
los cuales desatan una compleja respuesta de defen-
sa. Aunque algunos genes R de plantas de diferentes
especies y los correspondientes genes avr han sido
aislados (27), la interaccion directa entre esos genes
ha sido demostrada en unos pocos casos. Sin em-
bargo, la teoria simplificada del gen a gen no explica
todos los tipos de resistencia a enfermedades en las
plantas. Algunas resistencias a hongos, oomycetes y
virus, son conferidas por genes recesivos, sugiriendo
un mecanismo de elevada complejidad. Los meca-
nismos moleculares en este tipo de resistencia per-
manecen solo como hipétesis, pero la reciente identi-
ficacion de mutaciones recesivas conferidoras de al-
tos niveles de resistencia a varios patdgenos, mues-
tra una luz dentro de la diversidad de mecanismos
involucrados (28, 29).

Las interacciones planta-patdgeno pueden ser
explicadas por dos vias. La primera incluye
interacciones entre los mecanismos generales de
defensa constitutivos de la planta y los factores de
virulencia producidos por el patégeno encaminados a
destruir la defensa. La segunda, seguido del recono-
cimiento inicial, la planta induce resistencia adquirida
mientras que el patdgeno trata de escapar a esta re-
sistencia (29).

La defensa general de la planta consiste de facto-
res quimicos y fisicos. Las defensas fisicas incluyen
cuticulas, las cuales son fuertes cubiertas de
polimeros de las superficies externas de la planta,
pectinas que existen en las paredes celulares y lami-
na media que afectan la adherencia entre las células,
y las paredes celulares, las cuales protegen a las cé-
lulas vegetal de los dafios externos (29).
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La composicién y estructura de los polisacaridos
de la pared celular de secciones del tallo se investi-
go en plantas de tomate sanas e inoculadas con R.
solanacearum en los genotipos L390 y Hawaii 7996,
susceptible y resistente a la marchitez bacteriana res-
pectivamente por analisis inmunohistoquimico. Se
manifestaron diferencias constitutivas en los
genotipos en la distribucién de methyl-ester del
homogalacturonano (HG), arabinano y galactano en
la cadena de ramnogalacturonano | (RG I) y
arabinogalactan-proteina (AGP) en el parénquima del
xilemay pared celular. Después de la inoculacién, se
observé el aumento del marcaje con todos los
anticuerpos especificos para epitopes de HG, RG | y
AGP, en el parénquima del xilema y alrededor de los
vasos del xilema del tallo del genotipo L390, pero no
de Hawaii 7996. También las paredes celulares fue-
ron fuertemente tefiidas después de la inoculacién en
el genotipo L390. En Hawaii 7996, la reaccion a la
inoculacién se observo solo en las paredes, con in-
cremento significativo del nimero de vasos tefiidos
(5 y 9 veces para epitopes de RG | de arabinano y
galactano, respectivamente). Las diferencias en la
estructura de la pared celular del xilema pueden te-
ner una funcién en los mecanismos de constitutivos
de resistencia multigénica de tomate frente a la mar-
chitez, mientras que cambios después de la inocula-
cién pueden contribuir a inducir resistencia basal al
nivel de pared celular (30).

La distribucion y aparicion de R. solanacearum en
los tejidos superiores del hipocotilo de raices de pos-
turas de tomate inoculadas del cultivar resistente LS-
89 (una seleccién del genotipo Hawaii 7998) y el cul-
tivar susceptible Ponderosa fueron comparadas para
aclarar el mecanismo que limita el movimiento de la
bacteria en los tejidos del tomate resistente. En tallos
de plantas marchitas, la bacteria colonizo los tejidos
del xilema primario y secundario. La bacteria fue mas
abundante en vasos, en los cuales, las membranas a
menudo estaban degeneradas. Todas las células del
parénquima adyacente a los vasos con bacteria esta-
ban necréticos y algunos de ellos colonizados por la
bacteria. En los tallos de las plantas de LS-89 no se
mostraron sintomas discernibles de marchitez, la bac-
teria se observé en los tejidos xilematicos primarios
pero no en los secundarios. La necrosis en las célu-
las del parénquima adyacente se observo ocasional-
mente. Las membranas fueron a menudo mas grue-
sas con alta densidad electronica. La lamina
electronicamente densa interior de la pared celular
de las células del parénquima y los vasos fue mas
gruesay mas llamativa en los tejidos del xilema infec-
tado de LS-89. Los materiales electronicamente den-



