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Induccién de Defensa en Papa (Solanum tuberosum L.) por Fungicidas no especificos contra el Oomiceto

Phytophthora infestans {Mont.} De Bary.

Induction of Defense in Potato {Solanum tuberosum L.) by nonspecific Fungicides against the Qomiceto

Phytophthora Infestans {Mont.} De Bary.

Martha Nayeli Robledo Esqueda‘, Héctor Lozoya Saldaita®

RESUMEN

Las nuevas generaciones de fungicidas no selo se enfocan
sobre su efecto en el patégene, sino también sobre el
hospedante. Importa saber hasta que punto los productos
estimulan las reacciones de defensa de la planta contra
factores adversos, Aqui se incluyeron tratamiantos at
tubérculo- semilia y al follaje de papa (Selanum tuberosum
L), ov. susceptible Alpha, con fungicidas que no son
especificos contra oomicetos (Azoxystrobin 50%, come
Amistar®; Boscalid 25.2% + pyraciostrobin 12.8%, como
Cabrio-C®; pyraclostrohin 20%, como Cabrio®: y Fosetil-
Aluminio 80%, como Aliette®), en el valle de Teluca, Méx.,
con los objetivos de estudiar hasta que punto los
tratamientos estimulan reacciones de defensa de la planta y
la protegen, indirectamente, de Ia infeccién natural del tizén
tardlo (Phytophthora infestans Mont. De Bary), ¥y a la vez
cuantificar la sintesis y activacion de algunos sistemas de
defensa del hospedante. No hubo proteccién posterior al
follaje cuando la aplicacion fue solo a Ia siembra, pues la
infaccion foliar en los tratamientos fue similar a la del testigo
sin fungicidas, pero con una aspersion al follaje 30 dias
después de la siembra, la infeccion final fue de 60-80%
respecto al testigo (100%). En general, hubo similitud entre
los patrones de sintesis y/o actividad de los metabolitos de
defensa estimulados por los productos, sin diferencias
estadisticas significativas. Asl, a medida que avanzo la
infeccion se detectaron incrementos en fenoles (FEN), en
peroxidasa (POX) y en fenilalanina-amonicliasa (PAL), con
irregularidades en la accidn de Ia POX y la superéxido
dismutasa (SOD) al aplicarse los productos a la semilla y al
follaje, ¥ con descenso de la actividad de la SOD cuando
los productos se aplicaron solo a Ia semilla. No obstante,
destaca el estimulo inducido por Fosetil-Aluminio (Alietie ®)
en la actividad de SOD y PAL cuando se aplico a la semilla
y al follaje, superando significativamente al resto de los
tratamientos. Las similitudes de respuesta biogquimica en la
mayoria de las combinaciones metabalito-agroquimico se
respaldan con las altas correlaciones obtenidas entre las
variabies, lo que reflsja la estrecha interaceion o actividad
conjunta entre los metabolitos cuantificados. Por el
contrarig, el estimulo atipico de Fosetil- Aluminio (Aliette ®)
sobre SOD y PAL cuando se aplico a la semilla y al follaje,
se limité a a correlaclén de la SOD con [a infeccion y con
POX, mientras que la PAL actué de manera independiente,
sin correlacién significativa con las ofras variables. Se
concluye que los productos incluldos en el presente estudia
estimulan respuestas comunes de defensa no-aspecifica de
la planta, pero no lo suficiente Como para proteccién confra
patégenos para los que dichos productos no actdan, y que
las estrechas correlacionss entre los  metabolitos
manifiestan el cardcter poligénico de las raspuestas de
defensa de la planta.

Palabras clave: papa, metabolitos, FEN, POX, SOD, PAL,
fungicidas no especificos contra comicetos.

