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EVALUACION DE CLONES DE PAPA (Solanum tuberosum L.) PARA
RESISTENCIA CONTRA TIZON TARDIO (Phytophthora infestans Mont de
Bary) EN TOLUCA, MEXICO

POTATOES (Solanum tuberosum L.) CLONE RESISTANCE EVALUATION
AGAINST BREEDING {Phytophthora infestans Mont de Bary) IN TOLUCA,

MEXICO

Maricela Avila-Pérez’ y Héctor Lozoya-Saldafia®

RESUMEN
Con el fin de identificar la resistencia a
Phytophthora infestans Mont de Bary en
clones de papa (Solanum tuberosum L.),
se expuso al material vegetal a la infeccion
natural y sin proteccion quimica en el Valle
de Toluca, Méx. En el campo sobrevivio
una minima  poblacion (8 %),
sobresaliendo las familias 243, 270, 282,
278 y 319, con hasta 40 % de infeccion
foliar  final, identificandose  dos
progenitores comunes; el A096850-1 y el
AD96781-1. Las familias 243, 249, 300,
329 y 333 obtuvieron la mayor cantidad de
clones con peso superior a 500 g/planta.
Como complemento al estudio, se
cuantificaron reacciones enzimaticas de
defensa contra el oomiceto. Se
presentaron correlaciones negativas entre
familias en niveles de infeccidbn con
fenoles, superéxido dismutasa (SOD) vy
fenilalanina amonicliasa (PAL), asi como
entre infeccidn/ peroxidasas (POX), SOD y
PAL. Las correlaciones positivas fueron en

infeccién/ (POX), fenoles/SOD y
fenoles/PAL. Otra relacién positiva,
aunque débil fue para POX/SOD

(r=0.475). Dentro de cada familia se
obtuvo sinificancia estadistica en las
correlaciones en la familia 255 con
PAL/fencles (r=0.999), la 270 en
infeccion/POX (r=0.998) y la 278 en peso
de  tubérculo/POX  (r=0.598). La
desuniformidad de comportamiento explica
el origen genético distinto de los clones.

Palabras clave: mejoramiento genético,
POX, PAL, SOD, Fenoles.

ABSTRACT

In order to identify resistance to
Phytophthora infestans Mont de Bary in
potato clones (Solanum tuberosum L.), the
vegetative material was exposed to natural
infection, without chemical protection in the
Toluca Valley, Meéxico. A minimal
population survived in the field (8%), mainly
from the families 243, 270, 282, 278, and
319, with as much as 40% final foliar
infection, and two common progenitors
were identified; A096850-1, and A096781-
1. The families 243, 249, 300, and 333, has
the largest number of clones with tuber
weight higher than 500 g/plant. In addition,
some enzymatic defense mechanisms
were quantified. Negative correlations were
obtained among families regarding
infection levels and phenols, superoxide
dismutase (SOD} and phenylalanine
ammoniolyase (PAL), as well as among
infection, peroxidases (POX), SOD and
PAL. Positive correlations were found in
infection/POX, phenols/SOD, and phenols
PAL. Another positive, although weak,
correlation was detected for POX/SOD
(r=0.475). There were also statistically
significant positive correlations within the
family 255 with PAL/phenols (r=0.999), the
family 270, with infection/POX (r=998), and
the family 278 in tuber weight/POX (r=998).
The lack of uniformity in behavior explains
the different genetic origin of the clones.

Key words: breeding, POX, PAL, SOD,
phenols.

I Posgrado en Proteccion Vegetal, Universidad Auténoma Chapingo. Carr. Méx-Texcoco Kin, 38.5 Chapingo, Edo. De Méx. C.P. 56230 e-

mail; mavilap2000@hotmail.com
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1, INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es el quinto cultivo alimenticio de mayor
importancia mundial, después de trigo, arroz, maiz frijol, por unidad de superficie es
de los primeros en produccién de carbohidratos y proteina (después de la soya
(ASERCA, 2007). Desafortunadamente, también es uno de los cultivos paré\
consumo humano de mayor demanda de insumos, particularmente de fungicidas,
debido a que su principal enfermedad es el tizén tardio, causado por el oomiceto
Phytophthora infestans Mont De Bary. Este patogeno aparecid casi simultaneamente
en Europa y Estados Unidos en la decada de 1830-1840, causando severos dafios a
la papa, particularmente en Irlanda, ya que arrasé con los cultivos que eran la base
de la alimentacion del pueblo Irlandés, causando una gran hambruna que
- desencadend en la muerte y la migraciéon de una cuarta parte de la poblacién
(Romero, 1993).

En los ultimos 60 afios al Valle de Toluca se Ié ha considerado como el centro de
mayor diversidad genética del ocomiceto, pues éste se presenta regularmente con
mucha agresividad cada verano, por lo que es un sitio ideal para probar la
resistencia genética del hospedante y la efectividad de los fungiéidas. En este
contexto, desde entonces algunos fitomejoradores de diversas partes del mundo han
enviado clones al Valle de de Toluca para evaluacion de la resistencia; en el caso
particular de este trabajo, se contemplé la evaluacién de materiales enviados por el

Departamento de Agricultra de E. U. A., de Idaho.

Como complemento a esta evaluacion, se identificaron algunos clones resistentes, a

los que se les hicieron estudios de seguimiento de los mecanismos de resistencia en



relacion a fenoles totales, peroxidasa (Pox), Superoxido de dismutasa (SOD) vy

fenitalanina amonio-liasa (PAL), considerando los siguientes objetivos.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar la resistencia genética de clones de papa a la infeccion natural por el

oomiceto Phyfophthora infestans, causante del tizén tardio.

2.2. Objetivos especificos

« Cuantificar la resistencia de la poblacion estudiada e identificar los clones
resistentes al patégeno bajo condiciones naturales de infeccion.

o Determinar algunos mecanismos de defensa de clones selectos.

3. HIPOTESIS

e Los clones evaluados seran resistentes al tizon tardio.

» Hay una relacion directa entre la presencia y accién de los metabolitos de

defensa con [a resistencia mostrada por los hospedantes.



4, REVISION DE LITERATURA

4.1. Importancia del cultivo de papa (Solanum tuberosum L.)

La papa es uno de los productos con tradiciéon en nuestro continente. Originaria del
Sur de América, se considera fue cultivada desde hace mas de 2,000 afios; siendo
asi, sin duda, un legado al mundo, que significo desde su introduccion a Europa una
importante fuente de alimento para los paises del viejo continente, que se refleja hoy

en dia en altos niveles de consumo (ASERCA, 2008 ).

Por su valor nutritivo y energético, [a papa, es un alimento basico y necesario en la
dieta de los mexicanos, su cultivo tiene gran importancia economica y social para
numerosas familias del campo mexicano, para quienes constituye una fuente de
frabajo. De acuerdo a datos de la FAO, ONU, de 1992 al 2001 la produccién mundial
de la papa registro un incremento del 11%, concentrandose en paises como China,
Rusia, Polonia, Estados Unidos y Ucrania (ASERCA, 1998). En México su
produccidon durante 1997 fue de 65,500 ha en 21 estados, con un promedio de 20.85
ton por hectarea. Entre los principales estados productores se encuentran: Sinaloa,
Estado de México, Chihuahua, Nuevo Leén y Michoacan (CONPAPA, 2000). Sinaloa
gue es el principal productor, ha iogrado en los Ultimos afios rendimientos superiores
a las 22 toneladas por hectarea, en promedio en ‘el estado, gracias a que el cultivo
se uhica, en su mayor parte, en zonas de riego y al uso de semilla certificada; en

cambio Puebla, que es el tercer productor nacional, alcanza rendimientos apenas

superiores a las 10 toneladas por hectarea (ASERCA, 1998).



En el 2006 la produccién de la papa alcanzd un rendimiento promedio de hasta
26.20 toneladas, con un valor en produccion de $1, 220,672.65 {Cuadro 1) (SIAP,

2008).

Cuadro 1. Produccion agricola 2006 (SIAP, 2008)

Gultivo V;r:lzggd Ser?rll;‘:;da COSSel(I:%ada Pm(‘.‘r";?:;ié" Rer_ll_ginr?:':nto PNMR Pro\t;zlt?::‘ién
(Ha) {Ha) Wiles de Pesos
PAPA 7,319.50 7,24560  189,817.22 2620 643078  1,220,672.65
PAPA T 6260105 s3,02005 13204098 2490 4560.83  6,022,167.53
PAPA  CRIOLLA  979.00 070.00  12,384.50 1268 268121 33,205.50
(SENILLA) 10200 . 10200  4,365.60 4280  7,000.00 30,859.20

En México esta hortaliza, tiene importancia debido a dos aspecfos; uno es su alto
valor nutritivo y otro es por ser una fuente generadora de empleos. Entre los
principales problemas que presenta el cultivo de papa en México, estan el poco uso
de semilla de calidad genética y sanitarias, la presencia excesiva d plagas y
enfermedades, causadas por bacterias, hongos y virus, las practicas agronémicas
deficientes en procesos de produccion, falta de variedades para uso industrial,
manejo inadecuado de la semilla y la presencia de intermediarismo en la

comercializacién de la cadena Agroalimentaria (ASERCA, 2008).

4.1.1. Problemas fitosanitarios de Solanum tuberosum L.

Dentro de las principales enfermedades que atacan al cultivo de papa y que se
presentan en México, esta la marchitez bacteriana” vaquita de la papa” {Ralstonia
solanacearum) la cual ataca al sistema vascular de raices, tallos y tubérculos (Teliz,

1999). Otras enfermedades principalmente fungosas que atacan al cultivo de papa



son: Tizén tardio (Phytophtora infestans), Tizon temprano (Alternaria sofani) y viruela
(Rhizoctonia solani) (Mendoza, 1996). Entre la incidencia de nematodos que ataca al
cultivo tenemos a Globodera rostochiensis y G. pallida (nematodos del quiste),
Meloidogyne spp. (nematodos agallador), Nacobbus avernas (nematodo falso
agallador) y frichodorus y Patrichodorus (nematodos vectores de virus) (Bayer de

México, 1996).

4.1.2. Principales plagas de Solanum tuberosum L.

Entre las principales plagas que presenta el cultivo de la papa esta el pulgon Myzus
spp. trasmisor de virus, otra plaga es la catarina o escarabajo de la papa
(Leptinotarsa decemiinea), la cual puede causar defoliacion casi total de la planta
dejando nada mas los tallos. La palomilla de la papa (Phthorimaea operculella), esta
plaga perfora y hace galerias en las ramas asi como también en la nervadura central
de las hojas, pero el dafic mas importante es cuando barrenan el tubérculo. El
picudo de la papa (Epicaerus cognatus), sus larvas cusan dafio ya que se alim‘entan
de los tubérculos y raices; hacen agujeros en las papas y van dejando sus
excrementos en las galerias que abren. La mosquita blanca (Bemisia tabaci),
succiona la savia para alimentarse debilita la planta retrasando su desarrollo,
ademas en las hojas de las plantas secretan una sustancia melosa sobre la que se
desarrollan los hongos (fumaginas), en daiios severos se observan plantas

raquiticas (Lagunes, et. al., 1998).