sos se acumularon en o alrededor de las cavidades
de las células del parénquima cercano a vasos con la
bacteria y en los vasos con la bacteria. Muchas bac-
terias aparecieron normal en los vasos, excepto para
aquellos en contacto con las membranas. Estos re-
sultados indican que R. solanacearum se mueve de
vaso a vaso en tejidos infectados a través de mem-
branas degeneradas y el movimiento restringido en
los tejidos del xilema fue caracteristico en LS-89. La
limitacion del movimiento bacteriano puede estar re-
lacionada con el grosor de las membranas y/o la acu-
mulacion de materiales densos electronicamente en
los vasos y las células del parénquima (31).

Ejemplos de defensas quimicas son las
fitoanticipinas, tales como las saponinas, compues-
tos fendlicos y proteinas inducidas (32, 33, 34, 35).
Se ha demostrado que una mezcla de Bacillus
amyloliquefaciens Fukumoto cepa IN937a y Bacillus
pumilus Meyer y Gottheil cepa IN937b dieron protec-
cion sistémica contra multiples enfermedades en di-
ferentes cultivos. Posteriormente se investigaron las
respuestas de enzimas relacionadas con la defensa
en plantas, inducidas por la mezcla de IN937a y
IN937b contra diferentes patosistemas. Uno de los
patosistemas seleccionados fue tomate-Ralstonia
solanacearum. Las enzimas superoxido dismutasa
(SOD) y la peroxidasa (PO) se estudiaron teniendo
en cuenta su importancia en la defensa de las plan-
tas. Durante el ensayo, se detectaron bajos niveles
de actividad natural de SOD y PO en los controles
sanos no retados. Después del reto con el patdgeno,
las plantas tratadas con la mezcla de las bacterias
tuvieron actividades SOD y PO del 25-30% superio-
res a los controles con patdgeno, asi como a las plan-
tas que no habian sido pre-tratadas con la mezcla. El
incremento de la actividad de las enzimas SOD y PO
resulté en una proteccién significativa contra R.
solanacearum por lo tanto, tales enzimas parecen te-
ner una importante funcién en la defensa en este
patosistema (36).

Otro aspecto interesante son las hormonas. La
interaccion de las hormonas vegetales ABA y etileno
son importantes en el desarrollo de la planta. Esto
incluye elongacion de la raiz, senescencia de los 6r-
ganos, iniciacién de la respuesta adaptativa a varias
condiciones ambientales y resistencia a patdogenos
conduciendo a una compleja red de interacciones
sinérgicas y antagonicas (37, 38). Estudios genéticos
de componentes de las vias de ABA y el etileno su-
gieren una interaccion antagonica entre estas dos vias
en las respuestas de las plantas a estreses bi6ticos y
abioticos. Por ejemplo: mutantes de la sefializacion
del etileno (etrl, ein2, ein3), y mutantes de la via del
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ABA (abal, aba2, abil, abi2) han sido informados
como antagonistas de la expresion de los genes de
defensay de respuestas a estrés, modulando las res-
puestas de las plantas (37). Hay evidencia creciente
de que el ABA esta involucrado en la regulacion de la
respuesta de las plantas a los patégenos. Las aplica-
ciones exdgenas de ABA antes de la inoculacion au-
menta la susceptibilidad a varios patégenos (38). Por
el contrario, mutantes deficientes de ABA muestran
una reduccion en la susceptibilidad a Botrytis cinerea
Pers ex. Fr (39). Sin embargo investigaciones recien-
tes muestran que el ABA aumenta la resistencia por
afectaciones en la deposicion de calosa (40) y sinte-
sis de acido jasmonico (AJ) (41), sugiriendo una posi-
ble regulacion sinérgica de las vias etileno/AJ y ABA
en la resistencia.

