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ACTIVIDAD ENZIMATICA DE CLONES DE PAPA (Solanum tuberosum L.) POR
INFECCION NATURAL DE Phytophthora infestans MONT. DE BARY.

ENZYMATIC ACTIVITY OF CLONES OF POTATO (Solanum tuberosum L..) BY
NATURAL INFECTION OF Phytophthora infestans MONT. DE BARY.

Ericka Robledo-Esqueda'y Hector Lozoya-Saldafia®

Resumen

En algunos clones resistentes de papa
a Phytophthora infestans, se les ha
correlacionado la resistencia con la
actividad enzimatica del cuitivo, durante
la infecciébn. Las principales bases
bioguimicas, de la resistencia
dependen de Ila biosintesis y Ila
correlacién  enzimatica. Durante el
verano del 2007, en campo se evalud
la resistencia genética a la infeccidn
natural de P. infestans en 2500 clones,
cuantificandose el porcentaje de
infeccidn foliar, En el laboratorio se dio
seguimiento a algunas reacciones
enzimaticas de defensa contra el
oomiceto. Los clones de papa
presentaron  diversos grados de
resistencia a Phytophthora infestans y
no necesariamente los mas resistentes
fueron los mas rendidores, lo cual
sugiere que algunos susceptibles con
rendimiento aceptable pudieran ser
genotipos  precoces. Aungue se
detectaron correlaciones enzimaticas
entre todos los clones evaluados, hubo
mayor actividad metabdlica
correlacionada con los grados de
infeccién final en los materiales
resistentes que en los susceptibles y
muy susceptibles. Se concluye que el
tipo de resistencia fue poligénica, o
resistencia horizontal, debido a 1a
naturaleza de P. infestans y a la
correlacion  entre las  actividades
enzimaticas, como respuesta al
establecimiento del patégeno

Palabras clave: actividad enzimatica,
resistencia genética.

Abstract

In some potato clones resistant to
Phytophthora infestans, the resistance
has been correlated with the enzymatic
activity of the crop during the infection.
The main biochemical bases of
resistance depend on the biosynthesis
and enzymatic correlations. During the
summer of 2007, the genetic resistance
to natural infection of P. infestans was
evaluated in field in 2500 clones, and
the percentaje of foliar infection was
guantified. In the laboratory some key
enzymatic reactions of defense against
the oomicete were followed up. The
potato clones showed different levels of
resistance to Phyvtophthora infestans,
and not necessarily the most resistant
were of the highest yielded. It suggests
that some susceptible ones with
acceptable vyield could be early
genotypes. Eventhough enzymatic
correlations were detected among all
the evaluated clones, there were higher
metabolic activity correlated to the
levens od the final infection in the
resistant materials than in the
susceptible and very susceptible ones.
it is concluded that the type of
resistance was polygenic or horizontal,
because of the nature of P. infestans
and also due to the correlations among
the enzymatic activities, as a reaction to
the establishment of the pathogen.

Keywords: enzymatic activity genetic
resistance

"Posgrado en Proteccién Vegetal Universidad Auténoma Chapingo. Carr. Méx-Texcoco
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5.2 Fase de laboratorio.

El andlisis de la presencia de fenoles totales y de ias enzimas fenilalanina amonio
liasa (PAL EC.1.11.1.7), Peroxidasa (POX EC. 1.11.1.7), Superéxido dismutasa (SOD
£C 1.15.1.1), se realizaron en el Laboratorio de Usos Miiltiples del Departamento de
Fitotecnia de la Universidad Auténoma Chapingo,

5.2.1Polvo de acetona.

Con ¢l fin de preservar las muestras de la hoja de papa para la actividad enzimatica,
se realizo el procedimiento de polvo de acetona descrito por Alia-Tejacal et. al., 2002.
Durante la recoleccion de material vegetal, se tomo un aproximado de 30 gr de hoja
fresca de papa, en el laboratorio se molieron en una licuadora con 50ml de acetona, al
100% , la cual tenia una temperatura de 4°C, posteriormente se filtro al vacio,
separandose un sobrenadante y un polvo de acetona, el procedimiento se repitié 5
veces, hasta obtener un polvo blanquecino, el cual se almaceno a -4°C, hasta el
ensayo de las enzimas PAL, POX, y SOD. El sobrenadante también se almaceno a -
4°C y se utilizo para el analisis de fenoles totales.

5.2.2 Determinacion de Fenoles Totales.

Se determinaron de acuerdo al método descrito por Wateman y Mole (1994).

Se prepara el siguiente ensayo, en tubos de fondo plano, del sobrenadante obtenido
de cada muestra, se utilizaron 30p y se agrego en el siguiente orden, 1 ml de agua
desionizada, 1ml de Folin Ciocalteu y 2ml de carbonato de sodio al 20% se agito, y se
dejo reposar par 2hr en obscuridad total; pasado este tiempo, se leyé la absorbancia a
760 nm de luz visible en un espectrofotébmetro Spectronic 21D (Milton Roy). La
cuantificacion se realizé mediante una curva patrén de acido tanico (Apéndice II), la

concentracién de fenoles totales se reporto como miligramos por gramo de peso fresco
(mg/ g~),
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5.2.3 Curva de Acido Tanico.

La curva estandar de acido tanico, se realizo mediante el método descrito en AQAC
(1995} (Anexo ).

Se disolvieron 10mg de é&cido tanico en agua desionizada, de esta mezcla se
tomaron 2m! y nuevamente se aforaron a 100 ml de agua desionizada para obtener
una concentracion de 20W/ml. Se tomaron alicuotas de 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 ml
se depositaron en tubos de ensaye de fondo plano, y se les adicioné a cada uno, agua
desionizada en este orden 16, 15.5, 15, 14.5, 14, 13.5, 13y 12.5 ml.

Finalmente se agrego 1 ml de Folin-Ciocalteu y 2ml de solucién carbonato de calcio
(Na,CO,) a cada tubo para tener un volumen total de 20 ml,

Se agito cada tubo vigorosamente, y se dejo reposar en la oscuridad durante 2 hr.
Posteriormente se registro la absorbancia a 760 nm, de luz visible en el
espectrofotémetro.

5.2.4 Determinacién de la Fenilalanina amonio liasa ( EC.4.3.1.5 PAL).

La actividad de esta enzima, se determino con el método descrito por Martines- Téllez

y Lafuente (1997). Se utilizo 0.1-gr de polvo_de acetona homogenizada, durante 50
segundos con 5 ml de Tampon Borato de Sodio 0.1M (pH8.8) fric y 20ul de p-
mercaptoetanol (antes del homogenizado, se afiadié PVP al 1% al tampon Borato de
Sodio}. La mezcla se filtro usando embudo de plastico y malla de tela, en seguida se
centrifugo a 12,500 Xg a 4°C durante 20 minufos.