4.2. Resistencia de las plantas a enfermedades

Las plantas se protegen contra los patégenos gracias a sus caracteristicas
estructurales, como la presencia de unha cuticula muy gruesa o diferentes pelos que
impiden la penetracion del patégeno al hospedante y luego su distribucién en ios
tejidos (Bovey y Baggiolini, 1989). Otra manera de defenderse es la produccion de
sustancias téxicas paré los patégenos, pudiendo provocar también otras condiciones
desfavorables para que se desarrolle el parasito, como es el cambio de pH de los
tejidos atacados, siendo desfavorable para el patdgeno. Aungue las caracteristicas
estructurales pueden definir en algunos casos la resistencia a ia infeccion, mas
comunmente son las sustancias quimicas, las que determinan la resistencia (Agrios,

2007).

Se considera un hospedante resistente cuando no puede ser atacado por el
patégeno; sin embargo en la relaciéon hospedante-patégeno la resistencia puede ser
de varios niveles y algunos individuos o clones, pueden estar mas afectados que

ofros. La resistencia puede ser total (100%) o parcial (Turkesteen y Flier, 2002).

Cuando la reaccién emana de un serial proveniente de una célula, el mecanismo de
resistencia puede ser altamente especifico, involucrando interacciones de gene por
gene ente los genes de virulencia del patégeno y los genes correspondientes de
resistencia en la planta. l.a respuesta puede ser también no especifica, involucrando
réacciones generales de resistencia como la acumulacién de fitoalexinas inducidas
por una sefial de estrés, o desarrollando resistencia sistémica adquirida (RSA). En
ambos tipos de resistencia estan involucrados numerosos genes. Este ultimo

concepto ha sido estudiando por numerosos cientificos en una amplia gamas de



especies determinando la presencia de compuestos denominados elicitores de
resistencia, presentes en el agente patogeno, y que al ser detectados por la planta
inducen una respuesta no especifica de resistencia, las respuestas de resistencia
inducida, en una importante proporcién, se manifiestan como cambios fisicos y
guimicos de la pared celular. Destacan la acumulacién de proteinas ricas en
hidroxiprolina, lignificacién y suberizacion, sedimentacion callosa, acumulacion de
compuestos fendlicos, biosintesis y acumulacién de fitoalexinas, acumulaciéon de

inhibidores de proteinasas y liberacién de oligosacaridos (Parodi, 2001).

Ha sido muy poco el éxito en lograr la resistencia de variedades de papa a P.
infestans, a pesar de que existe una reserva de genes en especies silvestres de
Solanum, debido a que se conoce muy poco sobre la fisiologfa y las bases

moléculares de la resistencia (Vleeshowers, ef al., 2000).

Wastie (1991) opina que un mayor conocimiento de la bioguimica de los
mecanismos de resistencia sobre los cuales todavia hay grandes inexactitudes,
podria ayudar al desarrollo de las técnicas de seleccion. Las tecnicas in vitro para la
produccion de haploides, combinadas con el tamizado in vitro favorecerian el

proceso de mejoramiento.

El programa de mejoramiento del Centro Internacional de la Papa viene utilizando la
resistencia del germoplasma de México y Sur América, a través de cuatro ciclos de
seleccion recurrente de fenotipos. Las caracteristicas agrondmicas, incluyendo la

adaptacion a la longitud de dia y el periodo de maduracion, también se mejoraron.



Estos parentales sobresalientes son una fuente de germoplasma valioso, para los

programas de mejoramiento de otros paises (Mendoza, 1996).

4.2.1. Resistencia especifica a razas de P. infestans

En la interaccion S. tuberosum/Phytophthora infestans, el tipo de resistencia mas
comlnmente estudiado, es la resistencia especifica a razas, la cual esta gobernada
por un solo gen resistente y dominante {gen R), y por lo tanto, efectiva contra una
determinada raza del patégenoc y se rompe facilmente por una evolucion rapida del

patégeno, por lo que se hace poco durable en el campo (Jaramillo, 2003).

La resistencia especifica es manifestada por una respuesta ¢ reaccién de
hipersensibilidad (RH) rapida, que produce una necrosis localizada en el sitio de la
infeccién, lo que restringe el patégeno al sitio de la lesién, impidiendo su expansion a
otros tejidos de la planta, debido a que e! producto de un gen de resistencia
dominante de la planta (R), interactia especificamente con un elicitor especifico de
la raza del patégeno, producto de unh gen genéticamente dominante de avirulencia
que resulta en el estimulo de una reaccion de hipersensibilidad (Cornelissen y

Melchers, 1993).

Las proteasas extracelulares ricas en serina inician la reaccion necrética sobre las
hojas de papa (respuesta hipersensible) y por analisis estadistico del banco de datos
de la Universidad de Agricultura de Wageningen (Holanda), encontraron un clon que
tiene alta homologia con las proteasas éspérticas, las cuales pueden elicitar la
necrosis en las hojas microinyectadas y las cérlulas muertas sobre cultivos celulares

de papa (Paris y Lamattina, 2002).



Estrada (2000) indica que la sintesis de las fitoalexinas, es mediada por la formacién
de elicitores-dcidos grasos insaturados de la pared celular del patogeno. Los
elicitores reaccionan con la lectina de la papa, glicoproteinas ricas en hidroxiprolina y
otros fragmentos similares de la pared celular, que sirven como receptores de las
célutas, que mueren junto con las del patégeno invasor, dando como resultado una
reaccion de incompatibilidad. La sintesis es inhibida cuando se presenta glucanos
(cadenas de glucosa, especificos y solubles en agua) formados por patotipos
especiales, bloguean los sitios receptores, reduciendo o impidiendo la formacion de

terpenoides téxicos, dandose una reaccion de compatibilidad.

Cada patotipo posee un sistema patogénico no especifico para inducir la sintesis de
fitoalexinas y por otro lado, un sistema especifico para bloquear la sintesis, si se
encuentra receptores especificos en el hospedante. Parece que la reaccion de

hipersensibilidad no esta relacionada con las fitoalexinas {Estrada, 2000).

En ciertas especies de plantas, existe cobertura mucho mas limitada, ya que algunos
patdgenos tienen la capacidad de evadir el sistema de reconociendo del hospedante
y crecen extensivamente dentro de la planta, en este caso, la susceptibilidad de la
planta es expuesta y el crecimiento extenso del patégeno pueden causar varios
grados de dafio. Sin embargo, ciertas razas dentro de |la especies patégenas como
bacterias y fungicas soh reconocidas por ciertos cultivares o genotipos del
hospedero y se acciona la reaccién de hipersensibilidad. el reconocimiento de
patdgeno acciona una gama grande de defensa, que se cree puede contribuir a la

resistencia total en la planta (Mona, 1994).



Los mecanismos inducidos en el sitio de la infeccion y asociados con fa RH incluyen
los compuestos antimicrobianos entre los que estan la mayoria de los compuestos
fendlicos tales como los acidos clorogénicos y caféico, o los productos de la
oxidacién de los compuestos fendlicos y las fitoalexinas, que en su mayoria también
son compuestos fendlicos (Agrios, 2007). Algunos de los agentes quimicos
producidos de esa forma se hallan en concenfraciones lo bastante altas para
contrarrestar los dafios por hongos y bacterias, alteraciones en la sintesis de las
proteinas estructurales de la membrana celular. Muchas de estas respuestas son
debidas a la activacidon transcripcional de los genes especificos que se conocen
colectivamente como defensa de la planta o genes relacionados con la defensa. Sin
embargo, algunos de de los compuestos que liberan cierto tipos de plantas, al
parecer tienen una funcién inhibitoria ante el ataque de cierfos patégenos (Mona,

1994).

La conexion entre la reaccidén de hipersensibilidad y la acumulacion de fitoalexinas
ha sido demostrado en Brassica napus (Rouxel ef. al. 1989). Supone que la
acumulacion de fitoalexinas también se presenta en las células muertas. Por eso se
convierten en un depédsito de sustancias antibioticas y barrera quimica adicional que
limita el desarrollo del patégeno. Una vez establecido el patégeno en la planta se
requieren de varios mecanismos de patogenicidad; por ejemplo enzimas capaces de
degradar las paredes celulares de la planta o toxinas con las cuales inhibe
reacciones en la célula. Las toxinas pueden funcionar como algunas moléculas que
inhiben las reacciones de defensa de la planta y pueden hacer que la interaccion
incompatible se convierta en una interaccion compatible (Jankiewicz y Sobieczewski,

2003).
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La pudricién blanda de la papa (Erwinia carofovora), inmediatamente después de
invadir el tejido de la planta, produce una enorme cantidad de enzimas que
degradan la pared celular del hospedero generando los sintomas tipicos de la
pudricion. En algunos cultivares de la soya, la herida o la muerte de una célula
presenta una reaccién de hipersensibilidad (RH), la cual se requiere para la
activacion inmediata de células préximas que rodean para desplegar respuestas de
la defensa al elicitor 6 inductor glucano de la pared celular contra el patégeno
Phytophthora sojae. Estas respuestas préximas de la defensa incluyen la deposicion
de polimeros fenélicos y acumulacién de fitoalexinas gliceclinas (Abbasi ef. al.,

2001).

Se ha mostrado que en el mecanismo de RH las formas activas de oxigeno
desempefian un papel importante. Cuando la reaccion de hipersensibilidad se ha
iniciado las formas activas de oxigeno (AQO) aumentan rapidamente alrededor del
sitio de infeccion. A este fendmeno se le ha denominado explosion oxidativa y ocurre
en muchas especies de plantas llamadas AOS (Active Oxigen Species). Esta
respuesta a [os patégenos o elicitores se ha observado en diversas
monocotiledéneas y dicotiledéneas incluyendo arroz, tabaco, soya, etc. Las formas
activas predominantes en interacciones planta patégeno son el anion superoxido
(0,), el peréxido de hidrégeno (H202), y el radical hidroxilo (OHY). La explosion
oxidatica se correlaciona con la RH en los trabajos de interacciones planta-patégeno
y por lo tanto puede ser un elemento importante que contribuye a la resistencia de la

enfermedad (Jankiewicz y Sobieczewski, 2003).
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La evidencia actual es limitada pero varios estudios indican que la explosion
oxidativa reduce directamente |a viabilidad del patégeno. Para un numero de hongos
patégenos, la germinacién de esporas, se ha demostrado que es inhibida por
concentraciones macromolares del H,O2; ademas, niveles mas bajos de enzimas

antioxidantes a la infeccién del patégeno (Buonaurio ef af., 1987).

Los perdxidos lipidicos generados por la reaccién no enzimatica de la explosion
oxidativa pueden servir como precursores en la sintesis del acido jasmonico, un
regulador conocido de varios genes de defensa expresados durante la RH (Farmer y

Ryan, 1992).

