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Algunas Reacciones De Defensa En
Diferenciales De Solanum spp. Para
Razas De Phytophtora infestans (Mont.)
De Bary.

Noris Dalia Calderon Marcial', Héctor
Lozoya Saldafia®

RESUMEN

Se planted la presente investigacion para
identificar y describir cronoldgicamente la
llegada de las razas patogénicas de Phytophtora
infestans (Mont.) De Bary en el Valle de Toluca,
México. De igual manera también se planted
identificar la presencia y/o accidn de metabolitos
de defensa de las plantas diferenciales para
dichas razas como respuesta al ataque del
oomycete. Todas las razas fisiolégicas descritas
por Black (1953) llegaron casi simultineamente
(excepto R 2-3-4), pues las diferenciales
presentaron la infeccidn a la par entre ellas, con
gran actividad de la fenil-alanina-amonio-liasa
(PAL), la peroxidasa (POX) y la superdxido
dismutasa (SOD) asl como una alta
concentracion de fenoles totales en las primeras
etapas de establecimiento del patdgeno. Las
correlaciones con una P = a < 0.05 mostraron
relacion en la presencia y accidon entre estas
enzimas y entre estas con el nivel de infeccion.
Se concluye que los mecanismos de defensa no
fueron especificas ni monogénicos, pues las
plantas reaccionaron de igual manera para los
diversos metabolitos en estudio (varios genes
involucrados), independientemente de la raza
especifica de P. infestans que las infecta.

Palabras clave: PAL, POX, SOD, Solamun spp, P.
infestans.
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Some Defense Reactions in
Differentials De Sofanum spp. For
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ABSTRACT

The purpose of this research was to identify and
chronologically describe the arrival of the
pathogenic races of Phytophthora infestans
(Mont) De Bary in the Toluca Valley, Mexico, as
well as to identify the presence and/or action of
defense metabolites of the differential plants for
such races as a response to the attack of the
oomycete. All the physiological races described
by Black (1953} arrived almost simultaneously
(except R 2-3-4). The differentials showed
infection at the same time among them, with a
high activity of phenyl-alanine-ammonio-lyase
(PAL), peroxidase (POX), and superoxide-
dismutase (SOD), as well as a high concentration
of total phenols in the early stages of the onset of
the pathogen. Correlations (P < o= 0.05) showed
a relationship in the presence of and an action
among these enzymes and between them and the
infection rate. It is concluded that the defense
mechanisms were neither specific nor monogenic
because the plants reacted in the same way to the
several metabolites under study, regardless of the
specific race of de P, infestans that infected
them.

Key words: PAL, POX, SOD, Solamun spp,
P. infestans.
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1. INTRODUCCION
El tizon tardio de la papa contintia siendo uno de las enfermedades mas importantes de
todos los tiempos. Esta enfermedad es causada por el oomicete Phytophthora infestans
{Mont.) De Bary, presentando como centro de origen las tierras altas de México tanto de
la diversidad genética del patégeno como del germoplasma relacionado con tubérculos
de Solanum spp (Roussell et al, 1999). Dando como resultado un patosistema

Phytophthora infestans-Solanicea.

El desarrollo de la enfermedad del tizén tardio depende de varios procesos que se han
estudiado por separado: uno de ellos es la agresividad del patégeno y el otro es la
capacidad de respuesta del hospedero, encontrando que las esporas de todas las razas del
hongo germinan con igual eficiencia en las variedades resistentes y susceptibles con

frecuencias equiparables (Gees y Hohl, 1988).

Cuando un patdgeno potencial intenta infectar a una planta, la comunicacién biogquimica
y molecular toma lugar conduciendo a la induccion del mecanismo de defensa en la
planta. En el caso de una defensa eficiente los sintomas visibles estardn restringiendo al
patdgeno provocando que este no se multiplique (interaccién incompatible); cuando la
defensa es ineficiente la planta llega a ser rdpidamente infectada (interaccion

compatible} (Desender et al., 2007).

Durante la interaccién planta-patdgeno el reconocimiento de un patégeno potencial

genera una Reaccion Hipersensitiva (RH) provocando la activacion de la muette celular



programada en el sitio de ataque para interrumpir la propagacion del patdgeno (Radwan

et al., 2005).

Varios procesos caracteristicos de la RH incluyen inicialmente la activaciéon de
componentes preexistentes mas que los cambios en la expresion de genes. Uno de estos
procesos es la gran liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Camarena,
2006), las cuales inducen la peroxidacidén de lipidos asi como la sintesis de fenoles,

fitoalexinas y la lignificacion (Vidhyasekaran, 1997).

En la produccion de fitoalexinas (metabolitos secundarios) representan un impacto
significativo en la resistencia a la enfermedad de la planta (Pedras et al., 2003). Otros
compuestos que forman parte de estos metabolitos son los fenoles, que llegan a presentar
un incremento en su biosintesis, explicada por la expresion de genes de enzimas

biosintéticas tales como la Fenilalanina Amonio-Liasa (PAL) {Azcon y Talon, 1993).

Los genes R para la resistencia al tizén tardio fueron descubiertos en dos especies
endémicas de Solanum (S. demissum y S. estoloniferum). De las cuales se obtuvieron 11
genes (denominados R1 a R11) aunque no representan verdaderamente més que una

pequefia parte de la variabilidad disponible (Griinwald y Flier, 2005).

A principios de los 1950's, hubo dos contribuciones, casi simultaneamente, que

ampliaron el panorama sobre la existencia de las razas patogénicas de P. infestans:

a) Cuando se observé el ataque del patégeno sobre variedades de papa

norteamericanas, aparentemente resistenfes en E.U.A., pero susceptibles en el



Valle de Toluca, se pensé en la presencia de razas diferentes en ambas regiones

(Mills y Niederhauser, 1953.)

b) Black et al (1953) y colaboradores propusieron una clasificacion de plantas
diferenciales de papa, como método de nomenclatura de las razas patogénicas de
P. infestans, con genes especificos que rompen la inmunidad de dichas plantas,

derivadas de S. demissum.

La presente investigacion se plante6 considerando que, a pesar de la gran variabilidad de
P. infestans en el Valle de Toluca (Griinwald et af., 2001), no se han estudiado las

reacciones de la plantas diferenciales antes mencionadas, por Black (1953).

1.1.  Objetivos

+ Identificar y describir cronolégicamente la llegada de las razas patogénicas de P.

infestans al Valle de Toluca, Edo de México.

% Identificar la presencia y/o accién de metabolitos de defensa de las plantas

diferenciales como respuesta al ataque de P. infestans.



Hipotesis

% Tomando en cuenta que el Valle de México es el centro de diversificacion de P.
infestans, se presentan todas las razas del patégeno a lo largo del ciclo del cultivo

de papa.

% La accion de los metabolitos ante la respuesta de ataque de P. infestas serd

reflejado como sintoma macroscopico en forma de necrosis.

2

% Las enzimas PAL, POX y SOD se detonan cuando el patdégeno ataca al
hospédante, y se presentara actividad en funcion del grado de enfermedad de la

planta.



2. REVISION DE LITERATURA

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

2.1.1. Origen

[l tizoén tadid causado por P. infestans €s considerada como una de las mds serias
enfermedades de la papa. Se recuerdan como catastréficas las epifitias ocurridas en Gran
Bretafia e Irlanda entre 1845 y 1850, por producir una aguda escasez de papa, que habia
logrado ser la base de la alimentacion en esos pueblos. Ademds de los paises citados, la
enfermedad causo estragos en los cultivos de Europa y también de América del Norte

(Calderoni, 1978).

Muchas evidencias muestran que en tierras altas de México, incluyendo el Valle de
Toluca, se presenta el centro de diversidad de P. infestans, organismo causal del tizon
tardio de la papa. La diversidad genética por virulencia, alozimas y restriccion de largos
fragmentos loci de polimorfismo son muy altos en el centro de México v los dos tipos de
compatibilidad de apareamiento (Al y A2) pueden encontrarse en una proporcién 1:1

(Grinwald et al, 2001).

2.1.2. Caracteristicas morfolégicas.

Micelio liso, poco ramificado, de 4.2 a 13.5 ym de didmetro, y en promedio de 9.2 um;
esporangioforos: ramificados en simpodio compuesto, con hinchamientos en las ramas
donde nacen los esporangios, de crecimiento indefinido; esporangios ovales a elipticos,

alimonados, con papila incospicua, deciduos de 12 a 38 x 12 2 23 pm, promedio de 29 x
5



19 um, Gamentagios: el oogonio es liso, globoso y activo, de 38 a 50 um, promedio de
40 pm; el anteridio es anfigio y pasivo; oosporas lisas, de paredes gruesas, esféricas,

apleroticas de 25 a 35 um de diametro, con promedio de 30 p (Romero, 1993).

2.1.3. Reproduccion .

P. infestans es un oomiceto que se reproduce asexual y sexualmente, presenta
usualmente filamentos y estructuras somdticas ramificadas conocidas como hifas.
También exhibe esporas sexuales y asexuales: oosporas, zooporangios y zoosporas

respectivamente (Manfrim, 2002).

2.1.3.1. Fase asexual

La germinacion del esporangio, se da por formacidon de tubo germinativo que
eventnalmente crece para formar micelio (germinacion directa) o por diferenciacién del
citoplasma dentro del esporangio. Las zoosporas son liberadas a través de un poro de
salida (germinacion indirecta). La germinacién directa depende de la temperatura y
nutricion. Las temperaturas por arriba del dptimo generan crecimiento de micelio que
favorece el desarrollo del tubo germinativo por esporangio. La temperatura éptima para
desarrollo de tubo germinativo por esporangio de P. infestans es 24°C, mientras la
diferenciacion de zoosporas ocurre a 12°C. Ta diferenciacion de esporangio v la
liberacién de zoosporas es en presencia de agua libre, y temperaturas por debajo del

optimo favorecen el crecimiento del hongo (Ribeiro, 1983).



