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Reacciones de Defensa de Especies
Silvestres de Sofanum Spp. Contra El
Ataque De Phytophtora Infestans (Mont.) De
Bary, En El Valle De Toluca, Edo, De
Meéxico,

Aida Juarez Cruz', Héctor Lozoya Saldaiia®
RESUMEN

A fin de cuantificar las respuestas de defensa de
especies silvestres de papa en lo referente a los
cambios en presencia y actividad de fenoles totales
(FEN), fenilalanina amonio-liasa (PAL), peroxidasa
(POX) y superoxido Dismutasa (SOD), durante el
verano de 2006 se expuso a infeccién natural por
Phyiophthora infestans a las especies Solanum
microdontum, S. demissum, S. pinnatisectum y S.
fuberosum en el Valle de Toluca, México, En S.
microdontum  se  obtuvieron  cortelaciones
significativas  (P=c=0.05) entre FEN/PAL
{(r=0.934098) POX/SOD (+=0.974500) y PAL/POX
(r=0.786853). En S. demissum entre FEN/PAL
(r=0.945933) v POX/SOD (r=0.876633). En S
pinnatisectum  enire  FEN/PAL  (r=0.810134),
POX/SOD (#=0.889704) y FEN/POX {r=0.95548).
Esto indica que la actividad de las enzimas y de los
fenoles totales se incrementd conjuntamente a
medida que el patogeno se establecfa en el drea,
como respaldo a la resistencia genética del
hospedante al oomyceio. Por otro lade, para S.
tuberosum dicha actividad enziméatica decreci6, por
su caracter de susceptibilidad al P. infestans, pues
en esta especie las correlaciones fueron
significativas, FEN/PAL (r=0.971282), POX/SOD
(r=0.929529) v FEN/POX (+=0.933001), ¥y
solamente esta especie preseito sintomas de la
enfermedad.  Considerando la  significancia
estadistica de las correlaciones entre las variables
cuantificadas, con el presente estudio se demostro
el cardcter poligénico de la defensa genética de las
especies silvestres del presente estudio conira el
oomyceto.

Palabras clave: papa: FEN, PAL, POX, SOD,
especies silvestres Solanum spp.

1Tesista. Maestria en Ciencias en Proteccién
Vegetal. Universidad Autdnoma Chapingo

% Director de tesis. Profesor Investigador.
Universidad Auténoma Chapingo

Defense Reactions Of Wild Selanum Spp.
Against a Phytophtora Infestans (Mont.) De
Bary Attack In The Toluca Valley, In The
State Of Mexico

Aida Juirez Cruz', Héctor Lozoya Saldafia®
ABSTRACT

In the summer of 2006 Solanum microdontum, S.
demissum, S. pinnatisectum, and S. tuberosum,
were exposed to natural infection by Phytophthora
infestans (Mont,) De Bary in the Toluca Valley,
Mexico in order to quantify the defense responses
of wild potato species to changes in the presence
and activity of total phenols (FEN), phenyl-alanine
ammonio-lyase (PAL), peroxidase (POX), and
superoxide dismutase (SOD),. There were
significant correlations in S. microdontum
(P=0<0.05) between FEN/PAL (1=0.934098),
POX/SOD  (7=0.974500), and PAL/POX
(#=0.786853, in S. demissum between FEN/PAL
(#=0.945933) and POX/SOD (r=0.876633); in S.
pinnatisectum  between FEN/PAL (r=0.810134),
POX/SOD  (»=0.889704) and  FEN/POX
(+=0.95548), These resulis indicate that the
enzymatic activity and that of total phenols jointly
increased as the pathogen established itself in the
area, as support to the host’s genetic resistance to
the oomycete, On the other hand, enzymatic
activity decreased in S. fuberosum, because of its
susceptibility to P. infestans. In this species the
correlations were significant  FEN/PAL
(»=0.971282), POX/S0D (p=0.929529) and
FEN/POX (+=0.933001), and only this species
showed symptoms of the disease. Considering the
statistical significance of the correlations between
the quantified variables, this study demonstrates the
polygenic character of the genetic defense of the
wild species of this study against the comycete.

Key words: FEN, PAL, POX, SOD, wild Solanum
Spp.

lThesis author, Master of Science -in Plant
Protection. Autonomous University Chapingo

2 Thesis director, Research Professor. Autonomous
University Chapingo



1. INTRODUCCION

Las especies silvestres de plantas han desarrollado mecanismos de deteccion y defensa
de patdgenos, por lo tanto son fuentes valiosas de resistencia a las enfermedades y
plagas, asi como de tolerancia a las condiciones adversas del cultivo, porque éstas han
tenido que evolucionar por si mismas, segln el principio de “la supervivencia del mas
fuerte, a diferencia de las plantas cultivadas y protegidas por el hombre en condiciones

agrondmicas adecuadas al cultivo (Ligarreto 2001).

Los mecanismos de defensa permiten detener el establecimiento de patdgenos al
organismo. Operan en forma constante en la planta y se basan en ¢l uso de herramientas
quimicas y estructurales. Las herramientas quimicas son la produccién de una gran
diversidad de sustancias toxicas para los organismos patégenos. Los mecanismos de
defensa activados por el patdgeno permiten detener y prevenir la infeccion de los tejidos
de la planta, Cuando la célula vegetal detecta la presencia de un patdgeno, se activa una

potente reaccion de defensa inducida (Hinojosa, 2004).

El tizén tardio, Phytophthora infestans, originario del Valle de Toluca, en el centro de
México, aparecié casi simultdneamente en Europa y Estados Unidos en la década de
1830-1840. Posteriormente se reporto en Irlanda (Goodwin et al., 1994; Goodwin,
1996). Se ha identificado nuevas variantes de tizén a(in mas agresivas y con tolerancia a
fungicidas sistémicos convencionales. El desarrollo epidémico del tizon tardio depende
en gran parte del efecto que tiene la humedad y la temperatura sobre las distintas etapas

del ciclo de vida (Griinwald et af, 2001).



Si los genotipos de papa expuestos a la infeccion natural no son atacados por la gran
diversidad de razas del oomiceto presentes en el Valle de Toluca (Lozoya ef al., 2005),
entonces dicha resistencia se considera multigénica u horizontal (Niederhauser, 1962).
Esta tesistencia se ha identificado en varias especies silvestres de Solanum, de donde se
han tomado los genes para incorporarlos a papas cometciales. (Colon ef al, 1995,
Flores- Crespo, 1969; Ruiz de Galarreta ef al.,, 1998; Hawkes, 1994). Respecto a las
incluidas en este estudio, se les ha encontrado diverso grado de resistencia (Lozoya ef
al., 1997), y a pesar de que, en general se sabe de esta caracteristica, no se han estudiado
las reacciones de defensa en estas especies. Por esta razon se asumi6 dicho estudio en el

presente trabajo.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

£6) Estudiar algunas respuestas de defensa en especies silvestres de papa al ataque

natural del tizon tardio (Phytophthora infestans).

