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Resumen

Xanthomonas vesicatoria es una bacteria Gram
negativa y patdgena de una gran variedad de especies
vegetales, entre ellas especies de importancia
econémica para México como chile (Capsicum
annuum) y jitomate (Solanum licopersicum). El
grupo de genes hrp es conservado entre especies de
Xanthomonas, dentro de este grupo de genes esta el
que codifica para el sistema de secrecion tipo Il y
efectores patdgenos, componentes clave en los
procesos de infeccion de las células bacterianas a su
planta huésped. Particularmente, proteinas HRP de
Xanthomonas son producidas in situ en su planta
hospedera durante los procesos de infeccion o in
vitro en medios minimos de crecimiento que imitan
condiciones similares a su hospedero. El objetivo de
este trabajo fue establecer un método de induccidn,
aislamiento y seleccion de proteinas HRP de
bacterias fitopatogenas. Para ello, se disefiaron
medios de induccién de proteinas HRP para
Xanthomonas que comprenden tejido vegetal
liofilizado de plantas hospederas como Unica fuente
de carbono y nutrientes. Xanthomonas vesicatoria
cepa BV801 (XANB801) fue capaz de crecer en los
medios de induccion denominados AWSL y AWCA,

Abstract

Xanthomonas vesicatoria is a Gram-negative
bacterium and pathogen of a great variety of plant
species, among them species of economic
importance for Mexico such as pepper (Capsicum
annuum) and tomato (Solanum licopersicum). The
group of genes hrp is conserved among
Xanthomonas species, within this group of genes is
the one that codes for the type Il secretion system
and pathogenic effectors, key components in the
infection processes of bacterial cells to their host
plant. Xanthomonas HRP proteins are produced in
situ in their host plant during infection processes or
in vitro in minimal growth media that mimic
conditions like their host. The aim of this work was
to establish a method of induction, isolation, and
selection of HRP proteins from phytopathogenic
bacteria. For this, HRP protein induction media were
designed for Xanthomonas that comprise lyophilized
plant tissue of host plants as the sole source of carbon
and nutrients. Xanthomonas vesicatoria strain
BV801 (XAN801) was able to grow in induction
media hamed AWSL and AWCA,; contained at least
0.1% lyophilized tissue of S. licopersicum and C.
annuum respectively. The protein profile of XAN801
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conteniendo al menos 0.1% de tejido liofilizado de S.
licopersicum y C. annuum respectivamente. El perfil
de proteinas de XANB8O0L1 se resolvio por SDS-PAGE.
Se demostr6 la induccién de bandas de proteinas en
XAN8O1 cultivada en medios AWSL y AWCA. El
aislamiento de bandas de proteinas inducidas se
realizé por exclusion de geles de poliacrilamida
después de su separacién por SDS-PAGE. Las
bandas de proteinas inducidas mantuvieron actividad
biologica de respuesta hipersensible en hojas de
tabaco (Nicotiana benthamiana). Los resultados de
este trabajo son clave en la bisqueda y seleccion de
proteinas HRP de bacterias fitopatdgenas con
capacidad de activar el sistema de defensa vegetal, lo
cual puede conducir al fendmeno de resistencia
fisioldgica a fitopatdgenos en plantas.

Palabras claves: Xanthomona, proteémica, control
biolégico, induccidn de resistencia.
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was resolved by SDS-PAGE. Induction of protein
bands was demonstrated in XAN801 grown on
AWSL and AWCA media. The isolation of induced
protein bands was performed by exclusion of
polyacrylamide gels after their separation by SDS-
PAGE. The induced protein bands maintained
biological activity of hypersensitive response in
tobacco leaves (Nicotiana benthamiana). The results
of this work are key in the search and selection of
HRP proteins from phytopathogenic bacteria with
the ability to activate the plant defense system, which
can lead to the phenomenon of physiological
resistance to phytopathogens in plants.

Keywords: Xanthomonas, proteomics, biocontrol,
resistance induction.