2.1.3.2. Fase sexual.
Spielman et af. (1991) mencionan que la hibridacién se lleva a cabo entre talos de tipos
de aparecamiento opuesto (Al y A2), de un talo proviene el anteridio, del otro el oogonio

y la recombinacién genética ocurre con el cruce de progenies.

Cuando los tipos de compatibilidad crecen uno cerca del otro, la hifa femenina crece en
direccion del anteridio joven y forma un oogonio, el cual después de ser fecundado por
el anteridio se desarrolla en una oospora dura y de pared gruesa. Las oosporas germinan
por medio de un tubo germinal, el cual produce un esporangio, aunque algunas veces

forma directamente un micelio (Agrios, 1996).

De acuerdo a algunos estudios la hormona al, producida por talos de apareamiento Al
induce reproduccidn con talos A2. Las diferencias cuantitativas que se han encontrado
en interacciones de diferentes talos muestran que Al generalmente produce mas esporas

que A2 (Elliott, 1983).

2.1.4. Sintomas

Frecuentemente la enfermedad aparece al final de la estacion de crecimiento después de
la floracién, sin embargo en el Valle de Toluca los sintomas pueden observase pocas
semanas después de la siembra (Platt, 1992). Los sintomas iniciales tipicos son unas
manchas pequefias de color verde claro y verde obscuro de forma irregular. Bajo
condiciones favorables del medio ambiente, las lesiones progresan convirtiéndose en

lesiones necréticas grandes de color castafio a negro purpireo, que pueden causar la

7



muerte de los foliolos y diseminarse por los peciolos hacia el tallo, matando
eventualmente a la planta integra. Bajo condiciones de humedad se forma un mildiu
velloso constituido por esporangios y esporangitforos en el borde de las lesiones

especialmente en la cara inferior de las hojas (Hooker, 1980).

En el tubérculo se puede observar una alteracion de color de la corteza que, se torna
ligeramente castafio a rosado y a veces con dreas hundidas. El parénquima amilaceo
adquiere un color castafio claro, si la pudricion es seca el tubérculo se mantiene entero,
sin descomponerse, pero cuando se producen infecciones secundarias con bacterias u
hongos, el tubérculo toma una consistencia blanda, con evidentes pudriciones cremosas

(Calderoni, 1978).

2.1.5. Epidemiologia

La infeccién en campo es favorecida por bajas temperaturas y alta humedad (Hooker,
1980). El oomiceto produce abundantes esporangios bajo condiciones de alta humedad.
Si la temperatura es arriba de 13°C y la humedad es por debajo del 100%, estas esporas
germinaran directamente (formacién de tubo germinativo), pero si la temperatura es de
13°C y 100% de humedad relativa cada esporangio producird 8-12 zoosporas (Rich,

1983).

Las zoosporas producen tubo germinativo y apresorio en presencia de agua libre, no
resisten la falta de agua ya que mueren rapidamente por desecacién (Hooker, 1980).

Estas estructuras son diseminadas al salpicar las gotas de lluvia y son las responsables

8



del rapido desarrollo de la enfermedad en el cultivo, el cual llega a ser infectado

inicialmente por germinacién de tubo germinativo (Rich, 1983).

Los esporangios y las zoosporas germinan ripidamente cuando la temperatura asciende
arriba de 13°C, especialmente en el rango de 16°-24°C. Las condiciones ideales para la
epifitia son temperaturas nocturnas cercanas a los 12°C acompafiadas por fuertes Huvias
y rocio, seguido por temperaturas diurnas de 16°-24°C acompafiadas por alta humedad

producto de la lluvia y neblina (Rich, 1983).

2.1.6. Ciclo de vida

Han sido descubiertas tres formas de conservacion invernal en P. infestans:
supervivencia en el suelo (como saprofita u oosporas), conservacion en los tubéreulos
infectados que quedan en el suelo o en las proximidades del campo y conservacion en

los tubérculos utilizados para siembra (Roussell ef al., 1999).

Cuando el oomiceto inverna en forma de micelio en los tubérculos de papa infectados,
este micelio se propaga en los tejidos y por tltimo llega a unos cuantos de los retofios
que se formaron a partir de tubéreulos infectados que se utilizan como semilla, asi como
a Ias plantas voluntarias desarrolladas a partir de tubérculos enfermos abandonados en
campo. También puede llegar a los brotes que se han formado por las papas infectadas
que fueron depositadas en los basureros o montones de desechos. El micelio se propaga
hacia el tallo de las plantas con mayor rapidez a nivel de la regi6én cortical, dando como

resultado la decoloracion y colapso de las células de esa zona. Mas tarde, el micelio se

9



desarrolla entre las células medulares del tallo, pero rara vez se le encuentra en sistema
vascular. El micelio crece a través del tallo y llega a la superficie del suelo. Cuando el
micelio alcanza las partes aéreas de las plantas produce esporangioforos que emergen a
través de los estomas, hojas y del tallo para proyectarse al aire, Los esporangios que se
forman sobre los esporangioforos se desprenden y son diseminados por la lluvia o bien
son llevados por las corrientes de aire cuando han llegado a la madurez. Al depositarse
sobre las hojas o tallos himedos de las plantas de papa, los esporangios germinan y
producen nuevas infecciones. El tubo penetra la cuticula de la hoja o entra a través del
estoma y forma un micelio que crece profusamente entre las células v el cual envia
largos haustorios enrollados hacia el interior de ellas. Las células en las que el micelio se
nutre tarde o tempranc mueren y conforme empiezan a degradarse, el micelio se propaga
en la periferie en los tejidos carnosos de las hojas. Al cabo de unos dias después de
haberse producido la infeccion, emergen nuevos esporangiéforos a través de estomas y
hojas para producir numerosos esporangios que son diseminados por el viento e infectan
a otras plantas. En un clima favorable, el periodo comprendido entre la aparicién de la
infeccion y la formacion de los esporangios puede durar tan solo cuatro dias y, como
consecuencia, pueden producirse en una sola estacion de crecimiento nuevas infecciones
y numerosas generaciones asexuales del comiceto. Conforme avanza la enfermedad, las
lesiones previas contintan extendiéndose y aparecen otras, dando como resultado la
muerte prematura del follaje de las plantas y una disminucion proporcional en la

produccidén de papa (Agrios, 1996).
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La segunda fase de la enfermedad, o sea la infeccion de tubéreulos, se produce en el
terreno de cultivo durante tiempo himedo, cuando los esporangios son arrastrados hacia
el suelo. Los tubérculos de papa que se localizan cerca de la superficie del suelo son
atacados por las zoosporas que han sido liberadas y que germinan, y penetran en ellos a
través de heridas o lenticelas. En el tubéreulo, el micelio se desarrolla principalmente
entre las células y envia sus largos haustorios en forma de hoz hacia el interior de ellas,
Los tubérculos rara vez son infectados por el micelio que crece hacia la parte inferior del
tallo de una planta progenitora enferma. Sin embargo, si durante la cosecha los
tubérculos son contaminados por esporangios todavia presentes en el suelo o bien si esos
tubérculos son expuesios en tanto ¢l hongo se encuentre esporulando en el follaje
parcialmente enfermo de algunas plantas, es muy probable que produzca otra infeccion
que en principio no se hizo evidente, pero la cual mas tarde se desarrolla durante el
almacenamientos de los tubérculos. La mayoria de los tubérculos que han sido

infectados se pudren en la tierra o bien cuando son almacenados (Agrios, 1996).

2.2. Razas fisiologicas

2.2.1. Origen
Una de las primeras noticias de la presencia de razas fisiolégicas en México fue dada por
Mills y Niederhauser (1953) quienes sembraron variedades consideradas inmunes en los

Estados Unidos y viendo que estas eran severamente atacadas, determinaron que en



México hay mayor numero de razas fisiol6gicas que en aquel pais, incluyendo a razas

que podrian atacar a todos los clones provenientes de S. demissum (Huerta, 1977).

El amplio interés en las razas fisiologicas de P. infestans y en los genes para la
resistencia derivados de S. demissum, tuvieron como resultado la acumulacién de datos
de muchos investigadores de diferentes ciudades del mundo. Cada investigador usaba
sus propios simbolos para designar razas y genes correspondientes (Black ef al., 1953).
Pero en los clésicos estudios de William Black en Escocia, quien empezd a trabajar
sobre la resistencia del tizén en 1932, proporcioné la base para el sistema de
clasificacion de razas de P. infestans sobre la papa, La nomenclatura de Black fue
adoptada en un sistema internacional de designacién de razas del oomiceto y de genes de
susceptibilidad hospedero (Cuadro 1). Cuatro genes de susceptibilidad fueron
reconocidos en material cultivado derivado de S. demissum Lindl. Cada gen es heredado
independientemente en un dominante monogénico. Los genes fueron designados como
R1, R2, R3 y R4. Incluyendo el recesivo, 16 genotipos fueron desarrollados por el uso
de hospederos diferenciales. Y sobre la hipétesis de que cada diferencial es atacada
solamente por la raza fisiolégica que posea el gen o genes de patogenicidad
correspondientes, asi una raza del oomiceto serd llamada O si infecta solamente la
diferencial sin genes de resistencia (r). Similarmente otra seria denominada raza 1 si

infecta a las diferenciales ry R1, etc. (Gallegly, 1991).

Aparentemente nuevas razas del patdgeno surgen por mutacién. Algunas pueden surgir
por recombinacién o paraxesualidad, mientras que otras surgen de reproduccién sexual

de P. infestans (Rich, 1983).



En la actualidad diversos factores pueden incrementar la patogenicidad del oomiceto.
Entre ellos estan la migracién a nivel mundial de los dos tipos de apareamiento de P,
infestans, lo cual implica una reproduccién sexual que posiblemente incrementa la
variabilidad genética, que da como consecuencia un amplio espectro de posibilidades
ante nuevas condiciones que hacen mds dificil el control quimico y cultural de la
enfermedad. Otro factor clave en la variacién poblacional de P. Infestans lo constituye el
cultivo continuo de variedades de papa con los llamados genes mayores. Estos pueden
contribuir a seleccionar razas del patogeno que pueden manifestarse con una aparente

mayor agresividad frente a cultivos susceptibles (Henfling, 1987).