2.2. Objetivos especificos

£ Cuantificar las respuestas de defensa de especies silvestres de papa (Solanum
microdontum, S. demissum, S. pinnatisectum y S. tuberosum) al oomycete
Phytophthora infestans, expuestos a infeccion natural en el Valle de Toluca,
México, en cuanto a los cambios en presencia y actividad (o la activacion de los
genes) de fenoles totales, Fenilalanina amonio-liasa (EC4.3.1.5 PAL), Peroxidasa

(EC1.11.1.7 POX) ¥ Superoxido Dismutasa (1.15.1.1 SOD).

2.3. Hipotesis

La actividad de las enzimas estudiadas (PAL, POX, SOD), asi como la
concentracion de fenoles totales, son mayores en los genotipos resistentes que en los

susceptibles, y que dicha activacion demuestra el caracter poligénico de la resistencia.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Mecanismos bioquimicos activados por un patogeno.

El peréxido de hidrégeno tiene la funcién de activar los genes de defensa a través de la
alteracion del mecanismo redox, uno de eso genes activa a la fenilalanina amonio-liasa.
Este mecanismo proporciona a los tejidos infectados precursores de naturaleza fendlica,
susceptibles de transformarse en fitoalexinas que actuaran como defensa ante la
infeccion. El H,0; activa la accidn de las peroxidasas para el inicio de la peroxidacion

de lipidos a través de radical hidroxilo (H") (Azcon y Talon, 1993).

El peréxido de hidrégeno puede ser eliminado por varias enzimas antioxidantes tales
como las catalasas, las cuales se localizan en los peroxisomas y en las mitocondrias de
las células y convierten en agua el peroxido de hidrégeno que se produce durante la
respiracion; las peroxidasas (Fig.1), que utilizan el peroxido de hidrégeno durante las
reacciones de lignificacién y la enzima Ascorbato peroxidasa localizada en los
cloroplastos y en el citoplasma, eliminan el peroxido de hidrégeno utilizando écido

ascorbico para convertirlo en agua (Garcia, ef al., 2004),

La enzima Superéxido dismutasa (SOD), la cual cataliza la dismutacién del 02"y lo

convierte en peréxido de hidrogeno, se encuentra en el citoplasma, en los cloroplastos y
en las mitocondrias de las plantas. El per6xido de hidrogeno producido por esta reaccion
enzimética puede a su vez ser eliminado por los mecanismos descritos con anterioridad

(Garcia, ef al., 2004).



Figura 1. Reacciones de defensa de Ia planta a un patégeno (Hammon and Jones, 1996)
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3.2. Reacciones de la planta a un patogeno.

Inicialmente, cuando una célula de la planta reconoce un patdgeno avirulento, puede
desencadenar una respuesta de hipersensibilidad, que induce una produccion de peroxido
de hidrégeno, fitoalexinas y/u otros compuestos, que da como resultado la muerte de la

misma y la destruccion del patogeno.

Las plantas contrarrestan el ataque de los patbgenos ya sea mediante caracteristicas
estructurales como barreras fisicas que impiden que el patogeno penetre y se propague
en ellas, o por medio de relaciones bioquimicas que tienen lugar en células y tejidos, las
cuales producen sustancias tOxicas para el patdgeno o crean condiciones que inhiben
su desarrollo. Cada vez se hacen mds evidente que la resistencia de una planta al

ataque de un patégeno no solo estriba en las barreras estructurales sino en las sustancias



que producen sus células antes o después de haberse producido la infeccién (Agrios,

2001).

Una espora del hongo (Z, Fig.2), después de unirse a la pared de la célula de epidermis
(PEp, Fig. 2), genera un apresorio (Ap, Fig.2) y empieza a formar el micelio que penetra
a la pared celular del hospedante. El micelio segrega enzimas que destruyen esta pared
celular del hongo (ETG, Fig.2). Los fragmentos de la pared destruida son los elicitores
de la reaccion de defensa (W, Fig.2). Sin embargo, la célula del hospedero tiene

también sus enzimas de defensa la que digieren la pared celular del hongo (ETG, Fig.2).

Los fragmentos desprendidos de ella sirven también como elicitores (Ws, Fig.2).
Asimismo las secreciones del hongo pueden servir como clicitores. Los elicitores se
unen a los receptores cotrespondientes (R, Ry, Fig.2) y empiezan la transduccion de Ia
sefial al nicleo la expresion de toda la gama de genes de defensa, enire otros, genes
responsables de la produccién de fitoalexinas. Estos genes generan los mRNAs para las
enzimas (E;, Ez, B, Fig.2) necesarias para la sintesis de los precursores ZW, ZWs, ZW;
de la fitoalexina (F; Fig.2). Ademds, puede ocurrir la expresion de los genes
responsables de los fendmenos llevando a la muerte rapida de la célula (reaccion de
hipersensabilidad =RH, Fig.2) o de la resistencia sistémica adquirida (RSA, Fig.2) y

otras reacciones de defensa. Cp- plasmalema y las capas exteriores del citoplasma.
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Figura 2.- Esquema de las reaccién de defensa de una planta infectada por un honge fitopatégeno con
penetracién directa (Jankiewicz y Sobiczewski, 2003)

3.3. Resistencia genética

Segiin Estrada (2000) S. demissum que es hexaploide, se le reconocieron 11 genes de
resistencia, los cuales acttan por condicidn a una respuesta necrdtica hipersensible, en

las c¢élulas invadidas por el comiceto.

La habilidad de una planta de resistirse a la enfermedad es una caracteristica heredada el
cual se controla genéticamente. Las plantas sufren recombinacién sexual y cambio
genético. La habilidad de un patégeno de causar enfermedad también se hereda y se
controla genéticamente. Los patdgenos también cambian genéticamente. Algunos estan
compuestos de muchas razas, cada una que difiere en su habilidad de atacar un cultivar
de un hospedero dado. Los cultivares que resisten a un solo agente patogénico poseen la
resistencia raza-especifica o vertical. Los cultivares que resisten a muchas agentes

patogénicos poseen la resistencia no especifica, horizontal o general (Lucas ez al., 1985).



3.3.1. Resistencia horizontal

La resistencia horizontal se presenta de distintas maneras, puede ser mediante la
produccion de exudados téxicos en superficies de hojas, confinamiento de las estructuras
fungicas a las paredes celulares, escasa colonizacién y mesdfilo, colapso lento de los
peciolos y reduccion del rango reproductivo del patoégeno, es decir se presentan barreras
fisiologicas y quimicas en los tejidos del hospedante que retardan el rango, la frecuencia
de penetracion y la produccién del oomiceto (Trujillo, 2004); es decir, todas las plantas
tienen cierto nivel de resistencia no especifica, pero no siempre la misma es eficaz
contra cada uno de sus patégenos esta estd bajo control de muchos genes de ahi el
nombre de resistencia poligénica o de genes multiples. En gran numero de genes de
resistencia horizontal controla las diferentes etapas fisiologicas de la planta (genera las

sustancias y estructuras que constituyen mecanismos de defensa).