ABSTRACT

The new fungicide generations not only focus on their effect
in the pathogen, but also on the hospedante. It matters to
know to what extent the products stimulate the reactions of
defense of the plant against adverse factors, Here
treatments to the tubercle seed and the foliage of potato
were included (Solanum tuberosum L), ev. susceptible
Alpha, with comicetos specific fungicides that are nof con
{Azoxystrobin  50%, like Amistar®; Boscalid 25,2% +
pyraclostrobin 12,8%, like Joist; pyraclostrobin 20%, like
Cabrio®; and Fosetil-Alurminum 80%, like Aliette®), in the
valley of Toluca, Méx., with the objectives to study to what
extent the treatments stimulate reactions of defense of the
plant and protect it, Indirectly, of the natural infection of tizén
delayed (Phytophthora infestans Mont. De Bary), and
simultaneously to quantify the synthesis and activation of
some systems of defense of the hospedante. The foliags
was no protection subsequent to when the application anly
went to seedtime, because the foliar infection in the
treatments was similar to the one of the witness without
fungicides, but with an aspersion to the foliage 30 days after
seedtime, the final infection was of 60-80% with respect to
the witness (100%), Genarally, there was similarity between
the synthesis landlords and/or activity of metabolites of
defense stimulated by products, without significant statistical
differences. Thus, as balance sheet the infection detected
increases in phenols (FEN), peroxidasa (POX) and
fenilalanina-amonioliasa (PAL}, with irreqularities in the
action of the POX and superoxide dismutasa (SOD) when
being applied the products to the seed and the foliage, and
with reduction of the activity of the SOD when the products
were anly applied to the seed, However, it emphasizes the
stimulus induced by Fosetfl-Aluminum (Aliette ®) in the
activity of SOD and the PAL when it was applied to the sead
and to the foliage, surpassing significantly to the rest of the
treatmants. The simllarities of biochemical answer In the
majority of the combinations metabolite-agro-chemical lean
back with the high correlations obtained bstween the
variables, which reffects the close interaction or joint activity
between quantified metabolites. On the contrary, the
atypical stimulus of Fosetil- Aluminum (Aliette ®) on SOD
and the PAL when it was applied to the seed and to the
follage, were limited the correlation of the SOD with the
infection and POX, whereas the PAL acted of independent
way, without significant correlation with the other variables.
One concludes that the products including in the present
study stimulate commen answers of not-specific defense of
the plant, but not sufficient it fike for protection against
pathogens for which these praducts do not act, and that the
close correlations  between metabolites show the
polygenetic character of the answers of defense of the
plant,

Key words: potato, metabolites, FEN, POX, SOD, PAL,
nonspecific fungicides against oomicetos.

! Tesista. Maestria en Ciencias en Proteccién Vegetal. Universidad Auténoma Chapingo
? Director de Tesis. Profesor Investigador Universidad Auténoma Chapingo



1. INTRODUCCION

La resistencia de la planta a enfermedades por patégenos depende a menudo de si ésta
puede reconocer al patogeno al inicio del proceso de infeccion,

Las plantas contrarrestan el ataque de los patégenos ya sea mediante caracteristicas
estructurales como barreras fisicas que impiden que el patégeno penetre Y se propague
en ellas, o por medio de reacciones bioquimicas que tienen lugar en las células y tejidos,
las cuales producen sustancias toxicas para el patégeno o crean condiciones que inhiben
su desarrollo (Agrios, 2001).

Las fitoalexinas son sustancias téxicas que las plantas producen en cantidades
apreciables solo después de haber sido estimuladas por los diferentes tipos de
microorganismos fitopatogenos o haber sufrido dafios causados por agentes quimicos o
mecanicos. La Mmayoria de esas fitoalexinas se produce en las plantas en respuesta
principalmente a ia infeccion causada por hongos, en general son mucho mas toxicas
para hongos que para bacterias (Salisbury y Ross, 1994).