La alta acumulacién localizada de HxO, tiene un papel directo como agente
antimicrobiano. El H;O de |a explosion oxidativa desempefia un papel dominante en
la ordenacion de una respuesta hipersensible de la planta durante la expresion de

resistencia a enfermedades (Levine et al., 1994).

4.2.2. Resistencia adquirida local y sistémica

Frecuentemente los tejidos alrededor del lugar donde ocurre la reaccién de
hipersensibilidad adguieren fuertemente resistencia, esto es la resistencia local
adquirida; si esta resistencia se extiende también sobre las partes mas distantes o0 a
veces, sobre toda la planta se dice que es una resistencia sistémica que fue
adquirida. Esta resistencia puede detectarse tiempo después de la infeccidn inicial.
Es dirigida no solamente sobre patégenos que la indujo, sino también sobre la otra

amplia gama de patogenos (Jankiewicz y Sobieczewski, 2003).
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Una reaccion de plantas a la infeccion del patégeno es la induccion de un duradero y
amplio espectro de resistencia sistémica a infecciones subsecuentes. Esta induccion
de resistencia a la enfermedad ha sido conocida por muchos afios bajo diversos
nombres tales como inmunidad fisiologica adquirida o resistencia sistémica inducida;
actualmente se le reconoce como Resistencia Sistémica Adquirida (RSA). La
perspectiva es que la RSA es un componente integrado por un gran repertorio de

resistencia a enfermedades de la planta (Ryals et af., 1994).

La RSA se presenta cuando se da un ataque localizado de un patoégeno, sin lograr el
exito. Involucra un incremento del estado de resistencia a una amplia gama de
patégenos y esta asociada con el incremento de la expresién de ios genes que
codifican para las proteinas relacionadas con la patogénesis (Vleeshouwers, ef al.,

2000).

En los Ultimos 30 aiios, la RSA se ha demostrado en muchas especies de plantas y
el espectro de resistencia se ha ampliado para incluir no solamente virus y bacterias,

sino también muchos hongos fitopatégenos de importancia agronémica (Kuc, 1982).

Ryals ef al., (1994) proponen un modelo de trabajo actual de la resistencia; este
modelo no es muy completo pero sirve como base para construir y probar hipotesis.
De acuerdo a este modelo la RSA se puede dividir en dos fases, iniciacion y
mantenimiento. La fase de iniciacion puede ser fransitoria e incluye a todos los

acontecimientos que conducen al establecimiento de la resistencia.
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El primer paso en el desarrollo es el reconocimiento de la infeccion del patégeno por
la planta, una vez que la planta reacciona al patégeno, se mandan las sefiales que
accionan la resistencia en lugares adyacentes asi como tejidos distantes. Algo
importante, es que no todas las interacciones planta-patégeno conducen a la
induccion de RSA, sino solamente las interacciones compatibles. Asi, el patégenos

necesita inducir una reaccién de resistencia gen por gen (Kuc, 1982).

Claramente se puede decir que la RSA es un componente importante de resistencia
a enfermedades que contribuye significativamente en la salud de la planta. Entender
las bases bioquimicas y moléculares de la RSA puede conducir al desarrollo de un
fungicida que actlie estimulando los mecanismos naturales de resistencia a la

enfermedad y variedades mejoradas (Ryals et al., 1994).

En tomate, Enkerli ef al. (1993), indujeron la resistencia sistémica infectando las
hojas con Phytophthora infestans. El nivel de resistencia aumenté siete dias
después y permanecié por lo menos otros siete dias mas. Los cambios de proteinas
solubles acidas y la actividad de la quitinasa se indujeron y aumentaron en forma

paralela a la resistencia.

4.2.3. Transduccion de sefiales en la SRA

De forma temprana en la infeccion ente el hospedero y el patogeno, se producen
sefales que inducen respuestas en lugares respectivos. Este proceso implica la
interaccion entre las moléculas patdégenc- asociadas (elicitores) y los receptores de
la planta. Este reconocimiento resulta por una cascada de transduccion de sefiales

resultado de la activacion de genes de defensa y la expresion de la resistencia a fa
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enfermedad por parte del hospedero. El reconocimiento especifico entre el
hospedero y el patégeno determina el resultado de la interaccion (Keen, 1981). La
resistencia o la susceptibilidad de las plantas a diversas razas de un patdgeno es
determinada por la cantidad dominante de genes de resistencia (De Wit, 1992). El
éxito de la resistencia de hospedero contra la invasion del patdgeno requiere el
reconocimiento, la expedicion y activacion del repertorio de defensa necesario. Una
respuesta alta en las plantas implica el reconocimiento de genes dependientes
involucrados en la resistencia (genes R) de elicitores derivados de patégenos y la
iniciacion localizada en la necrosis en la célula en el sitio de la infeccion del

patdgeno {Devadas y Raina, 2002).

La caracteristica méas sensible de esta respuesta de resistencia gene dependiente
(R) es la rapida muerte celular y puede ser definida dentro de! sitio de infeccién
como un proceso de respuesta hipersensitiva (RH). La muerte celular es precedida
por cambios en los flujos de iones, explosion oxidativa y reticulacidn de proteinas de
pared celular. Los procesos de muerte celular son acompariados por un incremento
en la biosintesis del acido salicilico (AS), la activacion transcripcional de varios
genes patogénicos (GP) de trascripcion relacionados y el establecimiento de una
respuesta sistémica duradera conocida como resistencia sistémica adquirida (RSA)

(Hammond-Kosack y Jones, 1996).

La ruta de las sefiales para que se de la RSA, resistencia genética y susceptibilidad
a enfermedades son afectadas por la acumulacion de acido salicilico. Las plantas
que no pueden acumularlo estan expuestas a la infeccion y establecimiento del

patégeno. Entonces la dependencia del AS en la transduccidn de sefiales juega un
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papel central en la defensa de las plantas contra los patégenos (Ryals ef al.,, 1994).
Chen ef al. (1993) indican que el acido salicilico puede ser el inductor de los genes

especificos de |la defensa de la planta durante el desarrollo de la RSA.

4.2.4. Resistencia parcial o cuantitativa (Resistencia de campo)

En contraste con los grandes efectos asociados a la resistencia con genes R, se
presenta una gran resistencia producto de la suma de muchos efectos pequefios, los
cuales estan bajo control poligénico, denominada resistencia parcial, de campo o
resistencia no especifica y se atribuyen a las expresiones del fenotipo en las
parcelas de campo, contribuyen a la reduccion de la enfermedad, pero es dificil de
analizar por las técnicas mendelianas e incluso por marcadores moleculares, dada la
naturaleza poligenética de la resistencia y la poliploidia y heterocigosis de la papa

{Jaramillo, 2003).

Se asume que este tipo de resistencia es de tipo poligénica, de herencia cualitativa y
que confiere resistencia a la variedad, por disminucion de la infeccién, la tasa de
colohizacién del tejido y reduccion de la esporulacion. Las bases moleculares y
bioquimicas de este tipo de resistencia son desconacidas y el mejoramiento por esta

via se ha realizado por técnicas convencionales (Umaerus, 1970).

4.3. Mecanismos de defensa de las plantas

Antes se pensaba que la resistencia a un patégeno se debia a la presencia de una

sustancia téxica en las plantas hospedantes; sin embargo existe la teoria de que
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para cada gen de resistencia en el hospedante hay un gen de virulencia

correspondiente en el patdgeno, una relaciéon de gen por gen (Agrios, 2007).

4.3.1. Bioquimicas

Las plantas cuentan con estrategias que dependen de la produccion de compuestos
duimicos toxicos para los microorganismos, cuya sintesis se estimula cuando la
planta reconoce la presencia de un posible patégeno. Estos mecanismos incluyen la
acumulacion de compuestos de bajo peso molecular conocidos como fitoalexinas y
la deposicion, en la pared celular, de glicoproteinas ricas en aminoacidos (prolina),
las cuales se entrecruzan quimicamente con los componentes de la pared celular
incrementando su fuerza y la generacién de especies reactivas derivadas del

oxigeno molecular (Garcia, 2004) .

4.3.1.1. Fitoalexinas

Las fitoalexinas son una molécula de masa relativamente pequefia, por lo que las
proteinas no se encuentran en este grupo. En griego alexin significa proteger,
defenderse. Se producen en las plantas en respuesta al ataque de patégenos o bajo
influencia de factores de estrés como las heladas o rayos ultravioleta. En la planta
no infectada y sin sufrir estrés, las fitoalexinas no se encuentran o estan en
cantidades minimas. Para la produccion es necesaria la expresion de las enzimas
apropiadas, a veces se llaman sustancias antimicrobianas inducidas (Jankiewicz y

Sobieczewski, 2003).
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Las fitoalexinas son sustancias téxicas que las plantas producen en cantidades
apreciables solo después de haber sido estimulados por los diferentes tipos de
microorganismos fitopatogenos, o bien después de haber sufrido dafios causados
por agentes quimicos o mecanicos. Las fitoalexinas se producen por las celulas
necroticas y dafiadas, en respuesta a sustancias que se difunden a partir de las
células dafiadas. La resistencia ocuire cuando una o mas fitoalexinas alcanzan una
concentracién suficiente para inhibir el desarrollo de patégeno, la mayoria de las
fitoalexinas conocidas son toéxicas a bacterias, nematodos y otros patogenos

(Andreu et al., 2000).

Algunas de las fitoalexinas mejor estudiadas incluyen a la faseolina y la cievitona en
el frijol (Paseolus vulgaris); la pisatina en el chicharo (Pisum sativum); la
hidroxifaseolina en la soya (Glycine max);, en alfalfa (Medicago sativa), la
medicarpina y el cumesterol, en cebolla (Allium sepa), el capsidiol en chile (Capscum

annuum) (Agrios, 2007)

Hasta hoy se conoce poco de como el ataque de patdgenos o dafios fisicos generan
fa produccién de fitoalexinas. Hahn et al., (1981) encontraron que los fragmentos de
polisacaridos pectinicos de las paredes celulares de la planta pueden servir como
inductores (elicitores) de la produccion de fitoalexinas. Este fendmeno puede ser
interesante ya que las enzimas del hongo al destruir las paredes celulares del
hospedante producen fragmentos de este tipo. Parece ser que los factores fisicos
como congelamiento, causa la produccidn de fitoalexinas estimulando primeramente
la produccion de las enzimas que separan fragmentos de las paredes celulares de

la planta, sirviendo en seguida como elicitores (Lyon y Albersheim, 1982).
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Mucharromah et af, (1995), al inocular rodajas de tubérculos de papa con
Phytophthora infestans, encontraron una acumulacién de fitoalexinas. Se han
aislado los inductores de tipo A&cido graso, acido araguidénico y acido
eicosapentanoico, relacionados a las hormonas animales prostaglandianas (Bostock
et al., 1981). Segun Darvill y Albersheim (1984), los inductores actuan a nivel de
transcripcién liberando la expresion de los genes que codifican las enzimas
necesarias para la produccion de fitoalexinas, ya que son téxicas para ellos mismos.
Los elicitores de fitoalexinas se producen mas frecuentemente como consecuencia
de la infecciéon por bacterias, las cuales inducian la produccion de medicarpina en

trébol blanco (Trifolium repens) (Gustine et al., 1991).