Este tipo de resistencia es caracterizada por una continua variacién en apariencia
fenotipica y herencia poligénica {Wastie, 1991). Ha sido derivada de especies silvestres
como S. demissum, S. stoloniferum, S. verrucosum (Ross, 1986). Como regla general, la
combinacidén de genes mayores y menores para resistencia contra el atagque del patdgeno
es la alternativa mas conveniente para cualquier variedad vegetal. Cada uno de estos
genes por separado es ineficaz para contrarrestar el efecto del patdgeno y puede tener

una funcidén menor en la resistencia horizontal total de la planta (Agrios, 2001).

3.3.2. Resistencia vertical

El mejoramiento para la resistencia vertical puede tener como objetivo obtener cultivares

de lineas puras con un gen (resistencia simple) o con varios genes (resistencia multiple o



compleja). La resistencia multiple o compleja se basa en la acumulacion de genes que
controlan la resistencia ante diferentes patotipos, como una via de ganar en la estabilidad
parietal. Es decir: muchas variedades vegetales son resistentes a un patdgeno, pero
susceptibles a otra raza del mismo patégeno. En otras palabras dependiendo de la raza
del patégeno puede ser resistente a una pero susceptible a otra. También es llamada
resistencia especifica, cualitativa o diferencial, Generalmente es controlada por uno o
algunos genes de ahi que puede ser resistencia monogeénica o poligénica (Cordine ef al.,

1985).

En general, las variedades que muestran resistencia especifica muestran resistencia
completa a un patdgeno especifico en la mayoria de las condiciones ambientales, pero
una o varias mutaciones que ocurran en ¢l patégeno pueden originar una nueva raza que
entonces pueden infectar a la variedad anteriormente resistente, Por el contrario, las
variedades que presentan resistencia general (poligénica) pueden o no ser menos estables
y pueden variar en su reaccién al patégeno bajo diferentes condiciones ambientales, pero
el patdgeno tendrd que pasar por muchas mutaciones para inhibir por completo la

resistencia del hospedante (Agrios, 2001).

3.3.3. Modelo Gen a Gen

Segun Wastie (1991) S. demissum presenta los dos tipos de resistencia, la general o de
campo, que depende de la accidn combinada de muchos genes y la resistencia especifica
a razas, cuya base genética es la relacion gen a gen (Fig. 3.). Consiste en que un simple
gen en el hospedero puede conferir resistencia a la planta si el patégeno tiene el gen

complementario por avirulencia. Por lo tanto es una relacion hospedante-patégeno que



tiene una evolucion conjunta en equilibrio. Por cada gen que confiere resistencia a un
hospedante hay un gen correspondiente en el patogeno que le confiere virulencia y

viceversa.

Ger:jotllpo Genotipo de la planta huésped
o
atdégeno R1 r1
Avrt
Avrl  Proteina R1 Avri Protelna r1
Planta no enferma Flanta enferma
(Planta y patdgenc| (Planta y patogeno
son Incompatibles) son compatibles}
avrt avri  Proteina R1 avrl  Proteina r1
Planta enferma Planta enferma
(Planta y patégeno (Planta v patdgeno
son compatibles) son compatibles)

Figura 3. Modelo de interaccion “gen a gen” (Buchanan, ef a/., 2000)

La interaccion especifica entte hospedero y patdgeno es por incompatibilidad. La
suceptibilidad es estimada como un fendmeno pasivo a la ausencia de genes para
resistencia y avirulencia. Asi pues, la resistencia es estimada como un proceso activo

(Goodman ef al., 1986).

La fuerte respuesta de defensa que se dispara después de una interaccion de gen a gen
incluye la sintesis de enzimas y metabolitos antimicrobianos, la generacién de moléculas
es la sefial que activa la defensa en las células vecinas y el refuerzo de las paredes

celulares que rodean el sitio de infeccion (Yu et al., 1998).
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3.4. Actividad de enzimas en la resistencia a P. infestans.

Dependiendo del patdgeno que infecta puede variar el tipo de compuesto de defensa
inducidos por la planta. El resultado es la induccién, de forma sistémica, de un plantel de
proteinas y compuestos de defensa que incluyen proteinas enzimaticas de la via de los
tenilpropanoides (fenilalanina amonio-liasa (PAL), chalcona sintasa (CHS), peroxidasas

(POX), etc. (Reymond v Faner, 1998),

3.4.1. Fenoles totales

Los fenoles estan representados en las plantas por un grupo muy amplio de estructuras
quimicas, mas de 8000, y se caracterizan por presentar un nicleo aromatico de benceno,
sustituido, como minimo, con una funcién hidroxilo. Pero en general, los fenoles
vegetales presentan estructuras mas complejas v pueden ser reconocidos con facilidad
como componentes de la madera y pigmentos de flores y frutos (Palazoén et al., 2005).
Con frecuencia se ha observado que cierto compuestos fenélicos “comunes” que son
toxicos para los patogenos, se producen y acumulan a un ritmo mucho mayor después de
haberse producido la infeccién en una variedad resistente que en una susceptible

(Agrios, 2001).

Las enzimas que participan en la defensa se hallan asociadas, formando un complejo
multienzimatico que cataliza todos los pasos de la biosintesis. Pero estas esiructuras,
donde se da una alternancia de atomos con o sin oxigeno, son muy inestables, y en las

plantas se estabilizan originando compuestos aromdticos de tipo fenolico (Bobey, 1989).
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Los fenoles desempefian importantes funciones fisiolégicas en los vegetales, en general
y debido a su condicion de polifenoles se oxidan con mucha facilidad y actian con
antioxidantes. También de una forma bastante general, los fenoles actian como
inhibidores del crecimiento de las plantas, aunque se han encontrado algunas estructuras,
que de forma especifica lo activan, al inhibir la degradacion de una hormona vegetal que
es la auxina. Los fenoles suelen acumularse en las capas mds superficiales de los
vegetales y captan hasta 90% de las radiaciones UV, impidiendo los efectos nocivos de
estas radiaciones en los tejidos internos de la planta. Aunque las acciones mas
caracteristicas de estos compuestos son las de establecer relaciones quimicas de las

plantas con su entorno (Palazén, 2005).

3.4.2, Fenilalanina amonio-liasa (EC4.3.1.5 PAL)

La fenilalanina amonio-liasa (PAL) es la enzima clave del metabolismo de fenoles

responsable de la acumulacion de ligninas y flavonoides en las plantas (Bobey, 1989).