Introduccion

El género Xanthomonas comprende a bacterias
Gram negativas, muchas de las cuales son
fitopatdgena de especies vegetales incluidas especies
de importancia agricola como arroz, trigo, platano,
jitomate, citricos y algodén [1]. En México
Xanthomonas vesicatoria (anteriormente clasificada
como Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) es el
agente causal de la mancha bacteriana, una de las
enfermedades que afecta a las principales zonas
productoras de chile (Capsicun annuum) y jitomate
(Solanum lycopersicum) de Meéxico, causando
pérdidas de hasta 80-90% en la produccion [2,3]. La
infeccion de X. vesicatoria inicia cuando ingresa a su
hospedero a través de estomas, hidatodos o lesiones en
hojas, una vez dentro coloniza el tejido vegetal y lo
necrosa, dando lugar a la aparicion de manchas
necréticas en hojas o frutos que son tipicas de la
enfermedad. Al final se libera nuevo inoculd al
ambiente reiniciando el ciclo bacteriano.

Una mejor comprensién de los mecanismos de
virulencia implicados en la interaccion patégeno-
planta es clave en el desarrollo de estrategias efectivas
de control de patdgenos y asi mantener la seguridad
alimentaria. Como muchas bacterias fitopatogenas, X.
vesicatoria ha evolucionado con un sistema de
secrecién tipo Il (SST3); el cual es una jeringa
molecular que facilita la secrecion de proteinas
efectoras y toxinas dentro de las células vegetales de
su hospedero, estas proteinas permiten modular las
funciones celulares de su hospedante para establecer
la infeccién [4]. En Xanthomonas los genes hrp (del
acrénimo en inglés; hypersensitive response and

pathogenicity) codifican al SST3 y efectores
patégenos. Por otro lado, los genes hrp conservados
entre diversos géneros de bacterias se denominan
genes hrc (hrp and conserved), los genes hrp y hrc se
agrupan en una region cromosomica que abarca de 20
a 30 kb denominadas como islas de patogenicidad [5].
Se sabe que la regulacion de la expresion de genes hrp
y hrc puede darse en respuesta a una variedad de
seflales ambientales: temperatura, osmolaridad,
disponibilidad de nutrientes, presencia de cationes
divalentes (en particular Ca®*), pH y fase de
crecimiento [4]. Por otra parte, se ha demostrado que
proteinas HRP de Xanthomonas pueden ser
producidas in situ en su planta hospedera durante los
procesos de infeccién [6] o in vitro en medios
minimos de crecimiento y de baja osmolaridad que
imitan condiciones similares a su hospedero
denominados como medios de induccién de proteinas
HRP (medio IPH) [7].

Por otra parte, el uso de proteinas HRP como
inductores del sistema de defensa vegetal que conduce
a un estado fisiologico de resistencia en plantas ha
surgido como una alternativa al control quimico de
patdégenos y ha ganado interés en los Ultimos afos.
Especificamente, el fendmeno de resistencia es un
mecanismo de inmunidad inducido en plantas que
confiere proteccion sistémica de amplio espectro y
larga duracion contra la infeccion de patégenos [8].
Las primeras proteinas HRP que demostraron este
potencial fueron las proteinas harpin aisladas de
Erwinia amylovora, las cuales demostraron ser
inductores de respuesta hipersensible y que inducen en
planta un estado fisioldgico de resistencia contra
patdgenos, insectos y mejoran la respuesta de plantas
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al estrés ambiental [9]. En este trabajo nosotros
establecimos un método de induccién, aislamiento y
seleccion de proteinas HRP para Xanthomonas,
ademas, establecimos un método para evaluar su
actividad biologica mediante ensayos de respuesta
hipersensible (HR). Las metodologias propuestas en
este trabajo son clave para la blsqueda de nuevas
proteinas HRP de bacterias fitopatdgenas y su uso
como posibles inductores de resistencia vegetal.

Descripciones metodoldgicas y resultados

Disefio y evaluacion de medios de induccién de
proteinas HRP

En este trabajo proponemos la siguiente
metodologia para el disefio de un medio de cultivo
para Xanthomonas spp. capaz de inducir en esta
bacteria la expresion de proteinas HRP. EI medio IPH
para Xanthomonas comprende como Unica fuente de