Cuadro 1. Relacién entre las plantas diferenciales de papa y sus respectivos genes
de susceptibilidad con respecto a las razas de Phytophthora infestans de acuerdo al
Sistema Internacional de Nomenclatura (Black ef al., 1953).

Razas de Phyfophthora infestans
PLANTA 011|2(3|4|12(13 |14 |23 (2434123124 13423411234

DIFERENCIAL

r S|8)S(s|s|s|s|s|s|s|s S S S S 8
R1 RIS|IRIRIR|S|8S|[8S|R|R|R 5 S S R S
R2 RIRISIRIR{ S| R|R|Ss|S8|R S S R S S
R3 RIRIR|IS|R|IR|S|RIS|R|[S S R s S S
R4 RIRIRIR[S|R|R|S|R|S[S R S S s S
R1,R2 RIRIRIRIR| S|/ R{R|R R|R s S R R S
R1,R3 R/ RIRIRIR|R[S|R|R|R]|R S R S R S
R1,R4 RIR|IR[RIR|IR|R|S|R|R]|R R S S R S
R2,R2 RIRIRIRIR|R|R|R|S|R|[R S R R S S
R2,R4 RIRIR(RIRIR|R|R|R|S|R R S R S L
R3,R4 RIRIR|IRIR{R|{R|R|[{R|R| S R R S S S
R1,R2,R3 RIRIRIRIR|IR|[R|R|R|R|R S R R R S
R1,R2,R4 RIR|IRIRIR|R|R|R|RIR]|R R S R R S
R1,R3,R4 RIRIRIRIR{R|R|R|R|R]|R R R s R S
R2,R3,R4 RIRIRIRIR|IR|R|R|R|R|R R R R S S
R1,R2R3R4| R |R{R|R|RI{R|RIR|R[|R | R R R R R s

8: SUCEPTIBLE Y R: RESISTENTE



2.3. Resistencia genética

Los programas de seleccion de resistencia al tizén en la papa se han basado durante
mucho tiempo en la introduccion de resistencias monogénicas obtenidas de la especie
silvestre S. demissium. Actualmente, 11 genes (denominados R1 a R11) se han
identificado e introducido en S. tuberosum, aunque no representan verdaderamente mas
que una pequefia parte de la variabilidad disponible (Roussell ef al., 1999, Malconsom,

1969).

El control genético del tizén tardio en el follaje puede lograrse por dos tipos de

resistencia: resistencia vertical y resistencia horizontal.

2.3.1. Resistencia vertical

Conocida también como resistencia especifica de las diferentes razas. El mecanismo mas
frecuente de la resistencia vertical es la hipersensibilidad, aunque no es el tnico. Sus
efectos son generalmente de cardcter cualitativo, y se expresan por un grado de
proteccion total o nulo (Cornide ef al., 1985). Este tipo de respuesta es controlada por
genes R designados dominantes. S, demissum ha sido usada tradicionalmente para
conferir resistencia al tizén, por cruzamientos de variedades comerciales de papa. En la
actualidad se ha determinado la localizacién de algunos genes de este tipo, ademas de
algunos factores genéticos cooperativos, como genes represores o silenciadores

(Jaramillo y Rojas, 1997).

Los genotipos resistentes reaccionan a la rapida penetracion con la muerte de las células

en el sitio de infeccion la cual se muestra como una mancha necrética. Ia reaccién de
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hipersensivibilidad es débil y puede generar lesiones cuando se trata de los genes R2,

R4, R10 o R11 (Turkensteen, 1989).

La resistencia miltiple o compleja se basa en la acumulacién de genes que controlan la
resistencia ante diferentes patotipos, como una via de ganar en la estabilidad varietal

(Cornide ef al., 1985).

En general, las variedades que muestran resistencia especifica muestran resistencia
completa a un patégeno en particular en la mayoria de las condiciones ambientales, pero
una o varias mutaciones que ocurran en el patégeno pueden originar una nueva raza que
entonces pueden infectar a la variedad anteriormente resistente., Por el contrario, las
vartedades que presentan resistencia general (poligénica) son menos estables y pueden
variar en su reaccion al patdégeno bajo diferentes condiciones ambientales, pero el
patogeno tendrd que pasar por muchas mutaciones para inhibir por completo la
resistencia del hospedante (Agrios, 1996), tomando en cuenta que muchas razas

compatibles han aparecido en casi todas las zonas de cultivo (Malcolmson, 1969).

2.3.2. Resistencia horizontal

La llamada también resistencia cuantitativa, general o parcial contra P. infestans se cree
que es mds durable que la vertical, pero puede proveer solo proteccién parcial, Esta
consiste de componentes que afectan la eficiencia de infeccién, crecimiento veloz de la
lesion, periodo latente y capacidad de esporulacion del patdgeno (Thurston, 1971), esto

es facilitado por que se presenta bajo el control de muchos genes (quizd docenas o
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cientos de ellos). Sin embargo cada uno de estos genes por separado es ineficaz para
contrarrestar el efecto del patdégeno y puede tener una funcién menor en la resistencia

horizontal total de la planta (Agrios, 1996).

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). Aunque existen genes
R de S. demissum (R2, R4, R10 y R11) que no proveen resistencia completa contra P,

infestans (Thurkensteen, 1989),

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 colonizacion y mesofilo, colapso lento de los
peciolo y reduccion del rango reproductivo del patdgeno, es decir se presentan barreras
fisiologicas y quimicas en los tejidos del huésped que dilatan el rango, la frecuencia de

penetracion y la produccidn del oomiceto (Trujillo, 2004).

2.3.3. Modelo gen por gen.

En 1940, trabajando con lino y la roya del lino, H. I. Flor hipotetizé un mecanismo
genético por el cual las plantas son resistentes a patégenos. Esta hipotesis determind el
modelo de gen por gen, que sirvié como paradigma en programas genéticos en los
tltimos 50 afios. En este modelo Flor propone que un simple gen en el hospedero puede

conferir resistencia a la planta si el patégeno tiene el gen complementario por
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avirulencia (Buell, 1999). Esto ¢s, si un gen condiciona resistencia en el hospedero, hay
un gen correspondiente para virulencia en el patdgeno, si dos o tres genes determinan
resistencia, dos o tres genes corresponden a la avirulencia en el patdgeno. Esta hipotesis
de gene por gen es usada para la explicacion de coevolucion del sistema hospedero-
patdgeno. La representacion cuadrédtica de la interaccion entre el gen de hospedero y
patégeno designado gen para resistencia (R) y avirulencia (V) como dominante; para
susceptibilidad (1) y virulencia (v) son recesivos. Tres de las combinaciones indican
susceptibilidad (R-v, -V y r-v), v una (R-V) significa resistencia (Cuadro 2). La
combinacién resistente requiere una interaccién entre un gen para resistencia en el
hospedero y un gen para avirulencia en el patdgeno. Esto quiere decir que la interaccion
especifica entre hospedero y patégeno 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).

Cuadro 2. Representacion cuadritica de interaccién de gen hospedero-patégeno.

PATOGENO HOSPEDERO
R R
\' RV v
\'4 Rv Rv

Cuando una variedad vegetal tiene dos o mas genes de resistencia (R|,Rz,...... ) contra
un patégeno en particular, este debe tener dos o mas genes de virulencia (vi, va,.....),
cada uno de los cuales debe actuar especificamente sobre uno de los genes de resistencia

en el hospedante para que se produzca la infeccién. En el Cuadro 3, se ejemplifica
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claramente varios puntos. Primero, las plantas susceptibles (vivy) que carecen genes de
resistencia son atacadas por todas razas del patdgeno, incluso por las que carecen de
genes de virulencia especificos (A1A). Segundo, las razas del patdgeno o los individuos
que contienen genes de virulencia (vivy) especificos para cada gen de resistencia del
hospedante (R|Rz) pueden infectar a todas las plantas que tengan cualquier combinacién
de estos genes (RiRy, Ryry, 11Rz). Cuando un patégeno tiene uno de los dos genes de
virulencia (vi 0 v2), puede infectar a las plantas que tengan el gen de resistencia
correspondiente (Ry o Ry, respectivamente), pero no a las plantas que tenga un gen de
resistencia distinto del gen de virulencia correspondiente (por ejemplo, los patégenos
que tienen genes Vv, infectaran a las plantas que tengan genes r Ry, pero no a las que
tengan genes Rir; debido a que al gen v, puede atacar el gen R, pero el gen V, no

pueden atacar al gen R1) (Agrios, 1996).

Cuadro 3. Representacién cuadritica de dos genes de resistencia hospedero-patégeno.

Genes de resistencia en la planta
Genes de virlencia R1 RZ R1r2 R1 R2 I
o avirulencia,
ViV, _ _ - +
V1V2 _ _ + +
a, A2 _ + _ +
aqay + + + +

La fuerte respuesta de defensa que se dispara después de una interaccién de gen a gen
incluye la sintesis de enzimas y metabolitos antimicrobianos, la generacién de moléculas
seflal que activan la defensa en las células vecinas y el refuerzo de la paredes celulares

que rodean ¢l sitio de infeccion (Yu ef al,, 1998).
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2.4.  Reconocimiento del patogeno

La activacion de defensa inducida es disparada por un reconocimiento especifico del
patdgeno a la invasion de la planta. La percepcion en resistencia hospedero especifico
involucra receptores con alto grados de especificidad por el patégeno afin, los cuales son
codificados por genes R expresados constitutivamente y localizados sobre la membrana

plasmatica o en el citosol (Odjakova y Hadjiivanova, 2001).