El sobrenadante extraido, fue el que se utilizo para continuar con esta técnica, a este
se precipitado se le fue agregando 0.46g de sulfato de amonio por cada mililitro de
sobrenadante y se agito en un bafio con hielo durante 30 minutos. Después se
centrifugo nuevamente, durante 20 minutos a 12,500 Xg a 4°C, se conservo-el
precipitado y se elimino el sobrenadante.

Finalmente el precipitado se redisolvio agregando 4.5 ml de tampén Acetado de
amonio 0.1M pH 7.7 (+ 20ul mercaptoetanol esto se agregan justo antes de usarse).
Para el ensayo de la actividad, se prepararon tubos de ensaye de fondo plano donde
se hizo la siguiente mezcla, se tomaron 2 ml del extracto enzimatico obtenido y 3.4 mil
de agua para HPLC y se adicionaron 06 mL de L-fenilalanina 60 mM;
simultaneamente se prepararon tubos blanco que contenian 2ml de extracto y 4ml de
agua para HPLC. Y se midié la absorbancia a 290nm a luz UV, en un
espectrofotdbmetro y después se incubaron por 2 hr durante 30 minutos a 40°C para
finalmente medir el cambio de absorbancia. La actividad enzimatica se reporté como
Ug de peso fresco.
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5.2.5 Determinacion de la Actividad de peroxidada (EC.1.11.1.7 POX).

La actividad de la POX, se determino, mediante la metodologia descrita por Alia-
Tejacal et al., 2002, se tomo 0.05g de polvo de acetona y se homogenizo con 5 ml de
Tris-HCI frio (pH 7.1), durante 50 segundos, {antes de homogenizar se agregoe PVP al
1% a la solucion Tris-HCI) y se centrifugo por 20 minutos a 12500 Xg a 4°C.
Posteriormente las muestras se dejaron a temperatura ambiente.

El sobrenadante, se utilizo para el ensayo de acuerdo a Fiurkey y Jen (1978), con las
siguientes modificaciones la mezcla del ensayo fue con un volumen total de 3 ml, de
los cuales 2.6 ml eran del amortiguador Tris-HCI pH 7.1, 0.25 ml de guayacol 0.1M, 0.1
mil de perdxido de hidrégeno al 0.25% y 0.05 ml del sobrenadante.

Se evalud el cambio de absorbancia a los 30,60.120 y 180 segundos en un
espectrofotdmetro (Spectronic 21D Milton Roy) a 490nm con luz visible. La actividad
enzimética se reporté como Ug' de peso fresco (U es la unidad de actividad
enzimatica, una unidad es igual a Tmmol min™ de tetraguayacol).

5.2.6 Determinacion de la enzima Superdxido dismutasa {1.15.1.1 SOD).

La actividad enzimatica se realizo de acuerdo al método descrito por Beyer y Fridovich
(1987}, Se tomaron 0.05 g de polvo de acetona con 5 mi de amortiguador fosfato pH
7.8, frio, se homogenizo por 50s con un homogenizador para tejidos vegetales.

La mezcla se centrifugo a 12500 Xg por 20 minutos a 4°C, se dejo que tomaran
temperatura ambiente en absoluta oscuridad.

Para el ensayo se utilizaron tubos de rosca, y se agregaron 3ml de solucién buffer
fosfato + EDTA + metionina +NBT vy triton X, con 0.5ml de sobrenadante producto del
centrifugado; también se afiadieron 0.03 pl de riboflavina y se agito vigorosamente.
Simultaneamente se preparo de la misma manera, un tubo blanco el cual no contenia
el sobrenadante.

Todos los tubos se llevaron al cuarto oscuro y se iluminaron con lamparas de luz
fluorescente durante 7 minutos. Se evalud el cambio de absorbancia a 560nm. La
actividad enzimatica se reporto en unidades internacionales por gramo de peso fresco
(Ug™ p.f); cada unidad es igual a la cantidad del sobrenadante que fotoinhibe la
formacién de 50% de azul de nitro tetrazolium formazan.
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5.3 Analisis de resultados.

El andlisis estadistico de los resultados, se realizo mediante los programas Excel, para
la elaboracién de graficas de comportamiento de la actividad enzimética y fenoles
fotales y el programa SAS (Statistics versidn 8.1), para analisis de correlacion
enzimatica.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1 Porcentaje de infeccion.

E! establecimiento de P. infestan, en campo fue exitoso, las condiciones ambientales
fueron las optimas para el desarrollo del patégeno, que son minimo 10 hrs/dia con
humedad relativa superior al 90%, y temperatura entre 10 y 15°C (Anexo IlI).

El Porcentaje de infeccidon en las plantas variedad alfa, sirvid de referencia para

comprobar el establecimiento de la enfermedad (Figura 3).

uRIVBUI %

07-ago 14-ago 21-ago 28-ago 04-sep 11-sep

Fecha

Fig.3 Curva de progreso Tizén Tardio en papa variedad alfa (testigo)

El origen genético de los clones es Unico, la diversidad en campo fue amplia (Figura 4)

y la respuesta ante el ataque de P. infestans fue variada (Figura 5).

i

Fig. 4 Aspecto general del lote, experimental. Toluca Metepec, Méx. 2007.
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De los clones evaluados se consideraron resistentes aquellos que tenian hasta un

50% de infeccion. Durante un lapso de 9 semanas, se realizaron las mediciones de

infeccién segun la escala Henfling 1987 (Figura 5).

A Infeccion clones resistentes. B Infeccion clones resistentes
100 100 -
90 - 90
80 | 80 -
g 704 g 70
g £
& L,
= )
=} 2
® R
[—e—A04111-54 |
——A3502-83 el ADA120-40
| il AD3593-52 mongfyprne MOB21 74
10 == ADIBYA-40 i A05296-70
semanas w-rie~ AD3O13-52 o BO5327-40
—¥— ADG279-49 semanas . —— AD2681-52
clones muy suceptibles
100 -
90
o 80-
= § 70 |
o
c & 60 -
g £ 5o | 4 A03859-46
8 T 40 — - AD3891-80
:.Ee —4— AQ3604-53 “?_, 30 | s AO5240-66
° Wiﬁiﬁiﬁi X 20 - AD5290-67
i ADBE4-70 10 4/ ~¥--A05216-70
s ANED14-78 [ . . . . , —@— A05253-49
—&—AD5237-56 4 5 6 7 8 9 10
oo ADEIA5-40
semanas e ACE252-64 semanas

Fig.5 Curva de infaccidn en clones seleccionados.
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Durante la semana cuatro del cultivo, aparecieron los primeros sintomas en campo del
establecimiento de P.infestans, a la siguiente semana se seleccionaron los materiales
para evaluarlos en el laboratorio. Cada semana se tomaron muestras de follaje, los
clones que permanecieron con alta resistencia fueron aquellos donde se colectaron
cinco muestreos y son los siguientes: A03592-83, A03593-52, A03681-56, A03884-40,
A03913-52, A04111-54, AD4120-42, A05217-40, AQ5279-49, A05296-70, AD5327-40.

