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Phytophihora infesians (Mont.) de Bary Y VIRUS X DE LA PAPA: INFECCION

MIXTA, DEFENSA DE LA PLANT

A ¥ EXPRESION DE SINTOMAS EN PAPA

Phytophthora infestan s (Mont.) de Bary AND POTATO VIRUS X: MIXED
INFECTION, PLANT DEFENSE, AND DISEASE EXPRESSION IN POTATO

Ma. Guadalupe Almanza Serrano’ y Héctor Lozoya Saldafia®

RESUMEN

Durante ¢l verano 2003 s¢ estudié la posible
interaccién de infeccion mixta con el gomiceto
Phytophthora infestans (P1.). ¥ el Potexvirus X
de la papa, en las variedades de papa Alfa,
susceptible a P4, Yy Zafivo, resistente, €n
poblaciones cob © sin virus, y con o sin
fungicidas, bajo condiciones naturales de
infeccién por P.i en el Valle de Toluca México.
La actividad de la peroxidasa en tratamientos
con virus fue mayor en Alpha que en Zafiro, en
as fases iniciales de desarrollo. Posteriormente
se incrementd en Zafiro sin fungicidas y con
virus. La actividad de la fenilalanina-amonio-
liasa (FAL) fue minima y muy similar en
plantas con o sin virus, La presencia de fenoles
no fue indicativa ni discriminatoria para
identificar resistencia © susceptibilidad, y la
resistencia genética de Zafiro al tizén tardio y el
estimulo de defensa inducide por el virus s¢
evidenciaron por la mayor actividad de la
peroxidasa y de Ia FAL en individuos sin
fungicida y con virus, qué bajo cualquier ofra

combinaci6n de tratamientos.
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Phytophthora infestans.
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ABSTRACT

In the summer of 2003, the possible interaction
of a mixed infection composed of the
Phytophthora infestans (P.i.) oomycete and the
Potex Potato Virus X was studied in the Alpha
polato variety, susceptible to P.i., and the Zafiro
potato variety, resistant to P.i, in populations
infected or not infected with this virus, with or
without fungicides, under natural infection by
P.i in the Toluea Valley, México. Peroxidase
activity, was higher in Alpha, with or without
the vitus, than in Zafiro, in the early growing
cycle. This activity increased later in Zafiro
without fungicides and with the virus. The
activity of phenyla]anine—ammoniolyase {PAL)
was minimal and quite similar among plants
with or without the virus. The presence of
phenols was not indicative or discriminatory to
identify resistance or susceptibility. The genetic
resistance of Zafiro to late blight and the virus
stimuli for defense were evidenced by the
higher activity of peroxidase and PAL in virus
infected individuals without fungicides than

under any other treatment combination,

Key words: Phenols, PAL, peroxidase,
Phytophthora infestans.
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1. INTRODUCCION

Ia interaccién entre patogenos puede ser aditiva, sinergistica o antagénica. En el caso
de los virus existe evidencia que indica que uno de sus efectos benéficos para Ja planta

es su infeccion asintomatica (Agrios, 2001). Esta infeccion ¢in sintomas trae cOmMo

consecueneia-que-la planta se haga resistentc a otros patogenos, 1o cual es desorientador
cuando se hacen evaluaciones de resistencia a hongos en plantas con virus, en donde no
se sabe si los genotipos son realmente resistentes a los hongos o si dicha resistencia esta
siendo conferida pot la infeccién viral. Tal es el caso de la combinacion de virosis ¥ el
tizon tardio de la papa (Phytophthora infestans Mont. De Bary) en papa (Miller y
Munro, 1951).

La regulacion metabélica de las interacciones hospedero-patogeno es un fenémeno que
en los ulfimos tiempos se ha puesto en evidencia. Una de las vias metabdlicas mas
ampliamente empleadas hasta hoy para evitar las alteraciones metabolicas producidas
por las enfermedades ha sido a través de los compuestos fenolicos. A estos compuestos
se les han asignado diversas funciones en la regulacién metabolica, y algunos autores
han considerado su capacidad de inaciivar enzimas segregadas por Jos hongos, asi como
su relacion con la sintesis de fitoalexinas (Cotnide et al., 1994). En mecanismos de
resistencia en plantas en interacciones hospedero-patogeno, se incluyen barreras de
defensas fisicas y quimicas, también defensas provocadas por el invasor. Una respuesta
de defensa es la sintesis de fitoalexina en el sitio de la infeccion. Las fitoalexinas han
sido definidas como compuesios antimicrobiales de bajo peso molecular sintetizados ¥

acumulados en plantas después de la exposicion de la planta al microorganismo (Paxton,

1981).



La resistencia inducida ocurre cuando las plantas confieren resistencia a cierto tipo de
patogeno dada por una previa infeccién viral o por varios tratamientos quimicos
(Goodman et al., 1986}, y este tipo de resistencia no ¢s hereditaria. Normalmente
cuando cierto tipo de patégenos es inhibido, es avirulento (Graser, 1987). Hay plantas
que son susceptibles a los patogenos pero pueden aparentar ser resistentes por las
condiciones en que normalmente se desarrollan (Agrios, 2001).

Histérica y cientificamente se acepta al Valle de Toluca como el lugar de origen del
tizon tardio (Goodwin, 1996), por lo que en décadas recientes se le ha considerado como
¢l lugar Optimo para seleccionar genotipos de papa resistentes al oomiceto. En el
proceso, de varios aflos, los clones pueden infectarse por virus v se desconoce hasta que
punto este hecho esta interfiriendo con la cotrecta expresion genética de resistencia de la
planta a Phytophthora infestans. El presente trabajo pretendid responder a esta

interrogante.



1.1 Objetivos

1.1.1 Identificar reacciones de defensa de la planta de papa ¥y relacionarlas con su

resistencia genética al tizon tardio bajo condiciones naturales de infeccion

112 Cuantificar la presencia y/o accién de metabolitos de defensa de la planta, como

respuesta a la presencia/ausencia de patégenos

.13  Determinar el efecto de los fungicidas sobre la sintesis ¥ actividad de fenoles,

peroxidasa y fenilalanina-amonio-liasa en la relacion hospedante-patogeno

1.2 Hipétesis

12.1 La infeccion viral confiere resistencia de la planta a Phytophthora infesians bajo

condiciones naturales de infeccion.

1.2.2 Las plantas sanas son mas susceptibles al tizon tardio que las infectadas con virus.

1.2.3 Aumenta la presencia y actividad de fenoles peroxidasas y de fenilalanina-

amonio-liasa en las plantas expuestas a infecciones en relacion directa a su resistencia

genética contra enfermedades.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Tizén tardio de la papa: Phytophthora infestans (Mont.) De Bary.

2.1.1 Caracteristicas: Fue descrito por De Bary en 1876 con base en las caracteristicas
de la fase asexual, micelio liso, hialino y muy ramificado, los esporangioforos
ramificados en simpodio compuesto, con hinchamientos en las ramas; los esporangios,
alimonados, alargados con papila inconspicua (< 4 pm); oospora aplerética, anteridios

anfigenos y especie heterotalica (Romero, 1988).

212 Sintomas: Las hojas de la papa presentan manchas pardas e irregulares y si las
condiciones ambientales son himedas, en los margenes de la lesion en el envés de la
hoja se observa un algodoncillo fino blanco grisiceo compuesto por esporangioforos y
esporangios del hongo. A medida que la infeccién avanza, la mancha ennegrece. Varias
manchas se unen para formar otras mas grandes que cubren casi toda la hoja, la cual
luego muere. Cuando los tallos son infectados, se pudren y mueren. El desarrollo de la
enfermedad es mas rapido cuando se presentan perfodos frescos, lluviosos y himedos en

las maftanas, seguidos de periodos mas calidos (Mendoza, 1996).

