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RESUMEN GENERAL

El ataque por fitopatégenos es una condicién desfavorable que generalmente activa una
serie de mecanismos de defensa de las plantas cuyo fin es detener, aminorar o
contrarrestar la infeccion. El objetivo de esta investigacion fue cuantificar la sintesis y/o
actividad de fenoles totales (FEN), fenilalanina amonioliasa (PAL), peroxidasas (POX),
proteinas totales (PRO) y superdxido dismutasa (SOD), en variedades de tomate
Condor, susceptible a virosis (S), Raptor (S), Quetzal, resistente (R), y 5999 (R),
inoculadas con el Geminivirus del Rizado Amarillo del Tomate (TYLCV) y el Tobamovirus
Mosaico del Tabaco (TMV). El testigo no se inoculd. Se tomaron seis muestreos, se
elaboré polvo de acetona y a partir de ahi se realiz6 la determinacion enzimatica. El
analisis estadistico consisti6 en un ANAVA factorial y en analisis de correlacion. Las
plantas infectadas indujeron mayor sintesis/actividad de enzimas y metabolitos que las
sanas, siendo TMV el mayor inductor para PAL y SOD y teniendo efecto similar con
TYLCV en FEN, POX y PRO. Los genotipos resistentes mostraron mayor
sintesis/actividad de los metabolitos en estudio que los genotipos susceptibles, siendo
5999 mejor para FEN, PRO y SOD, y Quetzal para PAL y POX. Se encontré correlacion
significativa en las variedades Condor y Raptor, ambas susceptibles, para FEN /POX
(r=0.47 y r=0.45) y FEN/PAL (r=0.27 y r=0.45), mientras que en Quetzal y 5999, ambas
resistentes a virosis, la significancia fue para las correlaciones FEN/POX (r=0.44 y
r=0.58), SOD/PRO (r=0.71 y r=0.50), SOD/PAL (r=0.61 y r=0.52) y PRO/PAL (r=0.64 y
r=0.29). Se concluye que los virus estimularon mayor sintesis/actividad de los
metabolitos en estudio en las plantas enfermas que los sintetizados en plantas sanas.
Ademas, las variedades Quetzal y 5999, resistentes, mostraron mayor actividad
enzimatica, contenido de compuestos fendlicos y actuaron con mayor rapidez que las

variedades Condor y Raptor, susceptibles.

Palabras clave: Solanum lycopersicum L., enzimas de defensa, TYLCV, VMT.
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GENERAL ABSTRACT

Plant pathogen attack is an unfavorable condition that usually triggers a series of
defense mechanisms in plants in order to stop, slow, or counteract the infection.
The objective of this research was to quantify the synthesis and/or activity of total
phenols (FEN), phenylalanine ammonia lyase (PAL), peroxidases (POX), total
proteins (PRO), and superoxide dismutase (POX), in four tomato cvs., two virus
susceptible, Condor and Raptor, and two virus resistant, Quetzal and 5999,
inoculated with the Tomato Yellow Leaf Curl Geminivirus (TYLCV) and the
Tobacco Mosaic Tobamovirus (TMV). The control was not inoculated. After six
samplings acetone powder was obtained as the baseline for the enzymatic
studies. Statistical analysis included a factorial ANOVA and correlation analysis.
Infected plants induced more enzyme/metabolite synthesis/activity than the
healthy ones. TMV induced the most PAL and SOD activity, while TYLCV did it to
FEN, POX, and PRO. Resistant genotypes showed more synthesis/activity of the
metabolites under study than the susceptible ones. Cultivar 5999 was the best for
FEN, PRO, and SOD, and cv. Quetzal for PAL and POX. Significant correlation
was detected in susceptible cvs. Condor and Raptor for FEN /POX (r=0.47 and
r=0.45) and FEN/PAL (r=0.27 and r=0.45), while for virus-resistant cvs. Quetzal
and 5999 it was for FEN/POX (r=0.44 and r=0.58), SOD/PRO (r=0.71 and r=0.50),
SOD/PAL (r=0.61 and r=0.52) and PRO/PAL (r=0.64 and r=0.29). We conclude
that viruses stimulate more synthesis/activity of the metabolites under study in
diseased plants than in healthy ones. In addition, resistant cvs. Quetzal and 5999
showed more enzymatic activity and phenolic compound content and acted

sooner than susceptible cvs. Condor and Raptor.

Keywords: Solanum lycopersicum L., defense enzymes, TYLCV, TMV.
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1. INTRODUCCION GENERAL

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas mas importantes
en México y el mundo (SIAP, 2016), en los ultimos afios se ha visto afectado por
la incidencia de enfermedades causadas por virus, los cuales no son prevenidos
ni manejados adecuadamente (Ramirez & Sainz, 2006) y resultan muy dificiles
de controlar (Mathews, 1979). Existen gran cantidad de virus que atacan al
tomate, entre ellos se encuentra Virus Mosaico del Tabaco (TMV) y Virus del
Rizado Amarillo del Tomate (TYLCV), los cuales en los ultimos afios han cobrado
importancia econdmica en el cultivo (Jones et al., 2001).

El ataque de patdgenos es una condicion desfavorable que generalmente activa
una serie de mecanismos de defensa cuyo fin es detener, reducir o contrarrestar
la infeccion (Madriz, 2002). Las plantas poseen mecanismos constitutivos o
preformados y mecanismos inducidos de defensa. Los mecanismos inducidos de
defensa se activan solamente como una respuesta al ataque de un patégeno
(Collinge et al., 1993) e involucra cambios claros en el metabolismo relacionados
con la biosintesis de enzimas y metabolitos secundarios (Madriz, 2002).

Existe una gran cantidad de enzimas y metabolitos secundarios que participan
en el sistema de defensa de las plantas, entre ellos se encuentran Fenoles (FEN),
Proteinas (PRO) y enzimas como Fenilalanina amonio-liasa (PAL), Peroxidasa
(POX), y Superoéxido dismutasa (SOD).

El objetivo del presente fue cuantificar la sintesis/actividad de FEN, PAL, POX,
PRO y SOD en variedades de tomate resistente y susceptible inoculado con TMV
y TYLCV.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Virus de plantas

Los virus de plantas son particulas infectivas, considerados parasitos
intracelulares obligados, compuestos por acido ribonucleico (ARN) o por acido
desoxiribonucleico (ADN) y cubierta proteica, los cuales ingresan a la célula
vegetal a través de heridas causadas por dafios fisicos debidos al medio
ambiente o por la accion de vectores. Entre los vectores se encuentran varias
especies de insectos, acaros, nematodos y ciertos hongos habitantes del suelo.
No son celulares ni se encuentran constituidos por ellas, pero se propagan
induciendo a la célula hospedera a que los multiplique utilizando su energia y su
magquinaria biosintética. En el citoplasma, el virus de ARN se desensambla,
replica, traduce sus mensajeros a proteinas y se moviliza local y sistémicamente.
Para cumplir con estos procesos, el virus utiliza energia y proteinas de la célula
hospedera. Durante cada etapa del ciclo viral se generan distintas interacciones
entre la planta hospedera y el virus. Si la planta desconoce la particula viral, se
establece una interaccion compatible entre la planta hospedera y el virus, siendo
estas interacciones favorables para el virus. Por el contrario si la planta reconoce
la particula viral, se establece una interaccién incompatible, desfavorable para el
virus. En estas condiciones, la planta reconoce el virus, desencadenando
respuestas de defensa que pueden limitar la replicacion y el movimiento del virus,
circunscribiéndolo al sitio inicial de infeccion (Hammond-Kosack & Jones, 2000).
Los virus no matan a sus hospederos de forma directa, sino que desvian el
metabolismo generando sustancias extrafias, alterando diversas funciones
vitales e induciendo el desarrollo de sintomas. En las plantas, los sintomas
pueden variar desde simples cambios de color hasta necrosis severa o muerte
subita de las plantas, en algunos otros casos se tienen hospedantes
asintomaticos (Jones et al., 2001; Agrios, 2004; Stange, 2006).



Las enfermedades causadas por virus son muy dificiles de controlar y pueden
resultar en pérdidas significativas del cultivo. La incidencia y severidad varian ya
que dependen de la interaccion compleja existente entre el patdégeno, la planta,

el vector, la fuente del virus y el ambiente (Mathews, 1979).

2.1.1 Virus en tomate

Existen gran cantidad de virus que atacan al tomate, entre ellos destacan Virus
mosaico de la alfalfa (AMV), Virus mosaico del pepino (CMV), Virus enrollado de
la papa (PLRV), virus Y de la papa (PVY), Virus apice amarillo del tomate (TYTV),
Virus mosaico de la berenjena (EMV), Virus de las manchas anulares del tomate
(ToRSV), Virus de la necrosis apical del tomate (TTNV), Virus bronceado del
tomate (TSWYV), Virus mosaico dorado del tomate (TGMV), Virus del rizado
amarillo del tomate (TYLCV), Virus mosaico del tomate (ToMV), Virus mosaico
del tabaco (TMV), Virus mosaico amarillo del tomate (TYMV). Los vectores de
estos virus son variados e incluyen &fidos, cicadélidos, nematodos, trips,
aleurddidos y su trasmision puede ser mecanica, por semilla o por vector
(Harrison, 1985; Jones et al., 2001; Castellanos, 2009).

Virus del Rizado Amarillo del Tomate

El Virus del Rizado Amarillo del Tomate (TYLCV) es uno de los virus que estan
tomando mayor importancia economica en el cultivo de tomate. Pertenece a la
familia de los geminivirus, a diferencia de la mayoria de los virus de este grupo,
gue tienen un genoma compuesto por moléculas bipartitas de ADN de cadena
sencilla (ssDNA), el genoma del TYLCV se compone de una sola molécula
(monopartita) de ADN de cadena sencilla (ssDNA) (Gutierrez, 1999; Hanley-
Bowdoing et al., 1999; Lapidot et al., 2007).

El TYLCV es trasmitido por vectores, su vector es la mosquita blanca (Bemisia
tabaci) la cual lo trasmite con alta eficiencia de forma persistente circulativa (no
propagativa). El tempo minimo de adquisicién del virus de plantas infectadas es
de 15 a 30 minutos, dentro del insecto vector el tiempo latente es de al menos 21

horas, mientras que el virus puede persistir en el vector durante 10 a 12 dias
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(Jones et al., 2001). Los sintomas iniciales se caracterizan por clorosis y
curvamiento de las hojas hacia abajo, posteriormente las hojas son cloroticas
deformadas y curvadas hacia arriba, dando la apariencia de una cuchara. Los
frutos son de piel delgada y tamafio pequefo, no son comercializables (Cohen &
Nitzany, 1966; Al-Musa, 1982).

Virus Mosaico del Tabaco

El Virus del Mosaico del Tabaco (TMV) es el virus mas ampliamente distribuido
en México. Pertenece al grupo de los Tobamovirus, es un virus que tiene acido
ribonucleico (RNA) de cadena sencilla de sentido positivo (+SSRNA), y
morfologicamente es una varilla rigida, formada por una cubierta cilindrica de 18
nm de diametro y 300 nm de longitud, en su interior hay un canal de 4 nm, ésta
cubierta esta formada por mas de 2100 monomeros protéicos y una molécula de
ARN de aproximadamente 6500 bases. El TMV se trasmite muy facilmente de
forma mecénica o por contacto, no se ha identificado trasmision por vectores. En
general las variedades susceptibles muestran sintomas progresivos en forma de
decoloracién de las hojas jovenes, seguidos de un moteado en forma de mosaico
de areas verdes de diferente intensidad. Las plantas infectadas normalmente
presentan un crecimiento reducido y anormal, con hojas mas pequefas y
deformadas (Broadbent & Fletcher, 1963; Shalla, 1964; Jones et al., 2001; Chitra
et al., 2002).