El entendimiento de los complejos mecanismos
de interaccion entre las vias etileno y ABA ayudara a
los mejoradores en el desarrollo de cultivos resisten-
tes a patdgenos. Los factores proteicos de la respuesta
del etileno (ERF) se presume modelan mdltiples res-
puestas, incluyendo la respuesta a patdgenos y el
desarrollo vegetal (42). En tales procesos las protei-
nas ERF son reguladas por ETR1, CTR1, EIN2, y EIN3
(37, 38, 43). La mayoria de las proteinas ERF identi-
ficadas tales como tomate Pti4/5/6 (44), Arabidopsis
ERF1 (45), AtERFs (46), se unen a la caja GCC y
modulan la expresion de los genes de las PR que
funcionan en la resistencia a patégenos. Algunas pro-
teinas ERF, como CBFL1 (47), interactdan con elemen-
tos responsables de la deshidratacion (DRE)
involucrados en el estrés por sequia, salinidad y frio
(48). El elemento de respuesta a ABA unido al ele-
mento 1 (CE1), es importante en la determinacion de
la expresién especifica de los genes de respuesta a
ABA. Las proteinas ERF Tsil (49) y TERFL1 (50) re-
gulan la expresién de los genes que contienen la caja
GCCyDRE. Por lo tanto, las plantas tienen aumenta-
da la tolerancia a estrés bidtico o abittico, sugiriendo
que las proteinas ERF son importantes reguladores
en las respuestas a patdgenos mediadas por las vias
de etileno y ABA. No esté claro como el ABA afecta
la respuesta mediada por proteinas ERF. Algunas
proteinas ERF pueden ser el componente
downstream de EIN3, el cual es regulado por regu-
ladores upstream en la via del etileno. Esta cascada
de regulacion al final resulta en un incremento de la
expresion de los genes de PR (37, 38, 43). Recien-
temente se demostré que componentes de la via del
etileno como la MAPK quinasa 2, la cual es inducida
después de la infeccién con patdgenos, modula los
niveles de AJ y AS (51). Por afectaciéon de la
biosintesis de AJ, el ABA modula la expresion de los
genes de defensa (41, 52).
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Previamente se demostro que una proteina ERF,
la TSRF1, aumentaba significativamente la resisten-
cia aR. solanacearum en tabaco y tomate por activa-
cion de los genes conteniendo la caja GCC (50). Se
plantea que la resistencia regulada por TSRF1 es
modificada por la aplicacion de ABA. TSRF1 activa la
expresion de genes relacionados con la sintesis de
ABA, resultando en un incremento de la biosintesis
de ABA, lo cual estimula posteriormente la produc-
cion de etileno. La aplicacion de ABA decrece, mien-
tras el inhibidor de la sintesis de ABA, fluridone
incrementa la resistencia aumentada por TSRF1. Esta
observacién es apoyada por el hecho de que ABA 'y
fluridone modifican reversiblemente la habilidad de
TSRF1 de unirse a la caja GCC de respuesta etileno,
alterando la expresién de elementos de genes
controladores. Se establece que la resistencia regu-
lada por TSRF1 aR. solanacearum puede ser modifi-
cada en tabaco por ABA (52).

En tomate, la resistencia a R. solanacearum es
poligénica y algunos loci que gobiernan la resistencia
han sido identificados. Cepas diferentes inducen sin-
tomas en diferentes ecotipos de Arabidopsis thaliana.
Después de la inoculacién la bacteria virulenta se
encuentra predominantemente en los vasos y se pro-
paga sistémicamente en toda la planta, lo que lleva al
marchitamiento de los ecotipos susceptibles en 5-10
dias. Laresistencia de A. thaliana a R. solanacearum
difiere marcadamente de otras bacterias en cruciferas,
pues no hay reaccion HR (28).