2.13 Ciclo de la enfermedad: las condiciones favorables para el patégeno es ambiente
hamedo y fresco. El hongo generalmente pasa el invierno en los residuos de la cosecha o
en el suelo en forma de micelio U 00Sporas que al germinar invaden los brotes y

ocasionan lesiones en el tallo y hojas donde produce esporangioforos que salen por los



estomas, los cuales después producen esporangios y estos a su vez liberan las zoosporas,
que generan nuevas infecciones; también sobreviven en plantas abandonadas fuera de la
temporada de cultivo (Mendoza, 1996). Los esporangios se¢ forman a humedades
relativas entre 91-100% y temperaturas de 3-26 °C, con un optimo de 18-22 °C
(Stevenson, 1991). Para la produccién de las zoosporas se requieren temperaturas de 12
a 15 °C y éstas para penetrar al hospedante requieren una temperatura del17a21°Cy
esporula abundantemente con una humedad del 100% y temperatura de 16 a 22 °C. Para
prosperar eficientemente la enfermedad requiere minimo de 4 hrs en temperaturas abajo
del punto de rocio y la temperatura nocturna no abajo de 10 °C, nublados y lluvias al dia
siguiente, con temperaturas de 15 °C hasta 26 °C durante el dia, el esporangio germina

mediante un tubo germinativo (Agrios, 2001).

2.2 Mecanismos bioquimicos de resistencia

Los mecanismos de resistencia pueden ser estructurales, fisiologicos y bioquimicos.
Respecto al mecanismo bioquimico, el aspecto mas estudiado es la produccién de
fitoalexinas. Las fitoalexinas son metabolitos secundarios antimicrobianos producidos
por las plantas como respuesta a la infeccién, dafios mecanicos o estrés (Costa ef al.,
1974). Estas incluyen atriba de 300 productos naturales distribuidos la mayoria en
fenoles, terpenoides, poliacetilenos, lipidos y derivados de 4cidos y otras clases (Chet,
1993).

Miiller (1958) propuso la presencia de sustancias defensivas como respuesia a
infecciones fungales y demostro que en chicharo se produce un inhibidor contra

infecciones fungicas.



Frecuentemente se sefiala que la produccion de fitoalexinas va ligada estrechamente con
]a resistencia de la plania a enfermedades fungosas (Baker et al., 1988), sin embargo,
para infecciones virales pocos intentos se han realizado para determinar si pueden
afectar la replicacion viral o restringir el dafio local. Asi, Klarman y Hammerschlag en
1972 determinaron que la incubacion del VNT {virus necrosis del tabaco) en un extracto
de hojas de soya conteniendo bajas concentraciones de gliceolina, no tuvo efecto sobre
la infectividad viral; por otra parte estos autores sugieren que la presencia de
fitoalexinas en las células que rodean las lesiones podrian, indirectamente, evitar la
diseminacién y la replicacion viral.

De igual manera Bailey ef al. (1976), sugieren la misma idea, en el sentido de que la
acumulacién de compuestos fendlicos en las células que rodean a la lesion causada por

vitus, provoquen una reaccion de hipersensibilidad que limite la translocacion del virus.

2.2.1 Fenoles

Los compuestos fendlicos y taninos existen en altas concentraciones en las células de
las hojas o frutos jovenes y s€ ha propuesto como el factor que determina la resistencia
de los tejidos jovenes a los microorganismos patogenos, Muchos de estos compuestos
son potentes inhibidores de muchas enzimas hidroliticas, incluyendo las pectoliticas,
enzimas de la maceracién de los fitopatdgenos (Agrios, 2001), Los compuestos
fendlicos se consideran inhibidores y confieren una proteccién general contra varios
microorganismos, no solamente los fenoles presentan estas caracteristicas pues las
lactonas no saturadas confieren resistencia ante patbgepos y las saponinas tienen
actividad antifingica. Fn estrecha relaciéon con los compuestos fenolicos estan las

enzimas peroxidasas y las fenoloxidasas (Cornide ef al., 1994).



Legrand ef al. en 1976, demostraron quc la actividad de FAL, CA4H, OMT (catecol-O-
metil transferasa) y peroxidasas, es incrementada en hojas de tabaco infectadas con

VMT.

2.2.2 Peroxidasas (POX)

La peroxidasa también oxida fenoles o quinonas y ha sido asignada a una funcion
propuesta para polifenoloxidasas en formacion de lesiones. Una estimulacion de
aclividad de esta enzima es la inoculacion de hojas con virus, y ha sido observada la
hipersensibilidad en todas las combinaciones virus- hospedero.

La actividad de la peroxidasa con frecuencia incrementa en respuesta a la infeccion,
ademas la produccién de cantidades antimicrobiales de peroxido de hidrégeno y la
lignificacién de mas pared celular tradicional ayudan a que el hongo no penetre
facilmente (Rasmussen ef al., 1995).

En plantas infectadas, hay un incremento en una o mas enzimas de defensa en el sitio de

infeccion cuando el patogeno desarrollado esta siendo detectado (Stein et af., 1993).

2.2.3 Fenilalanina amonio-liasa (FAL)

La ruta metabolica que mejor se conoce €S la denominada metabolismo general de
fenilpropanoides, que ptincipia con la utilizacion del aminoacido fenilalanina, por la
enzima fenilalanina amonio-liasa (FAL), hasta la produccién de tioesteres de la
coenzima A de derivados del dcido cinamico por la reaccion de la enzima 4-cumarato

ligasa (4CL) (Hahlbrock y Grisebach, 1975; Hahlbrock y Grisebach, 1979).



La fenilalanina amonio-liasa cataliza la eliminacién de amonio y del pro-3s hidrogeno
de la L-fenilalanina para formar el acido trans-cinnamico, siendo reconocido este paso
como el primero en Ja ruta de biosintesis del esqueleto de los fenilpropanoides en plantas
superiores (Jones, 1984), las cuales son modificadas dentro de una amplia variedad de
compuestos fendlicos (Guiwen y Breen, 1991). La enzima cs sensible a inhibicién por su
producto, frans cinnamato; su sitio activo esta formado por dos tetrameros, ¢l cual
probablemente contiene un residuo de dehidroalanil. La localizacién subcetutar de FAL
es principalmente citoplasmatica, ademas de que podria estar asociada con algunos
organelos membranosos; cuando la enzima esta en varias formas, las diferencias en sus
propiedades asi como en sus productos metablicos finales se ban correlacionado con
una localizacion subcelular diferente. Esta enzima es extraordinariamente sensible a los
ostados fisiologicos de la planta. La actividad puede sufrir cambios durante €l

crecimiento o pot eventos (raumaticos o patologicos (Jones, 1984).

2.3 Proteccién cruzada o0 inmunizacion

Desde 1929 Mckinney demosttd que la infeccion con cepas avirulentas o benignas de
virus, pueden proteger 2 las plantas contra variantes similares pero de mayor
patogenicidad, este fendmeno se designo con el nombre de proteccion cruzada.

White y Antoniw (1991) demostraron que la infeccion por Virus Mosaico del Tabaco
(VMT) en tabaco gencra la aparicidn de proteinas que inducen un mecanismo de

resistencia a infecciones posteriores por otros patdgenos, principalmente hongos.



2.4 Funcién dela sintesis inducida de enzimas

Una enzima que por 1o regular exhibe una mayor actividad o una nueva sintesis, mucho
mayor en los tejidos enfermos, 8 la Fenilalanina amonjiaco liasa (FAL), encontrada en
células adyacentes a os sitios de la infeccion (Chet, 1993). Es una enzima clave en la
produccion de la molécula basica que s€ utiliza para la biosintesis de la mayoria de los
compuestos fendlicos, enire ellos fitoalexinas y la lignina. La resistencia de las plantas
ante un patogeno va a depender de la velocidad y el grado de la sintesis de una o varias

enzimas que inducen los patdogenos U organismos similares no patogénicos sobre la

planta (Agrios, 200 1.