Los componentes mayores de la sefial de transduccién cambian por la percepeién del
clicitor al gen de activacién. El reconocimiento del elicitor por el receptor de la
membrana plasmética estimula los influjos de " y Ca*, y flujos de K* v CI". Este flujo
de iones son prerrequisitos para la activacion especifica de proteinas activadas
mitogénicas (MAP) quinasas y para la generacién del estrés oxidativo. La fosforilacidn v
la desfoforilacion de algunas proteinas también es observada. La estimulacién del
elicitor es obligatorio as{ como también la produccién de Acido Jasménico por la
membrana asociada a la fosfolipasa. Sin embargo la asociacién de la ruta del jasmonato

no es esencial para iniciar la respuesta de defensa (Somssich y Hahlbrock, 1998).

2.4.1. Elicitor

Los clicitores, fueron originalmente definidos como componentes de origen microbial
que inducen acumulacion de fitoalexinas. En la actualidad se definen como componentes
que inducen algunas o toda una serie de respuestas de defensa en la planta, incluyendo

RH, fuga de electrolitos, necrosis, biosintesis de etileno y proteinas relacionadas con la
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patogénesis (Walton, 1997). Estos son frecuentemente de bajo peso molecular y son
sintetizados o liberados por precursores poliméricos durante la infeccion. Su estructura
quimica presenta una gran variedad, como las glucoproteinas, péptidos y oligosacaridos
(Odjakova y Hadjiivanova, 2001). Un ejemplo de elicitor lipidico de P. infestans es el

acido araquidonico localizado en la membrana celular del patdgeno (Walton, 1997).

Un elicitor en particular no necesariamente elicita todas las reacciones de defensa de la
planta, por ejemplo el etileno dispara sintesis de proteinas PR pero no acumulacion de
fitoalexinas (Walton, 1997). Otra participacion muy importante es en la membrana
plasmadtica en la actividad redox donde durante la elicitacion hay produccién de ROS,
generado por el transporte de electrones, donde un electrén donador citoplasmatico a un

electron aceptor externo, es mediado por la membrana (Vera-Estrella ef al., 1994).

2.5. Mecanismo de defensa a nivel membrana celular

La asociacién de especies de oxigeno activo con la induccién de la respuesta de defensa
a patdgenos ha sido demostrada en diversas interacciones planta-patdgeno. El origen de
las especies de oxigeno activo, principalmente, el radical superéxido (0™) y el peroxido
de hidrégeno (H,0;) han estado ligados a cambios en la membrana plasmética. En
plantas las principales enzimas antioxidantes de la membrana plasmatica a nivel citosol
son la catalasa y la superdxido dismutasa, las cuales reaccionan con las formas activas
de oxigeno, ascorbato peroxidasa y glutamina reductasa las cuales regeneran

antioxidantes (Vera-Estrella ef al., 1994)
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2.5.1. Especies Reactivas de Oxigeno (Reactive Oxigen Species, ROS)

El término de estrés oxidativo se tomé prestado de la literatura de las células neutrdfilas,
para describir la primera fase de la produccion rdpida de especies reactivas de oxigeno.
En plantas se documentd por primera vez en tubérculos de papa tratados con la raza
incompatible de P. infestans. En esos estudios se demostr6 con la inoculacién del

patogeno que se estimul6 la produccion de citrocromo ¢ (Camarena, 2006).

La rapida generacién del anion superdxido y perdxido de hidrégeno se ha demostrado en
muchos estudios de respuesta hipersensitiva con bacterias y hongos avirulentos o con
patégenos virales. Los estudios mas recientes revelan que la generacién de las especies
reactivas de oxigeno ocurre en dos fases. La fase I que sucede minutos después de la
adicién del patégeno y es una reaccion biologicamente no especifica, mientras que la
fase II comienza tres horas después de que la fase inicial ha terminado, la cual depende
de la expresion avr en la interaccién planta-patégeno y la expresion del grupo de genes

Hrp o genes de la RH y patogenicidad (Camarena, 2006).

La produccién de ROS juega un papel clave en la defensa de la planta ya que es la
primera respuesta activada en muchas interacciones incompatibles la cual dispara el
inicio de RH (Hammond-Kosack y Jones, 1996). Estas especies también pueden estar
involucradas en la oxidacién de lipidos de membrana que resultan de la produccién de
varios componentes fiingicos, iniciacién de lignificaciéon de la pared celular directa a la

herida del patégeno v sefial de transduccidén (Vidhyasekaran, 1997).
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Las ROS son parcialmente la forma reducida de oxigeno molecular (0,) continuamente
producidas en células durante el metabolismo aerébico. Estos pueden causar extensas
heridas o muerte celular y también juegan un papel principal en muchas sefiales de rutas
metabolicas en plantas involucradas en: percepcion de estrés, regulacién de fotosintesis,
respuesta a patogenos, programacion de muerte celular, accion hormonal y crecimiento,

y desarrollo de la planta (Davletova et al., 2004),

La actividad enzimatica de las ROS mejor estudiada es la de NADPH oxidasa. La
intensidad, duracion y localizacién de las diferentes sefales son determinadas por un
juego intermedio entre la produccion de ROS v la ruta de almacenamiento de ROS en la
c¢lula. Estos procesos requieren una manera acelerada de regulacidn y podrian

involucrar amplificacion y/o inhibicién de reacciones (Mittler, 2004).

Cuando los patogenos invaden los tejidos hospederos se producen diferentes radicales de
oxigeno. El anién superoxido (0y) lleva un electrén sin aparear que surge de la
reduccion de un oxigeno molecular, El Oy extracelular en células de plantas puede ser
generado en un nimero de rutas NADH/NADPA y es oxidado a NAD/NADP en la
presencia de peroxidasa y M**, de la reduccién de Oy, una catalizacién especifica de la
membrana NAD(P)H oxidasa puede catalizar la reduccién de oxigeno molecular. El
superdxido (Oy") es producido en papa en interacciones incompatibles con 2. infestans

(Vidhyasekaran, 1997).
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2.5.2. Superoxido Dismutasa (1.15.1.1; SOD)

Las super6xido diamutasas son una familia de metaloenzimas que catalizan la
degradacién de radicales O7, estas juegan un papel importante en la proteccion de la
células contra los efectos téxicos de radicales superdxidos producidos en diferentes loci

celulares (del Rio, 2003).

La SOD es la primera en los procesos de detoxificacion, esta degradacion de Oy a Hy0o,
el cual es reducido a H,O por catalasa en peroxisomas y ascorbato peroxidasa en
cloroplastos y citosol (Papadakis ef al., 2001). Tal es el caso del chicharo que contiene
izoenzima SOD Cu/Zn y se localizan en cloroplastos y citosol, mientras SOD Mn se
localiza en la mitocondria. El tabaco es el mas complejo ya que incluye al menos cinco
izoenzimas distintas, SOD Fe en cloroplastos, SODs Cu/Zn en cloroplastos y citosol y

SOD Mn en mitocondria (Gupta ef al., 1993)

Esta enzima probablemente protege a las células de la toxicidad del oxigeno. La alta
produccion de superéxido reactivo generado enzimdticamente o no enzimdticamente

bajo alta tensidn de oxigeno es transformado a HyO; por la superoxido dismutasa

(Huang et al., 1983).

2.5.3. Peroxidasa (EC 1.11.1.7; POX)
La peroxidasa cataliza la deshidrogenacion estructuralmente de substratos fendlicos por
H,0, y son por consiguiente consideradas como enzimas antioxidantes (Djanaguiraman

et al., 2004). Esta enzima en plantas se localiza principalmente en la pared celular y en
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vacuolas. La raiz de las plantas exuda altas concentraciones de peroxidasa en suelo,
particularmente en respuesta al estrés hidrico y quimico. Esta enzima ha sido implicada
en diversos fendmenos observados en plantas como: lignificacion, suberizacion,
elongacion celular, crecimiento y regulacion de la biosintesis de la pared celular y
plasticidad. También ha mostrado ser valiosa como marcador de la reaccién en plantas al
estrés ambiental externo. El Guaiacol es un sustrato metabolizado por un amplio rango
de POX, sin embargo este puede servir como marcador general de actividad de la POX.
La actividad de la peroxidasa es mas pronunciada en raices que en hojas (Khan y

Chaudhry, 2006).

La peroxidasa en combinacién con SOD puede minimizar la accién toxica de ROS en
interacciones susceptibles. Esto fue demostrado con Dreschslera gramea de alta

virulencia (Vidhyasekaran, 1997).

Goodman ef al., (1986) mencionan que la actividad de la peroxidasa gradualmente
decrece en hojas jovenes, céascara del tubérculo y pulpa respectivamente. La resistencia
en Organos particulares a la infeccién decrece en correlacion con la disminucién en la

actividad de la enzima.

2.6, Mecanismos bioquimicos de defensa
Las plantas exhiben resistencia natural a enfermedades, lo cual involucra mecanismos de
defensa inducibles que son disparados solo por el intento de infeccion, los cudles activan

biosintesis de metabolitos secundarios antimicrobiales de bajo peso molecular

24



(fitoalexinas), deposicion de material ligninico e incremento en la actividad de enzimas
hridroliticas, muerte celular y sintesis de protefnas que inhiben al patogeno (Bell et al.,

1986; Walton, 1997).

2.6.1. Respuesta Hipersensitiva (RH)

La resistencia de las plantas a enfermedades de patdégenos como hongos, bacterias y
virus frecuentemente depende de si la planta es competente a reconocer al patdgeno en
los procesos tempranos de infeccion. El evento del reconocimiento conduce a una rapida
necrosis en el sitio de infeccion, el cual es nombrado Respuesta Hipersensitiva. Esta
respuesta priva al patogeno de nutrientes y/o libera moléculas toxicas y de ese modo
restringe el crecimiento del patdgeno de una region de la planta, por tal motivo este
proceso es reconocido como mecanismo de defensa activa (Franzen, 2000). De igual
forma provee resistencia a la gran mayoria de patégenos potenciales (no hospederos o
especies resistentes), Para una especie de planta dada, un niimero mas limitado de falsos
patégenos exhiben la habilidad a evadir el sistema de reconocimiento del hospedero y
crecimiento extensivo sin provocar necrosis en el hospedero o solo después un
considerable retraso. Estas observaciones indican que hay una evolucién de la habilidad

de la planta hospedera a reconocer razas patégenas (Mehdy, 1994).