Se ha informado la identificacion de dos genes de A.
thaliana involucrados en la determinacion de resistencia
recesiva a algunas cepas de R. solanacearum. Los alelos
dominante RRS1-S y recesivo (RRS1-R), susceptible y
resistente respectivamente, codifican para proteinas pre-
dichas de alta similitud que difieren en longitud. Aunque
genéticamente se define como alelo recesivo, RRS1-R
se comporta como un gen de resistencia dominante en
plantas transgénicas. El andlisis de secuencia del gen
RRS1 presente en dos lineas recombinantes intragénicas
homocigoticas indico que algunos dominios de RRS1-R
son esenciales para su funcién de resistencia. Ademas la
resistencia mediada por RRS1 es parcialmente depen-
diente del AS y dependiente de NDRL1 lo que sugiere la
existencia de vias de sefializacion similares a aquellas
controladas por genes de resistencia de resistencia es-
pecifica (28). Los hallazgos antes mencionados denotan
gue aun queda mucho por investigar en el tema de la
resistencia a R. solanacearum.

Resistenciainducida

En la actualidad, para muchos investigadores, el
incremento y la estabilizacion de la resistencia del
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hospedante dentro del marco de un manejo integra-
do es un enfoque adecuado para controlar la enfer-
medad.

En el caso de la interaccion R. solanacearum-to-
mate, se perfilan diferentes variantes. Wryda et al.
(10), desarrollaron un estudio para probar el efecto
de la silicona en la supresidon de un patdgeno
bacteriano en una planta de tomate no acumuladora
e identificar antagonistas efectivos de R.
solanacearum en un sistema modelo con su
hospedante tomate y dilucidar los modos de accion
de estos tratamientos. Los tratamientos de silicona
aumentaron la concentracion de silicona en las rai-
ces de las plantas de tomate en alrededor de 80%.
Las enmiendas con silicona redujeron
significativamente la incidencia de la marchitez para
los genotipos de tomate susceptible (26.8%) y mode-
radamente resistente (56.1%) comparadas con las
plantas no tratadas creciendo en cultivo hidropdnico.
La reduccién del nimero de bacterias en tallo, aun-
que la silicona solo estuviera acumulada en raices,
indica que un efecto de resistencia inducida desata
los mecanismos de defensa en las plantas de tomate
frente a R. solanacearum. Las razones de este au-
mento de la resistencia pueden estar localizadas a
nivel de la pared celular ya que se ha observado, en
estudios inmunohistoquimicos de plantas tratadas e
infectadas, un incremento de polisacéridos, proteinas
de la pared galactano, arabinano y arabinogalactano
y una disminucion en los patrones de esterificacion
del dominio de homogalacturonan de pepsina.

En plantas de tomate tratadas con antagonistas
aislados de la rizosfera de tomate, la incidencia de
la marchitez fue significativamente menor que en
las plantas no tratadas con antagonistas. La
microscopia de fluorescencia demostré una redu-
cida autofluorescencia de las sustancias fendlicas que
son producidas en la reaccion a la infeccion, y fluo-
rescencia mas intensa de las paredes celulares de
los vasos causada por un incremento de los epitopes
de la proteina arabinogalactano (AGP). Esto indica
gue el antagonista cepa A9 tiene potencial como
desatador del incremento de la sintesis de AGPs, la
cual pertenece al grupo de las glicoproteina ricas en
hidroxiprolina (HRGPs), conocidas como factores
bioquimicos de resistencia. Tanto los tratamientos con
silicona como con el antagonista mostraron efectos
supresivos en el desarrollo de la marchitez. Se obser-
v6 una alta influencia del genotipo de la planta en cual-
quier tratamiento. Por lo tanto, antes de usar silicona
0 antagonistas como medidas para la reduccién de la
enfermedad, sus efectos en combinacion deben ser
estudiados y su aplicacion optimizada para el genotipo



a plantar. Sin embargo, los resultados obtenidos re-
velan a la silicona y los antagonistas como elementos
prometedores en un control integrado de la marchitez
(10).

Recientemente han sido identificados compues-
tos activadores de la SAR en plantas. Uno de ellos es
el acibenzolar-S-methyl (ASM; Actigard 50 WG,
Syngenta, Basel, Switzerland), que muestra actividad
frente a distintas bacterias. La aplicacién de ASM tam-
bién reduce la incidencia de la marchitez en tomate
cuando las plantas son inoculadas a bajas concen-
traciones de R. solanacearum (10° 0 10° CFU/ml) en
condiciones de invernadero (9).