2.5 Funcion de las enzimas gque oxidan al fenol en la resistencia a las enfermedades
La importancia de la actividad de la polifenoloxidasa (enzima que oxida al fenol) en la
resistencia a las enfermedades probablemente s¢ debe a su propiedad de oxidar los
compuestos fendlicos hasta quinonas, 1as cuales con frecuencia son mucho mas toxicas a
los microorganismos que los fenoles originales. Las oxidasas y peroxidasas 1o solo
oxidan a los compuesios fendlicos, sino también aumentan la velocidad de
polimerizacién de estos compuestos en sustancias similares a la lignina, que s¢ deposita
en las paredes ¥ papilas celulares e interficren con el posterior crecimiento y desarrollo
del patdgeno (Agrios, 2001).

Algunos estudios muestran que P. infestans reduce la produccion de glicoalcaloides e
induce la produccidn de fitoalexinas (Andreu ef al., 2001). La g-solanina y O~
chaconina, son los principales esteroides glicoalcaloides en papa ¥ han sido encontrados

en la piel ¥ alrededor de los sitios donde se produjo el dafio en los tubérculos, Estos



también han sido encontrados en tubérculos y follaje sano, y sus concentraciones
incrementan bajo condiciones de siress en tfubérculos. La suberina contiene fenoles y en
la superficie de los tejidos puede funcionar como una barrera fisica a la penetracion
microbial, al igual que la lignificacion (Bailey y Mansfield, 1982). Dicha lignificacion
aparentemente ocurre en muchas plantas en respuesta a infecciones por hongos,
bacterias y ocasionalmente virus. I.a suberina se ha asociado con resistencia en algunos
casos. Los inhibidores de la FAL, 4cido a-aminooxiacético y el dcido o-aminooxi-f-
fenilpropionico, se han mostrado como inhibidores de la lignificacion en tabaco

infectado con virus (Callow, 1983).

2.6 Fitoalexinas

Las fitoalexinas tienen una masa relativamente pequefia, se producen en plantas en
respuesta al ataque de patégenos o bajo la influencia de factores de esirés como las
heladas o los rayos ultravioleta. En la planta no infectada y sin sufrir estrés, las
fitoalexinas no se encuentran o estin en cantidad minima. Estos compuestos son
también llamados sustancias antimicrobianas inducidas que estan presentes en las
plantas constantemente (Kué y Currier, 1976). Como cjemplos pueden servir diferentes
gluchsidos de fenoles o lactonas, los cuales durante la invasion de los patogenos son
hidrolizados por la B-glucosidasa liberando el aglicén, generalmente, muy toxico para
los microorganismos (Schonbeck y Schlosser, 1976).

Las fitoalexinas pertenecen a diversos grupos de compuestos quimicos, sin embargo, en
plantas que perienecen a la misma familia éstas son generalmente similares. Por

ejemplo las plantas Solandceas producen fitoalexinas sesquiterpenoides (Kug, 1995); en
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el caso del frijol, cultivares resistentes y susceptibles a hongos patogénicos producen la
faseolina, sin embargo las plantas resistentes producen este compuesto mas rapidamente

y en cantidades mayores que Jas plantas susceptibles (Jankiewicz ¥ Sobiczewski, 2003).

2.6.1 Factores que inducen la produccion de fitoalexinas en plantas.

Hasta ahora no se sabe plenamenic COMO la infeccion por los patogenos o el estrés fisico
causan en la planta la produccidn de fitoalexinas, sin embargo, se sabe que en la
induccion de su sintesis ticnen un papel importante los “clicitores”, compuestos que s€
forman durante la infeccion. Se han desctito diferente tipos de elicitores tanto de origen
biolégico como abidtico. Por ejemplo elicitores de origen biotico son carbohidratos
provenientes de la pared celular destruida de las plantas o de la pared de los hongos,
compuestos lipidicos, enzimas producidas por los microorganismos, polipéptidos, etc.
Entre los elicitores de origen abiético se encuentran las sales de metales pesados, los
detergentes, etc. Los elicitores también se producen bajo la influencia de heladas o de 1a
{uz ultravioleta (Darvil y Albersheim, 1984). El comiceto Phytophthora infestans
segrega acido araquidonico, un 4cido graso normalmente no presente en plantas pero un
constituyente mayor de lipidos de membrana de Phytophthora infestans que actia como
un elicitor en papa (Stusarenko ef al., 2001), v 4cido 5,8,1 1,14,17-cis-eicosapentaénico.
Estos acidos son los elicitores de fitoalexinas del grupo de sesquiterpenoides {Szakiel,
1991).

Los elicitores de fitoalexinas se producen mas frecuentemente comMo consecuencia de la
infeccion causada por hongos ¥ bacterias. Los pesticidas aplicados contra patogenos
también pueden inducir la produccién de fitoalexinas. Asi el Metalaxyl usado conira

Phytophthora megasperma f. sp. glycinea en soya liberaba de su micelio los elicitores de
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gliceolina (Chasan, 1995), Tambien 1a accién curativa de Fosetyl-Al fue correlacionada
con el nivel de acumulacion de la fitoalexina resveratrol en vid (Dercks y Creasy, 1989).
Por el contrario aplicaciones de 2,4-D ha sido reportado cOmMO inhibidor de la actividad
de la FAL en cultivos de tejidos (Dangyand Y Mikal, 1986).

La formacién de fitoalexinas depende de los factores de] medio ambiente. Por ejemplo,
la concentracién maxima de cinco fitoalexinas €n las bojas de algodén tratadas con
extractos de Aspegillus flavus, ocutrio la temperatura 30°/25°C (dia/noche). La escasez
de agua en estas hojas indujo la disminucion de produceion de fitoalexinas (Zeringue,
1990). Los factores fisicos como las heladas influyen en la produccion de fitoalexinas
en forma indirecta ya qué las células dafiadas de la planta producen, en ellas mismas, las
enzimas que separan fragmentos de la pared celular de las células dafiadas y también
sanas. [Estos fragmenios sirven después como elicitores de fitoalexinas (Lyon ¥y
Albersheim, 1982). Un mecanismo semejante puede actuar en el caso de los daflos por
virus. La infeccion con el virus TMV induce en tabaco sustancias de molécula pequeiia,
las cuales causan la formacién de las proteinas protectoras (PR) relacionadas con esta
enfermedad (ingl. Pathogenesis related proteins, en abreviacion: PR-proteinsr-—proteinas
PR). Estas proteinas se¢ presentan también en la reaccidn de defensa contra oiros
patdgenos como hongos, nemétodos y artrépodos (Gordon el al, 1991).

Algunas de las proteinas PR tales como la B-1,3-glucanasas (PR2) y quitinasas (PR3)
son antifugicas in vitro y pueden también liberar elicitores de la pared celular del
patégeno. La transformacion de plantas con genes PR también ha dado un significado al
rol de estas protefnas en resistencia. Por ejemplo, la expresion constitutiva de la PR1 en

tabaco transgénico o la PR35 en papa transgénica incrementa \a resistencia a patogenos
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oomycetes (Cutt and Klessig, 1992; Yoshikawa et al., 1993; Alexander et al., 1993, Liu

et al., 1994).