La resistencia ocurre cuando una o mas fitoalexinas alcanzan una concentracion
suficiente para inhibir el desarrollo del patogeno, estos resultados se han observado en
tubérculos de papa (Goodman et af, 19886). Los patdgenos que atacan a las plantas
inducen alteraciones metabdlicas, asi como la sintesis de enzimas por parte de la planta,
que dan lugar al desarrollo de Ja resistencia en torno a los sitjos de infeccién. Una enzima
que por lo regular exhibe una mayor actividad o una nueva sintesis, mucho mayor, en los
tejidos enfermos es |a fenilalanina-amonio- Jiasa (PAL) que es una enzima clave en la
produccion de la molécula basica précursora en la biosintesis de Ia mayoria de los
compuestos fendlicos, entre ellos las fitoalexinas y la lignina (Agrios, 2001).

Existen estudios que relacionan cuantitativamente las sintesis de sustancias toxicas para
el patdgeno, con el nivel de resistencia genética de la papa (Solanum tuberosum) y el uso
de elicitores quimicos (Ardila, 2005), como Pyraclostrobin-Boscalid al ataque de tizén
(Phythophthora infestans, Lozoya, et al, 2001). Para entender los Mmecanismos de
defensa involucrados, en este madelo, se han llevado a cabo estudios histopatoldgicos y
bioguimicos. Es asl como S€ conoce la respuesta defensiva de ia papa contra este



patégeno, involucra procesos como: la acumulacién de fenoles (FEN), peroxidasas (POX),
y la fenilalanina amonioliasa (PAL) (Cornide et al, 1994, Navarrete y Mayo, 2004, Lozoya,
et al,, 2006).

Las nuevas generaciones de fungicidas no solo se enfocan sobre su efecto en el
patdgeno, sino también sobre ef hospedante. Importa saber hasta que punto los productos
estimulan las reacciones de defensa de la planta contra factores adversos. En e presente
estudio se incluyeron productos especificos contra patégenos del suelo no-comicetos, en
tratamiento a Ia semilla, esperando que confirieran resistencia de |a planta contra el
posterior ataque de Phythophthora infestans Mont. de Bary al follaje.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Estudiar las respuestas de defensa en plantas de papa (Sofanum tuberosum) contra el
tizén tardio (Phythophthora infestans Mont. de Bary), inducida por fungicidas no
especificos.

2.2 Objetivos especificos

Cuantificar los cambios de I fenilalanina amonio-liasa (PAL), peroxidasa (POX),
superoxido dismutasa (SOD) y fenoles totales en el hospedante, por efecto de log
tratamientos.

Correlacionar dichos cabios con los porcentajes de infeccion y la influencia de proteccion
quimica, para establecer el caracter mono o poligenico de la respuesta del hospedante a
la infeccidn al estimulo por los tratamientos.

2.3 Hipétesis

Los fungicidas Azoxystrobin (Amistar®), Boscalid + Pyraclostrobin (Cabrio-C®),
Pyraclostrobin (CABRIO 20 EG®) y Fosetil — Aluminio (Aliette®), estimularan Ia actividad
de la fenilalanina- amonio-liasa (PAL), peroxidasa (POX), superoxido dismutasa (SOD} y
la concentracién de fenoles totales en plantas de papa infectadas por el oomyceto
fitopatégeno Phythophthora infestans Mont. De Bary.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. El tizén tardio de la papa

Entre las enfermedades que afectan a la papa (Solanum tuberosum L), el “tizén tardio”
causado por Phytophthora infestans Mont. de Bary es la enfermedad mas devastadora.
Este microorganismo pertenece al Phylium Oomycota, perteneciente al Subphyllum
Stramenopila, comprende a mas de 700 especies, las cuales no tienen pigmentos
fotosintéticos, poseen dos flagelos en las Zoosporas y los gametos masculinos, con
paredes formadas por celulosa o polimeros similares a celulosa y tienen habitos acuaticos
y terrestres aunque siempre necesitan Ia presencia de agua.

Por sus formas filamentosas parecidas a hifas, se agruparon originaimente como hongos.
(Raven, Evert y Eichhorm, 1999), lo que luego fue confirmado por filogenias moleculares,
basadas en las secuencias del RNA ribosomal, datos de los aminoacidos compilados para
las proteinas de la mitocondria y cuatro proteinas que codifican para los genes
cromosomicos, evidenciando que los Oomycetes adquirieron la habilidad de infectar las
plantas de manera independiente de los hongos verdaderos (Kamoun, 2002).