carbono y nutrientes mineral el tejido vegetal de una
planta hospedante como jitomate (S. lycopersicum) o
chile (C. annuum), un agente gelificante para generar
una matriz de soporte y obtener un medio sélido, y un
diluyente. Para la obtencién de biomasa vegetal se
sembraron semillas de jitomate cultivar Maya
(Seminis®) y de chile cultivar Ancho San Luis (Pacific
Seed Company®) en macetas de 2.5 L con sustrato
estéril, que comprende una mezcla de suelo, arena,
perlitay turba (4:4:1:1, volimenes de proporcion) y se
mantuvieron en invernadero durante 45 dias hasta su
cosecha. El material vegetal cosechado fue liofilizado
(Freeze Dryer, ilShinBioBase®) durante 96 h,
posteriormente fue pulverizado con ayuda de un
mortero y pistilo de porcelana, el material fue cernido
para separarlo del material vegetal no macerado y el
pulverizado vegetal se almaceno en frascos
herméticos en oscuridad a temperatura ambiente hasta
por un afio (Figura 1).

Planta de tomate Liofilizacion por Maceracién con @ Cernido con tamiz Pulverizado Almacenamieto en
de 45 dias 96 hrs mortero y pistilo de 600 pm vegetal oscuridad
>
— — — —>
\ /

= = -

Figura 1. Diagrama del proceso para la obtencion de tejido vegetal pulverizado utilizado como fuente Gnica de carbono y nutrientes

para el medio IPH para Xanthomonas spp.

Posteriormente, se formul6 el medio de induccion,
como se muestra en la tabla 1, en donde, AWSL
comprende agar (Sigma-Aldrich®), agua ultrapura y
tejido pulverizado de S. lycopersicum; AWCA
comprende agar (Sigma-Aldrich®), agua ultrapura y
tejido pulverizado C. annuum. Una vez mezclados los

componentes para la elaboracion de los medios de
cultivo el pH fue ajustado a 7.0 y esterilizados en
autoclave por 15 min a 120°C y 1.05 kg-cm™. El
medio de cultivo fue vertido en placas Petri y se dejo
gelificar dentro de campana de flujo laminar.

Tabla 1. Formulacion de los medios de cultivo AWSL (agar, agua, Solanum lycopersicum) y AWCA (agar, agua, Capsicum annuum).

Fuente vegetal

Agente gelificante

Clave Tipo Concentracion final (%) Tipo Concent(l;ic)lon final
AWSL Solanum lycopersicum 0.1a04 Agar 15
AWCA Capsicum annuum 0.1a0.4 Agar 15
Método de cultivo de Xanthomonas spp. en medio de  bacteria proveniente de crioconservacion fue

induccion de proteinas HRP

Para esta metodologia se utiliz6 a Xanthomonas
vesicatoria cepa BV801 (XAN801) la cual se obtuvo
de la coleccién de microorganismos del Laboratorio
de Fitopatologia del CIATEJ, la cepa fue aislada de
lesiones asociadas con la mancha bacteriana en
cultivos de chile en la region productora de Jalisco. La

reactivada en medio sélido NYGA (peptona al 0.5%,
extracto de levadura al 0.3%, glicerol al 2%, agar
1.5%, pH de 7.0) o medio M9 (Na;HPO4 6 g/L;
KH2POs 3 g/L; NaCl 0.5 g/L; NH.ClI 1 g/L;
suplementado con CaCl; 0.1 mM y MgSO4-7H,0 1.0
mM, fructosa al 0.2% como fuente de carbono, agar
1.5%) después de la esterilizaciéon por autoclave el
medio se vertié en placas de Petri, la bacteria se
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sembro por estriado e incubd a 28°C por 24 h en
oscuridad.

El método de crecimiento de X. vesicatoria en
medio de induccion AWSL o AWCA se describen en
la Figura 2. Especificamente, se aisl6 una Unica
colonia de X. vesicatoria de medio rico NYGA
después de su reactivacion de crioconservacién. La
bacteria se sembrd en medio liquido NYG (peptona al
0.5%, extracto de levadura al 0.3%, glicerol al 2%, pH
de 7.0) e incub6 a 28°C a 200 rpm por 24 h en
oscuridad. Las células bacterianas fueron cosechadas
de medio liquido por centrifugacién a 8000 rpm por 5
min en centrifugadora (Thermo Fisher Scientific®), se
eliminé el medio de cultivo sobrenadante y se
realizaron 3 lavados con agua desionizada estéril,
repitiendo el proceso de centrifugacion entre los
lavados. Posteriormente, la concentracion de bacterias