7.7 Modelo gen-por-gen

Las plantas pueden utilizar una gran cantidad de mecanismos bioquimicos para
protegerse contra virus, bacterias, hongos ¥ neméatodos. La respuesta por la planta a un
patogeno potencial puede set en tres fases: primero, €l patogeno s reconocido por la
planta, segundo, la sefial apropiada es transmitida a la maquinaria transcripcional ¥
iraducional del hospedero, ¥ tercero, la sintesis y/o liberacion de las moléculas que
impiden al patdgeno crecex y desarrollarse. La hipotesis central especifica en resistencia
a enfermedades es el modelo gen por gen propuesto por Flor (1971), en éste modelo Flor
propone que un gen anico en el hospedero puede conferir resistencia a la planta si ¢l
patbgeno contiene el gen complementario para avirulencia, Este es la presencia de un
alelo dominante para resistencia en el hospedeto ¥ el complementario alelo dominante

para avirulencia en el patdgeno que da el resultado de la interaccion (Buell, 2000).

2.8 Penetraciény establecimiento de la interface hospedero-patogeno

2.8.1 Estrategias de reconocimiento

Los patégenos hongos ¥ bacterias de la planta determinan los pasos cruciales donde los
factores de rtesistencia estructural o mecanismos pueden interferir con el ingreso ¥y
crecimiento del patdgeno. Cualquier patogeno potencial en la planta primero conocera
las cetas y la cutina de la cuticula como un obstaculo enfrente de los nutrientes dentro de

las células de la planta (Slusarenko el al., 2001).
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2.8.2 Penetracion

Una hifa tipicamente fina ¥ especializada, cerca de ipm de diametro comienza a
penetrar 0 infectar. La penetracion puede ocurtir directamente a traves de la pared del
periciclo, intercelular 6 dircctamente por las aberturas naturales tales como los estomas
(Hardbam, 1992). La cutinasa, €8 frecuentemente inducida por productos de bajo peso
molecular de su propia accion enzimética. El gen cutinasa de algunos hongos €5
producido constitutivamente.  Estas empiezan 2 degradar la cuticula de la planta
hospedera tan pronto como 1a espora del hongo ha cafdo en la superficie de una planta.
Los monomeros de 12 cutina producidos son tomados por los hongos ¥ fuertemente
inducen el gen cutinasa. Mas cutinasa €s producida para que el hongo pueda

eventualmente degradar y penetrar la cuticula de la planta (Podila ef al., 1988).

2.8.3 Interface Hospedante-Patégeno

Los hongos biotréficos deben establecer una interface funcional con ]a planta viva, €S
decir, el hongo debe entrar a la pared celular ¥ hacer contacto con 1a membrana
plasmatica de las céhulas del hospedero. Una vez que hace contacto con la membrana
desarrolla una hifa especializada © haustorio, estas estructuras especializadas €
reproducen rapidamente ¥ el hongo s¢ mueve de una célula a olra durante la

colonizacion de los tejidos del hospedetro (Hardham, 1992).

2.9 Modificaciones de la pared celular
La primera barrera que los patogenos encuentran es 1a pared celular, una estructura qué
los patogenos son capaces de atravesar sin dificultad. Sin embargo, las células de la

planta pueden responder rpidamente a la infeccion modificando las paredes celulares de
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manera que 1as paredes llegan hacer una barrera mas efectiva al ingreso de patdgenos en
los tejidos (Ride, 1978).

La lignificacion ¥ la deposicion de compuestos fendlicos similares es Ul tipo de
modificacion en la pared celular que fa sido relacionado con resistencia (Nicholson ¥
Hammerschmidt, 1992). Durante las primeras etapas de infeccion en una planta
resistente, la célula hospedera en contacto con el patogeno coil frecuencia deposita
Jignina o algin tipo de materiales fenolicos en 1a pared celular en el punto de invasion
del hongo. Estos depositos de lignina son altamente localizados y aparecen i bloques
de 1a hifa (Stein ef al., 1993). Si la penetracion ocurre después de la penetraci()n ala
pared celular, la célula entera puede lignificar (Hammerschmidt el al., 1985) por
consiguiente potencialmente atrapa al patogeno en una cimara lignificada. Otra forma
que puede ayudar en resistencia €s por lignificacion de la pared celular del patdgeno.
Esto ha sido observado en tejido de hoja de pepino. Asi, la lignificacion puede
funcionar conteniendo el patogeno en un lugar hasta que son inducidas ofras defensas

(Stein et al., 1993).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del experimento

La presenic investigacion consté de dos fases: la fase de campo y la fase de Jaboratorio.
La fase de campo se llevd a cabo en los campos experimentales de PICTIPAPA
(Programa Internacional Cooperativo del Tizon Tardio de la Papa) en Metepec, Estado
de México; en donde se presentan las condiciones climatologicas favorables al tizon
tardio, ocasionando un severo ataque cuando el periodo de humedad relativa es superior
al 90% de 8 6 10 hrs en varios dias consecutivos y la temperatura fluctoa entre 10y
24°C (Henfling, 1987). La fase de laboratorio se llevo a cabo en ¢l Laboratorio de Usos
Multiples del Departamento de Fitotecnia y en el Laboratorio de Virologia en el

Departamento de Parasitologia Agricola en la Universidad Auténoma Chapingo.

3.2 Material bioldgico y tratamientos

Qe usaron las variedades Alfa y Zafiro, susceptible y medianamente resistente a
Phytophthora infestans respectivamente. De cada una de ellas hubo una poblacién con
virus con fungicida, sin virus con fungicida, con virus sin fungicida y sin virus sin

fungicida como testigo, obteniendo un total de 8 tratamientos y 4 repeticiones.

3.3 Fase de Campo

Se sembro el dia 20 de junio del 2003 en condiciones de temporal, aproximadamente 60
tubérculos por tratamiento, al momento de la siembra se aplico a la semilla {tubérculo)
Benlate (1 kg i.a. ha"), Captan (1 kg i.a. ha') e Imidacloprid (350 g i.a. ha™), contra

patogenos del suclo.
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Fl programa que S€ Uso para este trabajo fue el siguiente: Se realizaron dos
fertilizaciones; una antes de la siembra con la formula 120-180-120 mas 20 kg de Ca'y
10 kg de Mg por hectarea. La segunda fertilizacion se hizo a los 53 dds con 60 kg de N
ha” al momento de la escarda. Se aplico un herbicida preemergente Sencor a una dosis
de 850 ml ha’. Se realizaron aplicaciones semanales de insecticidas y funguicidas en
rotacién. Los insecticidas fueron Folido! (1 1. ha''), Metasyxtox (1 1t. ha"), Thiodan
(1.5 1t. ha™), Tamaron (1 It ha™!) y Folimat (600 ml. ha); y los fungicidas Acrobat (2.5
kg ha'), Ridomil Gold (2.5 kg pa), Curzate (2 kg ha'), Manzate (3 kg ha™),
Mancoloxil 72 (2.5 kg hal), Raksha (3 kg ha') y Bravo 720 (2 It ha). La quema de
follaje se hizo a los 121 dds, vy se cosecho a los 140 dds.

A pattir de un mes después de la siembra en campo se hicieron lecturas semanales (8
lecturas), de acuerdo a la escala de Henfling (1987) Apéndice 1. Ademas se recolectaron
muestras de follaje (15 g) de cada (ratamiento y sus repeticiones (32 muestras)

semanalmente.

3.4 Fase de Laboratorio

Antes de la siembra se analizaron los tubérculos de papa de cada variedad para la
deteccion de virus mediante la técnica serologica ELISA, esto para asegurarmos de que
la semilla estuviese libre de virus y la que salid positiva fue destinada a los tratamientos
con virus.