6.2 Determinacién de Fenoles totales.

Hubo hucha diversidad en la concentracion de fenoles totales, entre los clones. En los
clones resistentes (Figura 6 A, B).

Se aprecia una diferencia contra los clones muy susceptibles (Figura 6 C,D), en donde
la concentracion de fenoles totales es muy baja. Muchos compuestos fendlicos
inducen la resistencia, mediante el efecto inhibitoric sobre las enzimas que el
patogeno produce al iniciar el establecimiento de la infeccion, se han reportado
estudios de plantas resistentes, con altos contenidos de fenoles totales, los fenoles
también estimulas la sintesis de fitoalexinas, y se producen y acumutan de novo por
estimulos externos a un ritmo mayor en variedades resistentes que en las susceptibles
(Arora y Wagle 1985; Basham 19886).
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Fig. 6 Actividad Fenoles Totales, comparacion entre clones susceptibles y muy susceptibles.,

6.3 Determinacion de Fenilalanina amonio liasa (EC4.3.1.5 PAL)

La utilizacién de polvos de acetona, es determinante para llevar a cabo una adecuada
extraccion de esta enzima a nivel del tejido foliar, este tratamiento elimina de manera
eficiente compuestos fendlicos y pigmentos que interfieren durante la cuantificacion
espectofotometrica de la actividad PAL. La adicion del mercaptoetanotl y PVP dio
mayor estabilidad, durante la extraccién de la PAL, el mercaptoetanol neutraliza a los
grupos sulfidrilos libres y el PVP, es un surfactante no iénico (Guiwen 1991).
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En los clones resistentes A052096-70, AD5327-40 y AD4120-42, se observo que ia
actividad PAL, fue muy alta (Fig. 7), esto corresponde al incremento del porcentaje de
infeccion, y esta de acuerdo a la accidn bioguimica de esta enzima, pues es la primera
que cataliza la biosintesis de los fenilpropaﬁoides en plantas superiores. Entre estos

compuestos se encuentra la lignina, suberina, fitoalexina, flavonoides y compuestos

fendlicos en general, cuya sintesis y acumulacién es parte de la estrategia

desarrollada por las plantas para evidenciar la invasion de patégenos, siendo por lo
tanto, la induccion de esta enzima, muy relevante en los mecanismos de defensa

{Rodriguez et al.,2006).
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Fig. 7 Actividad PAL, en clones resistentes.
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Fig.8 Actividad POX(A y B) clones resistentes, C {clones susceptibles) D clones muy
susceptibles a Phyfophihora infestans.

6.5 Determinacién SOD.

Los clones con mayor actividad enzimatica fueron A03894-40, A05296-70 y AD5327-
40, corresponde con el porcentaje de infaccidn foliar. (Fig. 9)La enzima SOD convierte
el O en H:O,, la producciéon de peroxido de hidrogeno, se asocia a los diferentes
procesos que ocurren en la pared celular y lamina media, como [a lignificacion y la
activacion de genes involucrados en la resistencia.

La SOD, actia como una sefial positiva, induce respuestas bioguimicas y fisiologicas
funcionando como un agente oxidante directo contra el patdgeno (Ehsani ef al., 2006).
Se observa también un alio incremento en el clon susceptible A03871-58 y en el clon
muy susceptible A05218-70.
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Fig.9 Actividad SOD en los clones seleccionados.
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6.6 Rendimienfos de los clones evaluados.

Los clones no representativos, en el rendimiento total en cosecha fueron la A03604-53,
A05237-55, AD5345-49, A05252-64 (cuadro2); dentro de esta seleccion las familias
con altos rendimientos fueron A03894-40 con 1400g y la A05327-40 con 1100g

Cuadro 2. Rendimiento de los clones evaluados.

Respuesta a | Clon % delINF. Rendimlento angramos N.tuberculo Indi, Cosecha

la infeccion
Resis. A03592-83 45 700 14 315
Resis. AD3593-52 30 650 16 195
Rasis. AD3681-56 55 500 15 275
Resis. A03894-40 40 1400 10 560
Resis. A03913-52 50 650 15 325
Resis. AQ4111-54 50 500 13 250
Resis. A04120-42 30 730 15 219
Resis. AQ5217-40 50 500 11 250
Resis. AD5279-49 50 630 . 24 315
Resis. A05296-70 50 800 156 400
Resis. A05327-40 40 1100 16 440

Suscep.  AD3604-53 90 -

Suscep. A03267-55 80 900 25 720

Suscep.  A03871-58 80 500 9 400
Suscep  A03904-70 85 950 14 902.5
Suscep  AD5214-78 85 730 15 620.5

Suscep.  A05237-55 70 e

Suscep. A05345-49 8 -

Suscep.  A05252-64 90 0 -

M. Sus.. AD3859-46 100 558 27 558
M. Sus A03891-80 100 700 12 700
M. Sus A05210-66 100 500 9 500
M. Sus A05210-66 100 500 9 500
M. Sus.  A05216-70 100 600 5 600
M. Sus.  AD5245-49 95 650 8 617.5

{Resis.= Resistenete, Suscep=Susceptible. M.Sus.=Muy Susceptible, %INF=% Infeccion)
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6.7 Andlisis de Correlacién enzimatica (Evaluacion de los clones resistentes).

La evaluacion de los clones resistentes fue variada debido a que cada clon es Gnico.
En el Cuadro 3, se indica el resumen de las correlaciones entre los clones resistentes.

Cuadro 3 Coarrelaciones significativas, en clones resistentes

Clon %INF. Correlaciones significativas
AQ3592-83 45 INF/PAL, INF/FEN, INF/POX
FEN/PAL
PAL/POX
AD3593-52 30 INF/PAL, INF/FEN
FEN/PAL
AQ03684-56 55
AD3824-40 40 INF/SOD, INF/POX,
POX/S0D
A03913-52 50 INF/POX
FEN/PAL
A04111-54 B0 INF/FEN
FEN/PCX
A041120-42 30 INF/FEN
A05217-40 50 INF/FEN, INF/POX
FEN/PAL
POX/PAL, POX/FEN
A0B279-49 80 INF/PAL, INF/FEN, INF/POX
PAL/POX
POX/FEN, POX/SCD
SOD/FEN
AD5296-70 60 INF/FEN
FEN/PAL
S0D/POX, SOD/PAL
AD5327-40 40 INF/PAL, INF/POX
FEN/PAL
POX/PAL, POX/FEN

PAL-Fenilalanina amonio fiasa, POX-Peroxidasa y SOD-Superoxido dismutasa {NF-Infeccion.