fue ajustada a una densidad dptica (OD) ODsggo=1.0
(1x10” UFC, unidades formadoras de colonia/mL)
mediante  un  espectrofotdmetro  (Eppendorf®,
BioPhotometer), 100 pL de esta solucion de bacterias
fueron sembradas por extensién en medios de cultivo
con tejido vegetal (AWSL y AWCA) desarrollados en
el ejemplo anterior y medios control (NYGA y
M9+fructosa). La incubacion de las placas inoculadas
con XANB801 se realiz6 a 28°C en oscuridad
(incubadora SEV-PRENDO®, DBO-13) y la cosecha
de células para su evaluacién se realizo a las 24, 48,
72, 96 y 120 h. Las bacterias fueron cosechadas de
medio sélido mediante el raspado de los tapetes
bacterianos y lavados con bufer de fosfatos (PBS) 1X
(Na2HPO,4-7H,0 2.56 g/L; NaCl 8 g/L; KCI 0.2 g/L;
KH,PO4 0.2 g/L) para facilitar la recoleccion de
celulas (Figura 2).

Levantar una Inocular Incubacién del cultivo Concentracion de celulas
colonia el medio bacteriano por centrifugacién
gOvernigh! & 28 °C _
- f
: ‘, o ! -
/‘\‘ o '4
\ o¥eeed Y
Lavado de @ Cuantificacién por Absorbancia optica o Suspencién de
células espectofotometria 1.0 a 600nm células
) ‘\’_, 1.0 x 10 UFC en
H0 x 3 times — ®=F 1mL solucion salina
|1 Dilucién con agua —
para cuantificacion H
Eliminar el
sobrenadante — — —
—
A
~—pPellet de células
Pipetear muestra m Dispersar la muestra Crecimiento de Colecta de células
bacteriana en medio sobre la susperficie colonias con buffer PBS 1X

Figura 2. Diagrama de proceso para el cultivo de Xanthomonas spp. en medio de crecimiento de induccién de proteinas HRP y

método de cosecha de células.
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Método de extraccion de proteinas totales de
Xanthomonas spp.

El método para la extraccion de proteinas totales a
partir de X. vesicatoria se describe en la Figura 3. El
proceso consistié en realizar el lisado de bacterias con
bafer SDS-Tris (SDS 0.1%; Tris-base 100 mM; pH
9.5), se utiliz6 1 mL de bdfer SDS-Tris por cada 0.1 g.
Las células se incubaron durante 20 min a temperatura
ambiente y posteriormente fueron centrifugadas a
14000 rpm por 30 min a 4°C; se recuper6é el
sobrenadante de SDS-Tris con las proteinas solubles.
La precipitacion de proteinas fue hecha con acetona
pura (5 mL de acetona por 1 mL de proteinas),

@ Muestra de bacterias

@ Lisis celular

—

)\ 4

(5) Precipitacion (s)
Acetona

ET\\'O hours & -80°C
) =2

@ Centrifugacién
= . ]
J \

Eliminaci6n de
acetona

= —_— (= —_—
A —*—Acetona .
‘ »! Buffer Laemmli (2X)

.‘.g‘—l’roleina precipitada
&/

incubando a la muestra a -80°C por 2 h.
Posteriormente la muestra se centrifugd a 12000 rpm
por 20 min a 4°C, se elimin6 el sobrenadante por
decantacion y evaporacion. Finalmente, la muestra de
proteinas se resuspendié en 0.25 mL de buffer de
muestra Laemmli (2X) por cada 0.1 g de células
utilizadas al inicio de la extraccién. Las muestras de
proteinas fueron almacenadas a -20°C hasta su uso. La
cuantificacion de proteinas se realizd6 mediante el
ensayo de colorimetria de Bradford y el estandar de
proteina BSA [10]. Para determinar el perfil proteico
se ajustd una solucion de proteinas a una
concentracion de 200 pg/mL.

@ Separacién

Protein of interest

e .
— (L ) 3

1 Sew
= v Bacteria lisada

@ Resuspension

(10) sDs-PAGE

Figura 3. Diagrama del proceso para la extraccion de proteinas totales de Xanthomonas spp.