2.2 Defensa de las plantas

Las defensas vegetales, de acuerdo con bidlogos evolucionistas, surgieron a
través de fendmenos de mutacién hereditaria, seleccién natural y cambios
evolutivos. Mutaciones al azar en rutas metabdlicas basicas dieron lugar a la
aparicion de nuevos compuestos, que con el paso del tiempo se determinaron

toxicos para agentes patdgenos (Taiz & Zeiger, 2006).

2.2.1. Metabolitos secundarios

Las plantas producen una gran cantidad y diversidad de compuestos organicos,

conocidos como metabolitos secundarios, productos secundarios o productos
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naturales, los cuales no tienen funcion reconocida o directa en los procesos de
fotosintesis, respiracion, sintesis de proteinas y otros procesos primarios (Taiz &
Zeiger, 2006).

Recientemente se ha descubierto que muchos metabolitos secundarios tienen
importantes funciones como proteger a las plantas de la ingestién por herbivoros

y la infeccion por patdégenos microbianos.

Los metabolitos secundarios se dividen en tres grupos principales y
guimicamente diferentes: terpenos, fenoles y compuestos que contienen
nitrégeno, en los cuales participan diferentes rutas metabdlicas que al igual que

los metabolitos tienen influencia en los mecanismos de defensa de las plantas.

Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos (FEN) en las plantas comprenden un diverso grupo de
fitoquimicos, los cuales abarcan desde acidos fendlicos hasta taninos y ligninas.
La caracteristica principal de los fenoles son los anillos aromaticos llevando uno
o mas grupos hidroxilo (Constable, 1999). La sintesis de estos compuestos se
realiza en dos rutas metabdlicas basicas: la ruta del acido shikimico y la ruta del
acido maloénico. La ruta del &cido shikimico es responsable de la biosintesis de
la mayoria de los fenoles en las plantas, mientras que la ruta del &cido malénico
es la principal para hongos y bacterias (Taiz & Zeiger, 2006). La mayor parte de
los compuestos fendlicos de las plantas derivan de la fenilalanina por la
eliminacién de una molécula de amonio para formar acido cinamico, reaccion
catalizada por la fenilalanina amonio-liasa (PAL), posiblemente la enzima mas
estudiada del metabolismo secundario por todas las reacciones y compuestos

gue desencadena.

Los compuestos fendlicos son de gran importancia para la planta ya que llegan a
formar parte integral de la estructura de la pared celular, principalmente de
ligninas y suberinas para resistencia y soporte mecanico y barreras protectoras

contra infeccion microbiana (Dai et al., 1995; Strack, 1997).



La presencia de fenoles en las plantas como respuesta a una infeccidén se asocia
a resistencia contra hongos patogenos (Vidhyasekaran, 1997). La sintesis de
fenoles y otros metabolitos secundarios son asociados a la caracteristica de
resistencia/susceptibilidad del genotipo (Lozoya et al., 2007), siendo mayor en
genotipos resistentes que en susceptibles (Dai et al., 1995).

Fenilalanina amonio liasa

La fenilalanina amonio-liasa (EC. 4.3.1.5; PAL) se encuentra en la ruta
biosintética del metabolismo primario o ruta del &cido shikimico y la ruta del
metabolismo secundario o ruta de los fenilpropanoides. La enzima PAL cataliza
la desaminacion no oxidativa de la fenilalanina para producir acido cinamico, a
partir de acido cinamico se producen varios fenilpropanoides simples como los
acidos cumarico, caféico, ferulico, asi como cumarinas (Bidwell, 1979; Jones,
1984; Dixon et al., 1992; Dixon & Paiva, 1995).

La induccion de fenilpropaniodes, por medio de fenilalanina amonio liasa, puede
deberse a diversos factores bibdticos o abidticos entre los que destacan
iluminacion, ataque de patdgenos, dafio mecéanico, bajas temperaturas o niveles
bajos de algunos nutrimentos (nitrégeno, fésforo o hierro) (Smith & Rubery, 1981;
Goodman et al.,, 1986; Dixon & Paiva, 1995; Ramamurthy et al., 2000). La
invasion fangica, por ejemplo, inicia la transcripcion del RNA mensajero que
codifica la PAL, aumentando su concentracién en la planta, lo que estimula la

sintesis de compuestos fendlicos (Vidhyasekaran, 1997).

La regulacion de la actividad de la PAL es muy compleja debido a la existencia
de multiples genes que codifican para su sintesis, algunos de los cuales solo se
expresan en tejidos o bajo condiciones especificas (Logemann et al., 1995; Taiz
& Zeiger, 2006).

Peroxidasa

La peroxidasa (EC. 1.11.1.7; POX) es la enzima que cataliza la oxidacion de

donadores de hidrégeno a expensas de peroxido de hidrégeno (H202) aceptando



como donadores de hidrégeno a un amplio rango de polifenoles (Burnette, 1977;
Djanaguiraman et al, 2004; Calderon, 2008), asimismo se asocia a procesos de

cicatrizacion de heridas como la lignifcacion (Ramamurthy et al., 2000).

Las peroxidasas en conjunto con la fenilalanina amonio-liasa (PAL) y los fenoles
(FEN) forman parte de un grupo de compuestos precursores de resistencia
sistémica adquirida, la cual involucra la activacion de genes de proteccion y de
defensa que estimulan la sintesis y actividad de compuestos, los cuales catalizan
la oxidacion y conversién de los compuestos fendlicos en quinonas ademas de
promover la lignificacién en los sitios de infeccién que interfieren con el desarrollo

del patégeno (Robinson, 1991; Lozoya et al., 2006).

Las peroxidasas se clasifican en dos grandes familias, la primera incluye a las
peroxidasas vegetales, fungicas y bacterianas y la segunda constituida por
peroxidasas animales (Hiraga et al., 2000).

Estudios sugieren que la concentracion de peroxidasa y otras enzimas como
superoxido dismutasa incrementan su sintesis al presentarse condiciones
ambientales desfavorables (Pérez, 1999) o progreso de enfermedades como el
tizon tardio o ataque de nematodos (Lozoya et al., 2007).

Proteinas

Las proteinas son moléculas importantes en la regulacion del metabolismo de las
células y actian como moléculas enziméaticas o estructurales. Estan compuestas

de cadenas de aminoacidos, cada uno unida por enlaces peptidicos.

Dentro de los mecanismos de defensa inducida por el ataque del patégeno existe
un amplio nidmero de proteinas que han sido descritas como parte de
mecanismos de defensa de las plantas (Blanco-Labra & Aguirre, 2002). Al ocurrir
la penetracion de un organismo patdégeno se dan una serie de reacciones por
parte de la planta, las cuales incluyen la generacién de especies reactivas de
oxigeno (EROS) (Taiz & Zeiger, 2006), cambios en la pared celular, sintesis de

compuestos de bajo peso molecular (Dixon, 1986), produccion de proteinas
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relacionadas con la defensa y muerte celular hipersensitiva. Se tienen genes de
reconocimiento los cuales codifican proteinas receptoras con rutas de
transduccion de sefiales y genes respuesta que codifican proteinas que actian
como factores de defensa o como enzimas biosintéticas en rutas que dirigen a la

produccion de compuestos de defensa (Kombrink et al., 1993).

Las proteinas de plantas tienen un papel clave en muchos aspectos de la
defensa, en factores constitutivos asi como del mecanismo de respuesta de

resistencia (Blanco-Labra & Aguirre, 2002).

2.2.2. Defensas antipatogeénicas adicionales

Algunas defensas son inducidas por el ataque de organismos patégenos, las
defensas que solo son producidas después del dafio inicial necesitan menor
inversion de recursos de la planta que las defensas que estan siempre presentes,
aunque deben ser activadas con rapidez para que sean efectivas (Taiz & Zeiger,
2006).

Una vez infectadas por un patdgeno las plantas despliegan un amplio espectro
de defensas, una de ellas es la respuesta hipersensible, por la que las células
que rodean la zona de infeccion mueren rapidamente, privando al patégeno de
nutrientes y evitando su expansion. Esta respuesta hipersensible con frecuencia
esta precedida por la produccién de especies reactivas de oxigeno. Las células
proximas a la infeccién sintetizan una gran cantidad de compuestos toxicos
formados por la reduccion del oxigeno molecular, incluidos el anion superéxido
(+O27), el peroxido de hidrégeno (H2032) y el radical hidroxilo (¢ OH). Las especies
reactivas de oxigeno pueden contribuir a la muerte celular como parte de la
respuesta hipersensible o actuar para matar directamente al patbgeno (Kombrink
& Somssich, 1995; Lamb y Dixon, 1997; Nurnberger & Scheel, 2001; Taiz &
Zeiger, 2006).



Superoxido dismutasa

La superdxido dismutasa (1.15.1.1; SOD) constituye una de las defensas
primarias contra es estrés oxidativo. Pertenece a la familia de las metaloenzimas
gue catalizan la reaccion de dismutacion del radical superéxido (+O2’) a oxigeno
(O2) y a peroxido de hidrégeno (H202) (Bowler et al., 1994). Estas enzimas son
importantes en la proteccién de las células contra efectos toxicos de los radicales
superoxido. El hierro (Fe), cobre (Cu) y manganeso (Mn) son sus cofactores
metalicos y de acuerdo a éste sus propiedades moleculares y su localizacién
cambian (Robledo et al., 2012).

El anién superdxido tiene un alto poder bactericida, asi que es posible que este
radical por si solo sea capaz de eliminar microorganismos. El peroxido de
hidrogeno puede reaccionar con el superoxido, generando radicales hidroxilo
(OH") y de oxigeno (*02), ambos altamente reactivos y toxicos (Diaz, 2006). El
incremento en la sintesis de SOD puede relacionarse a una alta concentracion
de especies reactivas de oxigeno que fueron generadas como defensa ante el
atague de un patdgeno precediendo una respuesta hipersensible o bien atacando

directamente al organismo (Taiz & Zeiger, 2006).

