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COMPENDIO

Con el propésito de evaluar el efecto de la roya sobre el metabolismo de la
hoja de caraota (P.vulgaris L.), se compar6 el patrén electroforético de las
isoenzimas Peroxidasas (PRX) extraidas de hojas de tres cultivares de caraota:
UCV-Manuare, Tacarigua y DOR-448 sanas e inoculadas artificialmente con
el hongo Uromyces appendiculatus. Los patrones electroforéticos obtenidos
se analizaron por comparacién del nimero, intensidad y movilidad relativa
(Rf) de las bandas obtenidas en las corridas de electroforesis de PRX, con los
sintomas externos presentes en las hojas inoculadas. La prueba de Kruskal-
Wallis s6lo detect6 diferencias significativas al 5% para la variable intensidad
de las bandas en el cultivar Tacarigua, con respecto a las otras variables el
programa no las comparé ya que no generaron error. El programa en ningin
momento, comparé las medias obtenidas para niimero de bandas y sintomas en
los tres cultivares; no obstante, al final del ensayo se observaron diferencias
visuales entre cultivares inoculados y no inoculados. Se detect6 correlacion
positiva entre las variables nimero de bandas y sintomas en los cultivares
Tacarigua y DOR-448; sin embargo, no se encontré asociacién entre estas
variables para el cultivar UCV-Manuare. No hubo correlacién entre nimero de
bandas e intensidad de las mismas, o de esta Gltima con movilidad relativa y
sintomas tanto para el cultivar Tacarigua como para DOR-448.

ABSTRACT

In order to evaluate the effect of bean rust on the metabolism of bean leaves
(Phaseolus vulgaris L.) the electrophoretic patterns of Peroxidase isozymes

73



ERNSTIA Vol 12(1-2) 2002:73-87

(PRX) extracted of leaves of three cultivars (UCV-Manuare, Tacarigua and
DOR-448); non inoculated and artificially inoculated with the Uromyces
appendiculatus fungus were compared. The electrophoretic patterns were
analyzed by comparison of the number, intensity and relative mobility (Rf) of
the bands obtained in the electrophoresis of PRX with the displayed external
symptoms in the inoculated leaves. The Kruskal-Wallis test established
significant differences for intensity of the bands on Tacarigua. Positive
correlation between the number of bands and symptoms was found for Tacarigua
and DOR-448. Neither the intensity nor the mobility of the bands resulted
correlated with the symptoms of bean rust.
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INTRODUCCION

La caraota (Phaseolus vulgaris L.) ha sido tradicionalmente junto con el maiz,
la base de la alimentacion de la poblacion venezolana. Su importancia radica
fundamentalmente en el alto contenido proteico de sus granos (18-25%), ade-
mas de ser fuente de algunas vitaminas y carbohidratos. Este cultivo en el pais,
en la zona donde se siembre es afectado por enfermedades foliares, siendo una
de las mas importantes la roya causada por Uromyces appendiculatus (Pers.)
Unger (Mora et al.,1985). Segun Agrios (1985), las royas causadas por hon-
gos Basidiomycetes del orden Uredinales, constituyen las enfermedades de
plantas mas destructivas a nivel mundial, afectando principalmente hojas y
tallos, y ocasionalmente flores y frutos. Su sintomatologia en forma general
tiene el aspecto de numerosas manchas rojizas, anaranjadas, amarillentas y a
veces blancas en el envés de las hojas.

La compleja reaccion de defensa de las plantas a los patogenos, esta con
frecuencia asociada a la sintesis inducida de metabolitos fungitoxicos
(fitoalexinas), de compuestos fendlicos y de enzimas que pueden ser
nocivas al patégeno como resultado de un proceso celular altamente di-
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namico, el cual ocurre como consecuencia de rdpidos cambios
metabdlicos. Ha sido ampliamente demostrado, que los patégenos pro-
ducen una variedad de sefiales bioquimicas potenciales, las cuales pue-
den ser detectadas por algunas plantas induciéndose una respuesta de-
fensiva (Bent, 1996). La variacion de las isoenzimas en las plantas en-
fermas, ha sido usada en fitopatologia en la determinacion de los cam-
bios metabodlicos ocurridos durante las alteraciones fisiologicas o como
la sefial de un mecanismo de defensa de la planta (Burdon y Marshall,
1983). En este sentido, se ha demostrado que bajo la influencia de cier-
tos estimulos (condicion de estrés), se producen en la planta incremen-
tos en la actividad de las peroxidasas, atribuyéndosele a estas enzimas
un papel muy importante en los procesos de resistencia a los patégenos
mediante la oxidacién de compuestos fenélicos (Métraux y Raskin, 1993).
Sin embargo, Chakravorty y Scoot (1993), indicaron que en los siste-
mas hospedero-patégeno, es muy dificil determinar el papel exacto de
las peroxidasas.