Método para caracterizar el perfil de proteinas de
Xanthomonas spp. por SDS-PAGE

El método para caracterizar el perfil de proteinas
X. vesicatoria se describe en la Figura 4. La
caracterizacion de proteinas de Xanthomonas sp. se
realiz6 a través de la resolucion por SDS-PAGE tal
como describe Laemmli (1970) [11]. El gel de
empaquetamiento contuvo 4% de acrilamida (0.5 M
Tris-HCI, pH 6.8, 10% SDS w/v) y el gel de
resolucion contuvo 12% de acrilamida (1.5 M Tris-
HCI, pH 8.8, 10% SDS w/v). Las muestras de 5 pL de
soluciones de proteinas (200 pg/mL) se cargaron con
4.75 pL de buffer de muestra Laemmli y 0.25 pL de
B-mercaptoetanol, con desnaturalizacion a 95°C
durante 5 min en Thermoblock (Eppendorf®). La
electroforesis se realizé en bufer SDS-PAGE 1X (Tris
250 mM, glicina 1.92 M, SDS al 1%, pH 8.3). Las

condiciones de electroforesis fueron 120 volts por 100
min. Se realizé la tincion del gel con Coomassie R-
250 (50% de metanol, 10% de acido acético, 0.25% de
azul de coomassie R-250). Se elimin6 el exceso de
tinte con solucién de desvanecimiento (45% de
metanol, 10% de acido acético). Se realizd la
visualizacién y captura de imégenes de los geles de
proteinas resueltos en un fotodocumentador (Bio-
Rad®, Gel Doc XR System). A pesar de que los
métodos de secuenciacion de siguiente generacion son
los métodos actualmente usados para los grandes
proyectos genémicos, la secuenciacion por el método
de Sanger o de terminadores se sigue utilizando
ampliamente para experimentos de menor escala,
secuenciacion de regiones pequefias 0 unos cuantos
genes y para completar regiones que con otras
metodologias aun son dificiles de secuenciar [10,14].
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Soluci6n de
proteinas
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Figura 4. Diagrama del proceso para la resolucion del perfil de proteinas de Xanthomonas spp. por SDS-PAGE.

El perfil de proteinas de XAN801 resuelto por
SDS-PAGE se muestra en la Figura 5a, la técnica
permitié evaluar la acumulacién constante de bandas
de proteinas, tal y como lo demuestra la comparacion
de diferentes perfiles de proteinas obtenidos de la
misma bacteria a las 24, 48, 72, 96 y 120 h. También,
la técnica permitié evaluar la capacidad de medios de

a)

Proteinas XAN801 del medio NYGA
48 hrs 72 hrs 96 hrs

kDA 24 hrs 120 hrs

induccion como AWSL y AWCA para modificar el
proteoma de Xanthomonas spp. e inducir de forma
estable bandas de proteinas de aproximadamente 12,
15, 20, 24 y 26 kDA; esto en comparacién al perfil de
proteinas obtenidos de los medios control de NYGA y
M9 (Figura 5b).

b)

Proteinas de XAN801

NYGA M9 AWSL AWCA

Figura 5. Perfiles protéicos. a) Perfil de proteinas de XAN801 obtenida de medio NYGA, resolucion al 12%, el tiempo del cultivo de la
bacteria en horas se indica en la parte superior; b) Comparacién del perfil de XAN801 obtenida de medios control NYGA y M9 y medios
de induccion AWSL y AWCA a las 72 h de cultivo, resolucion al 18%, las flechas de la derecha indican las bandas de proteinas inducidas
de aproximadamente 12 (e), 15 (d), 20 (c), 24 (b) y 26 (a) kDA. Para ambos geles el marcador de peso molecular se indica de lado izquierdo.

© 2021 Mensaje Bioguimico. Todos los derechos reservados. ISSN-0188-137X
Comité Editorial: Gonzalez Andrade, M.; Hernandez Alcantara, G.; Martinez Gonzélez, J.J.;
Ramirez Silva, L.H. y Vilchis Landeros, M.M. Publicado por el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina; UNAM.




76 Valerio Landa et al. Mens. Bioquim. 45 (2021): 70-XX

Método de aislamiento de proteinas y evaluacion de
su actividad bioldgica

El método para el aislamiento de las proteinas
inducidas y la evaluacion de su actividad biolégica
mediante ensayo de respuesta hipersensible en hojas
de tabaco (Nicotina benthamiana) se describe en la
Figura 6. Después de la electroforesis se procedié a
extraer del gel las fracciones de proteinas inducidas,
para ello, se utiliz6 un bisturi limpio para cortar el gel
de poliacrilamida de forma horizontal tomando como
referencia el marcador de peso pre tefiido PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder, 10 a 250 kDa (Thermo
Fisher Scientific®). La dilucion de las proteinas
embebidas en la matriz de gel se realizé agregando 2
mL de buffer de elucién (50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 0.1 mM EDTA, pH 7.5) por cada gramo de gel.