El etileno aumenta bruscamente durante el estrés y cuando este estrés es causado
por la infeccion de un patogeno, el etileno puede iniciar la produccion de fitoalexinas,

que es lo que sucede en zanahoria (Boller, 1992).

El nivel de acido jasménico (AJ) a su ester metilico (AJ-Me), también aumenta
rapidamente en plantas heridas o dafiadas por los patégenos y existe la suposicion
de que debido a este fendmeno se incrementa la segregacién de etileno en los
tejidos, ya que se conoce que los jasmonicos influyen en la produccion de etileno y
viceversa. Al tratar los tejidos con éster metilico del acido jasmonico aumenta la
expresion de los genes que codifican la fenilalanina-amonio-liasa (PAL) y la sintasa
de chalcona, las cuales estan involucradas en la formacion de fitoalexinas

(Saniewski, 1995).
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Cvikrova et al., (2003) aplicaron etefon a alfalfa y aumenté la concentracion de
etileno exégeno en las células embriogénicas e indujo cambios en el metabolismo de
sustancias fendlicas y actividad de la peroxidasa. También hubo un incremento en la
actividad de la PAL sobre el nivel basico y fue acompafiada por una acumulacion de
acidos fendlicos, en contraste, el nivel creciente del etileno exégeno no influencio el
crecimiento del cultivo de embriones mas avanzados ni alteré significativamente el
metabolismo del fenilpropanoide. También se sabe que los pesticidas aplicados

contra algunos patdégenos también pueden inducir la produccion de fitoalexinas.

Las funciones de las fitoalexinas terpénicas en la resistencia parecen bastante
prometedoras; sin embargo, en sintesis acelerada inhiben el crecimiento de la hifa
del hongo, pero no los niveles de esporulacion del mismo; ademas, los niveles de
fitoalexinas en interacciones compatibles son muy bajos y por lo tanto incapaces de
afectar el desarrollo del hongo, cosa que ho ocurre en interacciones incompatibles.
Por lo tanto, este tipo de resistencia puede ser interpretada como resistencia vertical,
ya que se conocen tres factores genéticos que regulan fa expresién de las proteinas
responsables de la sintesis de estos compuestos y su caracter cuantitativo. Ademas,
las plantas contienen comunmente no una sino todo un complejo de fitoalexinas, lo
gue hace aun mas eficaz la defensa contra patégenos, esto puede explicarse porgue
las fitoalexinas tienen un amplio espectro de actividad (Jankiewicz y Sobieczewski,

2003).

4.3.1.2. Compuestos fendlicos
El término de fenoles o polifenoles es usado para definir sustancias que poseen uno

0 mas sustituyentes hidroxile (OH) unidos por un anillo aromatico (Waterman vy
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Mole, 1994), incluyendo derivados funcionales como ésteres, esteres de metilo,
glucdsidos, etc. Los fenoles son aquellas sustancias derivadas a partir del
metabolismo fenilpropanoide y la ruta de acido shiguimico. Sin embargo estos
autores no consideran que algunos fencles se puedan sintetizar de la ruta-
acetato/malonato y acetato/mevalonato. De los 100,000 compuestos conocidos del
metabolismo secundario gran parte pertenecen a los fenoles (Jankiewicz vy

Sobieczewski, 2003).

Se ha observado que ciertos compuestos fendlicos que son tdxicos para los
patogenos se producen y acumulan a un ritmo mayor en una variedad resistente que
en una susceptible después de haberse producido una infeccion, algunos de éstos
son el acido cafeico y la escopoletina (Agrios, 2007). Los fenoles son de gran
importancia como material de soporte y forman parte de la pared celular (ligninas,
suberinas), algunos se pueden acumular como fitoalexinas como resultado del
ataque de microorganismos contribuyendo a la resistencia de enfermedades.
Algunas plantas exudan de la raiz fenoles que actian como toxinas (cinamato en
Parthenium argentatum). Muchos fenoles y la oxidacion de sus productos como las
quinonas son altamente toxicas al hongo invasor. En la actualidad se puede
establecer que los fenoles juegan un papel importante en la determinacién de Ia
resistencia o susceptibilidad de un hospedero a la infeccion de un parasito. La
acumulacion de compuestos fendlicos durante la infeccién por patégenos ha sido
reportada como alta en plantas resistentes y baja en plantas susceptibles
(Velazhahan y Vidhyasekeran, 1994). Estos autores, al trabajar con variedades

susceptibles y resistentes de Arachis hipogaea L. a Puccinia arachidis encontraron
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gue la inoculacion con el patégeno resulté en mayor concentracion de fenoles en

plantas resistentes que en susceptibles.

La suberizacion rapida de los tubérculos es importante para evitar ta infeccion por
Erwinia carotovora subsp. carofovora y Fusarium sambucinum. Ademas se encontro
gue los fenoles de la suberina son importantes en la disposicién de suberina dentro
de la primera capa de la celula, proporcionandole cierto grado de resistencia. En
trigo susceptible (WL711) a Neovossia indica, los fenoles totales alcanzaron un

maximo a los dos dias después de |a inoculacion (Gogoi ef. al. 2001).

Hay células especializadas de plantas que sintetizan fenoles y los almacenan en su
vacuola durante los procesos normales de la diferenciacién. Tales fenoles se
distribuyen dentro de la mayoria de los tejidos finos. En algunos de estos tejidos
ocurren uniformemente en todas las células, mientras que en otros ocurren de forma
dispersa o aleatoriamente, y en otros inmdviles aparecen establecidos
estratégicamente en los puntos potenciales de entrada. Debido a la
descompartamentacion de estas células primeramente pueden provocar una rapida
oxidacién de su contenido fendlico, lignificacion y suberizacién de células y su
muerte celular. En segundo lugar, si esta defensa falla y persiste la tension, estos
mismos procesos promueven la acumulaciéon prolongada de acido indolacético y de
etileno que promuevan otra cascada de reacciones en células periféricas que incluya
respuestas secundarias del metabolismo como resultado de defensa mayor

(Beckman, 2000).
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4.3.1.3. Actividad de Peroxidasa EC 1.11.1.7 (POX)

Esta enzima se encuenfra en animales, plantas y microorganismos. En las plantas
se localiza parcialmente soluble en el citoplasma y parcialmente insoluble en la
pared. Es una enzima que se presenta en todos los vegetales superiores, suele
contener un grupo prostético hemo (ferriprotoporfirina IXX), no obstante, también
puede utilizar otros grupos. El proceso catalitico parece producir la oxidacion
transitoria del i6n férrico Fe™ a estado de valencia mas alta Fe*® o Fe**. El peroxido
puede ser peréxido de hidrégeno o un peréxido organico. En la reaccién el peroxido
es reducido a la vez que resulta oxidado un donador (pudiendo ser ascorbato, los
fenoles, las aminas u otros compuestos organicos) de electrones (Duglas vy

Richarson, 1993).

La actividad de |la peroxidasa puede determinarse por la disminucion de perdxido del
hidrégeno denador por la donacion de compuestos oxidados. Por otro lado controlan
el crecimiento fisiologico de las plantas, su diferenciacién y desarrollo. Es bien
conocido que esta enzima participa en la construccion y lignificacién de la pared
celular, la biosintesis de etileno a partir del acido 1-aminociclopropanocarboxilico y
peroxido de hidrégeno (H2Oy), la regulacién de niveles de auxinas, la proteccién
contra el deterioro de tejidos e infeccién por niveles de auxina, la proteccion contra el
deterioro de tejidos e infeccién por microoganismos patdgenos, la oxidacion de acido
indolacético, etc. La peroxidasa y la polifenoloxidasa catalizan la oxidacion de los

compuestos fenolicos (Van de Velde et al., 2001).

Existe dificultad para entender los efectos de la actividad de peroxidasa. Por

ejemplo, primero no existe como una enzima simple en frutos y vegetales; como
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otras enzimas vegetales, [a actividad de peroxidasa se encuentra en la forma de un
numero de discretas isoenzimas; segundo, hay varios compuestos fendlicos que se
encuentran en forma natural en fodos los tejidos vegetales, cada uno de los cuales
puede ser oxidado por peroxidasa en presencia de pequefias cantidades de
hidroperéxido; tercero, el intervalo de productos formados es muy extenso debido a
la diversidad de compuestos que son susceptibles a oxidarse por peroxidasa

(Robinson, 1991).

Velazhahan y Vidhyasekaran (1994), en su trabajo realizado en Arachis hipogaea L.,
enconfraron que la actividad de [a polifenoloxidasa y peroxidasa fue menor en las
variedades susceptibles a Puccinia arachidis Speg, que en las resistentes al
patégeno. En el trabajo realizado por Gogoi et. al. (2001}, en trigo, se encontré que
en variedades resistentes la actividad de la peroxidasa fue la mas alta a los dos
dias después de la infeccién y en variedades susceptibles los niveles mas altos de

POX se presentaron a los seis dias después de la infeccion.

El papel de esta enzima en resistencia a las enfermedades probablemente se debe
en gran medida a su propiedad de oxidar los compuestos fendlicos hasta quinonas,
las cuales con frecuencia son mas tdxicas a los microorganismos que los fenoles
originales, ademas también aumenta la velocidad de la polimerizacién de esos
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 patégeno

(Agrios, 2007}).
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4.3.1.4. Actividad de Superoxido de dismutasa EC 1.15.1.1 (SOD)

El peroxido de hidrogeno 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 y oxigeno, el peréxido de hidrégeno que se
produce durante la respiracién. Las peroxidasas que utilizan el peroxido de
hidrégeno durante las reacciones de lignificacion y la enzima ascorbato peroxidasa
localizada en los cloroplastos y en el citoplasma eliminan el peréxido de hidrégeno
utilizando  acido ascdrbico para convertirlo en agua. La enzima Superdxido
dismutasa (SOD) la cual cataliza la dismutacion del Oz y lo convierte en peroxido de
hidrégeno, se encuentra en el citoplasma, en los cloroplastos y en las mitocondrias
de las plantas. El perdxido de hidrogeno producido por esta reaccion enzimatica

puede a su vez ser eliminado por los mecanismos antes descritos (Garcia, 2004).

Hasta la fecha no existen reportes de mecanismos enzimaticos para eliminar la
produccion del radical hidroxilo, quiza por sus alto grado de reactividad y su corta
vida media; asi parece que la eliminacion de este radical depende de su reactividad
con las biolimoléculas que se encuentran cerca de su sifio de generacién vy la
sintesis o disponibilidad de moléculas pequefias que son capaces de secuestrarlo,

tales como el acido ascérbico y el tocoferol (Garcia, 2004).