Para la determinacion de la actividad enzimatica primero se prepard polvo de aceténa. A
partir de 15 g de foliolos de papa + 50 m! de acetona al 100% a 4°C, se molieron en la
licuadora, filiradas al vacio recupetando el sobrenadante. Este proceso s repitio dos

veces con el mismo tejido, y se dejo secar a temperatura ambiente, posteriormente s¢
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etiquet6 y guardd en refrigeracion (4°C) hasta el ensayo de las enzimas FAL y POX
(Alia-Tejacal et al., 2002). El sobrenadante sc utilizo para la determinacién de fenoles

totales de acuerdo al my s1odo de Folin y Ciocalteu descrito por Waterman y Mole (1994).

3.4.1 Determinacion de fenoles

Se usaron 0.03 ml del sobrenadante -+ 16.97 ml de agua desionizada + 1 ml de Folin-
Ciocalieu + 2 ml de carbonato de sodio al 20%. Sc agiio y s¢ dejo reposar por 2 hrenla
oscuridad para posteriormente leer la absorbancia a 760 nm e ud espectrofotomelro
Spectronic 21 D (Milton Roy). La cuantificacion se realizd mediante una curva patron

de 4cido tAnico y la concentracion de fenoles iotales se registrd como Mg g'pf

3.4.2 Determinacién de la actividad enzimatica de POX

La determinacion de la POX se determin6 mediante la metodologia descrita por Alia-
Tejacal et al., (2002) con algunas modificaciones. La enzima se extrajo a partir de 0.1g
de polvo de acetona con s ml de Tris-HCl frio pu 7.1) conteniendo 1% de
polivinilpirrolidona. Se mezclaron en un homogenizador de tejidos durante 50 segundos,
posteriormente la mezcla se centrifugé por 20 min a 12,500 rpm a 4°C. Fl sobrenadante
ce utilizd para el ensayo de acuerdo con Flurkey y Jen (1978), con las siguientes
modificaciones: la mezcla de ensayo fue con un volumen total de 3 ml, 2.6 ml de
amortiguador Tris-HCI (pH 7.1.), 0.25 ml de guayacol 0.1 M, 0.1 ml de perdxido de
hidrogeno al 0.23% y 0.05 ml del sobrenadante. e evalud el cambio de absorbancia a
los 30, 60, 120y 180 segundos a 470 nm. La actividad enzimética se reporta como Ug'
p f donde U = Unidad de actividad enzimética y una unidad cs igual a la formacion de 1

mmol min™ de tetraguayacol.
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3.4.3 Determinacion de la actividad enzimatica de FAL

La FAL se extrajo con ¢l método descrito por Martinez-Tellez y Lafuente (1997), a
partir de 0.1 g de polvo de acetona con 5 ml de Borato de Sodic 0.1 M (pH 8.8) frfo +20
mM B-mercaploetanol, y se homogenizo por 50 segundos. Enseguida se agité la mezcla
durante 20 min en bafio con hielo (4°C), posteriormente s¢ filtré usando embudo de
plastico y malla de tela y se centrifugo a 12000 Xg a 4°C durante 20 min. Se extrajo el
sobrenadante, la enzima se precipité agregando 0.46 g de sulfato de amonio por cada
mililitro de sobrenadante y s¢ agitd durante 30 minutos a 4°C. Se cenfrifugo nuevamente
por 20 minutos a 12000 Xg a 4°C. Se uiiliz6 el precipitado y se elimin6 el sobrenadante.
El precipitado se redisolvio agregando 5 ml de borato de sodio 0.1 M (pH 8.8), siendo
&sie Gltimo extracto el que se usd para el ensayo. [l ensayo enzimatico se realizé de
acuerdo con Arz y Grambow (1995) con algunas modificaciones; la mezcla para el
ensayo consistio de 1.8 mi de Borato de Sodio 0.1 M (pH 8.8), 0.9 ml del extracto final,
preincubado a 40 °C por 5 minutos. Posteriormente se agregd 0.3 ml de L-fenilalanina
100 mM y se midio la absorbancia a 290 nm. Simultaneamente se llevé a acabo el
ensayo de una repeticidn de la muestra con 2.1 ml de Borato de Sodio 0.1 M (pH 8.8) ¥
0.9 ml del extracto final. Se evalué el cambio de absorbancia en 2 h a 290 nm a luz
uliravioleta, manteniendo la muestra en bafio matia a 40°C. La actividad enzimatica se

reporta como U g pfdonde U= incremento (absorbancia) a 290 nm/h.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Porcentaje de infeccidn

Dutante el desarrollo del cultivo se presentaron condiciones climaticas adecuadas para el
desarrollo del patégeno Phytophthora infestans (P. i.), €8 decir una humedad relativa de
75-95% y una temperatura alrededor de los 15 °C (Apéndice 2), periodos frescos,
Jluviosos y hiimedos en 1as maflanas, seguidos de periodos mas calidos lo que tuvo como
consccuencia un desarrollo més répido de la enfermedad de acuerdo a las condiciones
descritas por Mendoza (1996) y Henfling (1987); esto ocasiond un fuerte ataque a la
variedad alfa que es susceptible a P. i., en especial sin fungicida, que a partir del cuarto
muestreo se perdieron estos tratamientos alcanzando las plantas un 100 % de infeccion y
la variedad Zafiro se comporté medianamente resistente (Figura 1). Las variedades sin
fungicida resultaron con ol mas alto porcentaje de infeccion, oscilando alrededor del
90.75 % de follaje dafiado para la variedad Zafiro sin virus, 91.25 % para Zafiro con
virus, en la Gltima semana de evaluacién, y el 100 % para la variedad alfa con virus y sin
virus a partir del cuarto muestreo, presentando diferencias estadisticas entre ellas. Las
variedades Alfa y Zafiro con fungicida obtuvieron valores semejantes e€n porcentaje de
infeccion a la ltima semana del muestreo y fue de 40% para las Alfas con virus y sin
virus y de 41.25 % para Zafiro con virus y 40 % para 7afiro sin virus, sin presentar
diferencias estadisticas entre ellas (Cuadro 1). Los {ratamientos con virus mantuvieron el
porcentaje de infeccion por debajo de los tratamientos sin virus aunque fue poca la
diferencia entre ellos, coincidiendo con Goodman ef al.,(1986) quienes sefialan que 12
resistencia inducida ocurre cuando las plantas confieren resistencia a cierto tipo de

patogeno dada por una previa infeccion viral; y en el caso de VMT en tabaco genera la
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Paorcentaje de infeccion

Semanas

Porcentaje de infeccion

Semanas

Figura 1. Porceniaje de infeccion para los tratamientos Alfa con virus A Alfa sin virus
A, Zafiro con Vitus @ Zafiro sin virus O; con (A) vy sin (B) fungicida. Cada punto

representa la media de cuatro observaciones = error estandar.
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aparicion de proteinas que inducen un meCANIsMO de resistencia a infecciones
posteriores por patogenos (White y Antoniw, 1991). Alfa con virus en el séptimo
uestreo alcanzo el porcentaje mas alto de infeccion, mieniras que Alfa sin virus lo
alcanzd en el cuarto muestreo y se mantuvo asi hasta el octavo mucsireo (Figura 1).
Independientemente de con y sin fungicidas las plantas virosas retrazaron 1a infeccion
inicial por tizon o la disminuy6 en las fases iniciales de desarrollo, por lo que se
comprueba la hip6tesis de que las plantas sanas son mas susceptibles al tizon que las

Virosas.

