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Resistencia sistémica adquirida en Phaseolus coccineus contra Pseudomona 

syringae 

Systemic Acquired Resistance in Phaseolus coccineus against Pseudomona 

syringae  

Melani Brigitte García-Veraa, Dulce María Galván-Hernándeza* 

Abstract: 

The bean is the third most important crop in Mexico; therefore, it is necessary to control pathogens that affect its production. 

Pseudomona syringae is a harmful bacterium for Phaseolus coccineus. Therefore, this work aimed to determine the time at which 

Systemic Acquired Resistance (RSA) can be induced in the plant. In the cell-free bacterial extract, polyphenol oxidase (PPO) and 

peroxidase (POX) enzyme activities were detected from day 2 of exposure through day 7; only POX activity in the cell-free extract 

was higher than in the bacterial (+) and control (-) treatments. It is necessary to evaluate additional factors, such as temperature, 

pathogen exposure, and plant age, to optimize RSA in P. coccineus. 
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Resumen: 

El frijol se posiciona como el tercer cultivo más importante en México; por ello, es necesario controlar los patógenos que afectan su 

producción. Pseudomona syringae es una bacteria perjudicial para Phaseolus coccineus; por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue 

determinar el momento en que se puede inducir la resistencia sistémica adquirida (RSA) en la planta. En el extracto libre de células 

se registró actividad de las enzimas polifenol oxidasa (PPO) y peroxidasa (POX) a partir del segundo día de exposición, la cual se 

prolongó hasta el día 7; únicamente la actividad de POX en el extracto libre de células fue mayor que la de los tratamientos con 

bacteria (+) y de control (-). Es necesario evaluar otros factores, como la temperatura, la exposición a patógenos y la edad de las 

plantas, para optimizar la RSA en la especie P. coccineus. 
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1. Introducción 

La especie Phaseolus coccineus pertenece a la 
familia Fabáceas y al género Phaseolus. Estas 
plantas son de tipo herbáceo, mayormente 
trepadoras y anuales; se caracterizan por presentar 
una legumbre colgante o un fruto en forma de vaina 
colgante [1]. 
 

En México, alrededor de 27,5 millones de hectáreas 
están destinadas a convertirse en tierra de cultivo; 
esta superficie representa el 14% del territorio total 
[2]. En primer lugar, se posiciona el cultivo del maíz 
de grano blanco con 6,7 millones de ha; en segundo 
lugar, el grano de sorgo con 2,2 millones de ha; y en 
tercer lugar, el frijol con 1,9 millones de ha. [2]. 
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Para México, la planta del frijol es de gran 
importancia, ya que, gracias a su producción, se 
generan 382 empleos permanentes y se aportan 
grandes ganancias económicas [3]. Además, el 
contenido proteico de la semilla del frijol varía entre 
el 20% y el 25%, aportando el 36% de la proteína 
que consume un ciudadano mexicano. No obstante, 
el cultivo de este grano se acompaña de múltiples 
patógenos que infectan la planta de frijol.  
 
Una de las enfermedades recurrentes en los 
cultivos de frijol es la enfermedad de la grasa de la 
judía, también conocida como tizón de halo del 
cultivo de frijol. Esta enfermedad es causada por la 
bacteria Pseudomona syringae pv. phaseolicola o 
pv. Primulae [4].  
 
La forma de infección del patógeno es a través de 
los estomas, los nectarios o las heridas en la pared 
celular; cuando el patógeno entra en el tejido, 
comienza a desarrollarse y a necrosar las células 
infectadas. Esta enfermedad se caracteriza por 
manchas rojizas necróticas circulares con un halo 
verde-amarillo en las hojas y por manchas con 
aspecto aceitoso en la vaina del frijol, lo que provoca 
la muerte de ramas, la formación de cancros y 
lesiones en los frutos [4]. 
 
Existen diversos métodos para la contención de 
plagas, tales como la fumigación con agroquímicos, 
el manejo manual (menos frecuente debido al 
tiempo que se tarda y a la mano de obra requerida), 
el control biológico y, como nuevas alternativas, la 
resistencia sistémica inducida (RSI) y la resistencia 
sistémica adquirida (RSA) [5]. 
 