El proposito de esta investigacion fue evaluar el comportamiento de tres
cultivares de caraota ante el ataque de U. appendiculatus, mediante el
analisis de los patrones electroforéticos de las isoenzimas peroxidasas
en hojas de plantas inoculadas y no inoculadas.

MATERIALES Y METODOS

Los datos evaluados fueron obtenidos de un ensayo de inoculacién con el hon-
go Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger, sobre plantas de caraota
(Phaseolus vulgaris L.). Para esta experiencia se sembraron semillas de caraota
de los cultivares Tacarigua (susceptible), DOR-448 (resistente) y UCV-Manuare
(con resistencia parcial), con el propésito de obtener al menos 450 plantas las
cuales se arreglaron en un disefio completamente aleatorizado y se mantuvie-
ron en condiciones de cobertizo, en el Instituto de Genética de la Facultad de
Agronomia, de la UCV. A los 10 dias de la siembra, la mitad de las plantas
(225) fueron inoculadas con una suspensién de uredosporas del hongo U.
appendiculatus. Luego, diariamente desde cumplidas 24 horas de la inocula-
cién hasta 15 dias después de la misma, se colectaron las dos hojas simples
tanto de las plantas inoculadas como de las no inoculadas (testigos). Estas
muestras se procesaron para realizar electroforesis de enzima peroxidasa, se-
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gun protocolo del Laboratorio de Biotecnologia del CENIAP-Maracay. Pre-
viamente, antes de someterlas al anélisis electroforético, las hojas fueron ob-
servadas a fin de determinar desarrollo y caracterizar sintomas de la enferme-
dad, a estos altimos se les di6 una medida ordinal. Resultando 270 datos de 6
tratamientos, 15 dias de observaciones y 3 repeticiones.

Los datos fueron ordenados de la siguiente forma:

Tratamientos: Ti= Tacarigua inoculado
Tt= Tacarigua sano
Mi=UCV - Manuare inoculado
Mt=UCV - Manuare sano
Di= DOR - 448 inoculado
Dt= DOR - 448 sano

Variables medidas:
X1=Numero de bandas de peroxidasa
X2=Intensidad de las bandas
X3=Movilidad relativa de las bandas
X4= Sintomas macroscopicos

Los analisis de los datos se realizaron usando métodos estadisticos no
paramétricos (Wiedenhofer,1993 y Chacin, 1999):

1. Laprueba de chi cuadrado, segin el anilisis de la varianza de Kruskal -
Wallis, en el programa de computador Statistix For Windows, ver 1.0.

2. Determinacién del nivel de asociacion de las variables evaluadas deter-
minando el Coeficiente de Correlacién de Spearman (rs) ya que las va-
riables cualitativas fueron medidas en escala ordinal. Para ello se usé el
programa de computacion Statistix For Windows, ver 1.0, luego los co-
eficientes encontrados se llevaron a una tabla para determinar si existian
o no diferencias significativas al 5%.
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RESULTADOS

Los sintomas observados en las hojas de estos cultivares, se expresaron ini-
cialmente en forma de manchas blanquecinas muy pequenas y ligeramente
levantadas a los 7 dias de la inoculacién (ddi) en los cultivares UCV-Manuare
y DOR-448, mientras que en el cultivar Tacarigua estos sintomas se evidencia-
ron a los 8 ddi. Posteriormente las lesiones o pistulas aumentaron de tamano,
tomando un color pardusco, para luego tornarse rojizas. Entre los 9y 10 ddi la
mayoria de las pistulas alcanzaron rapidamente la madurez en las hojas de los
cultivares UCV-Manuare y DOR-448, desarrolliandose en este lapso pdstulas
tipicas de color rojizo (Figura 1). Por el contrario, en el cultivar Tacarigua, se
observaron muy pocas pistulas en este estado. A los 11 ddi, las hojas del culti-
var DOR-448 presentaron mayor nimero de pistulas maduras por superficie
foliar, con respecto a las observadas en los cultivares UCV-Manuare y Tacarigua,
tal tendencia se mantuvo hasta los 15 ddi. A los 15 ddi las uredosporas comen-
zaron a desprenderse desde las piistulas, completdndose asi el ciclo de infec-
cion.