La accion de la PAL es fundamental para la vida de las plantas y por ello estd
estrictamente modulada. Entre otros factores, esta enzima es activada por la luz, y
depende ademas de la concentracién de diferentes hormonas vegetales. También, en
general, la actividad de la PAL aumenta cando a los vegetales se les somete a
situaciones de agobio, como la falta de agua, infecciones flingicas o bacterianas y
radiaciones UV, Otro factor que activa la enzima PAL es el frio, y por ello, las plantas
sometidas a bajas temperaturas suelen presentar coloraciones rojizas en tallos v hojas.
También es conocido que al florecer las plantas en primavera que siguen a inviernos

muy frios, las flores desarrollan colores muy intensos (Bobey, 1989).
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Se ha observado que la actividad de la PAL aumenta considerablemente en zonas donde
se ha producido una infeccion fingica, asi pues parece que los genes responsables de la
siniesis de la enzima pueden responder a la presencia de elicitores biologicos,
sintetizando mRNAs correspondientes, que se traducirdn en proteinas con actividad de la
PAL. Este mecanismo proporciona a los tejidos infectados precursores de naturaleza
fendlica, susceptibles de transformarse en fitoalexinas que actuaran como defensa ante la
infeccion (Azcon y Talon, 1993). El apagado de los genes de la PAL parece ser uno de
los primeros pasos en el desarrollo del patdégeno en hospederos susceptibles

(Vidhyaseckaran, 1997).

3.4.3. Peroxidasa (EC.1.11.1.7, POX)

La peroxidasa (POX) interviene en reacciones peroxidativas y oxidativas, ademas de la
lignificacidn de la pared celular y en la degradacion del 4cido indolacético (Robinson,

1991). Se encuentra en el apoplasto y en el citoplasma de la célula (Camarena, 2006).

La simple inoculacién con el patdégeno estimula la produccion directa de superoxido. La
generacion de las especies reactivas de oxigeno ocurren en dos fases, una inicial, que
sucede minutos después de la adicion del patdgeno, y una secundaria que comienza de

una a tres horas después que la fase inicial ha terminado (Camarena, 2006).

Los inductores de hongos y heridas inhiben la expresion de genes que codifican
proteinas estructurales con bajo contenido de tirosina, pero estimulan la produccion de
proteinas ricas en tirosina (Kim et al., 2002). Esto incrementa la capacidad de la pared
celular para posteriores uniones cruzadas, por ejemplo, se ha observado una proteccion

conira infecciones secundarias con aumento de los niveles de hidroxiprolina ¥
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peroxidasa en la pared celular, esta dltima se encuentra también en el citoplasma

(Camarena, 2006).
3.4.4. Superéxido Dismutasa (1.15.1.1 SOD)

La enzima superoxido dismutasa cataliza la dismutacién del ion superdxido en oxigeno
y perdxido de hidrégeno. Comeo tal, es una defensa antioxidante importante para las

células que se encuentran expuestas al oxigeno (UAP, 2007)

La superdxido dismutasa estd presente en todos los organismos que respiran O. Estdn
clasificadas en 3 diferentes grupos de acuerdo al metal que contienen en su estructura;
las FeSOD se encuentran en procariontes y plantas, las MnSOD se encuentran también
en procariontes y en la mitocondria, de los eucariontes, al igual que el Cw/Zn-SOD se
encuenira en el peroxisoma, por ltimo estdn las CuSOD que se encuentran en el citosol
y en los compartimientos extracelﬁiares de los eucariontes (Figura 3.), v tambidn en el

periplasma de bacterias Gram.~negativo (UAP, 2007).

Esta enzima probablemente protege a las células de la toxicidad del oxigeno. La alta
produccion de superdxido reactivo generado enzimdticamente o no enzimaticamente
bajo alta tension de oxigeno es transformado a H;O, por superdxido de dismutasa. Es
importante destacar que la enzima nunca ha sido encontrada en peroxisomas de plantas o
animales donde se localiza la catalasa. Quizd el H,O;, producido es destruido por

peroxidasas en el exterior de los peroxisomas (Huang et ai., 1983).
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3.5. Infeccion por P. infestans

La incidencia constante de una gran variedad de razas patogénicas de P. infestans y las
condiciones ambientales optimas para el desarrollo de la enfermedad singularizan al
Valle de Toluca como un lugar ideal para probar la efectividad de productos en el
control quimico del oomiceto asi como la resistencia de clones y especies silvestres de
papa. Cualquier producto que controle la enfermedad en el Valle garantiza un
compottamiento similar o mejor en cualquier otra area productora de papa en el mundo

(Lozoya y Hernandez, 2001).

3.6. Plantas Silvestres de papa (Solanum spp)

Las especies silvestres constituyen un recurso importante para los mejoradotes que
seleccionan germoplasma por resistencia a enfermedades causadas por hongos. En 1908
la especie S. demissum, originaria de México y con resistencia monogénica al oomyceto
P. infestans (tizon tardio), sirvié para transferir este cardcter a la papa cultivada,
resistencia que solo durd pocos afios porque aparecieron nuevas razas del oomiceto. No
obstante, la especie ha servido para mejorar la produccién de papa durante varias
décadas. Aon hoy en dia esta papa silvestre proporciona genes menores de resistencia en
variedades cultivadas, y el International Potato Center (CIP) ha ayudado, por su parte, a
liberar variedades en varios pafses partiendo de S. demissum (Ligarreto, 2001). Esta papa
mexicana ha conferido a variedades comerciales de papa, genes para la resistencia no
solo de P. infesians sino también a la marchitez bacteriana, varios virus y nemadtodos,

asi como la tolerancia a la helada,
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S. demissum tiene genes mayores (R) de resistencia de P. infestans. Esta resistencia se
han transferido a la papa cultivada, aunque en muchas de las variedades obtenidas de
estas cruzas, dicha resistencia ya se ha perdido (Colon ef al., 1995). Se debe contar con
informacion adecuada sobre el nivel de resistencia al oomiceto, para predecir la

durabilidad de la resistencia (Latin ef af., 1981).

De los componentes de resistencia que se han medido en especies silvestres de Solanum,
asi como en variedades con diferente grado de resistencia o susceptibilidad al ocomiceto
son: eficiencia de la infeccidn, tasa de crecimiento de la lesién, capacidad y periodo de
infeccion, probabilidad de infeccidn y periodo latente. Estos componentes varfan entre
especies y dentro de las especies (Colon et al., 1995; Cafiizarez y Forbes, 1995;

- GQuzman-N, 1964, Lozoya-Saldafia et al., 2006).

S. pinnatisectum, es una especie utilizada para el mejoramiento de la papa por su

resistencia al oomyceto (Kolovayev, 2002).