La RSA es una técnica que nos permite hacer 
resistentes a las plantas frente a diversos 
patógenos, de forma menos invasiva para el medio 
ambiente, ya que no hay filtración al subsuelo de 
químicos sintéticos por escurrimiento de lluvia o 
riego, lo que evita la contaminación del suelo y del 
agua. Esta técnica se basa en una infección inicial 
para que la planta reconozca al patógeno, lo que 
induce la actividad enzimática de proteínas 
patogénicas (PR) como las enzimas polifenol 
oxidasa (PPO), peroxidasa (POX) y la fenilamonio 
liasa (PAL) [6], que estimulan los mecanismos 
fisiológicos de defensa propios de la planta; de esta 
forma, se pretende contrarrestar la infección 
causada por el patógeno sin que la planta muera.  
 
La infección inicial puede llevarse a cabo mediante 
un extracto enzimático libre de células bacterianas, 
que contiene residuos enzimáticos de la bacteria en 
cuestión, que funcionan como indicadores de 
infección en ausencia del patógeno [7]. 

 
La respuesta inicial de la planta es una necrosis 
local, la cual impide que el patógeno continúe 
desarrollándose, posteriormente, dentro de los 
cambios que induce la RSA se encuentra la 
formación de proteínas de señalización que se 
movilizan en el tejido vegetal de la planta para 
advertir o indicar al resto de los tejidos, que aún no 
han sido afectados, sobre el ataque del patógeno o 
agente perjudicial [8], ocasionando la producción de 
metabolitos secundarios como mecanismos de 
defensa, así como cambios fisiológicos y 
estructurales, evitando de esta forma que la planta 
muera a consecuencia del daño del patógeno [9].  
 
Ante este contexto, el presente trabajo plantea como 
objetivo analizar la actividad enzimática de PPO y 
POX en plantas de Phaseolus coccineus expuestas 
al patógeno Pseudomona syringae en condiciones 
de invernadero, para determinar el tiempo a partir del 
cual se puede inducir una resistencia sistémica 
adquirida. 
 

2. Materiales y métodos 

2.1 Obtención de semillas y cepa bacteriana 
 
Se adquirieron semillas de Phaseolus coccineus 
(frijol) provenientes del mercado municipal de 
Acaxochitlán, Hgo. México. La bacteria 
Pseudomonas syringae fagovar primulae, con el 
acrónimo CDBB-B-1293, fue obtenida de la 
Colección Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos 
Celulares del Centro de Investigación de Estudios 
Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico 
Nacional (IPN).  
 
2.2 Preparación y siembra del frijol 
 
Las semillas se desinfectaron con una solución 
jabonosa durante 15 min, con agitación constante; 
posteriormente, se enjuagaron con agua destilada, 
seguidas de una desinfección con una solución 
bactericida (Member’s Mark 1 gota/L) durante 15 
min; transcurrido el tiempo, se dejaron en alcohol al 
70% durante 5 min; finalmente, se realizaron 2 
enjuagues con agua destilada estéril. 
 
La germinación se llevó a cabo en charolas con 
algodón humedecido con agua destilada; se 
colocaron 25 semillas por charola, las cuales se 
incubaron entre 20 °C y 25 °C en oscuridad; a los 12 
días se realizó el trasplante a macetas individuales 
con un sustrato de tierra negra adicionada con 30 g 
de nitrógeno (marca Vigoro). 
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2.3 Preparación de la suspensión bacteriana 
 
El cultivo de la cepa bacteriana Pseudomona 
syringae f. sp. primulae se realizó en caldo nutritivo 
de soya tripticasa a 28 °C durante 48 h.  
 