Al nivel de significancia de P= «<0.05 para todas las variables, en el clon A0359-83, se
observaron las siguientes correlaciones {Cuadro 4}, entre el porcentaje de infeccién
total y la fenilalanina amonio liasa (INF/PAL) = 0.97279, entre fenoles totales y
porcentaje de infeccion es de = 0.93695, entre porcentaje de infeccion (INF/POX) r=
0.97093 y entre fenoles totales y fenilalanina (FEN/PAL) (r=0.97695), entre fenilalanina
y peroxidasa (PAL/POX) la correlacion es aita (r= 0.92057).

Estos datos sugieren la posibilidad de que la PAL, POX y FEN estan estrechamente
ligados en la defensa bioguimica de la planta contra el patégeno, también se refleja en
el porcentaje de infeccién. Tanto la fenilalanina amonio liasa y la peroxidasa son
enzimas, precursaras de biosintesis de los flavonoides y lignina, a partir de la ruta
bioguimica del acido shiquimico. La lignina esta altamente correlacionada con la
resistencia a P. infestans ( Yoshida et. al., 1995).

37



Cuadro 4. Correlacion de las variables evaluadas para el clon A03592-83.

PAL FEN SOD POX INF
PAL 1.00000 0.97695 -0.0327"8 0.92057 0.97279
0.0042 0.9583 0.0265 0.0054
FEN 1.00000  -0.08855"°  0.87671"° 0.93695
0.9128 0.0510 0.0188
sSOD 1.00000 0.02679™"  .0.12724™°
0.9659 0.8384
POX 1.00000 0.97093
0.0059
INF 1.00000

*Nivel de significancia as= 0.05, N$= no significativa, PAL-Fenilatanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
S0OD-8uperoxido dismutasa INF-Infeccidn.

Correlacion del clon A03593-52.

El resultado de la evaluacion de las correlaciones (cuadro 5), con P=¢<0.05, fue de
entre porcentaje final de infeccidn y fenilalanina amonio liasa (INF/PAL) de r= 0.92431,
entre porcentaje de infeccion y fenoles totales (INF/FEN) = 0.97381 y entre fenoles
totales y fenilalanina amonio liasa (FEN/PAL) de r=0.97686.

Estadisticamente no las siguientes correlaciones no tienen significancia entre
fenilalanina amonio liasa y superdxido dismutasa (PAL/SOD) fue de r= 0.83786, v
entre la fenilalanina amonio liasa y la peroxidasa (PAL/POX) fue de r=0.70587, en este
caso, la actividad SOD tiene mayor correlacion con la PAL que la enzima POX, sin
embargo, si se observa que el incremento de las tres enzimas y de la actividad de
fenoles totales, si se encuentra estrechamente relacionado en la defensa natural del
clon.
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Cuadro 5.Correlacién enzimatica del clon A(33593-52

PAL FEN SOD POX INF
PAL  1.00000 0.97686 0.83788"° 0.70587"° 0.92431
0.0042 0.0764 0.1828 0.0247
FEN 1.00000 0.84163" 0.60000"° 0.97381
0.0738 0.2838 0.0051
SOD 1.00000 0.83372"° 0.73502M°
0.0793 0.1571
POX 1.00000 0.46542N8
0.4296
INF 1.00000

*Nivel de significancia o= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccién.

Correlacion del clon A03684-56,

En el caso del clon A03684-56, el analisis estadistico de las correlaciones entre las

enzimas con P=u<0.05, indica que no existe correlacién entre estas enzimas.(cuadro

6),

Cuadro 6. Correlaciones de las variables evaluadas clon A03681-56.

PAL FEN SOD POX INF
PAL 1.00000 0.45609™°  0.23636" 0.26865"°  -0.08206"°
0.4401 0.7019 0.6621 0.8945
FEN 1,00000 0.00584™  0.89300™  0.79872N°
0.8782 0.0413 0.1051
SOD 1.00000  -0.22610™  -0.01393M
0.7146 0.9823
POX 1.00000 0.88874"°
0.0438
INF 1.00000

*Nivel de significancia a<= 0,05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
S0D-Superoxido dismutasa INF-infeccién.
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Correlacion clon A03894-40

Estadisticamente, la evaluacion de las correlaciones (cuadro 7), con P=a<0.05, fue
entre fenoles totales y fenilalanina amonio liasa (FEN/PAL), de r=0.82734, entre
fenilalanina amonio liasa y superoxido dismutasa (PAL/SOD), fue de r=0.89471, y
entre la fenilalanina amonio liasa y la peroxidasa (PAL/POX) fue de r=0.86335, estos
datos no muestran evidencia significativa de que la concentracién de las enzimas se
encuentre relacionada ante el establecimiento de P. infesfans, sin embargo si se
observa relacion entre fa actividad SOD y el porcentaje de infeccién INF/SOD con
r=0.98762 y en la correlacién de POX e infeccion (INF/POX) con r=0.96279, asi como
existe una fuerte correlacion entre la actividad POX/SOD con r= 0.91444.

La relacion POX/SOD, puede estar relacionada, con el papel del H,O,, vy la respuesta
de hipersensibilidad, la generacion del H;O,, produce enlaces cruzados de las
proteinas y la unién de compuestos fendlicos en la pared celular, y una fuerte actividad
microbicida (Roldan ef. af., 2008).

Cuadro 7. Correlacion enzimatica clon A03894-40.

PAL FEN S0D POX INF

PAL  1.00000 0.82734% 0.89471"  0.86335"° 0.88003"°
0.0839 0.0404 0.0594 0.0490
FEN 1.00000 0.69860"°  0.89654"° 077207
0.1894 0.0393 0.1253

SOD 1.00000 0.91444 0.98762
0.0297 0.0017

POX 1.00000 0.96279
0.0086

INF 1.00000

*Nivel de significancia as= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccién,

Correlacion clon A03913-52,

La evaluacién de las correlaciones, fue de P=a<0.05, entre porcentaje de infeccion y
peroxidasa fue de r=0.95620, fencles totales y fenilalanina amonio liasa (FEN/PAL),
fue de r=0.98969, entre fenilalanina amonio liasa y superoxido dismutasa (PAL/SOD),
fue de r=0.84019, y entre la fenilalanina amonio liasa y la peroxidasa (PAL/POX) fue
de r=0.82813, estadisticamente estos valores no son significativos (cuadro 8);
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Cuadro 8. Correlacion actividad enzimatica clon A03913-52
PAL FEN S0D POX INF

PAL  1.00000 0.98969  0.84019™ 0.82813" 0.85133"
0.0013 0.0748 0.0833 0.0673

FEN 1.00000 0.87475 "  0.76793"¢ 0.81109"°
0.0522 0.1294 0.0957
sSob 1.00000 0.71592"  0.68306"°
0,1738 0.2037
POX 1.00000  0.95620
0.0109
INF 1.00000

Nivel de significancia a<= .05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccion.