Los Oomycertes, estan mas relacionados con las algas, dado que presentan meiosis en
los gametangios, por lo tanto sus nacleos vegetativos son de naturaleza diploide. Son
conocidos como organismos “heterocontes” o que significa que poseen flagelos en las
zoosporas con longitud y ornamentacion diferente. Los flagelos se presentan en pares, un
flagelo largo y adornado con nastigonemas (pelos) distintivos (plumosos) y un flagelo mas
corto, delgado, cilindrico y en forma de latigo o flecha.

Las caracteristicas que diferencian al genero Phytophthora de los hongos se basan en I
morfologia de las crestas mitocondriales (tubulares) y la bioquimica de las paredes
celulares, las cuales contienen microfibrillas de celulosa con una matriz amorfa de B’ 1-3
glucano en vez de quitina, carencia de hipoxidacion del esqualene a esteroles y
diferencias en las vias metabdlicas, como resultado de un sistema genético Unico (Griffith
et al., 1992).

Los anélisis de las secuencias moleculares de la subunidad 18S del rDNA (ribosomal) han
confirmado que estan estrechamente relacionados con las Chrysophytas, Diatomeas y
algas cafés, pero se separaron relativamente temprano de las formas pigmentadas.
(Raven Evert y Eichhorm, 1999). Estos investigadores observaron que las secuencias de
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la subunidad 18S del rDNA son similares entre ias algas fotosintéticas heterocontes y
miembros del género Phytophthora. Al comparar las secuencias de la subunidad 28S
rDNA, encontraron poca sustitucién de nucleétidos entre los seis grupos de Phyfophthora.

Al analizar el gen de la familia actina, Smart et al,, (2000) encontraron gue todos los
miembros Oomycota contienen dos tipos de acting, los cuales probablemente surgieron
por una duplicacion del gen, que ocurrio después de la divergencia de los Oomycetes y de
las algas cromofitas, por lo que ahora se ubican en las algas cafés pertenecientes al
Subphyllum Stramenopila.

Los estudios poblacionales de Phytophthora infestans se iniciaron casi paralelamente con
los programas de mejoramiento de la Papa, para buscar e incorporar Ia resistencia a este
patégeno. Existen marcadores moleculares, bioguimicos y fenotipicos que han
posibilitado la identificacion de aislamientos distintos en una poblacion, producto de un
organismo que tiene la posibilidad de reproducirse sexual y asexualmente, conduciendo a
cambios en las poblaciones que pueden ser introducidas a otras regiones por procesos de
migracion.

Desde que se reporto el tipo de apareamiento A2 en el Oeste de Europa en 1984, se

esperaba un dramatico desarrollo de nuevas poblaciones del patdgeno, lo que condujo a

los patdlogos a realizar analisis locales de las poblaciones, dado que el tipo A1 era el
unico tipo de apareamlento reportado fuera de México, considerado el centro de origen de

Phytophthora infestans (Fry. et al,, 1993).

Una poblacién se refiere a un grupo de individuos (aislamientos) de una misma especie
que se encuentra estructurada o delimitada por barreras geograficas, por lo tanto el primer
indicio de cambios importantes en la poblacién lo constituyé la presencia del tipo de
apareamiento A2. La Determinacién de los alelos isoenzimaticos de glucosa 6-fosfato
isomerasa (Gpi), enzima malica (Me) y peptidasa (Pep), proporcionaron la primera
evidencia genética de la diploidia de Phytophthora infestans y permitié hacer las primeras
comparaciones de las poblaciones. Mas recientemente se establecieron marcadores
como la sonda G57 para la huella de ADN nuclear y cebadores especificos para la
amplificacién de DNA mitocondrial.