Una vez que alcanzó la concentración de 1 × 10^8 
UFC/mL, se tomaron 2 mL del medio y se colocaron 
en tubos Eppendorf. La muestra se centrifugó a 
14000 rpm durante 15 min; con una micropipeta se 
retiró el sobrenadante, dejando el pellet en el fondo 
del tubo; posteriormente, se agregó solución salina 
y se agitó en un vórtex. La muestra se pasó a un tubo 
de ensayo de 15 mL, al cual se agregó solución 
isotónica (NaCl 0.6%) hasta ajustar la turbidez a 0.5, 
de acuerdo con la escala de McFarland; se realizó 
un filtrado para obtener la solución libre de células 
mediante membranas de nylon Millipore estériles de 
0.35 µm, usando un sistema de vacío (40 cmHg). 
 
2.4 Inducción de la RSA 
 
20 días después de la siembra en macetas, se 
utilizaron ejemplares de P. coccineus. Los 
tratamientos por evaluar fueron: 

1. Plantas con extracto libre de células 
bacterianas. 

2. Plantas en contacto con la suspensión 
bacteriana de P. syringae a una 
concentración de 1×10^8 UFC/mL (control 
positivo). 

3. Plantas en contacto con agua destilada 
estéril (control negativo). 

Cada tratamiento contenía 10 plantas, que se 
infectaron mediante contacto foliar con las 
soluciones evaluadas. La evaluación de la RSA se 
realizó a los 0, 2, 7 y 14 días de exposición. Esta fase 
del experimento se realizó entre noviembre y 
diciembre. 
 
2.5 Obtención de extracto enzimático 
 
Se pesaron 0,25 g de hoja de cada tratamiento; 
posteriormente, se trituró el tejido en un mortero, 
añadiendo 3 mL de tampón de acetato de sodio (50 
mM, pH 5,2) con EDTA (0,1 mM) durante 5 min, 
manteniendo las muestras en hielo.  Una vez 
homogeneizado, se centrifugó a 13 000 rpm a 4 °C 
durante 15 min; posteriormente, se recuperó el 
extracto crudo enzimático (sobrenadante), que se 
utilizó para evaluar la actividad enzimática [10]. 
 
 
 
 

2.6 Evaluación enzimática de POX 
 
La actividad enzimática de la POX (peroxidasa) se 
evaluó mediante el método propuesto por Urbanek 
et al. [11] y Lanna-Filho et al. [12], donde se añaden 
25 µL de extracto crudo a 2 mL de una solución de 
tampón de acetato de sodio (50 mM, pH 5.2), 
guayacol (20 mM) y peróxido de hidrógeno (H2O2) 
(20 mM). Posteriormente, se llevó a cabo una 
incubación a 30 °C durante 10 min y, finalmente, se 
realizó la lectura a 480 nm en un espectrofotómetro. 
La unidad de actividad se expresa como la variación 
de 1 U de absorbancia a 480 nm mg-1 de proteína 
soluble por minuto (UA mg P-1 min-1 La prueba se 
realizó por triplicado [10]. Para calcular la actividad 
enzimática se utilizó la siguiente fórmula: 
 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝑚 (

𝐴𝑏𝑠
𝑚𝑖𝑛) ∗ 𝑉𝑜𝑙. 𝑒𝑛𝑠𝑎𝑦𝑜 (𝑚𝑙)

ℰ(𝑀 −1 𝑐𝑚 −1) ∗ 𝑏(𝑐𝑚)
∗ 𝑉𝑜𝑙 

 
Donde:  
m es la pendiente de la recta (ΔAbs/Δt) en unidades 
de abs/min 
𝓔 es el coeficiente de extinción molecular del NADH, 
es decir, 6220 L mol-1cm-1. 
b es la distancia de la celda 
Vol. ensayo es el volumen total del ensayo (2 mL)  
 