Correlacion clon A04111-54

La evaluacién de las correlaciones, con P=a£0.05, entre fenoles totales y fenilalénina
amonic liasa (FEN/PAL), fue de r=0.80641, entre fenilalanina amonio liasa y
superoxido dismutasa (PAL/SOD), fue de r=0.25876, y entre la fenilalanina amonio
liasa y la peroxidasa (PAL/POX) fue de r=0.73007, estos datos, estadisticamente no
son significativos, solo la correlacion de (FEN/POX) con r=0.93039 y el porcentaje de
infeccion y fenoles totales (INF/FEN) con r = 0.85655, muestra significancia (Cuadro
9).

Cuadro 9. Corretacidon enzimatica clon A04111-54.

PAL FEN SCD POX INF

PAL 1.00000  0.80841 0.25876"° 0.73007" 0.77556M°
. 0.0992 0.6743 0.1614 0.1233

FEN 1.00000 076573  0.93039 0.95655
0.1312 0.0218  0.0108
SOD 1.00000  0.80388"° (.68647"°
0.1011 0.2005
POX 1,.00000  0.85838"
0.0626
INF 1.00000

*Nivel de significancia as= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
S0OD-Superoxido dismutasa INF-Infeccién
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Correlacion clon A041120-42.

La evaluacion de las correlaciones, con P=a<0.05, No explica evidencia significativa
de la actividad enzimatica y el desarrollo de P. infestans en el clon A041120-42, los
resultados fueron los siguientes, entre fenoles totales y fenilalanina amonio liasa
(FEN/PAL), fue de r=0.31179, entre fenilalanina amonio liasa y superoxido dismutasa
(PAL/SOD), fue de r=0.67132, y entre la fenilalanina amonio liasa y la peroxidasa
(PAL/POX) fue de r=0.18434 {Cuadro 10)

Cuadro 10. Actividad enzimatica del clon A041120-42.

PAL FEN SOD POX INF
PAL  1.00000 0.31179M 067132%%  0.18434"  -0.03715"¢
0.6095 0.2147 0.7856 0.9527
FEN 1.00000 0.44209N8 0.78403"  0.92781
0.4560 0.1165 0.0230
SOD 1.00000 -0.00560"°  0.18896"°
0.9929 0.7808
POX 1.00000 0.82611M
0.0847
INF 1.00000

*Nivel de significancia a<= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Supercxido dismutasa INF-Infeccion.

Correlacién A05217-40

La evaluacion de las correlaciones, se observan en el cuadro 11, con P=a<0.05, fue
de entre fenoles totales y fenilalanina amonio liasa (FEN/PAL), r=0.93177, entre la
fenilalanina amonio liasa y la peroxidasa (PAL/POX) fue de r=0.95658 también existe
una correlacién alta entre porcentaje final de infeccidn y fencles totales INF/FEN con
r= 0.98449, entre porcentaje final de infeccién y peroxidasa INF/POX r= 0.94587y
FEN/POX con r=0.97759.

Cuadro 11. Correlacién de actividad enzimatica, clon A05217-40.

PAL FEN SOD POX iNF
PAL  1.00000 0.093177 0.78550°  0.05656  0.89477° |
0.0212  0.1153 0.0108  0.0403
FEN 1.00000 079302  0.97759 0.98449
0.1095 0.0040 0.0023
SOD 1.00000 0.75346"  0.87020M°
0.1414 0.0550
POX 1.00000 0.94567
0.0151
INF 1.00000

*Nivel de significancia as= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccién.
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Correlacion clon A05279-49

La evaluacion de las correlaciones, en esta familia fue diversa, con un nivel de
significancia de P=a<0.05, entre fenoles totales y fenilalanina amonio liasa (FEN/PAL),
fue de r=0.87003, entre fenilalanina amonio liasa y superoxide dismutasa (PAL/SOD),
fue de r=0.86599, esto sugiere que la correlacion es muy baja, (cuadro 12); sin
embargo si se observa una alta correlacion entre porcentaje de infeccion final y
fenilalanina amonio liasa (INF/PAL) r= 0.93733, porcentaje de infeccién y fenoles
totales INF/FEN r= 0.94352, porcentaje de infeccién y peroxidasas con r= 0.97075 y
entre la fenilalanina amonio liasa y la peroxidasa {PAL/POX) con r=0.93575,
(FEN/SOD) r=0.94551, (FEN/POX) con r= 0.98195 y SOD/POX con r= 0.96632. Esto
indica que el incremento de estas enzimas con los fenoles fotales, se encuentra
relacionado en la defensa natural. (Bourgaud et af.,2001)

Cuadro 12. Correlacion de actividad enzimética del clon A05279-49

PAL FEN SOD POX INF
PAL  1.00000 0.87003™ 0.86599™ 0.03575 0.93733
0.0551 0.0577 0.0194 0.0187
FEN 1.00000  0.9455% 0.98195  0.94352
0.0151 0.0029 0.0160
SOD 1.00000 0.96632  0.88573"°
0.0074 0.0456
POX 1,.00000  0.97075
0.0060
INF 1.00000

*Nivel de significancia o<= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
S0D-Superoxido dismutasa INF-Infeccion

Correlacion clon A05296-70.

La evaluacion de las correlaciones, fue alta con P=a<0.05, entre porcentaje final de
infeccion y fenoles totales (INF/FEN) r= 0.96019. entre fenoles totales y fenilalanina
amonio liasa (FEN/PAL), fue de r=0.96575, entre fenilalanina amonio liasa y
superoxido dismutasa (PAL/SOD), fue de r=0.92385, entre la fenilalanina amonio liasa
y entre SOD/POX r=0.93934 (cuadro 13).
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Cuadro 13.

Correlacién actividad enzimatica clon A05296-70

PAL FEN SOD POX INF
PAL 1.00000 0.96575 0.92365 0.87319"° 0.87377"¢
0.0076 0.0250 0.0532 0.0528
FEN 1.00000 0.83591N® 0.86031™° 0.96019
0.0778 0.0613 0.0095
SOD 1.00000 0.93934 0.73717"8
0.0178 0.15652
POX 1,00000 0.85425M°
0.0653
INF 1.00000

*Nivel de significancia as= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccién.