4.2 Fenoles totales

£} contenido de fenoles cony sin fungicida registré un aumento de acuerdo al progreso
de la infeccion (Figura 2). De acuerdo con Agrios (2001), los fenoles son de gran
importancia y ¢ pueden acumular como fitoalexinas, como el resultado del ataque de
microorganismos contribuyendo a la resistencia a enfermedades. En los tratamientos con
y sin fungicida en la modalidad con virus obtuvieron las concentraciones mas altas
respecto a los tratamientos sin virus, durante el perfodo de evaluacion; para el primer
muesireo 1a concentracion en Alfa con virus fue de 1.0688 mg o' dep fla
concentracion més baja fue para Zafiro sin virus con 0.3721 mg gldeph presentando
diferencias estadisticas eptre cllas. En los tratamientos sin fungicida sucedio lo mismo,
Alfa con virus presento la concentracién més alta en el primer muestreo con 0.5470 mg
gldepfila concentracion mas baja fue para Zafiro sin virus con 0.3296 mg gl depf,
presentando diferencias significativas entre ellas. Todos los tratamientos tuvieron un
comportamiento lineal alcanzando el maximo valor en el sexto muestreo. En el séptimo

muestreo descienden para después subir ligeramente en el octavo muestreo. La maxima
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concentracion en el sexto muestreo fue para Alfa sin virus con fungicida, con 0.9273 mg
g'depf En el ultimo muestreo los iratamicntos con virus fuvieron los valores mas
alios en concentracion de fenoles, excepto Zafiro con virus con fungicida, que fue
superado por 7afiro sin virus sin fungicida (Figura 2). De acuerdo con Goodman ef a/.
(1986), las plantas confieren resistencia a cierto tipo de patogeno dada por una previa
infeccion viral o por varios tratamientos quimicos; ¥ Mckinney (1929) demostré que la
infeccion con cepas avirulentas o benignas de virus, pueden proteger a Jas plantas contra
variantes similares pero de mayot patogenicidad. Este fenbmeno sc designd con el
nombre de proteccion cruzada. Ademas White y Antoniw (1991) demostraron que la
infeccion por VMT en tabaco provoca la aparicion de proteinas que inducen un
mecanismo de resistencia a infecciones posteriotes por O0S patogenos, principalmente
hongos. Una infeccion con el virus VMT induce en tabaco sustancias de molécula
pequefia, las cuales causan la formacion de las proteinas protectoras PR relacionadas con
esta  enfermedad (ingl. Pathogenesis related proteins, en abreviacion: PR-
proteins:proteinas PR). Estas proteinas se presentan también en la reaccion de defensa
contra otros patogenos como hongos, nematodosy artropodos (Gordon et al, 1991).

En general la concentracion de fenoles en los tratamientos con fungicida fueron mayores
en relacion con los tratamicntos sin fungicida, excepto en el tercer muestreo donde Alfa
sin virus sin fungicida con 0.6270 mg g depf, superé a Alfa con virus con fungicida y
los tratamientos de 7afiro sin fungicida superaron a los tratamientos de Zafiro con
fungicida; en el quinto muesireo sucedio lo mismo Zafiro con virus sin fungicida con
0.6293 mg gl de p f, supero a Zafiro sin virus comn fungicida. Durante todo el periodo de
muesireo con fungicida Alfa tuvo los mds altos valores de concentracion de fenoles

(Figura 3). Este efecto puede ser atribuido a una mayor respuesta en la sintesis de
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Figura 2. Concentracion de Fenoles totales para los tratamientos de Alfa con virus A;
Alfa sin virus A; Zafiro con virus @; 7afiro sin virus O; con (A) y sin (B) fungicida.

Cada punto representa la media de cuatro observaciones  €Iror estandar.
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Figura 3. Concentracion de Fenoles totales para los tratamientos de Alfa con fungicida
A Alfa sin fungicida A; Zafiro con fungicida@ ; Zafiro sin fungicida O; con (A) y sin

(B) virus. Cada punto representa la media de cuatro observaciones + error estandar,
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Figura 4. Concentracién de Fenoles totales para los tratamientos con virus con fungicida
A ; sin virus con fungicida A; con virus sin fungicida @, sin virus sin fungicida O; en la
variedad Alfa (A) y Zafiro (B). Cada punto representa la media de cuatro observaciones

+ error estandar.
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fifoalexinas y por lo tanto un aumento en la concentracion de fenoles. Existen algunos
reportes donde la sintesis de fitoalexinas fue correlacionada con la aplicacion de
fungicidas como el Metalaxyl usado contra Phytophthora megasperma f. sp. glycinea en
soya (Chasan, 1995). Tambien la acci6n curativa de Fosetyl-Al fue correlacionada con
el nivel de acumulacion de la fitoalexina resveratrol en vid (Dercks y Creasy, 1989). En
los tratarnientos con y sif fungicida la variedad Alfa se mantuvo ligeramente con las
concentraciones mas altas respecto a la variedad Zafiro a lo largo del periodo de
muestreo y el tratamiento con la mas alta concentracién de fenoles para la variedad Alfa
y Zafiro fue con virus con fungicida (Figura 4), presentando diferencias significativas
(Cuadro 2). Estos resultados son contrarios a lo reportado por Patil et al., (1985) ¥
Velazhahan y Vidhyasekaran (1994), que dicen que la acumulacién de compuestos
fenélicos durante la infeccion por patdgenos ha sido reportada como alta en plantas

resistentes v baja en plantas susceptibles.

4.3 Actividad de Peroxidasa (POX)

Los tratamientos con fungicida presentaron altibajos en el contenido o actividad de esta
enzima a lo largo del periodo de muesireo, en el primer muestreo el tratamiento con alta
actividad fue Alfa sin virus (10256.4 U g'phHyel tratamiento Alfa con virus presentd
baja actividad con 620480 ¢g' pt, mostrando diferencias estadisticas entre ellas. En el
cuarto muestreo todos los tratamientos con fungicida bajan la actividad de peroxidasa, y
no presentan diferencias estadisticas entre ellas (Cuadro 3). A partir del quinto muestreo
aumentan la actividad teniendo un comportamiento lineal, y después del séptimo
muestreo baja la actividad, y en el octavo muesireo alcanza alta actividad Zafiro con

virus con 6628.4 U gt plybaja actividad el tratamiento Alfa con virus con 2938.9 U g
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p f, presentando diferencias significativas entre cllas, la alta actividad de Alfa se atribuye
a una mayor cantidad de sustrato como el perdxido de hidrogeno (H202) (Robinson,
1991), el cual se produce durante la respiracion, que pudiera aumentar debido al estrés
causado por la infeccion del hongo. Para los tratamientos sin fingicidas el
comportamiento fue Jineal a lo largo del crecimicnto del cultivo, en el primer muestreo
los tratamiento sin virus fueron mas altos en relacion con los tratamientos con virus, o
presentando diferencias estadisticas dentro de los tratamientos de la misma variedad. A
partir del segundo muestreo, los tratamientos con virus superan a los tratamientos sin
virus y en la variedad 7afito con virus se mantienc este comportamiento, teniendo el
méximo valor en el séptimo muestreo con 153128 U g’ pf,y Zafiro sin virus alcanzo
11505.5U¢g' pf, presentando diferencias significativas entre ellas (Figura 5).