La prueba de Kruskal-Wallis para el cultivar Tacarigua inoculado (Ti) y no
inoculado (Tt), detect6 diferencias significativas al nivel a= 0.05% con res-
pecto a la variable X, durante el tiempo del ensayo (15 dias). Sin embargo, no
se detectaron diferencias significativas en relaci6n a esta variable para ningu-
no de los otros cultivares (Cuadro 1). Esto se podria explicar, considerando
que durante la digitalizacién de los geles el programa del computador estable-
¢i6 como referencia la intensidad de la primera banda encontrada en la corrida
electroforética (que correspondi6 siempre a Ti), didndole autométicamente el
valor maximo (100%), luego al comparar este valor con el de Tt, detecto dife-
rencias estadisticas. No ocurrié asi con las muestra de los cultivares UCV-
Manuare inoculado (Mi) vs. UCV-Manuare no inoculado (Mt) y DOR-448
inoculado (Di) vs. DOR-448 no inoculado (Dt), a las cuales el programa man-
tuvo las lecturas reales, con medias muy similares que no generaron error.

En cuanto a la variable X, (movilidad relativa de las bandas) s6lo se detectaron
diferencias estadisticas el dia 12 entre los tratamientos Ti y Tt (Cuadro 2).

Para ninguno de los tres cultivares evaluados fueron comparables las medias
obtenidas en X, y X, , durante el tiempo del ensayo (Cuadro 3). Sin embargo,
al final del ensayo existieron valores visualmente diferentes en relaci6n al nd-
mero de bandas (X,) entre cultivares inoculados y no inoculados, que la prue-
ba estadistica no detecté y por lo tanto no los compar6, debido a que las me-
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dias fueron iguales no generéndose error. Un anilisis similar se aplicé en rela-
ci6n a los sintomas presentes en las hojas, los cuales no fueron comparados
por la prueba estadistica usada, ain cuando macroscépicamente éstos fueron
notablemente diferentes a partir del dia seis en UCV-Manuare, del dia siete en
Tacarigua y en DOR-448 a partir del dia nueve hasta hacerse mas evidente tal
diferencia el Gltimo dia del ensayo (15 ddi).

Con respecto a las correlaciones, al comparar los valores rs de Spearman tabu-
lados de todas las variables versus cada cultivar en sus dos condiciones eva-
luadas (inoculado y no inoculado), se detect6 para el caso del cultivar Tacarigua
que hubo correlacién solamente para la condicién de inoculados. Siendo posi-
tiva entre X, con X, pero también se detect6 correlacién negativa entre X, con
X,y con X,. Esto significa, que por cada aumento de la variable X, (nimero de
bandas) habrd un aumento en la variable X, (sintomas). Por el contrario por
cada aumento de las variables X, (nimero de bandas), o de X, (sintomas) se
producird una disminuci6n en la variable X, (movilidad relativa) o viceversa.
No hubo correlacién entre X, (nimero de bandas) y X, (intensidad de las ban-
das) o de esta iiltima con las otras dos variables (X, y X,) (Cuadros 4 y 5).

Para el cultivar UCV-Manuare, el estadistico detecté solamente correlacién
negativa entre X, (intensidad) y X, (movilidad relativa) en la condicién inocu-
lado, significando esto que por cada aumento en la variable movilidad relativa
(X,) habrd una disminucién en la variable intensidad de las bandas. Para la
condici6n no inoculado del cultivar UCV-Manuare, también se detect6 corre-
laci6n negativa, pero entre X, con X, es decir que a medida que se incrementa
el nimero de las bandas existe una disminucién en la intensidad de las mismas
(Cuadros 6 y 7).

En el caso del cultivar DOR-448, el estadistico detectd correlacién fundamen-
talmente en la condicién inoculado, no encontrando asociacién entre las va-
riables en la condicién no inoculado. Se detect6 correlaci6n positiva entre las
variables X y X, es decir que cada aumento en el nimero de las bandas signi-
fica un aumento en la expresion de los sintomas. Asociacién negativa se en-
contré entre X, con X, y X, lo cual significa que cada aumento en el nimero
de bandas ocasionaria una disminucién en la intensidad y movilidad relativa
de las mismas. No hubo correlacién entre X, con X, y con'X, , ni entre X, con
X, (Cuadros 8 y 9).
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CONCLUSIONES

En forma general, se puede sefialar que la prueba de Kruskal- Wallis s6lo de-
tect6 diferencias significativas al 5% para la variable intensidad de las bandas
en el cultivar Tacarigua. Sin embargo, es de hacer notar que el programa de
digitalizacién de las bandas del computador le otorg6 un valor de 100% a las
primeras bandas que ley6 y estas siempre correspondieron al cultivar Tacarigua
inoculado, de alli que hubiesen diferencias marcadas entre éste y Tacarigua
sin inocular. En el caso de los otros dos cultivares no ocurrié lo mismo, pues el
programa les otorgé el valor real leido para cada condici6n, no encontrando
diferencias estadisticas al nivel 5%.