Correlacion clon A05327-40

En la familia A05327-40, se observo al nivel de significancia de P=0s0.05, las

siguientes correlaciones significativas, entre porcentaje de infeccidon y fenilalanina

amonio liasa (INF/PAL) r= 0.91846, entre porcentaje de infeccion y fenoles totales

(INF/FEN) de r= 0.98344 y porcentaje de infecciébn con la enzima peroxidasa

(INF/POX) fue de r=0.92808, enire fenoles totales y fenilalanina amonio liasa

(FEN/PAL), fue de r=0.94708, asi como entre la fenilalanina amonio liasa y la

peroxidasa (PAL/POX) fue de r=0.91018 y fenoles totales y peroxidasa fue de r=

0.95746 (Cuadro 13).
Cuadro 14. Correlacion enzimatica det clon A05327-40

PAL FEN SOD POX INF
PAL 1.00000 0.94708  0.69656™° 0.91018  0.91848
0.0145  0.1913 0.0319 0.0276

FEN 1.00000  0.83338"° 0.95746  0.98344

0.0796 0.0105 0.0028

SOD 1,00000  0.88335"5 0.87833N°

0.0470 0.0500
POX 1.00000  0.92808
0.0229

INF 1,00000

*Nivel de significancia as= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccién
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6.8 Correlaciones en clones susceptibles y muy susceptibles.

Las correlaciones significativas de clones susceptibles, se pueden apreciar en el
Cuadro 15. {(en el anexo IV, se encuentran ios cuadros correspondientes de
correlaciones para cada clon susceptible). A diferencia de los clones resistentes, se
puede observar el posible efecto de la enzima super6xido dismutasa y la correlacion
que tiene con todas las otras enzimas y con el porcentaje de infeccion final. La enzima
SOD cataliza la disminucion de Qs (radical anién superoxido) este actia como un
oxidante o como agente reductor y es capaz de oxidar proteinas carbohidratos y
lipidos de microorganismos potencialmente patégenos (Garcia ef al 2004).

Cuadro 15 Correlaciones significativas, en clones susceptibles

Clon %INF. Correlaciones significativas

A03604-533 90 INF/SOD, INF/PCX
PAL/FEN, PAL/SOD
FEN/SOD

AQ3627-55 80 IINF/SOD, INF/POX
SOD/POX

AQ3871-58 80 INF/SOD

A03904-70 95 PAL/FEN, PAL/SOD, PALPOX
FEN/SOD

AD5214-78 85 INF/FEN

A05237-55 70 INF/PAL, INF/FEN, INF/SOD, INF/POX
FEN/SOD, FEN/POX
SOD/POX

AD5345-49 85 INF/PAL, INF/SOD, INF/POX
FEN/SOD, FEN/POX
SOD/POX

A05253-64 90 INF/SOD
FEN/POX
SOD/POX

PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccién

En el cuadro 16, se resume las correlaciones significativas para los clones muy
susceptibles (los resultados completos se encuentran en el anexo IV), en la mitad de
estos clones no existe correlacion entre el porcentaje de infeccién final y la actividad
enzimatica, resaltan los clones A05245-49 y A05216-70 por su alta correlacion
enzimatica
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Cuadro 16 Correlaciones significativas, en clones muy susceptibles

Clon %INF. Correlaciones significativas
AQ3859-46 100 PAL/FEN, PAL/SOD, PAL/IPOX
FEN/SOD
SOD/POX

A03891-80 100 PAL/FEN, PAL/SOD,PAL/POX
FEN/SOD, FEN/POX
SOD/POX

A05210-66 100 PAL/FEN, PAL/SOD, PAL/POX,
FEN/SOD, FEN/POX
SOD/POX ‘

A05290-67 100 INF/PAL, INF/SCD, INF/POX
PAL/SOD, PAL/POX

AQ05216-70 100 INF/PAL,INF/SCD, INF/POX
PAL/SOD, PAL/POX, PALFEN
FEN/SOD, FEN/POX
SOD/POX.

AD5245-49 95 INF/PAL, INF/FEN, INF/SOD, INF/POX,
PAL/POX, PAL/SOD, PAL/FEN
FEN/SOD, FEN/POX
SOD/POX

PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Percxidasa y SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccion

La correlacion del clon A05216-70 con P=¢=0.05, tuvo las siguientes resultados, entre
porcentaje de infeccion y fenilalanina amonio liasa (INF/PAL) r= 0.2087, entre
porcentaje de infeccién y superoxido dismutasa (INF/SOD) de r= 0.99826 y porcentaje
de infeccidon con la enzima peroxidasa (INF/POX) fue de r=0.95702, enfre ia
fenilalanina amonio liasa y la superoxido dismutasa (PAL/SOD), fue de r=0.98170,
entre la fenilalanina amonio liasa y la peroxidasa (PAL/POX) fue de r=0.99905 y entre
la peroxidasa y la superoxido dismutasa (POX/SOD) fue de r= 0.97246.

En el clon A05245-49, se observaron las siguientes correlaciones con P=x<=0.05, entre
el porcentaje de infeccion y fenilalanina amonio liasa (INF/PAL) r= 0.991685, entre el
porcentaje de infeccion y fenoles totales (INF/FEN) una r= 0.99957 entre porcentaje de
infeccién y superoxido dismutasa (INF/SOD) de r= 0.99789 y porcentaje de infeccion
con la enzima peroxidasa (INF/POX) fue de r=0.9893 entre la fenilalanina amonio liasa
y fenoles totales (PAL/FEN) r=0.98746, entre la fenilalanina amonio liasa y la
superoxido dismutasa (PAL/SOD), fue de r=0.98118, entre la fenilalanina amonio liasa
y la peroxidasa (PAL/POX) fue de r=0.96190 y entre la peroxidasa y la superoxido
dismutasa (POX/SOD) fue de r= 0.99659 (cuadros 17 y 18).
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Cuadro17 Correlacion clon AD5216-70

PAL FEN SOD POX INF

PAL  1.00000 0.73003 0.98170 0.99905 0.96875
0.4790 0.1220 0.0278 0.1596

FEN 1.00000 0.58652" 075013  0.53770M
0.6010 0.4512 0.6386
sSOD 1.00000 0.97246 0.99826
0.1497 0.0376
POX 1.00000  0.95702
0.1873
INF 1,00000

PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y SOD-Superoxido dismutasa INF-infeccion

Cuadro 18. Correlacion Clon A05245-49

PAL FEN S0D POX INF

PAL 1.00000 0.08746 0.98118 0.96190  0.99165
0.1009 0.1237 0.1763 0.0823
FEN 1.00000 0.99936 0.99300  0.99957
0.0228 0.0754 0.0186
SOD 1.00000 0.9965¢  0.99789
0.0526 0.0414
POX 1.00000 0.98913
0.0940

INF

1.00000
PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccion




7. DISCUSION GENERAL.

Las plantas con resistencia, tienen mayor actividad enzimatica, como respuesta al
ataque del patégeno (Agrios 2007), sin embargo algunos clones de papa (Solanum
tuberosum L) susceptibles y muy susceptibles al tizén tardio, evaluados en este
trabajo presentaron actividad enzimatica alta, tal es el caso de las siguientes clones
A05216-70 y A05245-49,

En todos los casos la concentracion de fenoles totales, y el porcentaje de infeccion
aumentaron al paso de las semanas por el establecimiento del oomiceto.