En S. tuberosum hay cuairo genes dominantes relacionados con la resistencia a la
infeccidn del tizon tardio: R1 al R4. Se han identificado siete genes adicionales, 5 de los
cuales son alelos del complejo locus R3, de un total de 11 genes dominantes R
(Cummins, 2006). La resistencia parcial de S. tuberosum, que se presume es poligénica y
parece ser durable puede ayudar a proteger al cultivo de papa de P. infestans (Wastie,
1991). La resistencia parcial comprende algunas reacciones de la planta a la enfermedad
que se pueden medir individualmente. Estas pueden ser el retraso en la penetracion, una
penetracion menor al tejido, menor proporcién de invasion del tejido de la planta y poca

esporulacion del oomyceto (Guzmdn, 1964).
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La eficiencia de infeccion, periodo latente y tasa de crecimiento de la lesion fueron
importantes en S. microdonfum mientras que la eficiencia de infeccidn, tasa de

crecimiento de la lesién y capacidad de esporulacion fueron importantes en S. fuberosum

(Colon et al., 1995).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacién del experimento

Primera etapa —CAMPO-; se realizo la siembra de semillas de cada especie de
papa silvestre en los invernaderos de la Departamento de Parasitologia Agricola
en la Universidad Auténoma Chapingo, posteriormente durante el verano de
2006, la investigacion se sittio en los campos experimentales de PICTIPAPA
(Programa Internacional Cooperativo de Tizén Tardio de la Papa) en Metepec en

el Valle de Toluca, Estado de México (conjunto SEDAGRO).

Segunda etapa -LABORATORIO-: las determinaciones se realizaron en el
Laboratorio de Usos Multiples del Departamento de Fitotecnia en la Universidad

Autéonoma Chapingo.
4.2, Material vegetal

Se utilizaron semillas de papa silvestre proporcionadas por Potato Introduction Project,
USDA (Figura 4. A):

S. iopetalum,
S. berthaultii,

S. microdontum,
S. bulbocastanum,

S. okadae,
S. cardiophylium,

S. pinnatisectum,
S. circaeifolium var. capsicibaccatum,

S. polyadenium,
S. demissum,

S. stenophyllidium,
S. gourlayi subs. gouriayi,

S. stoloniferum,
S. hougasii,
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S. trifidum. S. x sucrense

S. tuberosum .

4.3. Primera etapa CAMPO.

Se sembraron 20 semillas de las especies silvestres de Solanum spp. en charolas de
unicel, utilizando turba de pentano (peat moost) como sustrato (Figura 4.C.), no se le

aplico ningln tratamiento quimico (ni a la semilla ni al sustrato), [a siembra se realizo el

18 de Mayo de 2006.

Posteriormente cuando las plantulas tenian 10cm de altura, se realizo el transplante al

campo el 20 de Julio de 2006, Se sembraron 15 plantas por surco (Fig. 4 .D,E,F).

Se realizod un deshierbe manual (Fig. 4 .H.), el 19 de Agosto 2006.

Se realizaron 3 muestreos tomando aproximadamente 30g de hojas al azar de cada
especie silvestre sobreviviente de Solanum para el andlisis enzimatico: Primer muestreo,
18 de agosto de 2006; Segundo muestreo, 30 de agosto de 2006; Tercer muestreo, 27 de

septiembre de 2006.
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Figura 4. Siembra en invernadere y en campo de las especies silvestres de Solannm spp. A) Sobres con
semillas de especies silvestres de Solanum: B) Siembra de semillas de especies silvestres de Solanum; C)
Charolas en el invernadero; D) campo utilizado para el transplante de especies silvestres de Solanun; E y
F) Transplante de especies silvestres de Solanum; G. Solanum demisum recién plantada y H) Deshierbe
manual el 19 de Agosto de 2006
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4.5.2. Fenoles totales

Se determino de acuerdo al método de Folin y Ciocalteu (Waterman y Mole, 1994).Se
utilizaron 30u del sobrenadante se aforo a 1ml con agua desionizada y 1ml de Folin-
Ciocalteu con 2ml de carbonato de sodio al 20%; se agito, dejandose reposar por 2hr en
obscuridad total; se leyo la absorbancia a 760 nm en un espectrofotometro Spectronic
21D (Milton Roy). La cuatificacion se realizé mediante una curva patron de dcido tanico
(Apéndice 3) y la concentracién de fenoles totales se reporto en mg fenoles totales g

'peso fresco de tejido.

NOTA: El algunos casos se utilizo 60 0 90u de sobrenadante, dependiendo de la

concentracion y se adecuaron los demads reactivos a este.

Se realizo una curva esténdar de 4cido tdnico de acuerdo con lo descrito por AOAC

(1995), para la cuantificacion.

Se disolvieron 10 mg de 4cido ténico en 10 ml de agua desionizada, toméndose 2 ml y
se afor6 a 100 ml, y se obtuvo una concentracion de 20pg/ml. Se tomaron alicuotas de 1,
1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 m] y se depositaron en tubos de ensayo. En seguida se le
adiciond a cada tubo agua desionizada en el mismo orden 16, 15.5, 15, 14.5, 14, 13.5, 13
y 12.5 ml. Finalmente se le agrego 1 ml de reactivo Folin-Ciocalteu mas 2 ml de
solucién de NayCOs al 20%. Se obtuvo un volumen total de 20 ml en cada tubo. Se
mezcl6 perfectamente y se dejo reposar en la oscuridad durante 2 h v se registro la

absorbancia a 760 nm en el espectrofotémetro.
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4.5.3. Fenilalanana amonio-liasa (EC4.3.1.5 PAL)

Su actividad se determiné con el método descrito por Martinez-Téllez y Lafuente
(1997). Se utilizo 0.025g de polvo de acetona homogenizando por 50s, con Sml de
borato de sodio 0.1 M, pH 8.8, frio con p-mercaptoetanol y 1% de PVP. Se agité la
mezcla por 20min en bafio con hielo (4°C), en seguida se filtro en un embudo de plastico
con manta de cielo, centrifugandose por 30 min a 16,000 Xg a 4°C durante 20 min. Se
extrajo el sobrenadante, la enzima se precipité agregando 0.46g de sulfato de amonio por
ml de sobrenadante y se agit6é 30 min a 4°C. Se centrifugd 20 min a 12,500 Xg y 4°C; se
conservo el precipitado y se elimino el sobrenadante, El precipitado se redisolvié
agregando 5 ml de borato de sodio 0.1M, pH 8.8 y 0.9 ml de extracto final, preincubado
a 40°C por min; se agregd 0.3 ml de L-fenilalanina 100nM y se midi6 la absorbancia a
290 nm. Simultdneamente se hizo el ensayo de una repeticion de la muestra con 2.1ml
de borato de sodio 0.1M, pH 8.8 y 0.9 ml del extracto final. Se evalué el cambio de
absorbancia en 2 h a 290nm a luz ultravioleta, manteniendo la muestra en bafio maria a
40°C. La actividad enzimatica se reporté como Ug de peso fresco donde U=A

(absorbancia) a 290 nm h™'.