Superoxido dismutasa, catalasa y peroxidasa se estimulan ante la presencia de
condiciones desfavorables para las plantas de tomate como estrés hidrico y altas
temperaturas, Mazorra y Nufiez (2003) encontraron que la concentracién de
estas enzimas se incrementd cuando sometieron plantas jovenes de tomate a
estrés por altas temperaturas durante dos horas, mientras que Pérez (1999)
encontrd que la concentracion de peroxidasa y superéxido dismutasa se
incrementd en plantas de tomate cuando fueron sometidas a estrés por

inundacion durante 72 horas al inicio del periodo de floracion.
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SOBREEXPRESION DE ENZIMAS DE DEFENSA EN TOMATE POR INFECCION VIRAL
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RESUMEN

El ataque por fitopatdbgenos es una condicién desfavorable que generalmente activa una serie de
mecanismos de defensa de las plantas cuyo fin es detener, aminorar o contrarrestar la infeccion. La
presente investigacion se realiz6 con la finalidad de cuantificar la sintesis y/o actividad de fenoles totales
(FEN), fenilalanina amonioliasa (PAL), peroxidasas (POX), proteinas totales (PRO) y superéxido
dismutasa (SOD), en variedades de tomate Condor, susceptible a virosis (S), Raptor (S), Quetzal,
resistente (R), y 5999 (R), inoculadas con Virus del Rizado Amarillo del Tomate (TYLCV) y Virus del
Mosaico del Tabaco (TMV). El testigo absoluto no se inoculé. Se realizaron seis muestreos, se elaboré
polvo de acetonay a partir de ahi se realizo la determinacion enziméatica. El andlisis estadistico consistio
en un ANAVA factorial y en andlisis de correlaciéon. Las plantas infectadas indujeron mayor
sintesis/actividad de enzimas y metabolitos que las sanas, siendo TMV el mayor inductor para PAL y
SOD y teniendo efecto similar con TYLCV en FEN, POX y PRO. Los genotipos resistentes mostraron
mayor sintesis/actividad de los metabolitos en estudio que los genotipos susceptibles, siendo 5999
mejor para FEN, PRO y SOD, y Quetzal para PAL y POX. Se encontrd correlacion significativa en las
variedades Condor y Raptor, ambas susceptibles, para FEN /POX (r=0.47 y r=0.45) y FEN/PAL (r=0.27
y r=0.45), mientras que en Quetzal y 5999, ambas resistentes a virosis, la significancia fue para las
correlaciones FEN/POX (r=0.44 y r=0.58), SOD/PRO (r=0.71 y r=0.50), SOD/PAL (r=0.61 y r=0.52) y
PRO/PAL (r=0.64 y r=0.29). Se concluye que los virus estimularon mayor sintesis/actividad de los
metabolitos en estudio en las plantas enfermas que los sintetizados en plantas sanas. Ademas, las
variedades Quetzal y 5999, resistentes, mostraron mayor actividad enzimatica, contenido de
compuestos fendlicos y actuaron con mayor rapidez que las variedades Condor y Raptor, susceptibles.

Palabras clave: Solanum lycopersicum L., enzimas de defensa, TYLCV, VMT.
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SUMMARY

Plant pathogen attack is an unfavorable condition that usually triggers a series of defense mechanisms
in plants in order to stop, slow, or counteract the infection. The present research was carried out with
the aim of quantify the synthesis and/or activity of total phenols (FEN), phenylalanine ammonia lyase
(PAL), peroxidases (POX), total proteins (PRO), and superoxide dismutase (POX), in four tomato cvs.,
two virus susceptible, Condor and Raptor, and two virus resistant, Quetzal and 5999, inoculated with
the Tomato Yellow Leaf Curl Geminivirus (TYLCV) and the Tobacco Mosaic Tobamovirus (TMV). The
control was not inoculated. After six samplings acetone powder was obtained as the baseline for the
enzymatic studies. Statistical analysis included a factorial ANOVA and correlation analysis. Infected
plants induced more enzyme/metabolite synthesis/activity than the healthy ones. TMV induced the most
PAL and SOD activity, while TYLCV did it to FEN, POX, and PRO. Resistant genotypes showed more
synthesis/activity of the metabolites under study than the susceptible ones. Cultivar 5999 was the best
for FEN, PRO, and SOD, and cv. Quetzal for PAL and POX. Significant correlation was detected in
susceptible cvs. Condor and Raptor for FEN /POX (r=0.47 and r=0.45) and FEN/PAL (r=0.27 and
r=0.45), while for virus-resistant cvs. Quetzal and 5999 it was for FEN/POX (r=0.44 and r=0.58),
SOD/PRO (r=0.71 and r=0.50), SOD/PAL (r=0.61 and r=0.52) and PRO/PAL (r=0.64 and r=0.29). We
conclude that viruses stimulate more synthesis/activity of the metabolites under study in diseased plants
than in healthy ones. In addition, resistant cvs. Quetzal and 5999 showed more enzymatic activity and
phenolic compound content and acted sooner than susceptible cvs. Condor and Raptor.

Keywords: Solanum lycopersicum L., defense enzymes, TYLCV, TMV.

INTRODUCCION
El atague de patdgenos es una condicion desfavorable que generalmente activa una serie
de mecanismos de defensa cuyo fin es detener, aminorar o contrarrestar la infeccion (Madriz,

2002). Las plantas poseen mecanismos preformados y mecanismos inducidos de defensa. Los
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mecanismos inducidos de defensa se activan solamente como una respuesta al ataque de un
patdgeno e involucra cambios claros en el metabolismo relacionados con la biosintesis de
enzimas y metabolitos secundarios (Madriz, 2002). Los compuestos fendlicos (FEN) forman
parte integral de la estructura de la pared celular, principalmente de ligninas y suberinas para
resistencia, soporte mecanico y barreras protectoras contra infeccién microbiana, ademas de
proporcionar resistencia inducida por medio de fitoalexinas (Dai et al., 1995). La Fenilalanina
amonio-liasa (EC. 4.3.1.5; PAL) es precursora de la ruta de los fenilpropanoides. La PAL es
una enzima clave para la biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos, como las
fitoalexinas y lignina y puede ser determinante para la activacion de una gran cantidad de
mecanismos de defensa (Lozoya et al., 2007). La Peroxidasa (EC. 1.11.1.7; POX) es la enzima
gue cataliza la oxidacion de donadores de hidrogeno empleando como sustrato peroxido de
hidrégeno (Burnette, 1977). Existe un amplio nimero de proteinas incluyendo a las enzimas
gue se han descrito como parte de mecanismos de defensa de las plantas (Blanco-Labra &
Aguirre, 2002). La superoxido dismutasa (1.15.1.1; SOD) constituye una de las defensas
primarias contra es estrés oxidativo (Taiz & Zeiger, 2006).

El objetivo del presente fue cuantificar la sintesis/actividad de Fenoles, Proteina soluble,
Fenilalanina amonioliasa, Peroxidasa, y Superoxido dismutasa en variedades de tomate

resistentes y susceptibles inoculadas con TMV y TYLCV.

MATERIALES Y METODOS
Disefio experimental y tratamientos
Se estableci6 un disefio de tratamientos factorial 3X4 en un disefio experimental
completamente al azar (r=3). El factor virus tuvo como niveles; testigo/planta sana, planta

inoculada con Virus del Rizado Amarillo del Tomate (TYLCV) y Planta inoculada con Virus del
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Mosaico del Tabaco (TMV), mientras que el factor variedad: Condor, Raptor, Quetzal y 5999,
siendo éstas ultimas resistentes a Virus del Rizado Amarillo del Tomate (TYLCV) y Virus del
Mosaico del Tabaco (TMV) y las dos primeras susceptibles.
Inoculacion

Las plantas se establecieron bajo invernadero y la inoculacién se realizd tres semanas
después del trasplante. Los inoculos fueron obtenidos de plantas enfermas de tomate
previamente colectadas. La solucion virica fue preparada con hojas infectadas de cada virus y
solucion buffer Dieka (0.25M, pH 7), la dilucion fue 1:10. Se realizé una prueba Elisa (Agdia
Incorporated; Elkhart, Indiana) para confirmar la presencia de virus en las plantas.

Muestreo

Se tomaron muestras cada dos semanas iniciando diez dias después de la inoculacién hasta
completar seis muestreos (10, 25, 40, 55, 70 y 85 dias después de la inoculacion). Cada
muestreo consistio en la toma de 40 g de foliolos maduros del dosel medio de la planta. Cada
muestra se congel6 para el posterior andlisis.

Determinacion enzimatica

Para la determinacion de la actividad enzimatica se elabor6 polvo de acetona de acuerdo a
la metodologia desarrollada por Alia-Tejacal et al. (2002). A partir de 40 g de foliolo se
adicionaron 100 ml de acetona fria, se licué por 30 segundos y se filtr6 al vacio. Se repitio el
procedimiento anterior en seis ocasiones. El polvo se dejé secar a temperatura ambiente, se
registro el peso y fue congelado para el analisis enzimatico, el extracto de acetona se refrigero

para la determinacién de fenoles totales.
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Fenoles totales

La determinacién se realizé mediante la metodologia Folin-Ciocalteu descrito por Waterman
y Mole (1994). Se agregaron 150 pl de cada extracto en tubos de fondo plano. Se agregaron
850 pl de agua destilada y se agitd. Se afadieron 7 ml de agua destilada y 500 pl de reactivo
Folin-Ciocalteu (2N), se dejaron reposar durante ocho minutos, se adicioné 1.5 ml de
Carbonato de sodio (20 %), se mezcld y se dejé reposar por dos horas en completa oscuridad.
Concluidas las dos horas las muestras se leyeron a 760 nm (Genesys 10 UV Scanning, Thermo
scientific, Waltham, Massachusetts).
Fenilalanina amonioliasa

La determinacion de fenilalanina amonioliasa se realizé6 mediante la metodologia descrita por
Martinez-Téllez y Lafuente (1997). A partir de 0.1 g de polvo de acetona se agregaron 5 ml de
Buffer Tampoén Borato-Sodio (0.1 M, pH 8.8, 1 % Polivinilpirrolidona) + Mercaptoetanol
(0.12 %), se homogeneiz6 en frio (T25 Ultra turrax, IKA, Wilmington, USA), se filtré y la solucion
fue vertida en tubos de centrifuga. La mezcla se centrifugé (Sorvall RC 6+, Thermo scientific,
Waltham, Massachusetts) a 20 070 g, 4 °C durante 20 minutos. Se agreg6 sulfato de amonio
(0.46 g por ml de solucion) y se agitd vigorosamente. Los tubos fueron colocados en bafio de
hielo y agitados (Max Q 4450, Thermo scientific, Waltham, Massachusetts) durante 20 min a
15 °C, posteriormente centrifugados (Sorvall RC 6+, Thermo scientific, Waltham,
Massachusetts) a 20 070 g, 4 °C durante 20 minutos. Para el ensayo de la actividad PAL se
utilizaron dos series de tubos, en la serie 1 se agreg6 4 ml de agua bidestilada (pH 7.7) y 2 ml
de extracto, en la serie 2 se afiadid 3.4 ml de agua bidestilada (pH 7.7) y 2 ml de extracto,
ambas se llevaron a incubacion a 39 °C en baio maria. Se dejaron reposar por 10 min, a la

serie 2 se agrego 600 pl de L-fenilalanina, se agitaron y fueron tomadas ambas lecturas a 290
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nm (Genesys 10 UV Scanning, Thermo scientific, Waltham, Massachusetts). Se dejo reposar
2 hrs incubando a 39 °C y se tom¢ la lectura nuevamente.
Peroxidasa