4.3.1.5. Actividad de Fenilalanina amonio-liasa EC.4.3.1.5 (PAL)

Una enzima que por lo regufar exhibe una mayor actividad o una nueva sintesis,
mucho mayor en los tejidos enfermos es la fenilalanina amonio-liasa {PAL), la cual
es una enzima clave en la produccion de la molécula basica que se utiliza para la

biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos, entre ellos las fitoalexinas y la
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lignina (Goodman, et al, 1986). Way et al, (2002) al trabajar con tabaco
transgénico encontraron que la fenilalanina amonio-liasa tiene un importante papel

en la resistencia de las plantas.

Esta enzima cafaliza la conversién de L-fenillalanina-amonio.liasa a acido
transcinamico que es el primer paso de la ruta del fenilpropanoide, que provee los
recursos para los pigmentos flavonoides, lignina, los protectores UV, las fitoalexinas
furanocoumarinas (Lewis y Yamamoto, 1990). El metabolismo fenilpropanoide, se
activa en respuesta a una amplia gama de aspectos del desarrollo y a las sefiales
ambientales, y, por lo tanto, los fenilpropanoides se sintetizan durante el proceso
normal de desarrollo y bajo condiciones de stress como irradiacion UV, dafio
mecanico, o ataque del patégeno (Dixon y Lamb, 1990). Se sabe también que los
fenilpropanoides pueden actuar como sefiales moleculares en procesos de
reconocimiento entre Agrobacterium y Rhizobium y sus plantas hospederas (Lynn y
Chang, 1990). La fluctuacidon en actividad de PAL se ha demostrado por ser un
elemento clave que controla la sintesis de fenilpropanoides y aumenta la actividad

de PAL.

Las plantas leguminosas responden a la infeccidn por hongos patégenos o
moléculas inductoras en las paredes celulares de esos patégenos, por la sintesis de
fitoalexinas antimicrobiales y fenoles limitados a pared celular derivados de la L-
fenilalanina-amonio-liasa. La PAL cataliza el primer paso encaminado a la
biosintesis de esos compuestos relacionados con la defensa como fenilpropanoides
y la conversiébn de la L-fenilalanina-amonio-liasa en &acido trans-cinamico. La

respuesta de defensa de fitoalexinas implica la activacién rapida de genes de
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transcripcion que codifican un nimero de enzimas para sintetizar fitoalexinas
incluyendo la PAL. Los cambios en el contenido de fenoles totales dependen de las
alteraciones y la actividad de las enzimas responsables de su biosintesis. La PAL es
importante en las sintesis de varios tipos de fenoles incluyendo los flavancides,

isoflavonoides y acido hidroxinamicos (Dixon y Harrison, 1991).

En células de pino, la induccién de la activad de PAL ocurre simultdneamente con el
incremento de las actividades de enzimas especificas de lignina, seguido por la
deposicion en las paredes de la célula. La actividad de PAL y de otras enzimas de la
ruta fenilpropanoidoide también se estimulan altamente en tabaco (Nicofiana
tabacum L.) en hojas hipersensibles al virus de! mosaico del tabaco (VMT). La
activacion del metabolismo fenilpropanoide da lugar a la deposicion de polimeros
fendlicos acumulando nuevas barreras mecanicas contra la invasion del patégeno

(Legrand ef al., 1976).

Linke et al., (2002) mencicnan que el aumento en la respuesta de defensa abarca la
acumulacién de cinco genes de defensa relacionados (B-7,3-Glucanasa B2 y A1,
Quitinasa B3y A2, y Fenilalanina amonio-fiasa} y elicitacion temprana en el aumento
del peroxido de hidrégeno. En cebada, el RNAm de la PAL indico que el nivel del
mensaje comenzd a aumentar en 0.5 horas despues de la inoculacion con Erysiphe
graminis f.sp. hordei y Erysiphe pisi (Shiraishi et al., 1995). Existen evidencias que
demuestran mayor actividad de PAL en hojas, tallos y raices de plantas resistentes
en comparacién con plantas susceptibles a diversos hongos como en arroz (Oriza
sativa) (Velazhahan y Vidhyasekaran, 1894), asi como en frijol (Phaseolues vulgaris

L) inoculados con Sclerotinia sclerotiorum; en chile (Capsicum annuum L.)
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inoculadas con Phytophthora capsici, en plantulas de cebada (Hordeum vulgare L.)
infectadas con Erysiphe graminis y en mesocotilos de sorgo inoculados con Bipolaris
maydis, se encontré mayor actividad enzimatica de PAL en plantas resistentes en
comparacion con plantas susceptibles a dichos hongos. Tales resultados sugieren
que el aumento en la actividad de PAL esta involucrada con la respuesta de defensa

de la planta hospedante a la infeccion por el hongo (Vargas, 1998).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material vegetal

Se utilizaron clones del primer afio (primera evaluacién). Se recibié un tubérculo de
cada uno de casi 2,500 clones de papa de cruzamientos recientes, provenientes de
Aberdeen, ldaho, del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDAJARS; Drs. Jonathan Whitworth y Richard Novy; Cuadro 2). Se sembraron en
junid, bajo condiciones de temporal y sin proteccion quimica, para exponerios a la

infeccion natural de agentes patdgenos e insectos.

5.2. Variabhles evaluadas

Las variables evaluadas se dividieron en fase de campo y fase de laboratorio. En la
primera fase se midié porcentaje de infeccion de Phytophtora infestans en la parte
aérea de la planta (follaje y tallos), de acuerdo a la escala de Henfling (1987). Las
lecturas se realizaron a cada uno de los clones evaluados, una vez por semana a
partir de los 20 dias de emergencia de la planta, teniendo un fotal de 10 lecturas a lo
largo del ciclo, al final del mismo se registré nimero y peso de tubérculos por clon.
En la parte de laboratorio se cuantifico la concentracion de fenoles totales,
fenilalanina amonio-liasa (PAL), Peroxidasa (POX) y Superéxide de dismutasa

(SOD)}, en el follaje de los clones seleccionados.

5.3. Fase de campo

La fase de campo fue en el ciclo primavera-verano del 2006 en los campos

experimentales del Programa Internacional Cooperativo del Tizén Tardio de la Papa
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(PICTIPA), en el Valle de Toluca, Estado de México. Se registraron las condiciohes

ambientales (temperatura, precipitacion y humedad) que se presentdé durante el

desarrollo de los clones (ANEXO I).

Cuadro 2. Cruzas y clones a evaluar para resistencia a tizon tardio de la papa en el

campo agricola experimental ICAMEX-PICTIPAPA, Metepec, Estado de

Méaxico. Verano del 2006.

# Invernadero CRUZA No. HEMBRA MACHO NUN. CLONES
1 © 239 A01416 Bol#5-87-3 X Summit Russet 85
2 242 AD1448 EGAD9704-1 X A92158-3 100
3 243 AD14530 EGAQ9704-1 X A096850-1 100
4 249 AD1503 MX77-18-335 X Summit Russet 100
5 250 A01516 MX77-18-335 X Gem Reset 90
6 255 Al1592 Parrichoi X A93116-3BSR 80
7 264 Al2286 A85053-51 X AOA95154-1 100
8 265 AD2293 A95064-177LB X A96095-3 a7
9 270 A02348 AD7039-23 X AQ9B781-1 100
10 271 A02379 AQ7072-LB X GemStar Russet 100
" 278 AD2414 AQ96781-1 X A96764-19(2/0) 100
12 280 AD2424 AQ96781-4 X AG7229-1 100
13 282 A02432 AQ9GB50-1 X AD95781-4 89
14 283 AQ2435 AO96850-1 X Russet Legend 100
15 289 A02545 PAS7B10-2 X A06032-2 100
16 293 A02558 PAS7B10-2 X Lugovskoy 100
17 297 A02574 Lugovskoy X GemsStar Russet 100
18 300 AD2581 Lugovskoy X Russet Legend 100
19 36 AD3702 A98023-5LB X A92030-5 100
20 319 A0I717 A98023-60LB X AQ96893-3 100
21 323 A03745 AD8023-60LB X Gem Russef 100
22 325 AD3861 NY128 X GemStar Russet 100
23 329 AD3893 Stirling X A97214-4 100
24 332 A03903 Tum-Over X A93157-6LS a5
25 333 A03914 ACO3026-9RU X WHAB9-4156-1 100
México Total 2428

5.4. Fase de laboratorio

Los analisis para la presencia y accién de fenoles totales, fenilalanina amonio-liasa

(PAL) (EC.4.3.1.5), Peroxidasa (POX) (EC.1.11.1.7) y Superoxido de dismutasa
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(SOD) (EC.1.156.1.1) se realizaron en el Laboratorio de Usos Mudiltiples del
Departamento de Fitotecnia en la Universidad Auténoma Chapingo, Estado de

México.

5.4.1. Polvo de acetona

Se obtuvo a partir de 20 g de hojas + 50 ml de acetona al 100% (4° C) molidas en
licuadora vy filtrada al vacio descartandose la acetona, la cual se guardo a 4°C para
la determinacién de fenoles totales. Este proceso se repito cuatro veces mas con el
tejido, y se dejé secar a temperatura de laboratorio (18 °C) y se almacené a -4 °C
hasta el ensayo de cada una de las enzimas. Para determinar fenoles totales se

utilizo el sobrenadante {(Alia-Tejacal, et. a/., 2002)

5.4.2. Determinacion de Fenoles totales

Se utilizd el método descrito por Waterman y Mole (1994). A 0.03 ml del
sobrenadante obtenido de el procesamiento de polvo de acetona, se agregd 16.97
ml. de agua deshionizada mas 1 ml de Folin-Ciocalteu y 2 ml de carbonato de sodio
20%. Se agitd y dejo reposar por dos horas en la oscuridad, posteriormente se leyé
su absorbancia a 760 nm en un espectrofotémetro (Spectronic 21D; Milton Roy). La
cuantificacion se realizd mediante una curva patrén de &acido tanico y la
concentracién de fenoles totales se registrdé como miligramos por gramo de peso

fresco (mgg ™" p. f).
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5.4.3. Determinacion de la Actividad de Peroxidasa EC. 1.11.1.7 (POX)

La actividad de la POX se determiné mediante la metodologia descrita por Alia-
Tejacal et al., (2002). La enzima'se extrajo a partir de 0.1 g de polvo de acetona con
5 ml de Tris-HCI frio (pH 7.1} conteniendo 1% de polivinilpirrolidona. Se mezclaron
en un homogenizador de tejidos durante 50 segundos, posteriormente la mezcla se
centrifugo por 20 minutos a 12,500 g a 4 °C. El sobrenadante se utilizé para el
ensayo de acuerdo a Flurkey y Jen (1978), con las siguientes modificaciones: la
mezcla de ensayo fue con un volumen total de 3 ml, 2.6 ml de amortiguador Tris-HCI
{ph 7.1), 0.25 ml de guayacol 0.1 M, 0.1 ml de perdxido de hidrégeno 0.25 % y 0.05
ml del sobrenadate. Se evaludé el cambio de absorbancia a los 30, 60,120 y 180
segundos en un espectrofotometro (Spectronic 21D; Milton Roy) a 470 nm. La
actividad enzimatica se reporta como U g’ p.f. donde U= Unidad de actividad

enzimatica y una unidad es igual a la formacién de 1 mmol min™ de tetraguaiacol.