El reconocimiento del patogeno dispara una amplia gama de mecanismos de defensas
inducibles que son para a la resistencia de total de la planta. Estos se activan cuando la

planta percibe las sefiales moleculares del patégeno (elicitores) reconocidos por los
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genes de avirulencia (4vr) los receptores especificos, que a su vez son reconocidos por
genes R interactiian directamente con elicitores, de este modo inicia la sefial de respuesta
de defensa a la enfermedad dando como resultado el mecanismo inducido en el sitio de
infeccion e incluyendo sintesis de compuestos antimicrobiales (fitoalexinas),
acumulacién de componentes fendlicos (Kamoun et al, 1999), sintesis de enzimas
hidroliticas que atacan al hongo o bacteria y alteraciones en la sintesis de de proteinas

estructurales de la pared celular (Mehdy, 1994).

Generalmente la RH es asociada con interacciones incompatibles, aunque las
caracteristicas microscopicas de tejido necrético en algunas interacciones compatibles
son idénticas a RH (Desender ef al., 2007). La expresion de genes de defensa codifican
proteinas relacionadas a la patogénesis o enzimas involucradas en el metabolismo
secundarioc como la fenilalanina-aminoliasa y produccién de componentes
antimicrobiales de bajo peso molecular que constituyen a mds procesos claves en la

defensa de la planta (Zeier et al., 2004).

Desender ef al., (2007) mencionan que la HR en hojas de tabaco puede ser disparada por
una variedad de elicitores, incluyendo harpinas, replicacion del virus mosaico del tabaco
(TMV), elicitinas, ptroteinas de bajo peso molecular de todas las especies de
Phytophthora y durante el establecimiento de RH, se expresan dos grupos de genes, el
primer grupo corresponde a genes especificos para la induccién de HR, los cuales son
expresados solo en interacciones incompatibles, el segundo grupo se expresado en
niveles similares en interacciones incompatibles y compatibles. Ademds la RI,

involucra en interacciones incompatibles cambios fisiolégicos tempranos incluyendo
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flujo de electrolitos, biosintesis de ROS, lipoperoxidacion en la membrana y fuga

citoplasmatica.

2.6.2. Componentes fenélicos

Los fenoles en plantas comprenden un diverso grupe de fitoquimicos, que abarcan desde
4dcidos fendlicos a complejos polimeros como taninos y ligninas. Los fenoles se
caracterizan por anillos aromaticos llevando uno o mas grupos hidroxilo y la mayoria de
los componentes conocidos son derivados del acido shikimico y de la ruta de los
fenilpropanoides. De la clase mayor de los fitoquimicos, los fenoles son los mas
comunmente inducidos por estrés como exceso de luz, UV, frio, deficiencia de

nutrientes, ataques de herbivoros y patdgenos (Constabel, 1999).

Estos componentes son de gran importancia como soporte de material celular. Llegan a
formar un parte integral de la estructura de la pared celular, principalmente en matetiales
poliméricos como las ligninas y suberinas para el soporte mecdnico y barreras contra
invasion microbial (Strack, 1997). También son comunmente encontrados tanto en
plantas comestibles como no comestibles y se ha reportado que tienen efectos biolégicos

miltiples, incluyendo actividad antioxidante (Kéhkonen et af., 1999).

Vidhyasekaran (1997) menciona que la presencia de componentes fendlicos en plantas o
su sintesis en respuesta a una infeccion, han estado asociados con la resistencia contra

hongos patdgenos. Tal es el caso de una planta de tomate susceptible con tratamientos de
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acido quinico o fenilalanina que incrementa el contenido de componentes fendlicos y la

resistencia contra Fusarium oxysporium f.sp. licopersici.

Rubio-Covarrubias ef al., (2006) demostraron que la concentracion de componentes
fenolicos en células epidérmicas de hojas de papa son influenciadas por la temperatura y
el fotoperiodo, donde la resistencia a la penetracion de P. infestans dentro de células
epidérmicas estuvieron correlacionadas con el nivel de resistencia de los cultivares, peto
no con el contenido de fenoles. También observaron que todos los cultivares tuvieron
similar deposicion de componentes fendlicos (sobre los estomas, en la pared celular y en
la célula completa) después de la inoculacion y que los diferentes tipos de reaccion

fueron independiente del tipo y nivel de resistencia.

El incremento en fenoles totales en células infectadas indica que también estan
empezando a ser sintetizadas durante la infeccién también transportadas alrededor del
tejido. Si la sintesis de nove ha ocurrido, la actividad de la PAL podria tener un
incremento simultdneamente o ligeramente en avance de la acumulacion observada de
fenoles. Un caso de incremento en la actividad de la PAL fue encontrado en la infeccion

de tejidos de tomate a partir de la sintesis de novo de fenoles (Vidhyasekaran, 1988).

-2.6.3. Fitoalexinas
Miiller y Béger (1940) emplearon el término de fifoalexinas para describir las sustancias
producidas por el hospedante al ser invadido por el patégeno y que inhiben el desarrollo

de los hongos (Cornide et al., 1985). Estas sustancias actualmente constituyen un grupo
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quimico heterogéneo de mds de 150, que han sido detectadas en plantas infectadas con
patdgenos, las cuales pertenecen a tres grupos (fenilpropanoides, terpenoides y
derivados de dcidos grasos) y a varias clases de componentes: isoflavonoides, estilbenos,

cumarinas, sesquiterpenos, diterpenos, poliacetilos y otros (Vidhyasekaran, 1997).

Las fitoalexinas son componentes antimicrobiales y lipofilicos de bajo peso molecular
que son acumulados rdpidamente alrededor del sitio de infeccion del patogeno
incompatible en respuesta a un extenso surtido de elicitores bidticos y abidticos. La
biosintesis de fitoalexinas ocurre después un desvio del precursor primario metabdlico
entre la ruta metabolica secundaria. Este desvio frecuentemente surge de la induccion de
novo de enzimas como la PAL, la cual es clave control en la ruta biosintética. Sin
embargo la biosintesis para generar mas fitoalexinas necesita la actividad de numerosas
enzimas, altamente coordinadas sefialando eventos que pueden ser requeridos en las
células atacadas para establecimiento sucesivo de este tipo de respuesta de defensa

{(Hammond-Kosack y Jones, 1996).

2.6.4. Fenilalanina Amonio-Liasa (EC 4.3.1.5; PAL)

La PAL una enzima importante en el metabolismo de los compuestos fendlicos, que
cataliza la desanimacién de la L-fenilalanina a acido transcindmico, un importante
precursor para los compuestos flavonoides. Esta importante enzima cataliza la reaccién
de ramificacion de la molécula, en la via que lleva al acido shikimico abriéndola a un

amplio rango de productos secundartos como lignina, fenoles y cumarinas, asi como
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flavononas y antocianinas. Una cuestion interesante es que la actividad de la enzima es
afectada por una gran variedad de factores externos ¢ internos, varia segin el estado de

desarrollo de la panta (Bidwell, 1979; Ohl ef al, 1990).

La actividad de la PAL aumenta considerablemente en zonas donde se ha producido una
infeccion fungica, asi pues parece que los genes responsables de la sintesis de la enzima
pueden responder a la presencia de elicitores biolégicos, sintetizando mRNAs
correspondientes, que se traduciran en proteinas con actividad de la PAL (Azcon y

Talon, 1993).

Esta enzima juega un papel clave en el desarrollo de la resistencia a patogenos en
plantas, los cambios en la actividad y la transcripcién generalmente no ocutren en
interacciones compatibles. El apagado de los genes de la PAL parece ser uno de los
primeros pasos en el desarrollo del patégeno en hospederos susceptibles

(Vidhyasekaran, 1997).

Yoshioka y Duke (1994) mencionan que Fritzermeier e al (1987) reportaron que la
activacion transcripcional de la PAL ocurrié dentro de los 30 minutos en hojas
inoculadas con razas de P. imfestans compatibles e incompatibles. Mientras que
Vidhyasekaran (1997) menciona que la actividad de la PAL incrementa rapidamente a
un alto nivel en raiz de FEucalyptus calphylla, en especies resistentes a Phytophtora
cinnamomi después de la infeccidn del patégeno. En especies susceptibles, sin embargo
en F. marginata, la actividad de la PAL incrementd solo ligeramente después de la

inoculacidén con el hongo en las primeras 24 horas. Subsecuentemente un rapido declive
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en la actividad de la PAL fue observado y después de 96 horas de la inoculacién la
actividad de la PAL increment6 al 77% de los niveles del testigo. La importancia en la
supresién de la PAL resulta en una reduccién en la sintesis de compuestos fenolicos fue

mostrado usando al acido aminooxiacetico (AOA), inhibidor de PAL.

2.7. Activacion de la reacciéon de defensa en plantas.

La Figura 1 muestra la reaccion de defensa de la planta que da inicio con el
reconocimiento del elicitor por la membrana plasmadtica receptora estimulando la entrada
de H" y Ca'y flujos de K" y CI'. Este flujo de iones es prerrequisito para la activacion de
MAP quinasa y esta a su vez activa a la NAD(P)H oxidasa para la fosforilacion y
desfosforilacion de algunas proteinas. Alternativamente el elicitor estimula a la SOD, la
cual dismuta al radical oxigeno (O7), aunque también la dismutacion se da por via no
enzimdtica, dando como resultado peréxido de hidrogeno. (Odjakova y Hadjiivanova,

2001).