4.5.4. Peroxidasa (EC1.11.1.7 POX)

El método utilizado fue el de Alia-Tejacal et al. (2002). Primero se extrajo la enzima con
0.025g de polvo de acetona. Se homogeneizo por 50s con Sml de Tris-HCl frio, pH 7.1 v
con 1% de polivinilpirrolidona (PVP) y se centrifugo por 20min a 30,000 Xg a 4°C.
Utilizando el sobrenadante de acuerdo con Flurkey y Jen (1978). Con un volumen total

de 3ml, 2.6ml de amortiguador Tris-HCl y pH 7.1, 0.25ml de guaiacol 0.1 M, 0.1 ml de
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perdxido de hidrégeno 0.25% y 30 p del sobrenadante. Se tomaron lecturas de
absorbancia a los 30, 60, 120 y 180 segundos a 470 nm. La actividad enziméitica se
reportéd como Ug de peso fresco (U es la unidad de actividad enzimatica y una unidad es

igual a la formacién de 1 mmol min™ de tetraguayacol).
4.5.5. Superéxido dismutasa (1.15.1.1 SOD)

El método utilizado fue el descrito por Beyer y Fridovich (1987). Se tomaron 0,025 g de
polvo de acetona con 5 ml de fosfato, pH 7.8, frio, se homogenizo por 50s en frio,
Posteriormente se centrifugé a 12,500 Xg por 20 min a 4°C, se dejo que tomaran
temperatura ambiente en absoluta obscuridad. En tubos de rosca se agregaron 3mli de la
solucién preparada con buffer fosfatos + EDTA + metionina + NBT y Triton X y 0.5 ml
de sobrenadante y se agité. Posteriormente se le agregd 0.03 ml de riboflavina Y se agito
vigorosamente. Para el testigo se sigui6 el mismo procedimiento exceptuando la
rivoflavina. Se llevaron al cuarto oscuro con luz fluorescente (4 lamparas Osmar marca
Red Slimline 75 W, luz de dia hecho en México) durante 7 min. Se evalud cambio de
absorbancia a 560 nm. La actividad enzimética se reporta en unidades internacionales
por gramo de peso fresco (U g-1 pf), cada unidad es igual a la cantidad del sobrenadante

que fotoinhibe la formacién de 50% de azul de nitro tetrazolium formazan,
4.5.6. Analisis de resultados.

El andlisis de los resultados obtenidos se realizdé mediante los programas NCSS
(Number Crunching Statistical System) y Excel. Se aplicaron analisis de correlacion y se

elaboraron gréficas de comportamiento de las diferentes variables evaluadas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

De la primera etapa de CAMPO, germinaron 15 plantulas de las siguientes especies

silvestres de Solanum spp.

S. berthaultii, S. pinnatisectum,
S. bulbocastanum, S. polyadenium,

S. deemissum, S. stenophyllidium,
S. gourlayi subs. gourlayi, S. stoloniferum,

S. hougasii, S. trifidum.

S. iopetalum, S. tuberosum .

S. microdontum, S. x sucrense.

De las cuales después del transplante en las instalaciones de PICTIPAPA solamente
lograron sobrevivir: S. demissum (Apendice 2.A.), S. tuberosum (Apendice 2.B.), S.

microdontum (Apendice 2.D.) v S. pinnatisectum (Apendice 2.C.).

5.1, Porcentaje de infeccion,

Se realizaron ocho muestreos, solamente de la especies S. tuberosum que fue la dnica
.que presento sintomas de infeccion por el ataque de P. infestans, por cllo solamente se

presenta la curva infeccion de tal especie (Fig. 5).

Las evaluaciones anteriores demuestran que S. tuberosum variedad Alpha, ha
presentado los porcentajes de infeccion mas altos en el Valle de Toluca (Lozoya ef

al., 1987; Lozoya y Hernandez, 2001; Hinojosa, 2004 y Lozoya ef al.,2007), lo que
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demuesira que es una especie susceptible, porello solamente se obtuvieron datos
de 2 muestreos ya que al tercero ya habia muerto y las especies resistentes (S.
pinnatisectum, S.demissum y S. microdontum), no presentaron sintomas de infeccidn

por el oomycete.

120

100

80 A

60 -

40

20 -

PORCENTAJE DE FOLLAJE INFECTADO

§ Julio 16 Julic 21 Julio 29 Jdulio 5 Agosto 13 Agosio 19 Agosle 26 Agosio
FECHAS DE LECTURA DE INFECCION

Figura 5. Curva de infeccidn de S. tuberosune, varviedad Alpha, en el 2006,

5.1. Fenoles totales.

Se observo un incremento en los fenoles totales a medida que se establecian las razas de
P. infestans (Calderon, 2008). Se ha observado que algunos compuestos fendlicos
t6xicos para los patdgenos se generan en mayor cantidad cuando a ocurrido la infeccion
o inhiben la produccién de enzimas fiingicas e inactivan la produccion enzimatica del
patdgeno, como una respuesta de defensa de la planta (Agrios, 2004; Vidhyasekaran,
1997). Este aumento en los fenoles totales en estas especies silvestres de Solanum spp,

se debe a que se activa una defensa pasiva contra el oomycete que ataca la planta, los
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fenoles se acumulan a través de la ruta de los fenilpropanoides activandose la PAL

(Basha et ai., 2006).

Este comportamiento se observa (Fig. 6) en las especies silvestres S. demissum,

S.pinnatisectum, S. microdontum.

S. tuberosum tuvo un decremento en los fenoles totales que concuerda con las enzimas
analizadas anteriormente, esto debido a que es susceptible a la infeccion del oomiceto y

no logra mantenerse hasta el tercer muestreo.

o

0.4 1

Concentracion de Fenoles Totales (mg g peso
fresco)

0.2 4

18-Ago-08 30-Ago-08 27-Sep-08

Figura 6. Concentracién de fenoles totales de las especies silvesires de Solanam spp. ==m=S5. pinnatisectum,
il . demissum, 38, mberosum ¥ $ S, microdoninm

5.2. Fenilalanina amonio-liasa { EC4.3.1.5 PAL)

Las especies silvestres de Solanum spp tuvieron un incremento en la actividad de
esta enzima a medida que el patdgenos se presentaba en campo (Calderon, 2008),
por lo tanto las planta S. demissum, S. pinnatisectum vy S. microdontum, reconocieron

al oomycete provocando la expresion de genes de defensa ante al ataque (Fig. 7).
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S. tuberosum, registrdé una disminucién en la actividad de PAL, ya que en el
tercer muestreo se habfan muerto todas las plantas. La disminucién de la

actividad de PAL se debe a que el hospedero es susceptible (Vidhayasekara, 1997).

Segln Bobey (1989), la actividad de la PAL aumenta cuando la planta es sometida
a diferentes situaciones de estrés y ataque de patégenos, de la misma manera Azcon
v Talon (1993) aseguran que se debe a que los genes responsables de la sintesis
de la enzima pueden responder a la presencia de elicitores bioldgicos. Sin
embargo Jone (1984) asegura que la PAL se presenta en todos los estadios del

crecimiento.