2.7 Evaluación enzimática de PPO 
 
La evaluación enzimática de la PPO (polifenol 
oxidasa) se determinó según el método de Goel et 
al. [6]. En un tubo Eppendorf se añadieron 0.5 mL de 
tampón de fosfato de sodio (1 M, pH 9.0), 1.25 mL 
de catecol (0.2 M), 0.05 mL de extracto crudo 
enzimático y 0.2 mL de agua destilada, para obtener 
un volumen final de 2 mL. Posteriormente, se incubó 
a 25 ± 1 °C durante 5 min; al finalizar el tiempo, se 
agregaron 0.5 mL de ácido sulfúrico al 10%. La 
determinación enzimática se realizó a una 
absorbancia de 420 nm en un espectrofotómetro. La 
actividad enzimática se expresó en unidades g–1 · 
min–1 de peso fresco. La prueba se realizó por 
triplicado; la cantidad de unidades enzimáticas se 
calculó según la fórmula antes mencionada. 
 
2.8 Cálculo de afectación del área foliar 
 
Se midió el área de afectación de las hojas 
colectadas en distintos tiempos de extracción (0, 2, 
7 y 14 días). Cada muestra fue fotografiada y 
analizada con el programa ImageJ. Para determinar 
el porcentaje de afectación se utilizó la siguiente 
fórmula:  
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% 𝑎𝑓𝑒𝑐𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
á𝑟𝑒𝑎 𝑓𝑜𝑙𝑖𝑎𝑟 𝑎𝑓𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑎

á𝑟𝑒𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 
 𝑋 100 

 
 
2.9 Análisis estadístico 
 
Debido a que los datos no se ajustan a una 
distribución normal (Shapiro-Wilk, p>0.05), se 
realizó un ANOVA de Friedman para comparar la 
actividad enzimática de PPO y POX entre los 
tratamientos a diferentes tiempos de exposición al 
patógeno (0, 2, 7 y 14 días). Se realizó una prueba 
de Wilcoxon posterior para identificar diferencias 
entre parejas. Para comparar el porcentaje de 
afectación entre los tratamientos Extracto/bacteria y 
bacteria a lo largo de los días, se realizó un ANOVA 
de dos vías, con comprobación previa de la 
normalidad. 
 

3. Resultados 

Existen diferencias significativas en la actividad 
enzimática de PPO y POX a lo largo del tiempo; en 
cambio, no se observaron diferencias entre los 
tratamientos evaluados en respuesta a la inducción 
de RSA en Phaseolus coccineus. 
 
3.1 Actividad de la enzima PPO 
 
Existen diferencias significativas en la actividad 
enzimática de PPO a lo largo del tiempo (Chi=20.93, 
gl=2, p= 3.08E-05). La prueba posterior de Wilcoxon 
indica un incremento de la actividad al día 2 con 
respecto al resto de los días (Tabla 1, Figura 1); sin 
embargo, no se comprobaron diferencias 
significativas entre tratamientos (F = 2.152, gl = 2, p 
= 0.232).  
 
Tabla 1.- Promedio de la actividad enzimática de 
PPO a distintos tiempos.  
 

ACTIVIDAD Ext/Bac Bacteria (+) Control (-) 

Día 2 1.33-13 1.43-13 1.77-13 

Día 7 1.43-14 1.9-14 1.87-14 

Día 14 -7.01-15 -7.65-15 -5.90-15 

 
 

 
Figura 1. Actividad enzimática de PPO en los 
tratamientos Ext/Bac, Bacteria(+) y Control (-).  
 

 
3.2 Actividad de la enzima POX 
 
Se realizó un ANOVA de Friedman, con 
comprobación previa de la normalidad; los 
resultados indican diferencias significativas en la 
actividad enzimática de POX a lo largo del tiempo 
(Chi=1.24 E+01, gl=2, p= 2.16 E-05).  
La prueba de Wilcoxon posterior indica diferencias 
significativas en la actividad enzimática al día 14 con 
respecto al resto de los tiempos; esto se debe a que 
la actividad de la POX se incrementa en todos los 
tratamientos (Figura 2). 
 
Tabla 2.- Promedio de la actividad enzimática de 
POX a distintos tiempos.  
 