La actividad de peroxidasa se determind de acuerdo a la metodologia propuesta por Flukey
y Jen (1978). A partir de 0.05 de polvo de acetona en tubos de fondo plano, se agregaron 5 ml
de TRIS-HCI + PVP (0.1 M, pH 7.1, 1 % Polivinilpirrolidona). La mezcla fue homogenizada en
frio (T25 Ultra turrax, IKA, Wilmington, USA) durante 30 s. La mezcla fue centrifugada (Sorvall
RC 6+, Thermo scientific, Waltham, Massachusetts) a 22 617 g, 4 °C durante 30 minutos. El
ensayo de actividad enzimatica consistio en: afadir 2.5 ml de TRIS-HCI (0.1 M, pH 7.1), 0.1 ml
de Perdéxido de hidrogeno (0.25 %), 0.25 ml de Guaiacol (0.1 M) y 0.15 ml de muestra. Tomar
las lecturas a los 30, 60, 90 y 120 s a 470 nm en el espectrofotometro (Genesys 10 UV
Scanning, Thermo scientific, Waltham, Massachusetts).
Proteina Soluble

Se empled la metodologia propuesta por Bradford (1976). A partir de 0.05 de polvo de
acetona en tubos de fondo plano, se agregaron 5 ml de TRIS-HCI + PVP (0.1 M, pH 7.1, 1 %
Polivinilpirrolidona). La mezcla fue homogenizada en frio T25 Ultra turrax, IKA, Wilmington,
USA) durante 30 s. La mezcla fue centrifugada (Sorvall RC 6+, Thermo scientific, Waltham,
Massachusetts) a 22 617 g, 4 °C durante 30 minutos. A tubos de fondo plano se agregaron 5
ml de reactivo Bradford + 0.1 ml de extracto, se dejaron reposar por 12 minutos en ausencia
de luz y se leyeron a 595 nm.
Superoxido dismutasa

La determinacion de Superéxido dismutasa se realiz6 mediante la metodologia descrita por

Beyer y Fridovich (1987). A partir 0.05 g de polvo de acetona en tubos de fondo plano, se
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anadieron 5 ml de Buffer Fosfatos (0.01M, pH 7.8). La mezcla fue homogenizada en frio T25
Ultra turrax, IKA, Wilmington, USA) durante 30 s. La mezcla fue centrifugada (Sorvall RC 6+,
Thermo scientific, Waltham, Massachusetts) a 22 617 g, 4 °C durante 30 minutos. En ausencia
de luz se prepar6 una mezcla con: 81 ml de Buffer Fosfatos + EDTA (0.01M, pH 7.8), 4.5 ml de
L-metionina, 3 ml de Nitrotetrazolium blue y 2.25 ml de Triton X-100. A tubos de rosca se
anadieron 3 ml de la mezcla anterior y 500 pl de muestra, tres tubos mas fueron tomados como
blanco y se les afiadié 3 ml de mezcla y 500 ul de Buffer Fosfatos (0.1M, pH 7.8), se agitaron
y a todos se les agregd 30 pl de riboflavina. Bien agitados se sometieron a luz fluorescente
durante siete minutos. El cambio de absorbancia se leyé a 560 nm.
Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis System,
9.0), el cual consistio en ANAVA y comparaciones de medias de Tukey (a=0.05) por variedad
para cada fecha de muestreo, mientras que para conocer la relacion entre enzimas se realizo

un analisis de correlacion general y otro por variedad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fenoles Totales

Se registré un incremento en el contenido de fenoles totales en funcion del tiempo. En la
variedad Condor (S) los tratamientos con virus (TYLCV y TMV) indujeron mayor sintesis de
fenoles (Tukey, P<0.05) alos 10 y 55 ddi, posteriormente la induccion de compuestos fendlicos
fue igual o ligeramente mayor en las plantas que no fueron inoculadas (Figura 1a, Cuadro 2)).
En la variedad Raptor (S) no hubo diferencias estadisticas significativas (Tukey, P<0.05) entre
las plantas inoculadas y las no inoculadas a los 10, 25, 40 y 85 ddi, el tratamiento testigo mostré
menor sintesis de compuestos fenolicos con relacion a plantas con virus a los 55 ddi, mientras
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gue a los 70 ddi indujo la misma cantidad que plantas inoculadas con TMV, por lo tanto no
existi6 diferencia notoria entre tratamientos con o sin virus (Figura 1B, Cuadro 2). Los
tratamientos con virus en la variedad Quetzal (Figura 1C, Cuadro 2) indujeron mayor sintesis
de fenoles con relacion al testigo a los 25, 40 y 55 ddi, mientras que a los 10, 70 y 85 ddi no

existi6 diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Tukey, P<0.05).
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Figura 1. Contenido de fenoles totales; A, Condor (S); B, Raptor (S); C,Quetzal (R) y D, 5999
(R); —=— Testigo, —#— TYLCV, —#— TMV.

En la variedad 5999 (Figura 1D, Cuadro 2) los tratamientos con virus indujeron mayor sintesis
de fenoles que el testigo a los 25, 40, 55y 70 ddi. A los 10 ddi el testigo y las plantas inoculadas
con TMV mostraron mayor contenido de compuestos fendlicos, mientras que a los 85 ddi no

existieron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos.
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Respecto al comportamiento entre variedades, la variedad 5999 indujo mayor sintesis de
compuestos fendlicos que el resto, las dos variedades susceptibles (Condor y Raptor) tuvieron
un comportamiento similar, mientras que Quetzal, que al igual que 5999 es resistente, mostro
una baja sintesis de compuestos fendlicos con relacion al resto (Figura 1). El genotipo tiene
influencia sobre los mecanismos de defensa de las plantas, la sintesis de fenoles son
asociados a la caracteristica de resistencia/susceptibilidad del genotipo (Lozoya et al., 2007),

siendo mayor en genotipos resistentes que en susceptibles (Dai et al., 1995).

Fenilalanina amonioliasa

La actividad de fenilalanina amonio-liasa fue variable en funcion del tiempo. La variedad
Condor (S) inoculada con virus presentd mayor actividad de PAL a los 10 ddi, siendo TYLCV
el que indujo mas actividad respecto a TMV, posteriormente el testigo y las plantas inoculadas
indujeron actividad ezimatica muy similar; a los 25 y 85 ddi las plantas inoculadas con TYLCV
y el testigo no mostraron diferencias estadisticas (Tukey, P<0.05) respecto al tratamiento con
TMV, el cual presenté mayor actividad. Mientras que a los 40 y 55 ddi el tratamiento con TYLCV
fue diferente estadisticamente del plantas inoculadas con TMV y el testigo. A los 70 ddi la
actividad de PAL no tuvo diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Figura 2A,
Cuadro 3). Se registro baja diferencia entre plantas inoculadas de las no inoculadas, lo que
sugiere que el efecto de los virus no induce mayor sintesis de compuestos fendlicos. El
comportamiento de la variedad Raptor (S) fue variable, TMV fue el virus que indujo mayor
actividad enzimatica a partir de los 25 ddi. El testigo increment6 la actividad de PAL entre los
10 y 25 ddi, posteriormente ésta disminuy6é considerablemente con relacion a las plantas
inoculadas con TMV, mientras que tuvo actividad ligeramente menor con respecto a TYLCV

(Figura 2B, Cuadro 3). En la variedad resistente Quetzal las plantas inoculadas con TYLCV
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presentaron la mayor actividad a los 10 ddi, sin embargo ésta fue disminuyendo con el paso
de los dias, llegando a los 85 ddi donde no tuvo diferencias estadisticas (Tukey, P<0.05) con
el testigo. El tratamiento con TMV fue el que a partir de los 40 ddi indujo la mayor actividad
enzimatica incrementandose en funcion del tiempo, obteniéndose la mayor actividad a los 85
ddi. El tratamiento testigo indujo incremento ligero de la actividad enzimatica, manteniéndose

estable (Figura 2C, Cuadro 3).
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Figura 2. Actividad de PAL; A, Condor (S); B, Raptor (S); C,Quetzal (R) y D, 5999 (R); —=—
Testigo, —#— TYLCV, —#— TMV.

En la variedad 5999 (R), las plantas inoculadas con TYLCV mostraron mayor induccion en la

actividad de PAL a los 10, 25, 55 y 70 ddi, mientras que la plantas no inoculadas mostraron
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mayor actividad a los 85 ddi. La induccion por TMV fue baja y se mantuvo ligeramente estable
con respecto al testigo y a TYLCV, mostrando mayor sintesis que el testigo a los 55 ddi (Figura
2D, Cuadro 3).

Respecto al comportamiento entre variedades se tuvo lo esperado (Lozoya et al., 2010),
variedades resistentes (Quetzal y 5999; Figura 2C y 2D) mostraron una reaccioén a la infecciéon
inmediata induciendo mayor actividad de PAL con relacién a variedades susceptibles (Figura
2Ay 2B).

Peroxidasa

La actividad especifica de Peroxidasa fue variable, en el genotipo Condor, los tratamientos
tuvieron un comportamiento similar durante los primeros 40 dias (Tukey, P<0.05), a partir de
ahi las plantas inoculadas con TYLCV mostraron un incremento considerable con respecto a
las plantas inoculadas con TMV y al testigo. A los 85 ddi todos los tratamientos disminuyeron
la actividad de POX, lo cual se atribuye a senescencia, mientras que el punto maximo de
actividad se registr6 a los 70 ddi. El testigo y el tratamiento con TMV tuvieron un
comportamiento similar a excepcion de ligeras diferencias a los 55 y 85 ddi, donde el
tratamiento con TMV mostré mayor actividad especifica de POX (Figura 3A, Cuadro 4). En
este genotipo se determina que el efecto de virus induce mayor actividad especifica de
peroxidasa como mecanismo de defensa. La actividad especifica de POX en la variedad
Raptor (S) se fue incrementando en funcién del tiempo, la mayor actividad se registro a los 70
ddi para todos los tratamientos. Existieron diferencias estadisticas significativas (Tukey,
P<0.05) entre tratamientos, el testigo indujo mayor sintesis que los tratamientos con virus a los
10, 55 y 85 ddi (fase inicial, intermedia y final del cultivo), mientras que plantas inoculadas con
TYLCV tuvieron actividad enzimatica inferior al testigo a excepcion de un periodo (70 ddi). El
tratamiento con TMV fue el que en promedio indujo menor actividad de POX (a los 10, 55, 70
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y 85 ddi), sin embargo mostro actividad enzimatica estable con el paso del tiempo, lo que no

ocurrié con los otros tratamientos ya que fueron muy variables (Figura 3B, Cuadro 4).
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Figura 3. Actividad de POX; A, Condor (S); B, Raptor (S); C,Quetzal (R) y D, 5999 (R); —=—
Testigo, —#— TYLCV, —#—= TMV.

Se registro actividad variable de POX en la variedad Quetzal (R), las plantas inoculadas con
TMV mostraron una alta actividad especifica con relacion a las plantas inoculadas con TYLCV
y alas noinoculadas. A los 10 ddi el comportamiento de los tres tratamientos fue similar siendo
estadisticamente mayor las plantas inoculadas (TMV y TYLCV), para los 25 ddi las plantas
correspondientes al testigo tuvieron actividad enzimatica mayor que las plantas con virus, sin
embargo a partir de los 40 ddi fue el TMV el que indujo la mayor actividad enzimatica registrada
para la variedad quetzal y en general de las cuatro variedades evaluadas. La disminucion

registrada a los 85 ddi se atribuye al efecto de senescencia en la planta (Verdecia et al., 2012).
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El comportamiento se las plantas inoculadas con TYLCV vy el testigo fueron estadisticamente
diferentes entre si, sin embargo los valores fueron cercanos entre ellos y distantes de las
plantas inoculadas con TMV (Figura 3C, Cuadro 4).