Para los tratamientos dentro del grupo con virus (Figura 6), en la modalidad sin
fungicida alcanzaron los valores mas altos en actividad de peroxidasa, sobresaliendo
hasta el tercer muestreo la variedad Alfa. En la modalidad con fungicida la variedad
7 afiro se maniuvo por arriba de la actividad de la variedad Alfa, excepto en el segundo ¥
tercer muestreo donde Alfa supero a Zafiro, en el cuarto muestreo esios tratamientos no
presentaron diferencias estadisticas. Estos resultados concuerdan con Velazhahan y
Vidhyasekaran (1994), quienes encontraron que la actividad de la polifenoloxidasa 'y
peroxidasa fue menor en Jas variedades susceptibles de Arachis hipogaea L. a Puccinia
arachidis Speg., que ¢n las resistentes. Jankiewicz ¥ Yobiczewski (2003), demostraron
en frijol que los cultivares resistentes como susceptibles a hongos patogénicos producen
la faseolina, sin embargo Jas plantas resistentes producen este compuesto  mas

rapidamente y €1 cantidades mayores que las plantas susceptibles.
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Figura 6. Actividad de 1a peroxidasa para los tratamientos de Alfa con fungicida A; Alfa

sin fungicida A; Zafi

virus. C
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Figura 7. Actividad de la peroxidasa para log tratamientos con virus con fungicida A;
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Hubo mayor actividad de peroxidasas en Ja variedad Alfa que en la variedad Zafiro
con/sin virus y con/sin fungicidas al principio (hasta el tercer muestreo). In la
modalidad con fungicida, en el primer muestreo el tratamiento Alfa sin virus con
fungicida supero a Zafiro sin virus con fungicida con 10256.4 U g p f, presentando
diferencias estadisticas, su comportamiento fue el mismo, hasta en el sexto muestreo
donde las variedades Alfay Zafiro presentaron 5783.6 U g,'l pf y 5813.6 U g’1 pf
respectivamente, N0 presentando diferencias estadisticas entre ecllas. Al final del
muestreo, en la semana ocho Zafiro sin virus con fungicida supero a Alfa sin virus con
fungicida con 5233.4 U g p f presentando diferencias estadisticas entre ellas (Figura 6).
Deniro de la variedad Zafiro los tratamientos sin fungicida presentaron los valores mas
altos en actividad de peroxidasa a lo largo del periodo de cvaluacion, respecto a los
tratamientos con fungicida. L.os (ratamientos con y sin fungicida en la modalidad con
virus presentaron alta actividad en peroxidasa, respecto a la modalidad sin virus, esios
resultados coinciden con Legrand et al. (1974). Ellos demostraron que la actividad de
FAL, CA4H, OMT (catecol-O-metil transferasa) y peroxidasas, €s incrementada en
hojas de tabaco infectadas con VMT. Para la variedad Alfa sucedid lo mismo, los
tratamientos sin fungicida presentaron valores més altos en la actividad de peroxidasa
durante el periodo de muestreo, pero se present6 1o contrario para los tratamientos con
fungicida, en la modalidad sin virus presentaron valores mads altos en actividad de

peroxidasa respecto a la modalidad con virus (Figura 7).

4.4 Actividad de Fenilalanina-amonio-liasa (FAL)
La actividad de la FAL para los iratamientos con fungicida fue muy baja, respecto a los

tratamientos sin fungicida, esto indica que cuando hubo eliminacion del patégeno por
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efecto del fungicida la actividad de FAL se mantuvo baja, ya que la planta no detecto la
presencia del patogeno para inducir la actividad de FAL y por lo tanto sintesis de
fitoalexinas. Jones (1984) seffala que esta enzima es sensible a los estados fisiologicos
de la planta y la actividad puede sufrit cambios durante el crecimiento o por eventos
traumaticos o patolégicos. A lo largo del periodo de muesireo aumeniaron ligeramente
la actividad de FAL en los tratamientos, excepto Zafiro sin virus con fungicida tuvo el
méximo aumento en el quinto muestreo con 0.14165 U g pf presentando diferencias
estadisticas entre ellas y en el séptimo muestreo aunque tuvo mayor actividad, no
presentaron diferencias significativas entre ellas (Figura 8 A). En el Gltimo muestreo
presento baja actividad el tratamiento Alfa sin virus con fungicida con 0.05533 U glipf
y alta actividad el tratamiento 7afiro sin virus con fungicida con 0.06370 U g'pf no
presentando diferencias estadisticas entre ellas (Cuadro 4).

En los tratamientos sin fungicida (Figura 8 B), en un principio los tratamientos con la
modalidad sin virus se mantuvieron con actividad por encima que los de la modalidad
con virus, pero al final del muestreo los tratamnientos con la modalidad con virus
superaron a los de la modalidad sin virus, lo que comprueba la hipétesis de que aumenta
la presencia y actividad de las petoxidasas y FAL en las plantas expuestas a infecciones
en relacién directa a su resistencia genética contra enfermedades. El tratamiento Zafiro
con virus alcanzd la maxima actividad al final del muestreo con 0.54180 U g'1 p
coincidiendo con Goodman, ef al., (1986), quienes mencionan que en los tejidos
enfermos hay mayor actividad de la fenilalanina amonio-liasa, que es una enzima clave
en la produccion de la molécula basica que se utiliza para la biosintesis de la mayoria de
Jos compuestos fendlicos, entre ellos las fitoalexinas y la lignina. En los tratamientos con

y sin virus (Figura 9), la modalidad sin fungicida mantuvo la actividad de FAL por
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Figura 8. Actividad de la FAL para los tratamientos de Alfa con virus A; Alfa sin virus
A, Zafiro con virus @; Zafiro sin virus O; con (A)y sin (B) fungicida. Cada punto

representa la media de cuatro observaciones  error estandar.
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Figura 9. Actividad de la FAL para los tratamientos de Alfa con fungicida A; Alfa sin
fungicida A; Zafiro con fungicida @ ; 7afiro sin fungicida O; con (A) y sin (B)
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arriba de los tratamientos con la modalidad con fungicida. En el ultimo muestreo los
tratamientos con y sin virus con fungicida para lag variedades Alfa y Zafiro no
presentaron diferencias estadisticas. Cabe mencionar que los tratamientos de la variedad
Zafiro se mantuvieron mas altos que los tratamientos de la variedad Alfa durante el
periodo de muestreo (Figura 10), presentando diferencias estadisticas, lo que coincide
con Velazhahan y Vidhyasekaran (1994), quicnes sefialan que la actividad de
fifoalexinas s mas alta en plantas resistente que en plantas susceptibles.
Independientemente de la variedad, los tratamientos sin fungicida presentaron
alta actividad de FAL, este resultado coincide con Goodman, et al., (1986), quienes

mencionan que en tejidos enfermos es més alta la actividad de FAL.

4.5 Analisis de correlacién

Las correlaciones entre variables para cada tratamiento tienen un valor de ¢=0.05 y 0.01,
lo que significa que es significativo y altamente significativo respectivamente. Para el
tratamiento de Alfa en presencia de virus con fungicida (Cuadro 5) hubo significancia
estadistica en la correlacion fenoles/POX y POX/infeccion r= -0.39%* y r= -0.56%*
respectivamente, estos valores en negativo indican que conforme aumenta la
concentracion de fenoles disminuye la actividad de POX; para el siguiente caso
conforme pasa el tiempo, el porcentaje de infeccion aumenta y la actividad de POX
disminuye. Ademés la correlacion FALfinfeccién (r= -0.44*) es estadisticamente
significativo, lo que nos indica que existe una relacién directa, la actividad de FAL
aumenta conforme aumenta el porcentaje de infeccién. Por otro lado, sin fungicida, las
correlaciones fenoles/POX, fenoles/FAL, fenoles/infeccién, POX/FAL y POX/infeccion

son altamente .significativas y presentan una relacién  directa. La correlacidon
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fenoles/FAL esta ligada a la sintesis de fitoalexinas, la FAL es una enzima clave en la
produccién de la molécula basica que se utiliza para la biosintesis de la mayoria de los
compuestos fendlicos de acuerdo con Goodman, ef al., (1986).

Alfa en ausencia de virus con fungicida, la relacién fenoles/POX y POX/infeccién
presentan significancia estadistica (r= -0.36* y r= -0.63** respectivamente) e indican
que si una aumenta la otra disminuye, es decir, tienen una relacidn inversa. La
correlacion fenoles/infeccion (7= -0.45**) es altamente significativa y representa una
relacion directa (Cuadro 6).