Si se observo correlacion con P=0<0.05, entre la actividad enzimatica FEN/PAL
PAL/SOD y PAL/POX, en los clones A05296-70 y A05217-40.

En el estudio enzimatico del clon A03592-83 se observo una fuerte correlacion entre
INF/PAL, INF/FEN, INF/POX PAL/FEN y PAL/POX, esta relacion directa, es una
evidencia de la resistencia del clon, ademas el indice de cosecha fue 315, con esto se

puede inferir que hay una buena base genética para la resistencia contra P. infestans.

Se observo que en los clones A03894-40 y A04111-54 hubo una alta correlacion entre
PAL/POX y POX/SOD.La POX se determina por la disminucién del peréxido de
hidrogeno, y SOD cataliza la disminucion de O, convirtiéndolo en peroxido de
hidrogeno. Las dos enzimas también forman parte del proceso de lignificacion de la
pared celular ante el ataque de cualquier patdgeno y su relacion es una evidencia
clara de la actividad enzimatica en plantas resistentes (Roldan ef al.,2008).

El clon A05279-49, es un buen material de resistencia, este clon tuvo las siguientes
correlaciones con altos niveles de significancia INF/PAL, INF/FEN, INF/POX, PAL/POX,
POX/FEN, POX/SOD, el indice de cosecha fue de 315.

En los clones A03681-56 y 4041120-42274, no existe correlacion de la actividad
enzimatica, sin embargo en campo el grado maximo de infeccion en ambos casos fue
bajo de 55% y de 30% respectivamente, la defensa natural de estas plantas podria
estar relacionada con otras rutas bioquimicas (Lozoya et al.,2007).
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La actividad de proteinas PR, pudieran explicar la resistencia a la enfermedad de los
clones A03681-56 y A041120-42, debido a que estas proteinas se acumulan en las
plantas después y durante la infeccion del patégeno (llacer G. 2000).

De acuerdo al establecimiento del tizén tardio, por P. infestans los clones probados
presentan, resistencia de tipo horizontal, o poligénica, y confiere resistencia a la
variedad del patdgeno P. infestans. Los datos que arrojo este experimento sirven de
base para establecer material gendtico y buscar los genes implicados en esta
resistencia.
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8. CONCLUSION.

Los clones de papa, mostraron diversos grados de resistencia y susceptibilidad a
Phytophthora infestans los resistentes presentaron mayor actividad enzimética
correlacionada con los grados de infeccion final, que los clones susceptibles y muy

susceptibles.
El tipo de resistencia fue poligénica, o resistencia horizontal, debido a la naturaleza de
P. infestans vy a la correlacién entre la actividad enzimatica, como respuesta al

establecimiento del patégeno.

No hubo relacion directa entre el rendimiento y grados de infecciéon ya que las plantas

altamente infectadas tuvieron un mayor indice de cosecha.
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ANEXO .
Escala Henfling 1987,

Valor escala limite
de

la

escala

1 Q

2 2.5 sefales-<5

3 10 §-<15

4 25 16 -< 38

5 50 35-<65

6 75 65 -< 85

7 90 85-<95
97.5 95 -<100

8

9 100

Sintomas

Tizén presente. Maximo 10 lesiones por planta

Plantas aparentemente saludables, pero las lesiones son faciimente
vistas a distancia. Maximo de area foliar afectado por las lesiones o
destruido corresponde a no mas de 20 hojas.

Tizon faciimente reconocido en mas plantas.
25% de follaje es cublerto o destruido por las lesiones.

El lote se observa verde, sin embargo, todas las plantas estan
afectadas. Algunas hojas muertas y la mitad del follaje destruido.

El lote se observa verde con manchas cafés. Cercadle 75% de cada
planta es afectada. Las hojas de la mitad para debajo de la planta
estan destruidas.

El lote tiene un aspecto verde con café. Unicamente las hojas de
arriba de la planta estan verdes Muchos tallos tienen largas
lestones.

El lote se observa un color café. Muy pocas areas verdes de hojas
se pueden ver .Hay mas lesicnes y muerte en tallos.

Todas las hojas y tallos estan muertos.
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ANEXO |l Curva del acido tanico.
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experimentales. (Estacién metereoldgica propia).



ANEXO IV. Correlaciones Clones Susceptibles y Muy Susceptibies.

Correlacion Clon A03604-53.

PAL FEN SOD POX INF

PAL  1.00000 0.98615 0.68423 0.8789g"> 0.85858"° |
0.0139 0.0158 0.1210 0.1414

FEN 1.00000 0.97772 0.79850"° 0.81929MN°

0.0223 0.2015 0.1807
SOD 1.00000  0.88888"¢ 0.92123
0.1113 0.0788
POX 1.00000 0.93937
0.0606
INF 1.00000

*Nivel de significancia as= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio llasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccién.

Correlacion clon A03627-55

PAL FEN SOD POX INF
PAL 1.00000 0.63868™ 0.87674™° 0.88834™ 0.89164™
0.3613 0.1233 0.1117 0.1084
FEN 1.00000 0.89061M 0.83116"8 0.85370M8
0.1094 0.1688 0.1463
sSOD . 1.00000 0.99216 0.99702
0.0078 0.0030
POX 1.00000 . 0.99869
0.0013
INF 1.00000

*Nivel de significancia «s= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccidn,
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Coirelacion clon A05210-66

PAL FEN SOD POX INF

PAL 1.00000 0.95772 0.99885 0.99553 0.67090™"
0.1858 0.0306 0.0602 0.5318

FEN 1.00000  0.97043 0.92625  0.85588"°
0.1552 0.2460 0.3460

SOD 1.00000 0.98984  0.70572"°
0.0908 0.5012

POX 1.00000  0.59783"°
0.5921
INF 1.00000

*Nivel de significancia o== 0.05, NS= no significaliva, PAL-Fenilalanina amonic liasa, POX-Peroxidasa y
S0OD-Supercxido dismutasa INF-Infeccion.

Correlacion A05290-67

PAL FEN SOD POX INF
PAL 1.00000 0.76184™  0.98400 092631  0.98558
0.4486 0.1140 0.2459  0.1083

FEN 1.00000 0.86505"° 0.481685"  0.64124N8
0.3346 0.6945  0.5568

SoD 1.00000  0.84438%  0.93967

0.3599 0.2223

POX 1.00000 0.97671

0.1377

INF 1.00000
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*Nivel de significancia o= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
S0D-Superoxido dismutasa INF-Infeccion.