El efecto sobre la marchitez bacteriana en
cultivares moderadamente resistentes mantenidos
bajo condiciones de campo y en casa de cristal fue
particularmente adecuado para la prevencion de la
diseminacién interna de R. solanacearum hacia los
tejidos de la parte superior del tallo de la planta de
tomate (9).

La incidencia de la enfermedad se evalu6 en ho-
jas marchitas y en plantas. Los sintomas se
incrementaron lentamente en los tres cultivares don-
de ASM fue asperjado sobre las plantas. Este efecto
fue significativo hasta cuatro semanas después del
transplante a suelo infestado con R. solanacearum
(53).

Otros estudios se han encaminado hacia la apli-
cacion de un método usando timol como un tratamien-
to de suelo antes de plantar para el control de la mar-
chitez y los nematodos formadores de agallas en to-
mate. Ademas el acibenzolar-S-methyl (ASM), fue
aplicado junto al timol para determinar si la combina-
cion de estas tacticas mejora el manejo de la marchi-
tez. Los sitios analizados fueron infestados
artificialmente con R. solanacearum y Meloidogyne
arenaria (Neal) Chitwood, el timol fue aplicado a tra-
vés de las lineas de irrigacion arazon de 73kg.ha en
2004 y 2005. ElI ASM fue aplicado primero como as-
persion foliar a concentracion de 25 mg.L2. En las
parcelas tratadas con timol los por cientos de plantas
marchitas fueron 26,0 y 22,6% en 2004 y 2005, res-
pectivamente, en las no tratadas fue de mas del 95%
de las plantas en cada ano. El nimero de juveniles se
redujo significativamente en las parcelas tratadas con
timol y ASM para ambos afios. La combinacién pro-
dujo la mayor reduccion del agallamiento comparado
con las otras variantes. Las parcelas tratadas con timol
produjeron rendimientos superiores a las no tratadas
y la combinacién con ASM incremento
significativamente el rendimiento comparado con las
variantes solas. Estos resultados indican que el uso
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de ambos fue beneficioso en el control de la marchi-
tez y los nematodos (54).

Otro agente inductor de resistencia es el quitosano
(55). El quitosano indujo resistencia y redujo el indice
de la enfermedad. El tratamiento que fue asperjado
dos veces con quitosana incremento el valor pico de
las actividades PAL, PPO, POy SOD enrelacion ala
resistencia respectivamente a 46.24, 51.77,121.22y
36.49%. Los contenidos de clorofila en hojas después
del tratamiento fueron significativamente superiores
a aquellos con inoculacién normal (56).

También se ha experimentado en la aplicacion de
micorrizas (57). Se ha encontrado inhibicion de R.
solanacearum como resultado del aumento de los
fenoles inducidos local o sistémicamente por una
micorriza arbuscular. En macetas la poblacion de R.
solanacearum en la rizosfera, sobre la superficie de
laraiz y en el xilema, decrecié en 26.7, 79.3y 81.7%,
respectivamente después de la inoculacion de plan-
tas de tomate con Glomus versiforme Berch. La colo-
nizacion de las plantas por ambos R. solanacearumy
G. versiforme aumento los contenidos de fenoles so-
lubles y pared celular unida a fenoles en los tejidos de
la raiz, pero con diferentes patrones. Mientras R.
solanacearum preferiblemente promovié el conteni-
do de fenoles unido a la pared celular, G. versiforme
preferiblemente aumento el contenido de fenoles so-
lubles (58).

CONCLUSIONES

Muchas investigaciones aln se encaminan a dilu-
cidar los mecanismos mediante los cuales se ejerce
la resistencia a R. solanacearum en los cultivos con
interés econdmico, asi como al aislamiento de los
genes que codifican para las proteinas estructurales
y reguladoras de los procesos patogénicos de esta
bacteria, con el objetivo de contribuir a la obtencion
de genotipos resistentes y/o al desarrollo de produc-
tos que puedan inducir resistencia en estas varieda-
des propiciando nuevas estrategias para el manejo
de la enfermedad.
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