En las dos ultimas décadas se han estudiado las poblaciones alrededor del mundo paralo

cual se han evaluado miles de aislamientos, utilizando caracteristicas fenotipicas (tipo de
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apareamiento, virulencia/agresividad de razas y sensibilidad a Metalaxyl), marcadores
bioguimicos (isoenzimas Gpi'y Pep) y moleculares.

En algunas poblaciones de Phytophthora infestans se pueden encontrar aislamientos
diploides y poliploides; por lo tanto los asilamientos diploides en su estado vegetativo,
podrian presentar factores heterocigéticos que gobiernan la expresion fenotipica, de tal
forma que en los cromosomas homélogos se pueden expresar alelos dominantes y
recesivos en un solo gen, esto explica por que en ciertas mutaciones que generan
resistencia a un fungicida (Metalaxyl), la expresion de Ia resistencia esta condicionada por
uno o dos genes con dominancia incompleta.

La utilizacién de marcadores de resistencia a fungicidas permite determinar si se da o no
uUna recombinacion de factores genéticos, que puede resultar de la ocurrencia de factores
sexuales que involucran cambios en el DNA mitocondrial en caso de la reproduccion
asexual.

Varios investigadores han evaluado los tipos de apareamiento presentes en diferentes
paises. Fry. et al, en el 1993, opinan que el tipo de apareamiento de Phytophthora
infestans A2 pudo haber estado presents, pero no se detectaba por bajas frecuencias, en
diferentes paises por fuera de México durante varios afios. Garcia et al., (2000)
encontraron al noroeste de México que el tipo de apareamiento predominante en 1994-
1995, fue el A2, el cual estaba practicamente desaparecido en 1996-1997. La presencia
de ambos tipos de apareamiento de manera simultdnea sélo se observo en unocs pocos
campos donde crecian simultaneamente papa y jitomate.

El tizén tardio es considerada una de las enfermedades mas importantes del cultivo de la
Papa, porque si el cultivo no esta protegido adecuadamente con aplicaciones planificadas
de fungicidas y por otra parte las condiciones ambientales en donde se desarrollan los
cultivos, son al mismo tiempo Optimas para el desarrollo del patdégeno (temperatura de 12
a 15°C y humedad relativa de 80 a 100%), los campos de papa pueden ser destruidos en
un lapso de 10 a 15 dias. Esto es lo que ocurre en algunas zonas paperas de México y
del mundo donde las pérdidas pueden ser totales (Abad y Abad,1995).

3.2. Resistencia de las plantas a Enfermedades
Las plantas han evolucionado y desarrollado complejos y variados mecanismos de

defensa para protegerse de herbivoros y enfermedades. Estos mecanismos pueden ser
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constitutivos (es decir, activos durante toda la vida de Ia planta) o inducidos después de
un ataque por herbivoros o patégenos. Estudios recientes han sugerido que las defensas
inducibles en las plantas pudieran tener ventajas selectivas sobre las defensas
constitutivas (Agrawal, 1998). Aunque las defensas inducibles a menudo son localizadas
en el sitio del ataque, los mecanismos de defensa de Ia planta pueden ser activados de
manera sistémica en toda (a planta después de un ataque o una infeccion localizados
(Kessman et al, 1994). Uno de los primeros reportes publicados sobre resistencia
sistemica en plantas fue el de Chester (1933), quién usé el término "inmunidad fisiolégica
adquirida”. Mas tarde se reporto que las plantas de tabaco exhibian "resistencia sistémica
adquirida” después de infecciones locales con el virus del mosaico del tabaco. Otros
términos que han sido usados para describir la resistencia sistémica en plantas incluyen
“resistencia translocada", "inmunizacion de la planta", y "resistencia sistémica inducida"
(Chester, 1933).