Correlacion clon A05216-70

PAL FEN SOD POX INF
PAL  1.00000 0.73003 0.98170 0.99905 0.96875
0.4790 0.1220 0.0278 0.1596
FEN 1.00000 0.58652" 075913  0.53770"8
0.8010 0.4512 0.6386
SOD 1.00000 0.97246 0.99826
0.1497 0.0376
POX 1.00000  0.95702
0.1873
INF 1.00000

*Nivel de significancia a<= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenitalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccién.

Correlacion Clon A05245-49

PAL FEN SOD POX INF

PAL 1.00000 0.98746 0.08118 0.96190 0.99165
0.1009 0.1237 0.1763 0.0823

FEN 1.00000 0.99936 0.99300 0.99957
0.0228 0.0754 0.0186

50D 1.00000 0.99659 0.99789
0.0526 0.0414

POX 1.00000 0.98913
0.0940
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[ INF 1.00000 |
“Nivel de significancia as= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio llasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccion.




experimentales. (Estacion metereoldgica propia).



ANEXO V. Correlaciones Clones Susceptibles y Muy Susceptibles.

Correlacion Clon A03604-53.

PAL FEN SOD POX INF
PAL  1.00000 0.98615 0,98423 0.87899™ 0.85858™
0.0139 0.0158 0.1210 0.1414
FEN 1.00000 0.97772 0.79850N° 0.81929N8
0.0223 0.2015 0.1807
SOD 1.00000  0.88868"° 0.92123
0.1113 0.0788
POX 1.00000 0.93937
0.0606
INF 1.00000

*Nivel de significancia a<= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amcnio liasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Supsaroxido dismutasa INF-Infeccidn.

Correlacion clon A03627-55

PAL FEN SOD POX INF
PAL 1.00000 0.63868™ 0.87674™ 0.88834™ 0.89164™
0.3613 0.1233 0.1117 0.1084
FEN 1.00000 0.89061"8 0.83116M° 0.85370M8
0.1094 0.1688 0.1463
SOD 1.00000 0.99216 0.99702
0.0078 0.0030
POX 1.00000 0.99869
0.0013
INF 1.00000

*Nivel de significancia as= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
S0D-Superoxido dismutasa INF-Infeccion.
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Correlacién Clon A03871-58

PAL FEN SOD POX INF

PAL  1.00000 0.78051™  0.65038™  0.58404™  0.55336"°
0.2195 0.3496 0.4160 0.4466

FEN 1.00000 0.85809"  0.36529™  0.71803"°

0.1419 0.8347 0.2820
SOD e 1.00000 0.70803"  0.97319
0.2920 0.0268
POX 1.00000 0.81272N8
0.1873
INF 1.00000

*Nivel de significancia as= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amcnio liasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccion.

Correlacion clon A03904-70

PAL FEN SOD POX INF
PAL  1.00000 0.97658 0.91543 0.94382 0.61935™"
0.0234 0.0848 0.0562 0.3806
FEN 1.00000 0.95400  0.88154"8 0.85823N°
0.0460 0.1185 0.3418
SOD 1.00000 0.89106M° 0.85231"°
0.1089 0.1477
POX 1.00000 0.74134N8
0.2587
INF 1.00000

*Nivel de significancia as= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
S0D-Superoxido dismutasa INF-Infeccidn.
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Correlacion Clon A05214-78

PAL FEN SOD POX INF
PAL 1.00000 0.448621™  0.82956™  0.76885™ 0.50021™
0.5538 0.1704 0.2312 0.4998
FEN 1.00000 0.86791™  0.69374"° 0.95643
0.1321 0.3063 0.0436
SOD 1.00000 0.88076"° 0.88452N°
0.1192 0.1155
POX 1.00000 0.84721"°
0.1528
INF 1.00000

*Nivel de significancia a<= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeceién.

Correlacion clon A05237-55

PAL FEN S0D POX INF

PAL 1.00000 0.92155 0.86918™ 0.82216™ 0.95036
0.0784 0.1308 0.1778 0.0496
FEN 1.00000 0.94673 0.94683 0.96361

0.0533 0.0632 0.0364

SCOD 1.00000 0.99226 097972
0.0077 0.0203
POX 1.00000 0.95445
0.0456
INF 1.00000
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*Nivel de significancia as= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
S0OD-Superoxido dismutasa INF-Infeccién.

Correlacion clon A05345-49
PAL FEN SOD POX INF
PAL 1.00000 0.74073™  0.79096™  0.86859™°  (.06909
0.2593 0.2090 0.1314 0.0309
FEN 1.00000 0.99688 0.97183 0.87673"
0.0031 0.0282 0.1233
SOD 1.00000 0.98521 0.91043
0.0148 0.0896
POX 1.00000 0.96305
0.0370
INF

1.00000

*Nivel de significancia o== 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonic liasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Superoxide dismutasa INF-Infeccion.

Correlacion clon A05253-64

PAL FEN S0D POX INF

PAL  1.00000 0.74010™ 0.85195™ 0.77168™ 0.84082™ |
0.2599 0.1480 0.2283 0.1592

FEN 1.00000 0.87532M8 0.96007 0.65178M

0.1247 0.0399 0.3482
SOD 1.00000 0.96755 0.93538
0.03256 0.0646
POX 1.00000 0.81695"°
0.1831
INF 1.00000

*Nivel de significancia as= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccién.
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Correlacién Clon AD3859-46

PAL FEN SOD POX INF
PAL  1.00000  0.9743% 0.98567 0.95754 0.70078™
0.1444 0.1079 0.1862 0.5057
FEN 1.00000  0.92249 0.86818"  0.52240"¢
0.2523 0.3208 0.6501
SOD 4.00000 0.99245 0.81107M8
0.0783 0.3978
POX 1.00000 0.87669"°
0.3195
INF 1.00000

*Nivel de significancia a== 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Percxidasa y
SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccion.

Correlacidn Clon A03891-80

PAL FEN SOD POX INF
PAL _ 1.00000 0.98662 0.94669  0.99935  0.61722°
0.1042 0.2088 0.0230 0.5765
FEN v, 1.00000 0.98654  0.99188 0.73722"°
0.1046  0.0812 0.4723
SOD 1.00000  0.95772 0.83778"°
0.1858 0.3677
POX 1.00000 0.64528N°
0.5535
INF 1.00000

*Nivel de significancia as= 0.05, NS= no significativa, PAL-Fenilalanina amonio liasa, POX-Peroxidasa y
SOD-Superoxido dismutasa INF-Infeccion.
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