5.4.4. Determinaciéon de la Actividad de Superoxido Dismutasa EC.1.15.1.1
(SOD)
Se determino de acuerdo a la metodologia descrita por Beyer y Fridocich (1987), a
0.025 g de polvo de acetona se le agregd 5 ml de solucion Buffer Fosfato (pH 7.8) a
4°C, mezclandose con un homogenizador de tejidos durante 50 segundos. La
mezcla se centrifugd a 12500 g por 20 minutos a 4° C, posteriormente se sacaron y
se dejaron que tomaran la temperatura ambiente. Los siguientes procedimientos se
llevaron a cabo en la oscuridad; se tomaron 3 mll de solucion Buffer + EDTA.
metionina, NBT y triton, colocdndose en tubos de ensaye con tapdn de rosca, a esta
solucion se le agregaron 0.5 ml de sobrenadante y se agité, a la misma se le

afadieron 30 pl de riboflavina y se agité. La anterior solucién se coloct por 7
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minutos en luz fluorescente, por ultimo se leyé en el espectrofotometro (Spectronic
21D; Milton Roy) a 560 nm. La actividad enzimatica se reporta como U g” p. f. donde

U= Unidad de actividad enzimatica.

5.4,5. Determinacién de la Actividad de Fenilalanina amonio-liasa EC. 4.3.1.5
(PAL)
Esta enzima se determino de acuerdo a lo descrito con Martinez-Tellez y La Fuente
(1997). A partir de 0.1 g de polvo de acetona con § ml de Borato de Sodio 0.1 M (pH
8.8) frio + 20 mM B-mercaptoetanol, mezclandose en homogenizador de tejidos
durante 50 segundos. A continuacién se agité fa mezcla durante 20 min en bafio con
hielo (4° C), posteriormente se filtro usando embudo de plastico y malla de tela,
enseguida se centrifugé a 12,500 g a 4 °C durante 20 minutos. Se extrajo el
sobrenadante, la enzima se precipité agregando 0.46 g de sulfato de amonio por
cada mililitro de sobrenadante. El precipitado se redisolvié agregando 5 ml de borato
de sodio 0.1 M (pH 8.8), siendo este extracto el que se usd para el ensayo. El
ensayo enzimatico se realizé de acuerdo con Arz y Grambow (1995). La mezcla para
el ensayo consistié de 1.8 mi de Borato de Sodio 0.1 M (pH 8.8), 0.9 ml del extracto
final, preincubando a 40° C por 5 min. Posteriormente se agregan 0.3 ml de L-
fenilalanina 100 mM y se midi6 la absorbancia a 290 nm. Simultdneamente se llevo
a cabo el ensayo de una repeticion de fa muestra con 2.1 ml de Borato de Sodio 0.1
M (pH 8.8} y 0.9 ml del extracto final. Se evalud el cambio de absorbancia en 2 horas
a 290 nm, manteniendo la muestra en bafio Maria a 40° C. La actividad enzimatica

se reporta como U g7 p. f. donde U=A (absorbancia) a 290 nm/h.
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B.5. Analisis de resultados

El analisis de los resultados obtenidos se realizé mediante e! softwere Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) y el programa Excel (V. 2003). Se
aplicaron el andlisis de correlaciones y se elaboraron graficas de comportamiento de

las diferentes variables evaluadas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Resistencia a Phytophthora infestans

Por facilitar en la discusion, la ubicacién del clon, se optd por abreviar la
identificacion de los clones por su nimero de invernadero (Cuadro 2), pudiendo
identificarlas por familia. En el verano del 2006, en el Valle de Toluca, se
presentaron las condiciones ambientales adecuadas para el desarrollo del tizén
tardio que son minimo 10 hrs/dia con humedad relativa superior al 90%,

temperaturas entre 10y 15 °C, y nubosidad (Anexo ).

Las condiciones ambientales fueron las 6ptimas permitiendo el desarrollo de P.
infestans, el cual al principio del ciclo del cultivo de la planta no se presento
manteniéndose en general el follaje de todas las familias libre del patégeno, pero al
paso del los dias y con el ambiente propicio para la llegada y desarrollo dei tizon el
ataque fue evidente, algunas plantas presentaron un ataque rapido provocando la

muerte de éstas (Figura 1).
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Figura 1. Curva del Tizon Tardio en papa variedad alfa.
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A pesar de la uniformidad en la aparicién del patégeno, hubo una gran amplitud de
respuestas de [os clones a la infeccién por P. infestans, debido, principalmente, al

origen genético de los clones (Fig. 2).

Figura 2. Panorama general del lote con los clenes de papa. Toluca-Metepec, Mex.
2008. :

Se considerarcn como resistentes aquellos materiales con hasta 30% de infeccion
foliar final, lo cual dio la pauta para muestrear aquellas plantas que presentaban
dicho porcentaje y algunas que a pesar de tener un 40% de infeccidn, pero un follaje
bastante abundante, se tomo muestra para realizarle los analisis de laboratorio (Fig.

3).
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243-60
Figura 3. Panorama de las plantas de papa muestreadas en campo para el

analisis de laboratorio.
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... Continuacién de la Figura 3.
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Las familias con un mayor numero de clones con 30% de infeccién fueron la 243,
270, 282, 278 y 319, de las cuales presentaron respectivamente 41, 31, 21, 18 y 15
clones con el porcentaje menor al 30% (Cuadro 3). De estas, hubo solo dos
progenitores en comun, uno fue el clon A096850-1, como macho de la familia 243 y
como hembra en la 282. El otro fue A096781-1, como macho en la familia 270 y
como hembra en la 278 (Cuadro 2). Las cinco familias sumaron 108 genotipos
resistentes, de un total de 174 de todas las familias que presentaron un rango de
infeccion entre 0-30 %. Destacaron, ademas de las mencionadas, la 249 y 255, que
sumaron diez clones cada una con infecciones dentro del rango establecido como
resistente.

Cuadro 3. Rango de infeccién de P. infestans en la parte aérea (tallo y follaje) de
plantas de papa por familia.

% DE INFECCION

FAMILIA
010 11-20  21-30 X (0-30%) 3140 4150 §1-100 TOTAL DE CLONES

239 0 1 2 3 9 5 68 85
242 0 0 0 0 2 3 95 100
249 0 5 5 10 12 7 71 100
250 0 2 5 7 10 4 79 100
266 0 4 6 10 10 3 57 80
264 1 1 2 4 0 5 N 100
266 0 1 1 2 0 G

85 87

280 0 0 1 1 1 1 97 100
283 0 0 0 0 2 0 98 100
289 0 0 0 0 0 0 100 100
293 0 0 1 1 1 1 97 100
297 0 0 0 0 2 0 98 100
300 0 0 0 0 0 2 98 100
316 0 Q 2 2 2 2 24 100
323 1 4 1 8 § 8 81 100
325 0 0 0 0 1 1 a8 100
329 0 0 0 0 1 1 98 100
332 0 0 1 1 0 b 89 95
333 0 Q 0 9 g 9 100 100
TOTAL 20 67 87 174 114 o 2057 2436
% 1% 3% 4% 8% 5% 4% 84% 99%
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Turkensteen y Flier (2000), consideraron un hospedante resistente cuando no puede
ser atacado por el patdgeno; sin embargo en la relacion hospederc-patdgeno, |a
resistencia puede ser de varios niveles y algunos individuos o clones, pueden estar

mas afectados que otros.

6.2. Rendimiento por familia

Las familias 243, 249, 300, 329 y 333 presentan el mayor nimero de clones con el
peso superior a 500 ¢g. Las familias que presentaron menor peso de los tubérculos

fueron la 325, 329, 283 y 293 (Cuadro 4).

Cuadro 4. Peso (g) de los tubérculos de papa de los clones evaluados.

TOTAL NUM. DE No. DE RENDIMIENTO EN PESO (g)
FAMILIA DE CLONESNO CLONESSIN X
CLONES EMERGIDOS TUBERCULO §0-200 2001-350 351-500 501-65¢ 651>
239 85 3 3 3 6 18 13 8 6
242 100 23 40 0 1 14 13 4 5
243 100 6 19 41 1 9 14 16 35
249 100 " 17 10 0 13 21 16 22
250 90 B 25 7 2 19 16 12 10
255 80 0 36 10 1 12 16 5 10
264 100 4 a3 4 10 10 9 4 0
265 87 3 41 2 1 19 13 3 7
270 100 4 43 31 1 15 17 8 12
27 100 7 46 1 1 21 12 7 B
278 100 9 50 18 0 18 10 6 7
280 100 0 85 1 0 10 5 0 0
282 89 1 63 2 0 14 3 2
283 100 8 53 0 2 27 0 1
289 100 ] 65 0 0 " 7 0 2
293 100 7 47 1 ¢ 24 14 4 4
297 100 2 40 0 ¢ 27 22 5 4
300 100 3 47 0 0 14 12 8 16
316 100 1 68 2 0 13 9 5 4
319 100 13 37 16 3 16 15 9 8
323 100 3 56 6 1 23 12 4 1
325 100 7 43 ¢ 2 29 19 5 5
329 100 5 56 0 0 7 18 11 13
332 96 10 39 1 0 18 12 10 6
333 100 1 44 0 0 18 13 10 14
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Al comparar resistencia-rendimiento, la familia 243 coincidi6é en ambas
caracteristicas pues tuvo 41 clones resistentes y 35 con rendimiento de tubérculo
superior a los 650 g/planta (Fig. 4). Otra familia que presento la condicién anterior

pero en menor medida fue la familia 270 con 31 clones resistentes y 12 clones con

pesos superiores a 500 g (Fig. 5).

Figura 5. Tubérculos de los clones de papa de la Familia 270
La familia 300, quedo en tercer lugar con 16 clones con rendimientos superiores a

los 500 g. Al comparar resistencia-rendimiento, esta familia no presenté la
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caracteristica para ser considerada resistente. A pesar de que e! tizén acabo con la
parte aérea de las plantas, éstas ya habian desarrollado tubérculos, mostrando asi

la precocidad de la planta.

La familia 249 tuvo 22 clones con un rendimiento superior a las demas, a pesar de
gue no fue de las que destaco en el porcentaje de infeccidn, lo cual indica que hay
presencia de resistencia al patégeno vy cierta precocidad en el ciclo fisioldgico de la

planta.

6.3. Clones seleccionados para la determinacién de enzimas

Una semana después de que se tomod la dltima lectura se realizd la colecta del
material vegetal para su analisis de laboratorio. Se tomaron las hojas de aquellos
clones que presentaron un porcentaje de infeccion foliar de =40 y sobre todo que
presentaran 20 g de peso fresco de la hoja. En el Cuadro &, se observan los clones
seleccionados junto con el grado de infeccidn que presentaron al final del ciclo, asi
como peso y numero de tubérculos producido por clon; alguno de los clones no
produjeron tubérculo como 243-51, 243-55, 249-29, 250-46, 278-16, 278-49, 278-75
y 319-36; los clones anteriores presentaron un grado de infeccion de =45,
caracteristica por la cual pueden ser considerados resistentes a P. infestans, més al
no tener produccion de tubérculo, se consideraron fuera de la seleccion como clones

resistentes.