El H,0, activa la accion de la POX para el inicio de la peroxidacion de lipidos a través
del radical hidroxilo (H"). Otra de las funciones del peréxido de hidrogeno es la
activacién de los genes de defensa a través de la alteracion del mecanismo redox, uno de
esos genes activa a 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).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del experimento

La presente investigacion se realizé en dos fases, campo y laboratorio. La fase de campo
se realizé en los campos experimentales de PICTIPAPA (Programa Internacional
Cooperativo del Tizén Tardio de la Papa) en Metepec, Edo de México; lugar donde se
presentan las condiciones climatologicas favorables al desarrollo del tizén tardio,
ocasionando un severo ataque cuando la humedad relativa es superior al 90% de 8 6 10
hrs en varios dias consecutivos. La fase de laboratorio se llevé acabo en el Laboratorio
de Usos Miltiples del Departamento de Fitotecnia en la Universidad Auténoma

Chapingo.

3.2. Material biologico
Se usaron plantas diferenciales de Solanum spp., las cuales fueron generosamente
proporcionadas por el banco de germoplasma del Departamento de Agricultura de

Estados Unidos, Sturgeon Bay, Wisconsin.

Diferenciales de Solanum spp.

R-1 R-9

R-2 R-10

R-3 R-11

R-4 R-1,2,4
R-5 R-1,2,3,4
R-6 R-1,3,4
R-7 R-2,3,4
R-8 R-MULTI

Se incluyé la variedad Alpha como testigo susceptible al patégeno

33



3.3. Fase de campo

La siembra de realizé el 4 de Junio 2006, en macetas teniendo un tubérculo por maceta y
con sustrato de turba de pentano, bajo invernadero. Al tubérculo no se le aplicé ningin
tratamiento. El trasplante al campo se realizo el 19 de julio, donde se realizo el siguiente

programa de trabajo:

Se realizaron dos fertilizaciones; una antes de la siembra con la formula 120-180-120
mas 20 kg de Ca y 10 kg de Mg por hectarea. La segunda fertilizacion se hizo a los 53
dias después de la siembra con 60 kg d N ha™! al momento de la escarda. Se aplico un

herbicida preemergente (Sencor a una dosis de 850 mi ha™).

Se di6 inicio a la toma de lectura a los ocho dias de estar en la parcela, realizando un
total de 10 lecturas, de acuerdo al a la escala de Henfling (1987) (Apendice 1) y
posteriormente se realizé una curva de progreso de la enfermedad. Se realizaron dos
tomas de follaje para R-9, R-10 y R-1,2,4 donde el primer muestreo es asignado con la
letra “A” y el segundo letra “B”. Para las diferenciales R-1,3,4 y R-5 solo se realizé el
iltimo muestreo por falta de follaje en la primer fecha. Las plantas que no se presentaron
en los resultados se debid a que durante el ciclo del cultivo presentaron un severo ataque
que no permitié tomar follaje y como se mencion6 antetiormente alguna presentaron

poco follaje.
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3.4. Fase de laboratorio

Para la determinacién de la actividad enzimatica se prepard polvo de acetona, A partir de
los 30 ‘g o menos de foliolos de papa colectados en campo mds 50 ml de acetona al
100% a 4°C, la muestra se molié en licuadora, se filtrd al vacio recuperando el
sobrenadante. Este proceso se repitié en el mismo tejido de dos a cuatro veces de
acuerdo a la cantidad de foliolo pesado, y se dejo secar a temperatura ambiente.
Posteriormente se etiquetd y se conservé en refrigeracion a 4°C hasta el ensayo de las
enzimas Superoxido Dismutasa, Peroxidasa y Fenilalanina amonio-liasa. El
sobrenadante se etiquetd y se conservd en refrigeracién el cual se utilizo para la

determinacion de fenoles.

3.4.1. Determinacion de fenoles
La cuantificacién se realizé estableciendo una curva estindar de dcido tanico, de acuerdo

con lo descrito por la Association of Official Analytical Chemist (1990).

Se disolvieron 10 mg de 4cido tdnico en 10 ml de agua desionizada y se tomaron 2 ml de
la soluci6n la cual fue aforada a 100 ml, y se obtuvo una concentracién de 20pg/ml. Se
tomaron alicuotas de 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 ml y se¢ depositaron en tubos de ensayo.
Posteriormente se le adicioné a cada tubo agua desionizada en el mismo orden 16, 15.5,
15, 14.5, 14, 13.5, 13 y 12.5 ml. Por ultimo se le agrego 1 ml de reactivo Folin-Ciocalteu
mds 2 ml de solucion de NayCO3 al 20%. Se obtuvo un volumen total de 20 ml en cada

tubo. Se mezclé perfectamente y se dejo reposar en la obscuridad durante 2 h y se
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registro la absorbancia a 760 nm en el espectrofotometro. Para la determinacion de
fenoles totales se utilizo el método de Folin-Ciocalteu descrito por Waterman y Mole
(1994). Con una probeta se midio el sobrenadante de cada una de la muestras y se anoto
en la bitacora. Fn un tubo de ensayo se colocarén 0.03 ml de sobrenadante y 16.97 ml de
agua desionizada, Se le agregé 1 ml de reactivo Folin-Ciocalteu. Después de ocho
minutos se adiciond la solucién de NapCOj; al 20% y se agitd perfectamente. Los tubos
se dejaron reposar en la oscuridad durante 2 h y después se tom6 lectura a 260 nm en el
espectrofotémetro. La concentracién se reportd como mg fenoles por gramo de peso

fresco (mg/g).

3.4.2. Determinacion de actividad enzimatica PAL,
Para este andlisis se utilizd la metodologia descrita por Martinez-Téllez y Lafuente

(1997),

A partir de 0.005 6 0.025 g de polvo de acetona en tubos de fondo plano. Se le afiadié 5
mi de borato sodico 0.1M (pH 8.8) frio con 20mM B-mercaptoetanol. Y se homogenizo
durante 50 s en frio. Ya homogenizado se filtro con manta de cielo directamente en
tubos de centrifuga y se taparon con parafilm, posteriormente las muestras se
centrifugaron por 20 min a 16 000 Xg con una temperatura de 4°C. Se filtro el
sobrenadante con manta de cielo, directamente en tubos calibrados y se midi6 el
volumen. Se regresé el sobrenadante a tubos de centrifuga limpios. Para precipitar la

enzima se uso sulfato de amonio, donde por cada ml de sobrenadante se pes6 0.46g de la
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sal. Se afiadié y se tapé con parafilm después se agité en el vortex hasta disolver
perfectamente la sal. Se agitd la mezcla por 30 min en bafio con hielo a 4°C y se
enviaron nuevamente a centrifugar por 20 min a 16 000 Xg con temperatura de 4°C. Se
elimino el sobrenadante v se le pasd papel secante por el borde para eliminar las gotas
que quedaban y la pastilla se disolvié en 4.5 ml de acetato de amonio 0.1 M (pH 7.7) con

20mM de B-mercaptoetanol, se tapd con parafilm y se agitd en el vortex.
Ensayo de actividad de la PAL.

Se utilizaron dos series de tubos para cada planta diferencial con sus respectivas
repeticiones. En la serie 1, donde se obtuvo la absorbancia de la enzima de cada planta
diferencial, se le afiadié 2 ml de extracto + 3.4 ml de H,O grado HPLC + 0.6 ml de L-
fenilalanina. Fn la seric 2, donde se obtuvo Ia actividad de la enzima como tal, se le
afiadi6 2 ml de extracto + 4 ml de H,O grado HPLC. Se colocaron ambas series de tubos
a bafio maria con una temperatura de 40°C. Se evalud cambio de absorbancia a los 5 min
y a las 2 hr a 290 nm (luz ultravioleta), manteniendo la muestra en bafio maria. La
activadad enzimatica se¢ reportdé como Ug de PAL/g de peso fresco donde U=A

(absorbancia) a 290 nm h™',

3.5.3. Determinacion de actividad enzimatica POX

El andlisis se realizé de acuerdo al método modificado de Alia-Tejacal et al., (2002)

A partic de 0,005 6 0.025 g de polvo de acetona en tubos de fondo plano. Se

homogeneizd durante 50 s con 5 ml de Tris-HCL (pH 7.1) con un contenido de 1%
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polivinilpirrolidona (PVP) frio. La mezcla se centrifugdé por 30 min a 15 Xg con
temperatura de 4°C. La determinacion de la actividad se realizé de acuerdo a Flurkey y
Jen (1978). Afiadiéndosele 2.6 ml de Tris-HCL (pH 7.1) + 1 ml de perdxido de
hidrogeno al 0.25% + 0.25 ml de guaiacol 0.1 M + 0.05 ml de sobrenadante. Dado que
en algunas muestras no se detectaba actividad o la actividad se disparaba se hicieron
pruebas a diferentes cantidades de sobrenadante y las cantidades que se utilizaron fueron
de 0.03 y 0.09 ml de sobrenadante. El cambio de absorbancia se evalué a 30, 60, 120 y
180 s a 470 nm., y la actividad enzimatica se reportdé como Ug de POX de peso fresco
(U= unidad de actividad enzimdtica y una unidad es igual a la formacion de 1 nmol min®

! de tetraguayacol.

3.4.4. Determinacion de actividad enzimatica de SOD.

La actividad de SOD se evalu6 con el método propuesto por Beyer y Fridovich (1987).

A partir de 0.005 6 0.025 g de polvo de acetona en tubos de fondo plano. Se le agrego 3
ml de solucién buffer fosfatos (pH 7.8) frio y se homogenizé durante 50 s en frie. La
mezcla se centrifugd por 20 min a 12 500 Xg con temperatura de 4°C y con la luz
apagada se sacaron las muestras para que tomaran temperatura ambiente. A los tubos de
rosca se les agregd 3 ml de la solucién preparada con amortiguador fosfatos + 27 ml de
EDTA + 1.5 ml de metionina + 1.0 de NBT y 0.75 de Triton X-100, mds 0.5 ml de
sobrenadante y se agitd. Por ultimé se le agregd 0.03 ml de riboflavina y se volvié a

agitar vigorosamente. El tubo testigo lleva todo menos riboflavina. Se llevaron al cuarto
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oscuro con luz fluorescente (4 ldmparas Osmar marca Red Slimline 75 W, luz de dia
echo en México) durante 7 min y se evalud cambio de absorbancia a 560 nm. La
actividad enzimatica 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,

3.5. Analisis de datos
Los resultados fueron analizados con ayuda de Excel y del programa estadistico NCSS
2007 (Number Crunching Statistical System). Con los cuales se obtuvieron graficas de

relacion, de infeccién y correlaciones de las enzimas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1, Incidencia de razas fisiolégicas
Las condiciones climatologicas durante el ciclo del cultivo en Metepec, Méx. mostraron
humedad relativa superior al 90% (barras, parte superior, Apéndice 2), temperatura entre

10 y 15°C y nubosidad (parte inferior, Apéndice 2).