Por lo tanto tomando en cuenta que la presencia de todas las razas del oomiceto

va se encontraban en el Valle de Toluca (Calderon, 2008).

0.007 -

0.006 4

0.005 4

0.004 -

0.003 -

0.002 4

Actividad de PAL {Ug-" peso fresco)

0.001

18-Ago-08 30-Ago-06 27-Sep-06

Figura 7. Actividad de PAL en especies silvestres de Solenum spp. =£r=S, pinnatisecturm, =M=S. demissunt,
3-8, tmberosum ¥ ¢ S. microdonitum
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5.3. Peroxidasas (EC1.11.1.7 POX)

Se observa un incremento del primer al tercer muestreo en la actividad de las especies
silvestres de Solanum, S. demissum, S. pinnatisectum y S. microdontum (Fig. 8) a
medida que la condiciones ambientales (Apéndice 3) permiten el establecimiento de
todas las razas de P. infestans se incrementa (Calderon, 2008). Este incremento
proporciona lignificacién de la pared celular y follaje para que ¢l patégeno no se

establezca en la planta (Goodman, ef al., 1986).

En el caso de S. tuberosun, a medida que las condiciones ambientales favorecian a la
enfermedad vy el oomycete se incrementaba (Calderon, 2008), fue disminuyendo la
actividad de la enzima, lo cual sugiere que no es resistente y van bajando sus reacciones
de defensa hasta la muerte. Tomando en cuenta que el inicio del proceso oxidativo es la
primera accion que desencadena los mecanismos de defensa de la planta donde ¢l O, es
generado por diversas rutas y el NADH/NADPA es oxidado a NAD/NAD' en presencia
de peroxidasa, cuando el O, sufre una reduccion hay una catalizacién especifica en la
membrana por fosforilacion de NAD(P)H oxidasa que cataliza la reduccion del oxigeno

molecular, dando como resultado la muerte del patégeno (Mehdy, 1994).
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Actividad de POX {Ug-! peso fresco)
oW

18-Ago-08 30-Ago-08 27-8ap-08

Figura 8, Actividad de POX cn especics silvestres de Solanum spp. ==, pinnatisectum, === S, demissum,
=8, tuberosum y ¥=g. microdontum

5.4. Superoxido dismutasa (1.15.1.1 SOD)

Las especies silvestres de Solanum mostraron un incremento en la actividad enzimatica
de la SOD (Fig. 9) como consccuencia del contacto que surgié del elicitor del patogeno
con la planta, activando las reacciones de defensa de la SOD, que proporciona
proteccion a las células de la toxicidad del Oy y transformarlo en H;O; y la sintesis de
las especies de oxigeno actban directamente contra el patégeno (Vidhyassekaran, 1997).
Gutiérrez (20006), sefiala que después de la adicion del patégeno se presentara la
expresion de genes de avirulencia en la interaccion planta-patdgeno y la expresion del
grupo de genes Hrp o genes HR. Vidhyassekaran (1997) también menciona que la POX
en combinacion con la SOD minimizan la accion toxica de las especies reactivas de

oxigeno (Reactive Oxigen Species, ROS).
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Por ello se observd que en las especies silvestres resistentes (S demissum, S
pinnatisectum, S. microdontum) se incremento la actividad al avanzar en los muestreos.

Con S. tuberosum fue lo contrario, ya que la actividad de SOD disminuyo.

0.8

0.6

0.2 4

Actividad de 30D (Ug“ pesofresco}

18-Age-08 30-Ag0-08 27-Sap-08

Figura 9 Actividad de SOD en especies silvestres de Solanum spp. %S, pinnatisectium, *W=S. demissum,
XS, tuberosum p "¥S, microdontum

La supervivencia de los organismos depende de las interacciones de sus genomas con el
medio ambiente en el que viven. Por cllo observamos que las especies silvestres de
Solanum, mostraron un incremento en la actividad de enzimas PAL, POX, SOD vy

fenoles totales a medida que se presentaban las razas P. infestans (Calderon, 2008).

S. demissum es la que presento mayor actividad de las enzimas como reaccién de
defensa, como esta reportado en la literatura es resistenie a P. infestans y a diversas a
condiciones ambientales adversas (Ligarreto, 2001). S. pinnatisectum, presento una
actividad similar a S. demissum, resistente aunque no es muy utilizada. S. microdontum,

con menor actividad pero resistente. Finalmente S. tuberosum, resistié el ataque de
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algunas razas, pero decayd cuando se presentaron todas hasta llegar a morir, por lo que

la actividad iba decayendo, por lo tanto presento una resistencia parcial.

5.3, Andlisis de correlacion.

5.5.1. Solanum microdontum.

Se observaron correlaciones con un nivel de significacia P=0<0.05 entre fenoles
totales/fenilalanina amonio-liasa (r=0.934098), peroxidasas/superoxido dismutasa
(r=0.974500) y fenilalanina amonio-liasa/peroxidasas (+=0.786853). Por otro lado la
correlacion entre fenoles totales/peroxidasas (r=0.881640), fenoles totales/superdxido
dismutasa (7=0.769386) y fenilalanina amonio-liasa/superoxido dismutasa (7=0.786294)

fue alta pero fue no significativa (Cuadro 1).

Cuadro 1. Correlacién de variables para 8. microdonium

Variables FEN PAL POX SOD
FEN 1.00 0.934098* 0.881640™ 0.769386™
PAL 1.00 0.786853* 0.786294™°
POX 1.00 0.974500*
SOD 1.00

* Nivel de significancia 0<0.035, NS-No Significancia, FEN-Fenoles totales, PAL-Fenilalanina amonio-liasa, POX-
Peroxidasa y SOD-Superoxido Dismutasa.

5.5.2. Selanum demissum

Para la especie S. demissum las correlaciones fueron significativas con una P=¢<0.05
entre fenoles totales/fenilalanina amonio-liasa (r=0.945933) y peroxidasas/superoxido
dismutasa (r=0.876633). Las correlaciones entre fenoles totales/peroxidasas

(r=0.881640), fenoles totales/superédxido dismutasa (r=0.769386), fenilalanina amonio-
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liasa/peroxidasas (=0.786853) y fenilalanina amonio-liasa/superéxido dismutasa

(r=0.786294) resultaron no significativas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Correlacién de variables para S, demissum

Variables FEN PAL POX SOD
FEN 1.00 0.945933# 0.766914* 0.865232M°
PAL 1.00 0.753345™ 0.741276™
POX 1.00 0.876633
SOD 1.00

* Nivel de significancia 0<0.05, NS-No Significancia, FEN-Fenoles totales, PAL-Fenilalanina amonio-liasa, POX-
Peroxidasa y SOD-Superoxido dismutasa.