Sin embargo, se busca para la seleccién de estos clones de primer afio, la
resistencia al tizén tardio el cual ataca principalmente al follaje, y en el caso de estos

clones (Cuadro 5), fueron los que presentaron mayor resistencia al patdgeno. En las
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reacciones hospedante-patégeno la planta mantiene su resistencia a los patégenos
por medio de hipersensibilidad, es decir, las células atacadas son tan sensibles al
patégeno que ellas y muchas células adyacentes mueren de inmediato, aislando al

patégeno o causando su muerte (Agrios, 2007).

Cuadro 5. Clones seleccionados para las pruebas de laboratorio.

Numero de Numeroe do
Familscion (ra00de Pesotelte whéruos  Familacion reSode Peebdmles whirouos
239-69 35 400 12 249-06 20 450 16
242-98 40 1000 36 249-29 18 + +
243-03 45 400 15 249-59 35 860 9
243-07 25 530 16 249-87 20 800 7
243-10 25 1000 2 250-46 45 + +
243-11 25 1250 38 25519 25 8500 6
243-24 15 800 16 265-46 40 +
243-26 15 550 23 265-47 15 400 10
243-31 25 1350 27 270-24 25 350 8
243-38 10 1650 28 270-54 40 430 12
243-39 10 1360 19 270-98 10 250 11
243-47 10 1600 11 278-16 20 + +
243-51 20 + + 275-49 20 + +
243-52 20 620 11 278-75 25 + +
243-55 10 + + 278-81 25 350 17
243-56 20 210 17 282-34 10 220 7
243-57 10 610 20 282-36 10 360 12
243-60 18 800 15 297-100 35 970 13
243-61 40 500 21 319-14 20 250 6
243-63 25 560 18 319-34 40 150 10
243-78 15 350 12 319-36 40 + +
243-98 20 610 18 319-68 40 200

+ No hubo tubérculo

6.4. Determinacion de fenoles y de las enzimas

6.4.1. Fenoles totales

Se presentd gran variacion en la concentracion de fenoles totales (Figura 6), siendo
los clones 319-14 (1.15 mg g™ de peso fresco), 243-47 (1.00 mg g™ de peso fresco)
y 243-63 (1.00 mg ¢ de peso fresco) los que presentan los valores mas aitos. Los

clones 255-19 (0.47 mg g de peso fresco), 319-34 (0.48 mg g~ de peso fresco) y
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243-61 (0.55 mg g' de peso fresco) presentaron los niveles mas bajos en
concentracion de fenoles. El valor del resto de los clones oscila entre 0.98-0.63 mg

g' de peso fresco.

FENOLES TOTALES

mg g-1 pesc frescol
= = o
- @ o
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o
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Figura 6. Concentraciones de fenoles totales en mg g™ de peso fresco en el follage
de los clones seleccionados.
Velazhahan y Vidhyasekaran (1994), mencionan que la acumulacién de compuestos
fendlicos durante la infeccion es alta en plantas resistentes y haja en plantas
suscepticles entonces se considerd que los clones 319-14, 243-47 y 243-63 son
altamente resistentes y que los clones 255-19, 319-34 y 243-61 son altamente
susceptibles. Sin embargo el porcentaje de infeccién de los primeros es 10, 25 y
20% respectivamente y de los segundos 25, 40 y 40% de infeccion, por lo que se
deduce que lo que confirid resistencia a los clones no fue la produccion de fenoles

totales.

Beckman, (2000}, indica que si falla esta defensa, estos mismos procesos

promueven la acumulacién prolongada de &cido indolacético y de etilenc que
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promueven otra cascada de reacciones en células periféricas que incluye respuestas

secundarias del metabolismo como resultado de una defensa mayor.

6.4.2. Actividad de Peroxidasa EC.1.11.1.7 (POX)

La actividad de esta enzima en los materiales seleccionados fue muy variable
(Figura 7). Los valores mas altos se presentaron en los clones 319-14 (37661.5 U g’
de peso fresco), 282-34 (34713.2 U™ de peso fresco) y 250-46 (32483 .1 U™ de peso
fresco), con un rango de infeccion de 20, 10 y 25% respectivamente. Los valores
mas bajos los presentaron los clones 242-98 (3923.4 U' de peso fresco), 243-03
(3569.6 U™ de peso fresco) y 243-39 (3532.3 U™ de peso fresco). Los dos primeros
clones presentaron un grado de infeccion mayor (40 y 45% respectivamente) y el
clon 243-19 presentd el valor mas bajo de actividad de esta enzima, con un 10% de

infeccion foliar final.

Los resultados arrojados por los clones seleccionados tienen mucho contraste, en
primera porque no tienen relaciéon con lo descrito por los autores Velazhahan y
Vidhyasekaran (1994) y Gogoi ef al (2001), los cuales encontraron mayor

concentracién de peroxidasa en las plantas que fueron infectadas por patégenos.

Siguiendo con la disyuntiva que no hay mucha relacion entre la infeccion y la
concentracion de POX, se puede observar que en los clones restantes, los valores
de concentracion de la enzima oscilan entre 31611.3 y 5189.7 U g' de peso fresco y

el nivel de infeccion fue desde el 10 al 45 %.
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Robinson (1991), menciona que la peroxidasa cataliza la oxidacién de los
compuestos fendlicos y que las funciones fisioldgicas de las peroxidasas en plantas
no son claras, pero su intervencidn en reacciones peroxidativas y oxidativas,
lignificacién y degradacion del acido indolacético son bien conocidas; lo mencionado
por estos autores coinciden con los resultados del clon 319-14, que presentd los

valores mas altos en fenoles, asi como en POX.

PEROXIDASA (POX)
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24376
24398
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249.59
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Figura 7. Actividad enzimatica de Peroxidasa (POX) en U g™ de peso fresco en
follaje de los clones seleccionados.

6.4.3. Actividad de Superoxido Dismutasa EC.1.15.1.1 (S0D)

Los clones que presentaron mayor actividad ezimatica de Superoxido Dismutasa
fueron el 278-75 (637.73 U g de peso fresco), el 319-14 (636-40 U g de peso
fresco) y el 278-16 (614.55 U g de peso fresco) cada clon en el orden qUe se

describieron presentd un porcentaje de infeccion de 25, 20 y 20 (Figura 3).
Los tres clones que presentaron menor actividad de la enzima fueron el 239-69
(20.55 U g' de peso fresco) con un porcentaje de infeccién de 35%, el 249-87 (21.78

U g" de peso fresco) y el 243-63 U g' de peso fresco). El resto de los clones
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presentaron un rango de actividad de la enzima de 581.85 a 52.62 U g de peso

fresco (Figura 8).
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Figura 8. Actividad enzimatica de Superoxido de Dismutasa (SOD) en U g™ de peso
fresco en follaje de los clones seleccionados.

6.4.4. Actividad de Fenilalanina amonio-liasa EC. 4.3.1.5 (PAL)

Al igual que las enzimas anteriores los valores entre la actividad mas aita y mas baja
de la PAL varia (Figura 9). Los valores mas altos los presentaron los clones 243-57
(1.080 U g' de peso fresco), 297-100 (1.050 U g™ de peso fresco) y 319-14 (1.040 U
g™ de peso fresco), con un porcentaje de infeccion de 10, 35 y 20 respectivamente.
Los valores mdas bajos de la actividad ezimatica lo manifestaron los clones 243-56
(0.2567 U g™ de peso fresco), 243-11 (0.2723 U g de peso fresco) y 243-24 (0.3161
U g” de peso fresco), los cuales presentaron respectivamente 20, 25 y 15 % de

infeccion.

Goodman, ef. al. (1986), mencionan que la PAL es unha enzima clave en la

produccién de la molécula basica que se utiliza para la biosintesis de la mayoria de
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los compuestos fendlicos, entre ellos las fitoalexinas y la lignina, lo cual le puede
proporcionar cierta resistencia a la penetracién y expansion del patégeno en la
planta por lo cual de la poblacién total que en un principio se tenia logré escapar a la

infeccidn total y ser recolectada para su anélisis en laboratorio.

A pesar que Vargas (1998) reporta evidencias que demuestran mayor actividad de
PAL en hojas, tallos y raices de plantas resistentes en comparaciéon con plantas
susceptibles a diversos hongos, para el caso de los clones de este estudio,
aparentemente no presentan un grado de asociacion con el porcentaje de infeccion
{a mayor infeccion mayor actividad de la PAL), lo cual deberia de seguir la linea
planteada por Velazhahan y Vidhyasekaran {1994} que indican alta actividad de PAL

en los trabajos realizados con plantas de arroz (Oriza sativa).

Los resultados de la actividad ezimatica entre clon y clon presenta una variacién

alta, pudiendo explicarse esta resistencia dado al origen genético de cada clon.

FENILALANINA AMONIO-LIASA

Ug-1p.f.

239.69 |

FAMILIA-CLON

Figura 9. Actividad enzimatica de Fenilalanina amonio-liasa (PAL) en U g™ de peso

fresco, en el follaje de los clones de papa seleccionados.
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6.5. Analisis de correlacion de las variables

6.5.1. Correlacion entre familias

Para conocer la magnitud y la direccion de la telacion entre dos variables es
necesario aplicar andlisis de correlacion entre éstas. En este estudio se
correlacionaron las variables % de infeccion, peso total de los tubérculos, fenoles,
POX, SOD y PAL para lo cual se utilizé el programa de software Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) (Anexo ll), los resultados de la correlacidon entre una

variable y se incluyen en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Correlaciones de las variables evaluadas entre familias seleccionadas

v DE PESO TOTAL DE
FENOLES  SOD POX PAL INFeooon  TUBERCULOS
OBTENIDOS (g)
FENOLES 1 0.204™ 0.118™ 0.121" 0.187™ 0.072"
0D 1 0.475% 0.490** -0.047™ -0.352*
POX 1 0.500%* 0.099™ -0.362"
PAL 1 0.045™ -0.245™
ne
% DE INFECCION 1 -0.224
PESO TOTAL DE )

TUBERCULOS
OBTENBIDOS (G}

**La correlacion es significante a nivel 0.08, ns= no sinificativo

La correlacién que existe entre el % de infeccion con fenoles, SOD y PAL es de tipo
negativa y débil, con valores entre -0.045 a -0.187, ademas los datos no presentan
significancia. No existe relacion directa entre la variable infeccion con fenoles, SOD y

PAL (Cuadro 6).

Para las correlaciones % de infeccién/POX, Fenoles/SOD y Fenoles/PAL, la relacién
es positiva, pero débil lo cual indica que hay poca relacion directa, ademas de que la

significancia es imprecisa o0 no existe.
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Cuando la reaccion surge de un serial proveniente de una célula, el mecanismo de
resistencia puede ser altamente especifico, involucrando interacciones de gene por
gene ente los genes de virulencia del patégeno y los genes correspondientes de
resistencia en la planta. L.a respuesta puede ser también no especifica, involucrando
reacciones generales de resistencia como la acumulacion de fitoalexinas inducidas
por una sefial de estrés, o desarrollando resistencia sistémica adquirida (RSA)

(Parodi, 2001).