Las primeras razas en aparecer, durante la segunda quincena de julio, fueron R-2,3,4,
con un grado de suceptibilidad similar al testigo, ¢cv Alpha. Posteriormente, durante
agosto, se identificaron a la mayorfa de ellas, v las ultimas en presentarse fueronlaR-5 y
R-9 (Figura 2). Este tipo de comportamiento se ha detectado en los afios anteriores', con
lo que se comprueba repetidamente que en el valle se encuentran todas las razas
fisioldgicas del patégeno y sus posibles combinaciones. Ademds, estos resuliados
respaldan la certeza de que en los programas de seleccion de papa para resistencia al
tizon, se estan seleccionando genotipos con resistencia horizontal, es decir, contra una

gran amplitud de razas fisiologicas del patdégeno.

La secuencia en la aparicién de razas fisiol6gicas a lo largo del periodo del cultivo
demuestra que no existe un orden definido como podria ser que las razas simples

aparecieran al inicio de la enfermedad y posteriormente encontrar razas mds complejas,

! Claudia R. Belmar Diaz, comunicacién personal.
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Era de esperarse que al principio de la enfermedad se encontrara un mayor niimero de
razas fisioldgicas ya que en la tercera semana (10 de agosto) se presentan lecturas de la

mayoria de las plantas diferenciales.

A partir de la sexta semana (23 de agosto) hubo un mayor porcentaje de infeccion y de
acuerdo con Grainger (1956) el contenido de carbohidratos de las plantas influye en la
susceptibilidad, cuando la cantidad de carbohidratos es baja (durante la época de mayor

crecimiento de la planta) la susceptibilidad es mayor.

120 -

Porcentaje de Infeccién

—4—R-MULTI
—B-R-234
~#~R-1,34
~R-1,234
R-11
R-10
“R-1,24
alpha

Figura 2. Secuencia de aparicion de las razas del tizon en funcion de las plantas
deferenciales de Solanum spp. ICAMEX/PICTIPAPA, Metepec, Méx., 2006. A, quinta
semana; B décima semana.
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4.2. Fenoles totales
La curva patron de fenoles (Apéndice 4) mostré un ajuste aritmético con una R?= 0.990.
El modelo de regresién de la curva sirvié para determinar la cantidad de fenoles totales

de las muestras evaluadas.

En las diferenciales R-9 (A), R-10 (A) y R-1,2,4 (A) se presentd alto contenido inicial de
fenoles (Figura 3). La infeccién activd los genes que provocaron la sintesis y transporte
de fenoles alrededor del tejido para establecer una barrera de proteccién contra el
patégeno. Los fenoles son oxidados a quinonas por enzimas del hospedero como la
polifenol-oxidasa y la peroxidasa. Estas quinonas son compuestos fungitoxicos, lo que
gvita el avance del patdgeno en su intento de provocar la infeccién (Vidhyasekaran,

1988)

Basha ef al., (2006) mencionan que las plantas pueden acumular fenoles a través de la
ruta de los fenilpropanoides con la activacion de la PAL como un medio de defensa
pasiva y la magnitud de esta acumulacién es proporcionada principalmente de la .-
fenilalanina. La lignina proviene de la ruta de los fenilpropanoides, la cual es una
primera reaccion de defensa para evitar la penetracién o la formacién de la papila del
patégeno. Este mecanismo probablemente se presentdé cuando se realizé el primer
muestreo de la plantas por lo tanto aumento en la concentracién de fenoles, y su
toxicidad varia dependiendo de su estructura, algunos inhiben la produccion de enzimas

fingicas e inactivan la produccion enzimatica del patdgeno (Vidhyasekaran, 1997)
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Para el segundo muestreo el analisis de todas las diferenciales mostraron bajo contenido
de fenoles como consecuencia de que la infeccion estaba en aumento y la sintesis de

fenoles ya no correspondia a la defensa de la planta sino a los retofios.
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Figura 3. Cuantificacién de Fenoles Totales en plantas diferenciales de Solamun spp. A
(quinta semana) y B (décima semana) y porcentaje de infeccion.

4.3. Actividad enzimatica PAL

Se observé mayor actividad PAL en las diferenciales R-9 (A) y R-10 (A), para el primer
muestreo (Figura 4). De acuerdo a Azcon y Talon (1993), hay un aumento considerable
de PAL en zonas donde se ha producido una infeccién fungica ya que los genes
responsables de la sintesis de la enzima pueden corresponder a la presencia de los

elicitores.
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Mientras que para el segundo andlisis la diferencial R-9 y R-10 (B) presentaron
disminucion de la actividad, esto se debio a la presencia de follaje nuevo en el cual no
se presentaban sintomas de necrosis en la mayoria de las hojas de toma de muestra. Por
lo tanto no se presenid reconocimiento de elicitores que provocaran el

desencadenamiento de una mayor actividad

Para R-1,2,4 (A) (Figura 4), en el primer andlisis se presentd baja actividad enzimatica,
probablemente la planta para esa fecha todavia no presentaba establecimiento del
patogeno, indicando asi que la raza 1,2,4 presentaba poco tiempo de haber llegado al
campo, tomando en cuenta la lectura de infeccion que se presentd hasta esa fecha
(2.5%). Sin embargo PAL se presenta en todos los estadios de crecimiento como lo
menciona Jones (1984), que esta enzima es sensible a los estados fisiologicos de la
planta y la actividad puede sufrir cambios durante el crecimiento o por eventos
patoldgicos.Pero ocurrié lo contrario con R-1,2,4 (B), ya que se presentd aumento de
actividad. Para la fecha del ultimo muestreo la raza de Phytophthora infestans 1,2,4 ya
habia Ilegado a campo, por lo tanto ya habia sido reconocida por la planta provocando

asi la expresion de genes de defensa.

44



012

Actividad PAL (U g* peso fresco)

0% g2y,

65%

R-9 (A} R9 (B R1G{A) R-10 (B R1,24(A) R-1.24 (B) R1,34(8 R5(B

Figura 4. Actividad PAL en plantas diferenciales con muestreo A (quinta semana) y B
décima semana) y porcentaje de infeccidn.

4.4, Actividad enzimatica POX

En el primer muestreo las diferenciales R-9 (A), R-10 (A) v R-1,2,4 (A) presentaron
mayor actividad que en su segundo andlisis (Figura 5). Ademéas POX ejecuta un rol
antioxidante catalizando la deshidrogenacion de sustratos fendlicos y enddlicos por
H,0, (Djanaguiraman ef gl., 2004), mostrando asi su capacidad de defensa ante el

patdgeno.

En el segundo andlisis, se presento una actividad muy baja. Goodman, et al (1986)
mencionan que la actividad disminuye en hojas jovenes, maduras, cascara el del

tubérculo y pulpa. Y para la semana diez estas diferenciales presentaron follaje joven
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(Apéndice 4) y ese tipo de material biolégico provocod la actividad baja en las plantas

diferenciales.
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Figura 5. Actividad POX en plantas diferenciales con muestreo A (quinta semana) y B
décima semana) y porcentaje de infeccion.

4.5. Actividad enzimaitica SOD

Las diferenciales R-9(A), R-10(A) y R-1,2,4(A), en la quinta semana presentaron un
porcentaje de infeccidn bajo. Sin embargo mostraron alta actividad enzimatica SOD
(Figura 6) como consecuencia del contacto que surgié del elicitor del patdégeno con la

planta logrando activar el inicio de defensa de la SOD, la cual brinda proteccion a las
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células de la toxicidad del O, y transformarlo en H,0, y la sintesis de las especies de

oxigeno actian directamente contra el patégeno.

Las diferenciales antes mencionadas fueron colectadas y analizadas en la quinta semana
(primer muestreo) las cuales presentaron pocos sintomas de necrosis (Apéndice 4). De
acuerdo a Camarena (2006), después de la adicion del patéogeno se presentara la
expresion de genes avr en la interaccion planta-patégeno v la expresion del grupo de
genes Hrp o genes HR. Por tal motivo el sintoma macroscépico de necrosis, indicd que
en las células de la planta ya habia ocurrido el estres oxidativo y tanto SOD y POX se

encontraron en actividad para la defensa de la planta.

En comparacion con las diferenciales que se colectaron en la semana diez (segundo
muestreo), las cuales expresaron baja actividad enzimatica debido que la SOD y la POX
actdan a nivel membrana y es més notable en las primeras etapas de la interaccion del

patoégeno con la planta.
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Figura 6. Actividad SOD en plantas diferenciales con muestreo A (quinta semana) y B
décima semana) y porcentaje de infeccion.

4.6. Andlisis de correlacion
El nivel de correlacion se estim6 con una probabilidad de p= o < 0.05. El valor de la r

indica la relacion que tiene la variables entres si.

Para el caso de la diferencial R-9 (Cuadro 4) en ambos muestreos los resultados
indicaron una relaciéon Infeccién/Fenoles con un nivel significativo. Comprobando asi lo
que mencionan Rubio-Covarrubias ef al. (2006), donde el incremento de fenoles indica
que estos estdn empezando a ser sintetizados durante la infeccién o ellos estan

empezando a ser transportados alrededor del tejido. Ahora bien la relacion que existe
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entre Fenoles/PAL, para el muestreo A, establecido también por un alto nivel
significativo, v como lo indican los mismos autores, que la sfntesis de novo ha ocurrido
y que la actividad de la PAL podria tener un incremento simultdneo o ligeramente por

delante de la acumulacion observada de fenoles.