Con respecto a las otras variables evaluadas, por un lado, el programa no las
compar6 por corresponder a un mismo valor; o bien las diferencias eran tales
que no generaron error. Las diferencias pudieron deberse al azar ya que exis-
tian diferencias en las distintas repeticiones.

Para hacer esta prueba estadistica mas precisa, las limitantes ocurridas durante
el andlisis pueden ser resueltas aumentando el namero de repeticiones, de
manera que el error se distribuya mejor.

El niimero de bandas y sintomas, fueron las variables que siempre se asociaron
positivamente en dos de los cultivares (Tacarigua y DOR-448). No obstante,
no deberia descartarse que en el cultivar UCV-Manuare, pudiese darse un tipo
de correlacién similar entre estas variables al aumentar el niimero de repeticio-
nes. Parece 16gico pensar que una correlacién positiva entre las variables antes
mencionadas, ocurra en un sistema hospedero-patégeno, pues a medida que el
patégeno va colonizando e invadiendo los tejidos del hospedero, se van oca-
sionando cambios en el complejo enzimatico del hospedero, cambios éstos
que estan estrechamente asociados a las alteraciones cito e histol6gicas que se
desencadenan en el hospedero y que finalmente, se expresaran en forma de
lesiones o sintomas de muy diversas formas, segiin se activen o no los meca-
nismos de defensa de la planta. Uno de los sistemas enzimaticos implicados
en los estados de estrés de las plantas, sea por estimulos biéticos o abiéticos,
es el de las peroxidasas (Cipollini, 1998), de alli que el sistema peroxidasas, es
uno de los complejos enzimaticos que el fisiopat6logo debe considerar al eva-
luar cualquier interaccién hospedero-patégeno.
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Figura 1. Sintomas de roya en la epidermis adaxial de la hoja de caraota
(Phaseolus vulgaris L.)
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Cuadro 4. Correlacién encontrada entre las variables X X X y X,, para el cultivar

Tacarigua inoculado

xl. x! x)
X,
X - 0.5809*
%, 0.4367* -0.3045

* = diferencias significativas al 5%, segin determinacién del coeficiente de correlacién de
Spearman (rs)

Cuadro 5. Correlacién encontrada entre las variables X ,X,, X, y X, para el cultivar Tacarigua

no inoculado
X, X, X,
X, -0.1765 ns
X]
X‘ -0.2165 ns -0.0751 ns

* = diferencias significativas al 5%, segiin el coeficiente de correlacién de Spearman (rs)

Cuadro 6.Correlacion encontrada entre las variables X ,X,, X, y X, para el cultivar

UCV-Manuare inoculado
X] XI XJ
X, -0.2086 ns
X, -0.2026 ns - 0.2480*
X, 0.2249 ns 0.0622 ns -0.0983 ns|

* = diferencias significativas al 5%, segiin determinaci6n del coeficiente de correla-
cién de Spearman (rs)

85



ERNSTIA Vol 12(1-2) 2002:73-87

Cuadro 7. Correlacion encontrada entre las variables XXX, y X,, para el cultivar UCV-
Manuare no inoculado

X, x x
X, -0.3411%

X, -0.1507 ns -0.1747 ns

x4

* = diferencias significativas al 5%, segun determinaci6n del coeficiente de correla-
cién de Spearman (rs)

Cuadro 8. Correlaci6n encontrada entre las variables X ,X,, X, y X,, para el cultivar DOR-448

inoculado
Xl Xz Xs
X, -0.3026*
Xs - 0.3348* 0.0328 ns
X-: 0.4265* 0.0612 ns -0.2651 ns|

* = diferencias significativas al 5%, segtn determinacion del coeficiente de correla-
cién de Spearman (rs)

Cuadro 9. Correlaci6n encontrada entre las variables X ,X,, X, y X,, para el cultivar DOR-448

no inoculado
Xl XZ X3
XE -0.1626 ns
X, -0.1208 ns -0.1924 ns
X4

* = diferencias significativas al 5%, segiin determinacion del coeficiente de correla-
cién de Spearman (rs)
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