En el caso de la correlacién existente entre POX/SQOD, es positiva y débil (r=0.475),
pero con una significancia a nivel 0.01, por lo que existe una relacién positiva, si una

variable aumenta la otra tendera a aumentar.

La cotrelacion existente entre POX/PAL es positiva y moderada, con una
significancia a nivel de 0.01. En el caso de SOD/PAL la relacion que tiende a ser en
la misma proporcién que la anterior. Para ambos y en poca medida una variable esta

asociada a la ofra.

En general los autores indican que en los experimentos que han estudiado la
actividad de las enzimas, asf como la concentracién de fenoles su accién depende
en gran medida de! grado de infeccion de la planta por lo que se estimo una
regresion lineal poniendo como variable dependiente el % de infeccion y las

variables predictorias al POX, SOD, PAL y Fenoles totales (ANEXO I[I1).

La salida de resultados del coeficiente de regresién da la ecuacién de regresion

lineal para estimar el grado de infeccion de una planta:
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y=33.49 - 0.03 x4 -11.89xz - 3.509x3 +0.00%4

y=Infeccién

x4=80D

Xa=FENOL

X3=PAL

X4=POX

La ecuacién indica un valor constante (33.49) y a medida que el valor de las "X’

aumenta, el porcentaje de infeccién disminuira, solo la actividad de la enzima POX

no influye en la infeccion.

6.5.2. Correlacion dentro de familias

Se analizé la correlacion existente entre cada variable estudiada dentro de cada una

de las familias en donde ninguna de la variables tuvo valor significativo para la

familia 243 (Cuadro 7).

Cuadro 7. Correlaciones de las variables evaluadas entre clones de la Familia 243,

PESO TOTAL DE

FENOLES  SOD POX PAL |NF020E:§6N TUBERCULOS
OBTENIDOS (g)
FENOLES 1 0,247  .0.225™ 0.153™ -0.198™ 0.063™
oD 1 0.031™ 0.188™ 0.023" 0.197™
POX 1 0.256™ 0.137" 0.262"
PAL 1 0.322" -0.118™
NS
% DE INFECCION 1 -0.252
PESO TOTAL DE .
TUBERCULOS
OBTENBIDOS (G)

ns= no significative
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Para la familia 249 solo se presenté significancia en la relacion peso total de los
tubérculos/Fenoles, pero dicha relacién es negativa (r= -0.997), lo cual significa que
hay una respuesta inversamente proporcional, a mayor peso menos fenocles
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Correlaciones de las variables evaluadas entre clones de la Familia 249,

PESO TOTAL DE

FENOLES  SOD POX PAL INFné‘CI:JCEION TUBERCULOS
OBTENIDOS (g)
FENOLES 1 0.664"™ -0,386"™ 0473 0.655™ -0.997
oD 1 -0.708™ 0.473™ 0.143™ .0.654™
POX 1 0.841™ 0.384™ 0.336"™
DAL 1 0.801"™ 0.225™
ns
% DE INFECCION 1 0.676
PESO TOTAL DE .
TUBERCULOS

OBTENBIDOS (G)

*| a cormrelacion es significante a nivel 0.01, ns= no significativo

En la familia 255 solo se presenté una correlacion significativa para PAL/Fenoles
(r=0.999), con un alto nivel de sigificancia (Cuadro 9), coincidente con Velazhahan y
Vidhyasekaran (1994), que indican que la acumulacion de compuestos fendélicos

durante la infeccidn es alta en plantas resistentes y baja en las susceptibles.

Cuadro 9. Correlaciones de las variables evaluadas entre clones de la Familia 255.

PESO TOTAL DE
FENOLES  SOD POX PAL INF‘g'é’cﬁoN TUBERCULOS
OBTENIDOS {g) _
FENOLES 1 0.492"™ -0.408™ 0.999* -0.092" -0.485™
SOD 1 0.998™ -0.450" -0.912™ 0.523™
poX 1 0.365™ 0.947™ -0.600™
PAL 1 0.045™ 0.626™
ns
% DE INFECCION 1 -0.826
PESO TOTAL DE .
TUBERGULOS

OBTENBIDOS {G)

*La correlacion es significante a nivel 0.05, ns= no significative
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En el caso de la familia 270 se presento una correlacion significativa entre las
variables % de infeccion/POX (r=0.998) (Cuadro 10). Gogoi ef. al. (2001), en trigo
encontraron que en variedades resistentes la actividad de la peroxidasa fue la mas
alta a los dos dias después de la infeccién y en variedades susceptibles los niveles

mas altos de POX se presentaron a los seis dias después de la infeccion.

Cuadro 10. Correlaciones de las variables evaluadas entre clones de la Familia 270.
PESO TOTAL DE

FENOLES  SOD POX PAL INF"I'?CD(_E":ION TUBERGUIOS
OBTENIDOS {g)
FENOLES 1 0.862™ £0.997™ 0.235"™ -0.990™ 0.979™
oD 1 0.900™ 0.696™ 0.925™ .0.948™
POX 1 0.313" 0.998* 0.992"
BAL 1 0.374™ 0.430"™
ns
% DE INFECCION 1 0.998
PESO TOTAL DE 1
TUBERCULOS

OBTENBIDOS (G)
*La correlacion es significante a nivel 0.05, ns= no significativo

La familia 278 presento una alta correlacion en las variables Peso total/POX

(r=0.998). Es decir a mas POX correspondié mas tubérculo (Cuadro 11).

Cuadro 11. Correlaciones de las variables evaluadas entre clones de la Familia 278.
PESO TOTAL DE

FENOLES  SOD POX PAL INF?CDCEION TUBERCULOS
OBTENIDOS (g)
FENOLES 1 -0.590™ 0.528™ 0.714™ 0.287™ 0.674"
oD 1 0.749™ 0.114™ 0.139™ 0.785™
pox 1 0.004™ 0.630™ 0.998**
BAL 1 0.463"™ -0.029"™
ns
% DE INFECCION 1 0.577
PESO TOTAL DE .
TUBERCULOS

OBTENBEIDOS (G)

**La correlacion es significante a nivel 0.01

En la familia 319 ninguna de las variables present correlacion (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Correlaciones de ilas variables evaluadas entre clones de la Familia 319.

% DE PESQ TOTAL DE
FENOLES sS0D POX PAL INFECCION TUBERCULOS
OBTENIDOS (0)
FENOLES 1 0.248™ 0.457™ 0.668™ -0.844" 0.574™
soD 1 0.497™ 0.462"™ £0,878" 0.744"
POX 1 0.643™ -0.845™ 0.212"™
PAL 1 -0.607™ 0.181™
ns
% DE INFECCION 1 0.617
PES0 TOTAL DE "
TUBERCULOS
OBTENBIDOS (G)

**La correlacidn es significante a nivel 0.01, ns= no significativo

7. DISCUSION GENERAL
Solo sobrevivié en campo un porcentaje minimo de la poblacion total de los clones
bajo estudio, sobresaliendo las familias 243, 270, 282, 278 y 319, con dos
progenitores comunes, uno fue el clon A098850-1, como macho de la familia 243 y
como hembra en la 282. El ofro fue AD96781-1, como macho en la familia 270 y
como hembra en la 278. Estas circunstancias pueden sugerir que haciendo cruzas

con estos progenitores daria como resultado, clones mas resistentes.

La concentracion de fenoles totales, no estuvo relacionada con el porcentaje de
infeccidn, POX, SOD, PAL, en algunos casos la relacion fue negativa y con
significancia estadistica; este mismo contexto se presenté para la relacion que pudo
haber tenido el % de infeccion con POX, SOD y PAL. Lo anteriormente descrito
puede explicarse debido a que el origen genético de cada clon es distinto, cada clon
es un individuo diferente y por la forma en reaccionar cada uno va a tener un
comportamiento  distinto, se requiere de que los clones sobrevivientes,

seleccionados de campo y llevados al laboratorio para su analisis, en su segundo
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afio de evaluacion sean sembrados con varias repeticiones por clon, para poder
cuantificar de manera mas precisa que esta pasando con la actividad enzimatica que

ie pudiese heredar resistencia a P. infestans .

8. CONCLUSIONES
Solo una proporcién minima de la poblacién resulto resistente (8%), sobresaliendo
cinco familias (243, 270, 278, 282 y 319} y dos progenitores en comun (AQ96850-1 y

A09B781-1).

Los mecanismos de defensa funcionaron de manera limitada. Especificamente en
casos positivos y con significancia estadistica fueron SOD/POX, POX/PAL Y
SOD/PAL. En el caso de SOD/Peso total de tubérculos obtenidos y POX/Peso total

de tubérculos obtenidos, es de tipo negativa.

En Fenoles/SOD, Fenoles/POX, Fenoles/PAL, Fenoles/% de infeccion, SOD/% de
infeccion, POX/ % de infeccién, PAL/% de infeccién, Fenoles/ Peso total de
tubérculos obtenidos, PAL/ Peso total de tubérculos obtenidos vy % de infeccion/

Peso total de tubérculos obtenidos, no se presento un mecanismo de defensa.
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ANEXO |: Temperatura, humedad y precipitacion
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Figura 10. Condiciones meteorolégicas imperantes durante el ciclo de cultivo de los
lotes experimentales del presente reporte (verano del 2006, estacion
meteorolégica propia). Humedad barras parte superior, temperatura Yy

nubosidad parte inferior.
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ANEXO II: Salida del programa SPSS del ANOVA y Coeficiente de Regresion

Variables introducidas/eliminadas(b}

Modelo | Variables introducidas | Variables eliminadas Método
1

pox, fenol, pal, sod(a} . Introducir

a Todas las variables solicitadas Introducidas
b Variable dependiente: inf

Resumen del modelo

Model R cuadrado
0 R R cuadrado corregida Error tip. de la estimacion
1 ,.219(a) ,048 -,050 11,314
a Variables predictoras: {Constante), pox, fenol, pal, sod
ANOVA(b)
Suma de Media

Modelo cuadrados | Gl cuadratica F Sig.
1 Regresién 250,785 4 62,696 490 ,743(a)

Residual 4992,397 | 39 128,010

Total 5243182 | 43

a Vartables predictoras: (Constante), pox, fenol, pal, sod
b Variable dependiente: inf

Coeficientes(a)
Coeficientes no Coeficientes
Modelo estandarizados | estandarizados t Sig.
Error
B tip. Beta
1 g"”“a" 33,499 | 11,207 2,989 005
Sod -,003 ,013 -046 | -235 ,815
Fenol -11,891 ] 12,040 =153 -91¢ ,364
Pal ~-3,509 9,145 -074| -384 , 703
Pox ,000 ,000 ,139 707 484

a Varlable dependiente: inf