La variedad 5999 (R) presenté mayor actividad especifica de POX en plantas inoculadas con

virus a partir de los 40 ddi, siendo las plantas con TYLCV las que alcanzaron el pico de
actividad a los 70 ddi. Las plantas inoculadas con TMV mostraron actividad mas estable con
relacion al resto, mientras que el testigo tuvo actividad variable, siendo estadisticamente
superior a los tratamientos con virus los primeros 25 ddi, disminuyendo su actividad a los 40 y
55 ddi para después incrementarla nuevamente a los 75 ddi. En este genotipo se determina
gue el efecto de virus induce mayor actividad enzimatica de peroxidasa como mecanismo de
defensa.

La condicion resistencia/susceptibilidad del genotipo fue evidente en la variedad Quetzal
(Figura 3C) la cual tuvo mayor actividad especifica de POX que las variedades susceptibles
(Figuras 3A y 3B), sin embargo, la variedad 5999 (Figura 3D) tuvo un comportamiento similar
gue las variedades susceptibles, lo cual puede deberse a otros factores como la severidad de
la infeccion. El genotipo tiene influencia sobre los mecanismos de defensa de las plantas, la
sintesis de fenoles, enzimas como fenilalanina amonio-liasa y peroxidasa y proteinas son
asociados a la caracteristica de resistencia/susceptibilidad del genotipo (Lozoya et al., 2007),

siendo mayor en genotipos resistentes que en susceptibles (Fortunato et al., 2015).

Proteina soluble

Se registré un comportamiento variable en el contenido de proteinas. En la variedad Condor
(S) (Figura 4A, Cuadro 5) los tratamientos con virus (TYLCV y TMV) indujeron mayor sintesis
de proteinas con respecto a las plantas no inoculadas hasta los 40 ddi. A partir de los 55 ddi
el testigo registré6 mayor contenido, alcanzando el mismo comportamiento a los 85 ddi (sin
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diferencias estadistica significativas (Tukey, P<0.05)). Se determind que los virus tienen efecto

sobre la induccién de proteinas en las primeras etapas de la infeccion.
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Figura 4. Contenido de Proteinas; A, Condor (S); B, Raptor (S); C,Quetzal (R) y D, 5999 (R);
—8— Testigo, ~#— TYLCV, —#— TMV.

La variedad Raptor (S), tuvo un comportamiento distinto, las plantas no inoculadas
registraron bajo contenido de proteinas hasta los 70 ddi donde se incrementd notoriamente.
En los tratamientos con virus el contenido de proteinas fue similar a los 40, 55 y 70 ddi, las
plantas inoculadas con TYLCV alcanzaron el mayor valor a los 25 ddi y el menor a los 70,
mientras que las plantas inoculadas con TMV alcanzaron su menor valor a los 25 ddi y el mayor

alos 85 ddi. Se determiné que los virus tienen influencia directa sobre el contenido de proteinas
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en las plantas induciendo mayor sintesis con respecto a las plantas sanas (Figura 4B, Cuadro
5). La variedad Quetzal registr6 comportamiento variable en contenido de proteinas, las
plantas inoculadas con TMV registraron el mayor contenido de proteinas al inicio de la infeccion
con respecto a los otros tratamientos, sin embargo con el paso del tiempo éste fue
disminuyendo considerablemente e incrementando nuevamente al finalizar el periodo de
evaluacion (85 ddi). Las plantas inoculadas con TYLCV fueron superiores al testigo hasta los
55 ddi, a partir de ahi se tuvo un comportamiento similar al testigo. Este Gltimo tuvo un
comportamiento mas estable con relacion a los tratamientos con virus, mostrando un ligero
incremento a partir de los 55 ddi. Los tratamientos con virus indujeron mayor sintesis de
proteinas con relacién al testigo en los primeros dias después de inoculacion (Figura 4C,
Cuadro 5). En la variedad 5999 las plantas inoculadas con virus mostraron una mayor sintesis
de proteina soluble los primeros dias después de inoculacion con referencia a las plantas
sanas, siendo TMV el virus que indujo mayor sintesis en la etapa inicial, sin embargo, el
contenido de proteinas se redujo abruptamente a los 40 ddi, cayendo por debajo de los otros
tratamientos, se incrementd nuevamente a partir de los 55 ddi. El tratamiento con TYLCV
mostré un comportamiento de campana invertida, alta sintesis al inicio, baja al medio y alta al
final, aunque por debajo de los otros tratamientos (TMV y testigo). Las plantas no inoculadas
(testigo) se mantuvieron estables (Figura 4D, Cuadro 5).

La condicion resistencia/susceptibilidad del genotipo fue evidente en las variedades
resistentes (Quetzal, Figura 4C; 5999, Figura 4D) ya que, con respecto de las susceptibles,
registraron mayor contenido de proteina soluble al inicio de la infeccion (10 ddi) y corroboran
lo descrito en otros estudios (Lozoya et al.,, 2010) en los que se indica que los genotipos

resistentes responden antes y con mayor intensidad que los genotipos susceptibles.
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Superoéxido dismutasa

La superdxido dismutasa tuvo un comportamiento general similar, en la variedad Condor
(Figura 5A, Cuadro 6) la actividad de SOD fue alta en las plantas inoculadas con virus, siendo
TMV el virus que indujo mayor actividad enzimatica, sin embargo, esta elevada actividad no
fue constante ya que a partir de los 25 ddi la actividad disminuy6 drasticamente en un 80%.
Las plantas inoculadas con TYLCV tuvieron menor actividad que las plantas inoculadas por
TMV pero mayor que el testigo, al igual que TMV mostraron disminucion a los 25 ddi y partir
de los 40 ddi fue el tratamiento que indujo mayor actividad enzimética hasta los 70 ddi en
donde ya no existieron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey,
P<0.05). El testigo, al igual que los tratamientos con virus, tuvo la maxima actividad de SOD a
los 10 ddi, disminuyendo con el paso de los dias y a partir de los 55 ddi incrementando
ligeramente. Se determin6 que los virus inducen mayor actividad de SOD. En la variedad
Raptor las plantas inoculadas con TMV presentaron mayor actividad enzimatica a los 10, 55,
70 y 85 ddi, en los que a partir de los 55 ddi no tuvo diferencias estadisticas significativas con
las plantas inoculadas con TYLCV. El testigo tuvo alta actividad enzimatica los primeros 40
ddi, posteriormente disminuy6 hasta los 85 ddi en los cuales no tuvo diferencias estadisticas
significativas con los tratamientos con virus. El tratamiento con el virus TYLCV tuvo alta
actividad enzimatica a partir de los 25 ddi teniendo un comportamiento estable durante todo el
periodo. Los virus propician mayor actividad enzimética con relacion a plantas sanas, sin
embargo este comportamiento es mas visible a partir de los 25 ddi (Figura 5B, Cuadro 6). En
la variedad Quetzal las diferencias estadisticas significativas se encontraron a los 10 ddi,
siendo las plantas inoculadas con TMV las que registraron mayor actividad de SOD, seguidas

por las inoculadas con TYLCV, a los 25, 40 y 55 ddi el comportamiento entre tratamientos fue
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similar estadisticamente, y a los 70 t 85 ddi las plantas con virus tuvieron mayor actividad

enzimatica que las plantas no inoculadas (Figura 5C, Cuadro 6).
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Figura 5. Actividad de SOD; A, Condor (S); B, Raptor (S); C,Quetzal (R) y D, 5999 (R); -—=—
Testigo, =&— TYLCV, —#— TMV.

La actividad de SOD en la variedad 5999 fue alta a los 10 ddi para los tres tratamientos,
siendo TYLCV el virus que indujo mayor actividad, seguido del virus TMV. A los 25, 55y 85
ddi plantas inoculadas con TYLCV y plantas no inoculadas no mostraron diferencias
estadisticas significativas, mientras que a los 70 ddi no hubo diferencia entre tratamientos. Se

determiné que los virus inducen mayor actividad enzimatica de SOD con relacion al testigo al
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inicio de la infeccion, posteriormente la diferencia entre la actividad por induccion por virus y
actividad en plantas sanas es variable (Figura 5D, Cuadro 6).

El comportamiento de las variedades resistentes ante el ataque del virus fue el esperado
(Figura 5C y 5D); alta actividad enzimatica al inicio de la infeccion, la variedad susceptible
Raptor (Figura 5B) mostrd una respuesta mas baja a la infeccion (Lozoya et al., 2010), la
variedad Condor no mostré el comportamiento esperado ya que presentd actividad enzimética
muy elevada al inicio de la infeccion (Figura 5A).

Anélisis de correlacion

Las correlaciones significativas encontradas se registran en el Cuadro 1. La correlacion
FEN/POX se registré para el analisis general y en las cuatro variedades evaluadas, siendo
mayor en la variedad resistente 5999.

Cuadro 1. Coeficientes de correlacion (r) con significancia estadistica entre variables.

Variedad Resistencia r
FEN/POX General 0.41
Condor S 0.47
Raptor S 0.45
Quetzal R 0.44
5999 R 0.58
FEN/PAL Condor S 0.27
Raptor S 0.45
FEN/SOD General -0.33
Quetzal R -0.37
5999 R -0.59
SOD/PRO General 0.43
Quetzal R 0.71
5999 R 0.50
SOD/PAL General 0.32
Quetzal R 0.61
5999 R 0.52
PRO/PAL General 0.30
Quetzal R 0.64
5999 R 0.29

S, susceptible; R, resistente.
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La correlacion FEN/PAL solo fue significativa en variedades susceptibles, siendo superior en
la variedad Raptor, mientras que las correlaciones significativas entre FEN/SOD, SOD/PRO,
SOD/PAL y PRO/PAL solo se encontraron en el andlisis general y en las variedades
resistentes, siendo superior la variedad 5999 para la primera y Quetzal para las restantes. De
acuerdo a lo anterior se observa que las variedades susceptibles tuvieron Unicamente dos
correlaciones significativas correspondientes mientras que las variedades resistentes tuvieron

cinco correlaciones significativas entre variables (Cuadro 1).

CONCLUSIONES
Los virus indujeron mayor sintesis/actividad de compuestos y enzimas en las plantas
infectadas que los sintetizados en plantas sanas. Las variedades resistentes (Quetzal y 5999)
mostraron mayor actividad enzimética, contenido de compuestos fendlicos y proteina soluble,
y actuaron con mayor rapidez que las variedades susceptibles (Condor y Raptor). Se encontrd
relacion entre enzimas, proteinas solubles y compuestos fendlicos, siendo mayor en

variedades resistentes que en susceptibles.
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Apéndice 1. Comparacion de medias

APENDICES

Cuadro 2. Comparacion de medias para Fenoles Totales (FEN).