5.5.3. Solanum pinnatisectum

Las correlaciones fueron significativas un nivel de significacia P=0<0.05 enire fenoles
totales/fenilalanina amonio-liasa (#=0.810134), peroxidasas/superoxido dismutasa
(r=0.889704) y fenoles totales/peroxidasas (r=0.95548). Las correlaciones entre fenoles
totales/superdxido dismutasa (#=0.769386), fenilalanina amonio-liasa/peroxidasas
(r=0.850427) y fenilalanina amonio-liasa/superéxido dismutasa (#=0.825007) resultaron

no significativas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Correlacién de variables para S. pirnatisectum

Variables FEN PAL POX SOD
_ FEN 1.00 0.810134* 0.95548* 0.769386 "~
~ PAL 1.00 0.850427°° 0.825007™
POX 1.00 0.889704"
SOD 1.00

* Nivel de significancia 4<0.03, NS-No Significancia, FEN-Fenoles totales, PAL-Fenilalanina amonio-liasa, POX-
Peroxidasa y SOD-Superoxido dismutasa,

5.5.4, Solanum tuberosun

Las correlaciones tuvieron significacia estadistica con una probabilidad de P=0<0.05

entre fenoles totales/fenilalanina amonio-liasa (=0.971282), peroxidasas/superdxido
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dismutasa (»=0.929529) y fenoles totales/peroxidasas (»=0.933001). Las correlaciones
entre, fenoles totales/superdxido dismutasa (r=0.682466), fenilalanina amonio-
liasa/peroxidasas (r=0.792314) y fenilalanina amonio-liasa/superoxido dismutasa

(r=0.63383) resultaron no significativas (Cuadro 4).

Cuadro 4, Correlacién entre variables de S. tuberosum

Variables FEN PAL POX SOD
FEN 1.00 0.971282* 0.933001* 0.682466™
PAL 1.00 0.792314™ 0.63383"™
POX 1.00 0.929529"
SOD 1.00

Nivel de sigﬁiﬁcancia 0:=0.05, NS-No Significancia, FEN-Fenoles totales, PAL-Fenilalanina amonio-liasa, POX-
Peroxidasa y SOD-Superoxido dismutasa.

Se observo una correlacion directa y significativa para todas las especies silvestres (S,
microdontum, S. demissum, S. pinnatisectum y S. tuberosum) entre la actividad de
fenilalanna amonio-liasa y la concentracién de fenoles totales, esto debide a que la
fenilalanina amonio-liasa regularmente exhibe mayor actividad o sintesis de novo en los
tejidos enfermos o en genotipos resistentes, y es precursora de la mayoria de los

compuestos fenolicos, entre ellos las fitoalexinas y la lignina (Dixon y Harrison, 1991).

En al igual que la correlacion anterior para el caso de peroxidasa y superéxido dismutasa
resulto ser altamente correlacionada y estadisticamente significativa para todas las
especies silvestres, ya que la enzima superdxido dismutasa (SOD), la cual cataliza la
dismutacion del O2+ y lo convierte en peréxido de hidrégeno, se encuentra en el
citoplasma, en los cloroplastos y en las mitocondrias de las plantas. Las peroxidasas, que
utilizan el peréxido de hidrégeno durante las reacciones de lignificacién y la enzima

ascorbato peroxidasa localizada en los cloroplastos y en el citoplasma, eliminan el
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peréxido de hidrogeno utilizando 4cido ascérbico para convertirlo en agua, durante los

mecanismos de defensa de la planta ante un patégeno (Garcia ef al., 2004).

En el caso de la correlacion entre fenoles totales y peroxidasas se presento una alta
correlacion con significancia para S. demissum, S. pinnatisectum y S tuberosum. La
peroxidasa oxida los compuestos fenolicos y aumenta la velocidad de polimerizacion de
csos compuestos en sustancias similares a la lignina que se depositan en las paredes y
papilas celulares e interfieren con el posterior crecimiento y desarrollo del patdogeno

(Agrios, 2001).

Las correlaciones de las especies silvestres incluidas en este estudio para fenoles
totales/superoxido dismutasa y fenilalanina amonio-liasa, resultaron positivas pero no
tienen significancia estadistica. Sin embargo para ¢l caso de S. microdontum resulto
positiva la correlacion de fenilalanina amonio-liasa /peroxidasas con significancia

estadistica y positiva pero sin significancia para fenoles totales /peroxidasas.
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6. CONCLUSIONES

La respuesta en la presencia y actividad de las enzimas de defensa incluidas en el
presente estudio estuvo relacionada directamente a la resistencia del hospedante contra
el patogeno (las especies resistentes activaron sus mecanismos mas pronto y con mas

intensidad que la especie susceptible).

La accion simultdnea de varios mecanismos de defensa (fenoles totales, fenilalanina
amonio-liasa, peroxidasas y superoxido dismutasa) demuestra el caracter poligénico de

la resistencia genética de las especies que asi lo demostraron en el presente estudio.
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8. APENDICES

Apéndice 1. Clave de campo para evaluar el progreso de la enfermedad causada por Piytophthora

infestans en la papa.

Tizén (%)

Valores Media Limites Sintomas

escala del

Clp

1 0 No se abserva tizon tardic

2 25 <5 Tizén tardio presente. Maximeo 10 lesiones por planta.

3 10 5<15 Las plantas parecen sanas, pero las lesiones son facilmente
vistas al observar de cerca. Maxima &rea foliar afectada por
lesiones o destruida corresponde ano mas de 20 foliolos.

4 25 15<35 El tizén facilmente visto en la mayoria de las plantas.
Alrededor del 25% del follgje esta cukierto 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 area foliar esta destruida.

8 75 65<85 La parcela luce verde con manchas pardas. Alrededor del
75% de cada planta esta afectada. Las hojas de mitad
inferior de las plantas estan destruidas.

7 80 85<85 La parcela no esta predominante verde ni parda. Sdlo las
hojas superiores estan verdes. Muchos tallos tienen lesiones
extensas.

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

9 100 Todas las hojas y los tallos estdn muertos.

La descripcidn de sintomas se basa en plantas con 4 tallos y de 10 a 12 hojas por tallo

{Henfling, J.W. 1987)
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Apéndice 2. Especies Silvestres de Solanum spp, 30 de agosto de 2006

A) Solanum demissum, B) Solanum tuberosum, C) Solanum microdontum, D) Solanum

pinnatisectum y EY Campo con especies silvestres de papa
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Apéndice 3. Curva de Acido Ténico
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Apéndice 4. Grifica de porcentaje de infeccién de Selanum tuberosumm Alpha.

:-11:5:I 100 +

£ g0

g

E; 601

?; ol

¥ 20

- ] , :‘ B L E i

; I
o - g P fﬂ%,m..::
% 1. ” -l il§ ; -2
s mnm” H I ﬂ”ﬂﬂﬁmﬂmiﬂnﬂﬂnz A H“ nof Al A 00 Hﬂﬂn[_s
g e Jultan Day (Ju!z-z;ap) e g

Horas de Humedad Relativa (HR) mayor a 90%, dias de lluvia y temperatura, en el Valle

de Toluca en 20006.
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