Esta misma diferencial también mostrd relacién Fenoles/SOD, Papadakis ef af (2001)
mencionan que SOD es la primera en la detoxificacion del oxigeno, tomando en cuenta
que este proceso se lleva a nivel membrana (Figura 1), donde de la misma manera se
localizan a los componentes fendlicos, probablemente estén actuando en conjunto para
establecer la resistencia a la invasion del patégeno. Otra relacion que existe en la planta
es la de PAL/POX, para esta relacion Azacon y Talon (1993), mencionan que la
actividad de la PAL adumenta considerablemente en zonas donde se ha producido la
infeccion, asi los genes responsables de la sintesis de esta enzima pueden responder a la
presencia de elicitores. Y si bien la POX cataliza la deshidrogenacion de sustratos

fenodlicos y enddlicos por HoO (Djanaguiraman et al., 2004).

Se tiene también que todas las enzimas presentan una alta correlacién entre si, aunque no
son significativas. Cuando el patégeno inicia su ataque las enzimas empiezan a

detonarse a lo largo del proceso de interaccion planta-patdgeno.
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Cuadro 4. Coeficientes de correlacion y nivel significativo entre las variables para la

diferencial R-9.

Muestreo  Infeccion Fenoles PAL POX SOD
Infeccibn A 1.00 0.9864 0.9248 0.9133 0.9465
0.0136* 0.0752 0.0867 0.0535
B 1.00 0.9947 0.8640 0.9331 0.9253
0.0053* 0.1360 0.0669 0.8562
Fenoles A 1.00 0.9747 0,8713 0.9687
0.0153* 0.1287 0.0313*
B 1.00 0.8952 0.9334 0.8890
0.1048 0.0666 0.1100
PAL A 1.00 0.7759 0.9567
0.2241 0.0433*
B 1.00 0.6940 0.6114
0.3060 0.3886
POX A 1.00 0.9376
0.2624
B 1.00 0.9283
0.0717
SOD A 1.00
B 1.00

*nivel significativo con p<0.05

En la diferencial R-10 (Cuadro 5), no todas las variables presentan correlacion y mucho
menos nivel significativo para poder establecer que hay relacién de variables,
exceptuando las del muestreo A, Fenoles/SOD y muestreo B Fenoles/PAL, que

presentan el mismo principio explicado anteriormente.

Esta diferencial en el muestreo A, en todos sus analisis presento alta actividad, (Figuras
3-6) y esto podria explicar que tal vez la raza llegd antes sin provocar de una manera
muy evidente (porcentaje de infeccidn) que el patdgeno ya estaba establecido por lo
tanto todas las reacciones se activaron y al momento del analisis ya todas estaban

actuando independientemente y por esc no hay relacion entre variables.
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Cuadro 5. Coeficientes de correlacion y nive! significativo entre las variables para la

diferencial R-10.

Muestreo  Infeccion Fenoles PAL POX SOD
Infeccion A 1.00 0.8720 0.7375 0.3863 0.9462
0.1280 0.2625 0.6137 0.0538
B 1.00 -0.0705 -0.3242 -0.5162 0.3100
0.9295 0.655 0.4838 0.6900
Fenoles A 1.00 0.8940 -0.1232 0.9835
0.7993 0.8768 0.0165*
B 1.00 0.9653 -0.8134 0.8580
0.0347* 0.1866 0.1420
PAL A 1.00 04184 0.8641
0.5816 0.1359
B 1.00 ~0.6333 0.9134
0.3667 0.8666
POX A 1.00 -0.2250
0.7750
B 1.00 -0.5147
0.4853
SOD A 1.00
B 1.00

*nivel significativo con p<0.03

La diferencial R-1,2,4 (Cuadro 6) presenta relacion de variables en el muestro A con un
nivel significativo aceptable, en Infeccidén/Fenoles, Infeccidn/PAL e Infeccion/POX.
Para este caso se ve claramente que la infeccién que va ligada con el ataque del
patégeno por la caracteristica macroscopica de HR y teniendo como base la Figura 1,
que el elicitor del patdgeno es el que provoca algunas reacciones de defensa y sobre todo
las que se presentan a nivel membrana. Para el muestreo B, solo tiene relacion
POX/SOD. Esto es por que SOD y POX juegan un importante papel ya que el O es
generado por un numero de rutas NADH/NAPA que es oxidado a NAD/NAD' en

presencia de peroxidasa, de la reduccidn de O, hay una catalizacién especifica en la
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membrana por fosforilacién de NAD(P)YH oxidasa que cataliza la reduccion del O,, con

el objetivo de la muerte del patégeno (Mehdy, 1994). Ademas POX y SOD minimizan la

accion toxica de los ROS (Vidhyasekaran, 1997). Las correlaciones de Fenoles/PAL y

PAL/POX, ya han sido explicadas anteriormente.

Cuadro 6. Coeficientes de correlacion y nivel significativo entre las variables para la

diferencial R-1,2,4,

Muestreo  Infeccidn Fenoles PAL POX SOD
Infeccion A 1.00 0.9592 0.9524 0.9528 0.6151
0.0408* 0.0476*%  0.0472* 0.3849
B 1.00 0.9122 0.9323 0.8881 0.9568
0.0878 0.0677 0.0119* 0.0432*
Fenoles A 1.00 0.8580 0.9373 0.4872
0.1420 0.0627 0.5123
B 1.00 0.9925 0.9223 0.8806
0.0075*  0.0777 0.1194
PAL A 1.00 0.9594 0.9286
0.0406* 0.1796
B 1.00 0.8847 0.9286
0.1153 0.0714
POX A 1.00 0.7603
0.2397
B 1.00 0.7479
0.2521
SOD A 1.00
B 1.00

¥nivel significativo con p<0.05

Para la diferencial R-1,3,4 (Cuadro 7) solo se hicieron andlisis para el muestreo B dado

que el muestreo A no se pudo realizar por que la planta no produjo suficiente follaje esa

fecha.
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A pesar de que solo se tienen datos del dltimo muestreo, la diferencial mostré todavia

proyecto una fuerte relacion y nivel significativo de las enzimas que se presentan a nivel

membrana y la acumulacién de Fenoles que como se ha mencionado son los que evitan

el avance de la infeccién del patégeno,

Cuadro 7. Coeficientes de correlacion y nivel significativo entre las variables para la

diferencial R-1,3,4.

Muestreo  Infeccién Fenoles PAL POX SOD

Infeccion B 1.00 0.9988 -0.1373 0.9629 0.9726
0.0012* 0.8627 0.0187*  0.0274*

Fenoles B 1.00 -0.0960 0.9810 0.9649

0.9040 0.0001%  0.0351

PAL B 1.00 0.0191 0.1454

0.9809 0.8546

POX B 1.00 0.9885
0.0115*

SOD B 1.00

*nivel significativo con p=<0.05

La diferencial R-5 presentd un comportamiento muy peculiar porque a pesar que solo se

logtd obtener follaje del muestreo B y de acuerdo al Cuadro 8 solo presentaron

evidencias de correlacién con un nivel significativo aceptado en Infeccién/SOD y

Fenoles/SOD.
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Cuadro 8. Coeficientes de correlacion y nivel significativo entre las variables para la

diferencial R-5.

Muestreo Infeccién Fenoles PAL POX SOD

Infeccion A 1.00 (.8956 0.0663 0.8453 0.9950
0.0536 0.7426 0.1547 0.0050*

Fenoles A 1.00 0.0682 0.7846 0.9714
0.7389 0.2154 0.0286*

PAL A 1.00 -0.2984 0.2243

0.7016 0.7757

POX A 1.00 0.8570

0.1430

SOD A 1.00

*nivel significativo con p<0.05
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5. CONCLUSIONES

Se identificaron todas las razas fisiologicas descritas por Black (1953). Su llegada
cronolégica fue casi simultineamente (excepto R-2,3,4), sin presentar una secuencia
especifica en cuanto a su complejidad. Las diferenciales R-5 y R-9 presento no més del

80% de infeccidn al final del ciclo.

Se detecto mayor actividad de la PAL, POX y SOD asi como una mayor cuantificacién

de fenoles totales en las primeras etapas del establecimiento de Phythophtora infestans.
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7. APENDICE

Apéndice 1. Clave de campo para evaluar el Tizon Tardio de la papa (Henfling, 1987).

Tizdn (%)

Valores Media Limites Sintomas

escala del

CiP

1 0 No se observa fizén fardio

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

3 10 5<15 Las plantas parecen sanas, pero las lesiones son faciimente
vistas al observar de cerca. Maxima area foliar afectada por
lesiones odestrulda corresponde ano mas de 20 foliolos.

4 25 15<35 El tizén facilmente visto en la mayorfa de las plantas.
Alrededor del 25% del follaje esta cubierto de lesiones o
destruido.

5 50 35<65 La parcela luce verde, pero todas las plantas estén
afectadas; las hojas Inferiores muertas. Alrededor del 50%
del &rea foliar esta destruida,

6 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 a0 85<95 La parcela no esta predominante verde ni parda. Solo las
hojas superiores estan verdes. Muchos tallos tienen leslones
extensas.

8 975 95<100 La parcela se ve parda. Unas cuantas hojas superiores aun
presentan algunas dreas verdes. La mayoria de los tallos
estan lesionados o muertos.

9 100 Todas las holas y los tallos estdn muartos.

La descripcién de sintomas se basa en plantas con 4 tallos y de 10 a 12 hojas portallo.
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Apéndice 2. Condiciones meteorolégicas dominantes durante el ciclo del cultive de las

razas diferenciales, verano 2006.
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Apéndice 3. Curva patrén de la concentracion de tanico para la determinacion de
fenoles totales.
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Apéndice 4. Diferenciales a la quinta semana (muestreo A) R-9 No 1, R-10 No 2 y R-

1,2,4. No'3. Para esta fecha se presentaron pocos sintomas de necrosis y un bajo

porcentaje de infeccion.
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