ACTIVIDAD Ext/Bac Bacteria (+) Control (-) 

Día 2 1.31-14 -1.6-13 -1.04-13 

Día 7 5.24-15 -6.39-14 -4.17-14 

Día 14 1.75-14 2.03-14 -4.86-15 

 

Con respecto a la comparación de la actividad entre 
tratamientos, no se comprobaron diferencias 
significativas (Chi=2, gl=2, p=0.52), aunque se 
mantuvo una ligera expresión de la enzima en el 
tratamiento con el extracto libre de células desde el 
día 2, incrementándola levemente en el día 14 
(Figura 2). 
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Figura 2. Actividad enzimática de POX en los 
tratamientos Ext/Bac, Bacteria (+) y Control (-).  
 

 
3.3 Afectación foliar producida por la bacteria 
 

Se realizó un ANOVA de dos vías, con 
comprobación previa de la normalidad. Los 
resultados indican que no hay diferencias 
significativas entre los tratamientos en el área de 
afectación de las hojas (F=0.001, gl=1, p=0.971) 
(Figura 3).  
 
La comparación del área foliar afectada en función 
del tiempo indicó diferencias significativas entre los 
días 2 y 14 (F=4.772, gl=2, p=0.018) (Figura 4). 
 
 
 

 
Figura 3. Afectación del área foliar de Phaseolus 
coccineus por Pseudomonas syringae. Tratamiento de 
bacteria +: (a) tiempo 0, (b) 2 días, (c) 7 días, (d) 14 
días; tratamiento ext/bac: (e) tiempo 0, (f) 2 días, (g) 7 
días, (h) 14 días. 
 

 

Figura 4. Evaluación del área foliar afectada por la 
bacteria en los tratamientos Extracto/Bacteria y 
Bacteria. 

 

4. Discusión 

En este trabajo se logró inducir la resistencia 
sistémica en Phaseolus coccineus; sin embargo, la 
expresión de la actividad enzimática fue diferente 
entre la polifenol oxidasa (PPO) y la peroxidasa 
(POX) a lo largo del tiempo.  
 
Se han reportado diferencias en la expresión de 
estas enzimas en el extracto libre de células, ya que 
este contiene fitotoxinas producidas por la bacteria, 
que podrían activar la resistencia sistémica adquirida 
(RSA) en P. coccineus. Estas enzimas, 
consideradas parte del grupo de proteínas reactivas, 
se encuentran presentes en la respuesta de defensa 
de la planta [9], específicamente cuando esta 
interacciona con un patógeno. 
 
Las PPOs catalizan reacciones dependientes de O2, 

transformando o-difenoles en o-quinonas, lo que provoca pardeamiento 
en los tejidos foliares de las plantas [13]. Una mayor 
expresión de esta enzima o de sus isoformas puede 
ocasionar la muerte celular en los tejidos cercanos y 
directamente expuestos al patógeno, evitando que la 
infección avance al resto de la planta [6]. 
 
En este estudio, la actividad de la PPO incrementó 
al día 2 (48h), disminuyendo en todos los 
tratamientos del día 7 al 14, un resultado similar lo 
obtuvieron Goel y colaboradores [6], quienes 
registraron un incremento de esta enzima a las 48h 
en hojas de Tagetes tratadas con extracto de 
Pseudomona syringae, mientras que en las hojas no 
tratadas la actividad incrementa a partir del tercer 
día, esto muestra que se puede lograr una inducción 
a corto plazo lo cual también se registró en este 
estudio.  
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En plantas de tomate se ha registrado que niveles 
altos de PPO disminuyen la entrada de P. syringae 
en los tejidos vegetales [6], ya que se inducen la 
producción de las especies reactivas de oxígeno 
(ROS) en el citoplasma y una reticulación de 
carbohidratos, glicoproteínas y lignina en la pared 
celular, lo que disminuye el progreso y la 
multiplicación del patógeno.  
 