Excluir banda
de interés

Colocar muestra
en un tubo limpio

Diluci6n de

Y —

. Ensayo de respuesta lnpelsensnble

| ‘ Solucién de Gotas de solucién de
‘ | proteina proteina
{ " B b [ —’
\ c000
\ Respuesta de
\ B hipersensibilidad

Las piezas de gel se trituraron con un mortero limpio
e incubaron en un agitador rotatorio a 25°C durante
toda la noche. Concluida la incubacién, la muestra de
proteinas se centrifugd a 10000 rpm durante 15 min a
4°C y se colectd el sobrenadante. La actividad
bioldgica de las proteinas aisladas se determiné
mediante ensayos de respuesta hipersensible (HR), en
donde se usaron hojas de tabaco sanas, recién
colectadas y completamente desarrolladas. Las
soluciones de proteina cruda (200 pg/mL) se cargaron
en una jeringa de 1 mL sin aguja; de los cuales 20 pL
de la solucidn se inyectaron en la parte posterior de las
hojas, ademas, se inyectd tampo6n Tris-SDS como
control negativo. Después de su incubacion en camara
hameda por 36 h se observd la formacidn de lesiones
necroticas en las zonas tratadas del tejido foliar de las
plantas de tabaco.

Incubaci6n de
muestra

&L 25°C X 12hrs

Trituracién de

muestra mue_sua

| v Buffer de disolucion Mortero de

polipropileno

\ / Trituracion del gel

LY

@ Evaluacién de respuesta HR

Nicotiana benthamiana

Figura 6. Diagrama del proceso de aislamiento de proteinas tipo HRP a partir de geles de poliacrilamida y su evaluacién de la
actividad bioldgica mediante ensayo de respuesta hipersensible en hojas de tabaco.

Los resultados de esta metodologia permitieron
aislar dos fracciones proteicas (FI #1 y FI #2) del total
del protecoma de XANB801, estas fracciones
contuvieron bandas de proteinas de aproximadamente
12 y 26kDA, las cuales son inducidas en el medio de
cultivo AWSL y AWCA (Figura 7a). Por otra parte,
el método para evaluar la actividad biolégica de

proteinas mediante ensayos de respuesta hipersensible
(HR) permiti6é demostrar la presencia del producto de
genes tipo hrp, como son proteinas HRP y que estan
asociadas con la respuesta de hipersensibilidad
generada en hojas de tabaco (Figura 7b). La
plataforma 3500 puede correr aplicaciones de
secuenciacion y de analisis de fragmentos.
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Figura 7. Resultados del aislamiento de las proteinas inducidas y la evaluacion de su actividad bioldgica mediante ensayo de
respuesta hipersensible en hojas de tabaco (Nicotina benthamiana). a) Perfil de proteinas XAN801 obtenida de medio AWCA y
fraccionada en dos secciones, resolucién al 13%. El marcador de peso molecular se indica de lado izquierdo.; b) Ensayos de actividad
bioldgica hipersensibilidad en hojas de tabaco (N. benthamiana), los circulos muestran el area de la hoja tratada y la leyenda indica el
tratamiento de proteinas aplicado y el control negativo de SDS-Tris utilizado como buffer de proteinas.

Perspectivas del uso de proteinas HRP como
inductores de resistencia vegetal

El uso de proteinas HRP como inductores del
sistema de defensa vegetal para promover un estado
fisioldgico de resistencia en plantas ha mostrado ser
una estrategia efectiva de control de patdgenos
[12,13,14]. Los mecanismos de control de patégenos
asociados al fendomeno de resistencia en planta son
diversos, indicandose un aumento en la expresion de
genes relacionados con patogénesis (genes-PR) [15].
También, se ha reportado un aumento general en la
actividad de enzimas relacionadas con la defensa
celular como la fenilalanina amoniaco-liasa vy
peroxidasa y el contenido total de compuestos
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