Cuadro 5. Coecficientes de correlacién entre las variables para la variedad Alfa en
presencia de virus,

Variables Fenoles POX FAL Infeccion
Fenoles Cr 1.00 -0.39 * 0.03 -0.24

SF 1.00 0.96 ** 0,71 ** -0.77 **
POX CF 1.00 -0.26 -0.56 **

SF 1.00 0,79 ** -0,65 **
FAL CF 1.00 0.44 *

SF 1.00 -0.20
Infeccion CF 1.00

SF 1.00

*, ** indican significancia estadistica con p=0.05 y 0.01 respectivamente.
CF, SF: seffalan la condicion de con y sin fungicida respectivamente.

Cuadro 6. Coeficientes de correlacion entre las vatiables para la variedad Alfa en
ausencia de virus,

Variables Fenoles POX FAL Infeccion
Fenoles CF 1.00 -0.36 * 0.23 0.45 **
SF 1.00 (.98 ** 0.86 ** -0.65 **
POX CF 1.00 -(1,30 -(),63 **
SF 1.00 0.85 *# -0.67 #*
FAL CF 1.00 0.29
Sk 1.00 (.31
Infeccion CF 1.00
SF 1.00

*, ** indican significancia estadistica con p=0.05 y 0.01 respectivamente,
CF, SF: sefialan la condicion de con y sin fungicida respectivamente.
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Cuadro 7. Coeficientes de correlacién entre Jas variables para la variedad Zafiro en
presencia de virus.

Variables Fenoles POX FAL Infeccion
Fenoles CF 1.00 -0.39 * -0.18 0.08 **

SF 1.00 0.27 0.15 0.54 **
POX Cr 1.00 0.04 -0.11

SF 1.00 0.47 ** 0.69 **
FAL CF 1.00 -0.21

SF 1.00 0.80 **
Infeceion CF 1,00

SF 1.00

*, #* indican significancia estadistica con p=0.05y 0.01 respectivamente.
CF, SF: sefialan la condicién de con y sin fungicida respectivamente,

Cuadro 8. Coeficientes de correlacién entre las variables para la variedad Zafiro en
ausencia de virus.

Variables Fenoles POX FAL Infeccion
Fenoles CF 1.00 -0.09 0.34 (.78 **
SF 1.00 0.14 0.16 0.69 **
POX CF 1.00 0.14 -0.05
SF 1.00 0.22 0.26
FAL CF 1.00 0.51 *#*
SF 1.00 071 **
Infeccion CF 1.00
SF 1.00

*, ** indican significancia estadistica con p=0.05y 0.01 respectivamente.
CF, SF: seffalan la condicién de con y sin fungicida respectivamente,

Para la variedad Zafiro en presencia de virus, con fungicida, la correlacién fenoles/POX
(r= -0.39%) presenta significancia estadistica. Cuando la concentracién de fenoles
aumenta, la actividad de POX disminuye, Y caso contrario en la correlacién positiva con

fenoles/infeccion r= -0,68** (Cuadro 7). Sin fungicida existen varias correlaciones
positivas, fenoles/infeccién, POX/FAL, POX/infeccion y FAL/infeccién son altamente
significativas estadisticamente. La correlacién POX/infeccién para el caso de la variedad
Alfa fue negativa, lo que indica que la planta al tener alta actividad de POX no dejd que

el patégeno se desarrollara ya que la actividad de las peroxidasas con frecuencia
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incrementan en respuesta a la infeccién (Rasmussen ef al., 1995) y en plantas infectadas,
hay un incremento en una o més defensas en el sitio de infeccién cuando el patdgeno
desarrollado esta siendo detectado (Stein et al., 1993).

En el caso de Zafiro sin virus, con y sin fungicidas, las correlaciones fenoles/infeccion y
FAL/infeccién presentan significancia estadistica alta, estas dos enzimas aumentaron la

actividad conforme el porcentaje de infeccion aumentaba (Cuadro 8),
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5. CONCLUSIONES

Las reacciones de defensa de la planta que mejor se identificaron fueron con la
actividad de la peroxidasa y de Ia fenilalanina amonio-liasa, sin relacién directa
con la resistencia genética del hospedante al tizon tardio (Alfa tuvo mas fenoles

y POX que Zafiro).

Se detecté mayor actividad metabdlica y resistencia temporal temprana en
presencia del virus, independientemente de la resistencia gendtica del

hospedante al oomiceto.

Los fungicidas indujeron una menor actividad de POX y FAL, principalmente

en la variedad resistente,
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7. APENDICE

Apéndice 1. Clave de campo para evaluar el tizén tardio de la papa.

Valores T1zom (%)
escala Media Limites Sintomas
del CIP

I 0 No se observa tizdn tardio

2 2.5 <5 Tizon tardio presenie. Maximo 10 lesiones por planta.

3 10 5<15 |Las plantas parccen sanas, pero las lesiones son
facilmente vistas al observar de cerca. Maxima drea
foliar afectada por lesiones o destruida corresponde a
no mas de 20 foliolos.

4 25 [5<35 | El tizén facilmente visto en la mayoria de las plantas,
Alrededor del 25% del follaje esta cubicrto de
lesiones o destruido.

5 50 35<65 |La parcela luce verde, pero todas las plantas estan
afectadas; las hojas inferiores muertas. Alrededor del
50% del 4rea foliar esta destruida.

6 75 65<85 |La parcela luce verde con manchas pardas. Alrededor
del 75% de cada planta estd afectada. Las hojas de la
mitad inferior de las plantas estdn destruidas.

7 90 85<95 |La parcela no esti predominantemente verde ni parda.
Solo las hojas superiores estdn verdes. Muchos tallos
tienen lesiones extensas.

8 97.5 95<100 {La parcela se ve parda, Unas cuantas hojas superiores
aun presentan algunas dreas verdes. La mayoria de los
tallos estdn lesionados o muertos.

9 100 Todas las hojas y los tallos estdn muertos.

La descripcién de sintomas se basa en plantas con 4 tallos y de 10 a 12 hojas por tallo.
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Apéndice 2. Precipitacién diaria (mm); temperatura diaria maxima, minima y media
(°C); humedad relativa media diaria (%) y niimero de horas durante la cual la
humedad relativa esta arriba del 90% (Hrs RH >=90%) durante ¢l periodo de
crecimiento de la papa. Toluca, México, 2003. (Cuadro 4. Comparaciones de

HRS RH>=90%

RAINFALL (mm)

medias para la actividad de fenilalanina-amonio-liasa en cada uno de los
tratamientos. Cortesfa de Gaspar Romero M. y Claudia Belmar D.).
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Apéndice 3a. Fenoles totales (0), Actividad de POX (), Actividad de FAL (A) y
porcentaje de infeccion(¢) para Alfa con virus con (A) y sin (B)

fungicida. Cada punto representa la media de cuatro observaciones +
error estandar.
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Apéndice 3b. Fenoles totales (0), Actividad de POX (o), Actividad de FAL (A y
porcentaje de infeccion(#) para Alfa sin virus con (A) y sin (B) fungicida.
Cada punto representa la media de cuatro observaciones = error estédndar.
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Apéndice 3c. Fenoles totales (©), Actividad de POX (), Actividad de FAL (A) y
porcentaje de infeccion(#) para Zafiro con virus con (A) v sin (B)
fungicida. Cada punto representa la media de cuatro observaciones -
error estandar,
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Apéndice 3d. Fenoles totales (0), Actividad de POX (1), Actividad de FAL (A) y
porcentaje de infeccion(¢) para Zafiro sin virus con (A) y sin (B)
fungicida. Cada punto representa la media de cuatro observaciones +
error estandar,
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