Por su parte, las enzimas peroxidasas (POXs) 
catalizan la oxidación de los fenoles con peróxido de 
hidrógeno, produciendo dímeros, y participan en las 
reacciones redox de las membranas plasmáticas, lo 
que permite modificaciones en la pared celular, 
como la lignificación y la suberinización [14]. Al igual 
que las PPOs, las POXs inducen la generación de 
ROS en el citoplasma, lo que evita la persistencia de 
la bacteria a lo largo del tiempo. En este estudio, la 
POX mostró actividad en el tratamiento con extracto 
libre de bacterias, con incrementos en los días 2 y 
14, lo que se tradujo en una respuesta similar a la 
obtenida por Goel et al. [6] en Tagetes.  
 
La disminución de la actividad enzimática entre los 
días 7 y 14 para la PPO y el día 7 para la POX puede 
asociarse tanto a factores endógenos como a 
factores exógenos, derivados de variables 
ambientales. 
 

El presente experimento se llevó a cabo en plantas 
cultivadas en invernadero, con variaciones de 
temperatura a lo largo del día y durante el periodo de 
evaluación; se registraron dos cambios extremos de 
temperatura: uno el día 2, cuando las plantas 
estuvieron expuestas a una helada de 0 °C, y otro el 
día 7, con un incremento de la temperatura de 28 °C 
a 33 °C.  
 
El descenso de la temperatura al día 2 se asoció con 
un incremento de la actividad de POX en el 
tratamiento con extracto/bacteria y de la actividad de 
PPO en los tres tratamientos. A pesar de que la 
temperatura óptima de la POX es de 25°C y de la 
PPO de 37°C [15], el estrés por frío a temperaturas 
entre -4ºC y -12ºC puede generar necrosis en los 
tejidos vegetales debido a la acumulación de 
cristales de hielo en las células, lo que causa la 
ruptura de las membranas de las células y 
organelos, esto provoca la producción de ROS, 
acumulación de peróxido, y por ende, la producción 
de moléculas antioxidantes para contrarrestar el 
daño celular [16, 17], dentro de las cuales pueden 
presentarse POX y PPO. 
 
En este mismo sentido, en condiciones de frío, P. 
syringae también puede inducir la formación de 
cristales de hielo, lo que se conoce como actividad 

nucleadora de hielo, lo que hace más susceptible a 
la planta de daños físicos causados por heladas en 
los cultivos [18]. Esto puede ser una causa del 
incremento de la actividad enzimática observado en 
el presente trabajo.  No obstante, Zhang et al. [16], 
Menciona que la temperatura de crecimiento de esta 
bacteria está entre 15 °C y 28 °C, con 28 °C como la 
temperatura óptima, en la que puede presentar una 
mayor capacidad de infección. 
 
El incremento de la temperatura a 32 °C entre los 
días 7 y 14 pudo haber generado un menor 
rendimiento de la bacteria, a pesar de que se 
determinó una mayor afectación foliar al día 14 tanto 
en el tratamiento de extracto/bacteria como en el de 
bacteria (+), ya que se observó la formación de 
rebrotes de las hojas en plantas de estos 
tratamientos. Ante esto, se recomienda considerar la 
temperatura como un factor relevante para inducir la 
RSA en futuros experimentos en invernadero.  
 

5. Conclusiones 

La actividad enzimática, a pesar de presentarse de 
forma distinta entre POX y PPO, muestra que se 
logró inducir la resistencia sistémica en la planta 
Phaseolus coccineus a partir del segundo día de 
exposición al patógeno; sin embargo, su efecto sólo 
se extendió hasta el séptimo día.  
 
El registro de la actividad enzimática de POX y PPO 
es relevante para determinar si se logró inducir una 
RSA, ya que ambas enzimas participan en la 
reticulación de proteínas y en la polimerización de 
lignina y suberina, lo que dificulta la entrada del 
patógeno en los tejidos celulares y mejora la 
resistencia sistémica adquirida. 
 
No obstante, para futuros trabajos en la especie de 
estudio, se recomienda considerar otros factores, 
tales como la temperatura, el tiempo de exposición 
al patógeno, el tiempo del experimento, la edad de 
las plantas y la densidad del patógeno, que podrían 
estar involucrados en el aumento o disminución de 
la expresión de estas enzimas. 
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