Variedad Virus

Dias después de inoculacion

10 25 40 55 70 85

Testigo 0.9240 b? 1.5300 a 1.1547 a 15938 b 19671 a 3.0227 a

Condor TYLCV 15016 a 1.0996 ¢ 1.4930 a 1.9464 a 2.1168 a 2.4770 b

SY  tMv 09471 b 13183 b 15099 a 1.8742 a 18718 a 2.4568 b
DMSH 0.1363 0.2085 0.3639 0.2535 0.381 0.3725

Testigo 1.2561 ab 1.1154 a 15428 a 14563 b 1.9605 b 2.5565 a

Raptor TYLCV 1.4054 a 1.2562 a 1.6019 a 2.1027 a 2.3499 a 2.8638 a

S v 1.0444 b 1.4064 a 1.7183 a 2.1510 a 1.6363 b 2.3117 a
DMSH  0.3099 0.3328 0.6044 0.4637 0.3600 1.2042

Testigo 1.0695 a 09715 b 1.0382 b 15752 b 16242 a 2.1997 a

Quetzal TYLCV 1.1617 a 1.1022 b 1.3830 ab 2.0402 a 1.6369 a 2.2371 a

® vy 1.0321 a 1.3808 a 1.7008 a 1.9672 a 1.6968 a 2.0695 a
DMSH 0.2176 0.1710 0.4883 0.2290 0.2784 0.5870

Testigo 1.0481 a 1.2797 a 1.3079 ¢ 1.8890 b 20621 a 3.1752 a

5999 TYLCV 0.7965 b 1.7843 a 1.6183 b 2.7263 a 2.4066 a 2.6310 a

R tMv 09819 a 14355 a 1.8893 a 21114 ab 21219 a 24973 a
DMSH  0.0836 0.6944 0.1424 0.8161 0.5421 0.9543

Z Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son diferentes estadisticamente
(p=<0.05). DMSH= diferencia minima significativa para la prueba de Tukey.
Y S= susceptible, R= resistente.
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Cuadro 3. Comparacién de medias para Fenilalanina amonio-liasa (PAL).

Variedad Virus

Dias después de inoculacién

10 25 40 55 70 85

Testigo 0.0009 c* 0.0029 b 0.0025 b 0.0047 0.0050 a 0.0034 b

Condor TYLCV 0.0055 a 0.0028 b 0.0052 a 0.0073 a 0.0044 a 0.0025 b

() ™V 0.0035 b 0.0056 a 0.0019 b 0.0041 0.0060 a 0.0053 a
DMSH 0.0002 0.0014 0.0014 0.0009 0.0017 0.0015

Testigo 0.0012 b 0.0058 a 0.0016 b 0.0023 0.0045 b 0.0075 ab

Raptor TYLCV 0.0095 a 0.0025 b 0.0042 a 0.0047 b 0.0046 b 0.0060 b

(S) T™MV 0.0014 b 0.0055 a 0.0047 a 0.0073 a 0.0092 a 0.0091 a
DMSH 0.0003 0.0010 0.0010 0.0023 0.0015 0.0031

Testigo 0.0027 ¢ 0.0021 b 0.0038 a 0.0048 0.0044 b 0.0040 b

Quetzal TYLCV 0.0167 a 0.0104 a 0.0018 b 0.0029 ¢ 0.0008 ¢ 0.0032 b

®) T™MV 0.0123 b 0.0022 b 0.0042 a 0.0063 0.0101 a 0.0127 a
DMSH 0.0002 0.0006 0.0013 0.0013 0.0018 0.0020

Testigo 0.0098 b 0.0032 b 0.0077 a 0.0027 b 0.0029 ¢ 0.0157 a

5999  TYLCV 0.0108 a 0.0133 a 0.0044 b 0.0075 a 0.0092 a 0.0053 b

(R) T™V 0.0080 ¢ 0.0038 b 0.0022 b 0.0063 a 0.0049 b 0.0046 b
DMSH 0.0003 0.0010 0.0016 0.0017 0.0019 0.0018

Z Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son

(p=<0.05). DMSH= diferencia minima significativa para la prueba de Tukey.
¥ S= susceptible, R= resistente.

diferentes estadisticamente
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Cuadro 4. Comparacién de medias para Peroxidasa (POX).

Dias después de inoculacion

Variedad Virus
10 25 40 55 70 85

Testigo 0.1139 a* 0.0222 a 0.0506 b 0.0437 ¢ 0.1551 b 0.0973 c

Condor TYLCV 0.0521 b 0.0263 a 0.0351 ¢ 0.2286 a 0.2950 a 0.1861

y
(S) TMV 0.1006 a 0.0279 a 0.0555 a 0.1057 b 0.1541 b 0.1174
DMSH 0.0183 0.0087 0.0040 0.0042 0.0095 0.0093

Testigo 0.1730 a 0.0618 b 0.0751 b 0.2680 a 0.2688 b  0.1985 a

Raptor TYLCV 0.1383 b 0.0493 b 0.0287 ¢ 0.1686 b 0.3562 a 0.1793

) TmMv 00686 ¢ 00802 a 01516 a 01475 ¢ 0.2552 ¢ 0.1449
DMSH 0.0126 0.0143 0.0032 0.0037 0.0065 0.0089

Testigo 0.0774 b 0.1862 a 0.0364 ¢ 0.1721 b 0.1433 ¢  0.2356

Quetzal TYLCV 0.1166 a 0.0567 b 0.1008 b 0.1129 ¢ 0.2267 b 0.1076 c

®) TMV 0.1103 a 0.0323 b 05375 a 05663 a 0.3172 a 0.2815
DMSH 0.0228 0.0343 0.0017 0.0026 0.0084 0.0087

Testigo 0.1710 a 0.1313 a 0.0347 ¢ 0.0408 ¢ 0.2363 b 0.1573 b

5999  TYLCV 0.0483 b 0.0619 b 0.0900 b 0.3054 a 0.3892 a  0.3267

(R) TMV 0.0334 ¢ 0.0305 c¢ 0.2464 a 0.2057 b  0.2310 b 0.0987 c
DMSH 0.0135 0.0080 0.0042 0.0050 0.0125 0.0075

Z Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son diferentes estadisticamente
(p<0.05). DMSH= diferencia minima significativa para la prueba de Tukey.
¥ S= susceptible, R= resistente.
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Cuadro 5. Comparacién de medias para Proteinas (PRO).

Variedad Virus

Dias después de inoculacion

10 25 40 55 70 85

Testigo 1599.1 b? 1333.0 ¢ 27927 b 25884 a 28516 a 28585 a

Condor TYLCV 29322 a 39839 a 40429 a  2127.8 a 17399 b 25171 a

S Tmv 29411 a 27461 b 19359 ¢ 20291 a 16165 b  2969.5 a
DMSH 142.7 262.7 92.9 982.4 347.8 5445

Testigo 17747 ¢ 1336.8 b 13314 ¢ 1001.0 b 33986 a  2669.3 b

Raptor TYLCV 21702 b  3691.9 a 17522 b  2057.9 a 14643 ¢  2698.1 b

) Tmv 31958 a 9229 ¢ 20977 a  1968.8 a 1949.6 b  3489.0 a
DMSH 156.5 175.5 110.8 232.5 376.4 464.6

Testigo 1810.8 ¢  1084.6 ¢ 1513.7 ab 13889 b 1527.4 b  2232.0 a

Quetzal TYLCV 2553.0 b 31450 a 15137 a  1890.7 a 11312 ¢  2439.0 a

R tmv 47368 a 25418 b 13218 b 14068 b 22484 a  2709.0 a
DMSH 202.9 130.7 124.8 304.9 391.8 522.0

Testigo 1680.6 c 1047.6 ¢ 19952 a 1805.7 b 1682.3 b  3109.3 a

5099 TYLCV 33740 b 30778 b 18619 b 12052 ¢ 12148 ¢  2450.0 a

R TMv 54000 a 44459 a 12162 ¢ 30668 a 24321 a 29613 a
DMSH 67.5 247.6 167.4 224.3 270.8 691.6

Z Medias seguidas con la misma letra en

cada columna no son diferentes estadisticamente
(p<0.05). DMSH= diferencia minima significativa para la prueba de Tukey.
¥ S= susceptible, R= resistente.
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Cuadro 6. Comparacion de medias para Superoxido dismutasa (SOD).

Variedad Virus

Dias después de inoculacion

10 25 40 55 70 85
Testigo 59.76 ¢ 3323 ab 2166 b 1694 b 4068 a  42.29
Condor TYLCV 9440 b 3534 a  56.92 a 3435 a 4192 a 4553

S Tmv 12480 a 2367 b 2787 b 1561 b 3899 a 4150 a
DMSH 5.00 10.03 8.79 4.42 10.55 14.13

Testigo 73.18 b  41.69 a 4405 a 1559 b 1825 b 4537 a

Raptor TYLCV 4761 ¢  36.84 ab 4133 a 2047 ab 4394 a 4599 a
) tmv 8507 a 3095 b 1712 b 2482 a 3192 a  51.89
DMSH 491 10.54 10.38 6.51 12.65 10.74

Testigo 53.38 ¢  39.89 a 3509 a 1961 a 2128 b 36.01 b
Quetzal TYLCV 78.34 b  47.91 a 2826 a 2327 a 3277 a  54.96
R tmv 9861 a 1850 b 3463 a 1943 a 3726 a  40.09
DMSH 2.63 12.54 11.67 8.49 9.29 12.00

Testigo 83.70 c 43.25 ab 53.89 a 2573 b 25.82 a 51.89 a

5099 TYLCV 114.01 a 5385 a 2924 b 2549 b 3689 a 4529 a
R TmMv 9914 b 3902 b 3963 b 4528 a 2934 a  29.14
DMSH 4.43 12.34 10.98 9.63 11.52 14.90

Z Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son diferentes estadisticamente
(p<0.05). DMSH= diferencia minima significativa para la prueba de Tukey.
¥ S= susceptible, R= resistente.
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Apéndice 2. Andlisis de varianza

Cuadro 7. Analisis de varianza de Fenoles (FEN), variedad Condor.

SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi
Virus 2 0.64177658 0.32088829 108.48* <.0001
Error 6 0.01774874 0.00295812
Corrected Total 8 0.65952532
CVv 4.83789
25 ddi
Virus 2 0.27793449 0.13896724 20.06* 0.0022
Error 6 0.04155585 0.00692598
Corrected Total 8 0.31949034
CV 6.324954
40 ddi
Virus 2 0.24089954 0.12044977 5.71* 0.0409
Error 6 0.12658572 0.02109762
Corrected Total 8 0.36748526
CVv 10.48057
55 ddi
Virus 2 0.20810769 0.10405384 10.16* 0.0118
Error 6 0.06142569 0.01023762
Corrected Total 8 0.26953338
Cv 5.606222
70 ddi
Virus 2 0.09146456 0.04573228 1.98™ 0.219
Error 6 0.13877428 0.02312905
Corrected Total 8 0.23023884
CV 7.660637
85 ddi
Virus 2 0.61850942 0.30925471 13.98* 0.0055
Error 6 0.13268226 0.02211371
Corrected Total 8 0.75119168
CVv 5.606969

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hipétesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 8. Analisis de varianza de Fenoles (FEN), variedad Raptor.

SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi
Virus 2 0.19750475 0.09875237 6.46* 0.0319
Error 6 0.09178978 0.01529830
Corrected Total 8 0.28929453
Ccv 10.01256
25 ddi
Virus 2 0.12706568 0.06353284 3.6™ 0.0939
Error 6 0.10585902 0.01764317
Corrected Total 8 0.23292470
CcVv 10.54717
40 ddi
Virus 2 0.04785766 0.02392883 0.41™ 0.6803
Error 6 0.34925961 0.05820993
Corrected Total 8 0.39711727
CcVv 14.88396
55 ddi
Virus 2 0.90287302 0.45143651 13.17* 0.0064
Error 6 0.20561266 0.03426878
Corrected Total 8 1.10848568
CVv 9.726061
70 ddi
Virus 2 0.76603650 0.38301825 18.55* 0.0027
Error 6 0.12389635 0.02064939
Corrected Total 8 0.88993285
CcVv 7.249428
85 ddi
Virus 2 0.45917891 0.22958945 0.99™ 0.4239
Error 6 1.38639701 0.23106617
Corrected Total 8 1.84557592
CcVv 18.65089

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hip6tesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 9. Analisis de varianza de Fenoles (FEN), variedad Quetzal.

SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi
Virus 2 0.02666238 0.01333119 1.77™ 0.2493
Error 6 0.04527488 0.00754581
Corrected Total 8 0.07193726
Ccv 7.985779
25 ddi
Virus 2 0.26228267 0.13114133 28.13* 0.0009
Error 6 0.02797207 0.00466201
Corrected Total 8 0.29025474
CV 5.929564
40 ddi
Virus 2 0.65892264 0.32946132 8.67* 0.017
Error 6 0.22793502 0.03798917
Corrected Total 8 0.88685766
CVv 14.18545
55 ddi
Virus 2 0.37533228 0.18766614 22.46* 0.0016
Error 6 0.05014180 0.00835697
Corrected Total 8 0.42547408
CV 4912544
70 ddi
Virus 2 0.00901692 0.00450846 0.37™ 0.7086
Error 6 0.07409245 0.01234874
Corrected Total 8 0.08310936
CV 6.724065
85 ddi
Virus 2 0.04648028 0.02324014 0.42™ 0.673
Error 6 0.32939696 0.05489949
Corrected Total 8 0.37587724
CcVv 10.80362

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hip6tesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 10. Analisis de varianza de Fenoles (FEN), variedad 5999.

SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi
Virus 2 0.10205816 0.05102908 45.78* 0.0002
Error 6 0.00668772 0.00111462
Corrected Total 8 0.10874588
Ccv 3.543652
25 ddi
Virus 2 0.40056911 0.20028455 2.61m™ 0.1532
Error 6 0.46103333 0.07683889
Corrected Total 8 0.86160244
CcVv 18.48208
40 ddi
Virus 2 0.50781775 0.25390887 78.62* <.0001
Error 6 0.01937691 0.00322949
Corrected Total 8 0.52719466
CcVv 3.540402
55 ddi
Virus 2 1.12853825 0.56426912 5.32%* 0.0469
Error 6 0.63679305 0.10613217
Corrected Total 8 1.76533130
CVv 14.52931
70 ddi
Virus 2 0.20332538 0.10166269 2.17"™ 0.1953
Error 6 0.28096673 0.04682779
Corrected Total 8 0.48429211
CcVv 9.85017
85 ddi
Virus 2 0.77368659 0.38684329 2.67™ 0.1485
Error 6 0.87073965 0.14512328
Corrected Total 8 1.64442624
CcVv 13.76349

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hipétesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 11. Andlisis de varianza de Fenilalanina amonio-liasa (PAL), variedad

Condor.
SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi
Virus 2 0.00003231 0.00001616 3581.6* <.0001
Error 6 0.00000003 1.00000E-11
Corrected Total 8 0.00003234
CVv 2.035983
25 ddi
Virus 2 0.00001486 0.00000743 23.62* 0.0014
Error 6 0.00000189 0.00000031
Corrected Total 8 0.00001674
CcvVv 14.88576
40 ddi
Virus 2 0.00001792 0.00000896 27.5%* 0.001
Error 6 0.00000195 0.00000033
Corrected Total 8 0.00001987
Ccv 17.88592
55 ddi
Virus 2 0.00001762 0.00000881 72.24* <.0001
Error 6 0.00000073 0.00000012
Corrected Total 8 0.00001835
CcVv 6.472838
70 ddi
Virus 2 4.31E-06 2.15E-06 4.76™ 0.0577
Error 6 2.71E-06 4.52E-07
Corrected Total 8 7.02E-06
CVv 13.11012
85 ddi
Virus 2 0.00001258 0.00000629 18.59* 0.0027
Error 6 0.00000203 0.00000034
Corrected Total 8 0.00001461
CV 15.56639

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hipétesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 12. Andlisis de varianza de Fenilalanina amonio-liasa (PAL), variedad

Raptor.
SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi
Virus 2 0.00013403 0.00006701 6079.78* <.0001
Error 6 0.00000007 0.00000001
Corrected Total 8 0.00013409
CcVv 2.590134
25 ddi
Virus 2 0.00001975 0.00000987 67.93* <.0001
Error 6 0.00000087 0.00000015
Corrected Total 8 0.00002062
CcvVv 8.346305
40 ddi
Virus 2 0.00001687 0.00000843 50.47* 0.0002
Error 6 0.000001 0.00000017
Corrected Total 8 0.00001787
Ccv 11.7054
55 ddi
Virus 2 0.00003812 0.00001906 23.6* 0.0014
Error 6 0.00000485 0.00000081
Corrected Total 8 0.00004297
CcVv 18.76322
70 ddi
Virus 2 0.00004426 0.00002213 58.39* 0.0001
Error 6 0.00000227 0.00000038
Corrected Total 8 0.00004654
CcVv 10.10732
85 ddi
Virus 2 0.00001446 0.00000723 4.83™ 0.0563
Error 6 0.00000898 0.0000015
Corrected Total 8 0.00002344
CcVv 16.16908

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hipétesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 13. Andlisis de varianza de Fenilalanina amonio-liasa (PAL), variedad

Quetzal.
SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi
Virus 2 0.00030499 0.00015249 22029.7* <.0001
Error 6 0.00000004 0.00000001
Corrected Total 8 0.00030503
CVv 0.789123
25 ddi
Virus 2 0.00013836 0.00006918 1064.84* <.0001
Error 6 0.00000039 0.00000006
Corrected Total 8 0.00013875
CcvVv 5.210017
40 ddi
Virus 2 0.00000980 0.00000490 16.95* 0.0034
Error 6 0.00000173 0.00000029
Corrected Total 8 0.00001153
Ccv 16.49912
55 ddi
Virus 2 0.00001765 0.00000883 31.35* 0.0007
Error 6 0.00000169 0.00000028
Corrected Total 8 0.00001934
CcVv 11.43735
70 ddi
Virus 2 0.0001313 0.00006565 124.76* <.0001
Error 6 0.00000316 0.00000053
Corrected Total 8 0.00013446
CcVv 14.2018
85 ddi
Virus 2 0.00016405 0.00008202 124.69* <.0001
Error 6 0.00000395 0.00000066
Corrected Total 8 0.00016799
CV 12.23548

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hipétesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 14. Andlisis de varianza de Fenilalanina amonio-liasa (PAL), variedad

5999.
SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi
Virus 2 0.00001188 0.00000594 365.96* <.0001
Error 6 0.0000001 0.00000002
Corrected Total 8 0.00001198
CcVv 1.34163
25 ddi
Virus 2 0.00019128 0.00009564 606.64* <.0001
Error 6 0.00000095 0.00000016
Corrected Total 8 0.00019223
CcvVv 5.853444
40 ddi
Virus 2 0.00004547 0.00002274 52.57* 0.0002
Error 6 0.0000026 0.00000043
Corrected Total 8 0.00004807
Ccv 13.76741
55 ddi
Virus 2 0.00002994 0.00001497 31.73* 0.0006
Error 6 0.00000283 0.00000047
Corrected Total 8 0.00003277
CcVv 13.05007
70 ddi
Virus 2 0.00006157 0.00003079 56.03* <.0001
Error 6 0.0000033 0.00000055
Corrected Total 8 0.00006487
CcVv 13.06097
85 ddi
Virus 2 0.00023111 0.00011555 223.28* <.0001
Error 6 0.00000311 0.00000052
Corrected Total 8 0.00023421
CcVv 8.402

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hipétesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 15. Analisis de varianza de Peroxidasa (POX), variedad Condor.

SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi

Virus 2 0.00634805 0.00317403 59.6* 0.0001
Error 6 0.00031953 0.00005325
Corrected Total 8 0.00666758
Ccv 8.21226

25 ddi
Virus 2 0.0000522 0.0000261 2.17* 0.1955
Error 6 0.00007219 0.00001203
Corrected Total 8 0.00012439
CcVv 13.61472

40 ddi
Virus 2 0.00068214 0.00034107 133.59* <.0001
Error 6 0.00001532 0.00000255
Corrected Total 8 0.00069746
CcVv 3.394601

55 ddi
Virus 2 0.05312299 0.0265615 9238.82* <.0001
Error 6 0.00001725 0.00000287
Corrected Total 8 0.05314024
CVv 1.34584

70 ddi
Virus 2 0.03941549 0.01970775 1372.46* <.0001
Error 6 0.00008616 0.00001436
Corrected Total 8 0.03950165
CcVv 1.881222

85 ddi
Virus 2 0.01300834 0.00650417 471.54%* <.0001
Error 6 0.00008276 0.00001379
Corrected Total 8 0.0130911
CcVv 2.779341

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hip6tesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 16. Analisis de varianza de Peroxidasa (POX), variedad Raptor.

SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi

Virus 2 0.01696761 0.00848381 332.77* <.0001
Error 6 0.00015297 0.00002549
Corrected Total 8 0.01712058
Ccv 3.987619

25 ddi
Virus 2 0.00145085 0.00072543 22.21* 0.0017
Error 6 0.00019595 0.00003266
Corrected Total 8 0.0016468
CV 8.960847

40 ddi
Virus 2 0.02309733 0.01154867 7065.47* <.0001
Error 6 0.00000981 0.00000163
Corrected Total 8 0.02310714
CVv 1.501802

55 ddi
Virus 2 0.0248635 0.01243175 5653.08* <.0001
Error 6 0.00001319 0.0000022
Corrected Total 8 0.02487669
CV 0.761663

70 ddi
Virus 2 0.01801549 0.00900775 1337.46* <.0001
Error 6 0.00004041 0.00000673
Corrected Total 8 0.0180559
CV 0.884588

85 ddi
Virus 2 0.0044234 0.0022117 175.74* <.0001
Error 6 0.00007551 0.00001259
Corrected Total 8 0.00449891
CcVv 2.036532

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hip6tesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 17. Analisis de varianza de Peroxidasa (POX), variedad Quetzal.

SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi

Virus 2 0.00266611 0.00133305 16.12* 0.0039
Error 6 0.00049607 0.00008268
Corrected Total 8 0.00316217
Ccv 8.965018

25 ddi
Virus 2 0.0410365 0.02051825 109.65* <.0001
Error 6 0.00112278 0.00018713
Corrected Total 8 0.04215928
CV 14.91539

40 ddi
Virus 2 0.44598902 0.22299451 464207* <.0001
Error 6 0.00000288 0.00000048
Corrected Total 8 0.4459919
CVv 0.308157

55 ddi
Virus 2 0.36447746 0.18223873 170015* <.0001
Error 6 0.00000643 0.00000107
Corrected Total 8 0.36448389
CV 0.364828

70 ddi
Virus 2 0.04537459 0.02268729 2003.05* <.0001
Error 6 0.00006796 0.00001133
Corrected Total 8 0.04544255
CV 1.45931

85 ddi
Virus 2 0.04878546 0.02439273 2037.51* <.0001
Error 6 0.00007183 0.00001197
Corrected Total 8 0.04885729
CcVv 1.661507

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hipétesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 18. Analisis de varianza de Peroxidasa (POX), variedad 5999.

SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi

Virus 2 0.03423734 0.01711867 591.79* <.0001
Error 6 0.00017356 0.00002893
Corrected Total 8 0.0344109
Ccv 6.385751

25 ddi
Virus 2 0.01596081 0.00798041 789.33* <.0001
Error 6 0.00006066 0.00001011
Corrected Total 8 0.01602147
CcVv 4.264216

40 ddi
Virus 2 0.0723562 0.0361781 12896.5* <.0001
Error 6 0.00001683 0.00000281
Corrected Total 8 0.07237303
CcVv 1.354066

55 ddi
Virus 2 0.10709775 0.05354888 13241* <.0001
Error 6 0.00002427 0.00000404
Corrected Total 8 0.10712202
CVv 1.093107

70 ddi
Virus 2 0.04844693 0.02422347 975.74%* <.0001
Error 6 0.00014895 0.00002483
Corrected Total 8 0.04859589
CcVv 1.745243

85 ddi
Virus 2 0.08411536 0.04205768  4736.53* <.0001
Error 6 0.00005328 0.00000888
Corrected Total 8 0.08416864
CcVv 1.534153

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hip6tesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 19. Analisis de varianza de Proteinas (PRO), variedad Condor.

SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi

Virus 2 3577856.11 1788928.05 551.74* <.0001
Error 6 19454.014 3242.336
Corrected Total 8 3597310.12
cVv 2.28608

25 ddi
Virus 2 10556745.8 5278372.88 480.07* <.0001
Error 6 65970.14 10995.02
Corrected Total 8 10622715.9
CV 3.901454

40 ddi
Virus 2 6736389.24 3368194.62 2448.59* <.0001
Error 6 8253.395 1375.566
Corrected Total 8 6744642.64
CVv 1.268505

55 ddi
Virus 2 534711.036 267355.518 1.74m 0.2538
Error 6 922721.556 153786.926
Corrected Total 8 1457432.59
CV 17.44127

70 ddi
Virus 2 2776726.35 1388363.17 72.04%* <.0001
Error 6 115637.609 19272.935
Corrected Total 8 2892363.96
CV 6.708823

85 ddi
Virus 2 333484.08 166742.04 3.53™ 0.097
Error 6 283490.239 47248.3732
Corrected Total 8 616974.319
CcVv 7.814185

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hip6tesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 20. Analisis de varianza de Proteinas (PRO), variedad Raptor.

SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi

Virus 2 3227940.83 1613970.42 413.73* <.0001
Error 6 23406.264 3901.044
Corrected Total 8 3251347.1
Ccv 2.624048

25 ddi
Virus 2 13385681.3 6692840.63 1363.54* <.0001
Error 6 29450.61 4908.44
Corrected Total 8 13415131.9
CV 3.531491

40 ddi
Virus 2 883657.152 441828.576 225.86* <.0001
Error 6 11737.3974 1956.2329
Corrected Total 8 895394.549
CVv 2.560948

55 ddi
Virus 2 2061658.6 1030829.3 119.64* <.0001
Error 6 51696.388 8616.065
Corrected Total 8 2113354.99
CV 5.538713

70 ddi
Virus 2 6076320.89 3038160.44 134.57* <.0001
Error 6 135459.241 22576.54
Corrected Total 8 6211780.13
CV 6.616734

85 ddi
Virus 2 1298468.54 649234.271 18.88* 0.0026
Error 6 206323.338 34387.223
Corrected Total 8 1504791.88
CcVv 6.281482

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hip6tesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 21. Analisis de varianza de Proteinas (PRO), variedad Quetzal.

SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi

Virus 2 13881345.2 6940672.61 1058.27* <.0001
Error 6 39351.07 6558.51
Corrected Total 8 13920696.3
cVv 2.669655

25 ddi
Virus 2 6732329.7 3366164.85 1236.22* <.0001
Error 6 16337.654 2722.942
Corrected Total 8 6748667.36
CV 2.311872

40 ddi
Virus 2 55431.1874 27715.5937 11.17* 0.0095
Error 6 14883.0676 2480.51127
Corrected Total 8 70314.255
CVv 3.520946

55 ddi
Virus 2 486209.295 243104.647 16.41* 0.0037
Error 6 88893.0125 14815.5021
Corrected Total 8 575102.307
CV 7.791952

70 ddi
Virus 2 1925079.29 962539.645 39.34* 0.0004
Error 6 146790.718 24465.12
Corrected Total 8 2071870.01
CV 9.56259

85 ddi
Virus 2 343353.567 171676.783 3.95% 0.0803
Error 6 260488.984 43414.8306
Corrected Total 8 603842.55
CcVv 8.469985

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hipétesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 22. Analisis de varianza de Proteinas (PRO), variedad 5999.

SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi

Virus 2 20806456.2 10403228.1 14324.1* <.0001
Error 6 4357.65 726.27
Corrected Total 8 20810813.9
CV 0.773331

25 ddi
Virus 2 17541835.6 8770917.77 897.92* <.0001
Error 6 58608.02 9768
Corrected Total 8 17600443.6
CVv 3.459224

40 ddi
Virus 2 1041428.1 520714.051 116.68* <.0001
Error 6 26776.709 4462.785
Corrected Total 8 1068204.81
CV 3.950383

55 ddi
Virus 2 5416580.46 2708290.23 337.84%* <.0001
Error 6 48099.613 8016.602
Corrected Total 8 5464680.08
Ccv 4.419519

70 ddi
Virus 2 2262603.56 1131301.78 96.79* <.0001
Error 6 70131.202 11688.534
Corrected Total 8 2332734.76
CcVv 6.08604

85 ddi
Virus 2 718138.371 359069.186 471 0.0589
Error 6 457352.525 76225.421
Corrected Total 8 1175490.9
CcVv 9.720828

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hipétesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 23. Andlisis de varianza de Superoxido dismutasa (SOD), variedad

Condor.
SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi

Virus 2 6372.06034 3186.03017 799.11%* <.0001
Error 6 23.921856 3.986976
Corrected Total 8 6395.98219
CcVv 2.146683

25 ddi
Virus 2 232.009928 116.004964 7.23% 0.0252
Error 6 96.2154405 16.0359067
Corrected Total 8 328.225368
CcvVv 13.02365

40 ddi
Virus 2 2125.81256 1062.90628 86.3* <.0001
Error 6 73.902396 12.317066
Corrected Total 8 2199.71496
Ccv 9.890725

55 ddi
Virus 2 656.190876 328.095438 105.4* <.0001
Error 6 18.677787 3.1129645
Corrected Total 8 674.868663
CcVv 7.91195

70 ddi
Virus 2 12.9419716 6.4709858 0.37™ 0.7086
Error 6 106.368893 17.7281489
Corrected Total 8 119.310865
CcVv 10.38839

85 ddi
Virus 2 27.3738183 13.6869092 0.43™ 0.669
Error 6 190.92373 31.8206216
Corrected Total 8 218.297548
CcVv 13.08572

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hipétesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05

56



Cuadro 24. Andlisis de varianza de Superoxido dismutasa (SOD), variedad

Raptor.
SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi

Virus 2 2198.28786 1099.14393 286.22* <.0001
Error 6 23.041619 3.84027
Corrected Total 8 2221.32948
CVv 2.855938

25 ddi
Virus 2 173.351036 86.675518 49m™ 0.0548
Error 6 106.132446 17.688741
Corrected Total 8 279.483482
CcvVv 11.52526

40 ddi
Virus 2 1318.57969 659.289844 38.41* 0.0004
Error 6 102.995941 17.16599
Corrected Total 8 1421.57563
Ccv 12.12846

55 ddi
Virus 2 128.021503 64.0107516 9.49* <.0001
Error 6 40.4852851 6.7475475
Corrected Total 8 168.506788
CcVv 12.8018

70 ddi
Virus 2 991.159083 495.579542 19.45* 0.0024
Error 6 152.899765 25.483294
Corrected Total 8 1144.05885
CVv 16.09156

85 ddi
Virus 2 77.6243419 38.812171 2.11m 0.2023
Error 6 110.337045 18.3895075
Corrected Total 8 187.961387
CV 8.980442

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hipétesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 25. Andlisis de varianza de Superoxido dismutasa (SOD), variedad

Quetzal.
SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi
Virus 2 3079.04835 1539.52417 1393.11* <.0001
Error 6 6.630593 1.105099
Corrected Total 8 3085.67894
CVv 1.36923
25 ddi
Virus 2 1386.79348 693.396737 27.69* 0.0009
Error 6 150.248245 25.041374
Corrected Total 8 1537.04172
CcvVv 14.1219
40 ddi
Virus 2 87.6185233 43.8092617 2.02m™ 0.2137
Error 6 130.264624 21.7107707
Corrected Total 8 217.883147
Ccv 14.26674
55 ddi
Virus 2 30.8165964 15.4082982 1.34™ 0.3301
Error 6 68.9457667 11.4909611
Corrected Total 8 99.7623631
CcVv 16.40227
70 ddi
Virus 2 407.281733 203.640866 14.79* 0.0048
Error 6 82.585351 13.7642252
Corrected Total 8 489.867084
CcVv 12.18878
85 ddi
Virus 2 596.872338 298.436169 13* 0.0066
Error 6 137.730461 22.9550768
Corrected Total 8 734.602799
CV 10.96664

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hipétesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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Cuadro 26. Analisis de varianza de Superdéxido dismutasa (SOD), variedad 5999.

SOURCE DF SS MS FV Pr>F
10 ddi

Virus 2 1378.73287 689.366434 220.86* <.0001
Error 6 18.727501 3.12125
Corrected Total 8 1397.46037
Ccv 1.785483

25 ddi
Virus 2 349.982998 174.991499 7.21* 0.0253
Error 6 145.574463 24.2624105
Corrected Total 8 495.55746
CV 10.85635

40 ddi
Virus 2 918.490674 459.245337 23.92%* 0.0014
Error 6 115.189758 19.198293
Corrected Total 8 1033.68043
CVv 10.7083

55 ddi
Virus 2 773.819845 386.909923 26.19* 0.0011
Error 6 88.6232537 14.7705423
Corrected Total 8 862.443099
CV 11.94876

70 ddi
Virus 2 191.585117 95.7925585 4.53™ 0.0633
Error 6 126.915848 21.1526413
Corrected Total 8 318.500965
CV 14.98011

85 ddi
Virus 2 821.873013 410.936506 11.61* 0.0087
Error 6 212.381685 35.396948
Corrected Total 8 1034.2547
CcVv 14.1307

Source: fuente, DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrado medio, FV: valor
de F, Pr<F: probabilidad que se rechace hip6tesis nula. CV: coeficiente de variacion.
*, ns: significativo y no significativo para P<0.05
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