La resistencia sistémica inducida es el proceso de proteccién activa (sistémica) de una
planta, el cual depende de las barreras fisicas o quimicas levantadas por la planta
hospedera, las cuales son activadas por un agente inductor, cuando son aplicadas a una
sola parte de la planta (Kloepper of al., 1992). Se han reportado -varios inductores
“clasicos" de RSI, incluyendo patégenos, patogenos atenuados, productos quimicos
sintéticos, y productos metabdlicos del hospedero o de los agentes infecciosos (Liu et al.,
1995) sin embargo, han sido poco frecuentes los reportes de resistencia inducida en el
campo por agentes inductores clasicos.

3.3. Reaccién de Hipersensibilidad

La reaccion de hipersensibilidad es uno de los mecanismos de defensa mas importantes
de las plantas. Esto ocurre solamente en combinaciones incompatibles entre huésped y
patdgenos como hongos, bacterias, virus y nematodos. En estas combinaciones no se
observa diferencia ninguna en la forma de penetracion del patégeno en la epidermis de
plantas susceptibles y resistentes. Sin embargo, después de la infeccién, las células
infectadas en las variedades resistentes pierden rapidamente su turgencia, se vuelven de
color café y mueren; mientras que las células infectadas de variedades susceptibles
sobrevivieron mucho mas tiempo.



Los procesos involucrados en la reaccién hipersensible comprenden la pérdida de
permeabilidad de las membranas celulares, aumento de Ia respiracion, acumulacién y
oxidacion de compuestos fenédlicos y la produccién de fitoalexinas.

Como resultado final de esta intensa actividad intracelular se produce la muerte y colapso
de las célutas infectadas y las que las rodean. Asi, los hongos y las bacterias
fitopatégenas que se encuentran dentro del 4rea de actividad de la reaccién hipersensible,
permanecen aislados por el tejido necrético y mueren rapidamente. En las enfermedades
virales, la reaccion hipersensible siempre da como resultado la formacién de las llamadas
lesiones locales, en las cuales el virus podria sobrevivir por un tiempo considerable, pero
generalmente esta en concentraciones muy bajas y su diseminacién mas alla de la lesién
se detiene (Jiménez, ef al., 1997).

3.4. Defensa por medio de compuestos fenélicos
Compuestos fendlicos "comunes"

Se incluye en este grupo a un conjunto de compuestos fendlicos que, aunque suelen estar
presentes también en las plantas no infectadas, aumentan su concentracién de forma
considerable tras la entrada del patégeno. Protegen a la planta frente al patdgeno, ¥y se ha
comprobado que su formacion después de la entrada de éste es mucho mayor en
variedades resistentes que en variedades susceptibles (Dai, 1995).

3.4.1. Fitoalexinas

Las fitoalexinas son sustancias téxicas que las plantas producen en cantidades
apreciables sdlo después de haber sido estimuladas por los diferentes tipos de
microorganismos fitopatégenos, o bien después de haber sufrido dafios causados por
agentes quimicos o mecanicos.

Las fitoalexinas se producen por las células sanas adyacentes a las células necréticas y
dafiadas, en respuesta a sustancias (llamadas inductores) que se difunden a partir de las
células dafiadas. La resistencia se produce cuando una o mas fitoalexinas alcanzan una
concentracion suficiente para inhibir el desarrollo del patdégeno. Es decir, son sustancias



que se producen tanto en variedades resistentes como susceptibles, pero sélo en las
primeras alcanzan concentraciones suficientes.

La mayoria de las fitoalexinas conocidas son téxicas para los hongos fitopatégenos, cuyo
desarrollo inhiben, pero algunas también son téxicas a bacterias, nematodos y otros
organismos patdégenos (Goodman ef al., 1986).

Varias docenas de compuestos quimicos que tienen propiedades quimicas similares a las
de las fitoalexinas se han aislado de plantas que pertenecen a mas de 20 familias.
Algunas de las fitoalexinas mejor estudiadas incluyen la faseolina y cievitona en el frijol
(Phaseolus vuigaris), la pisatina en el chicharo (Pisum sativum), la hidroxifaseclina en la
soya (Glycine max), en alfalfa (Medicago sativa) la medicarpina y el cumesterol, en
cebolla (Allium cepa) las llamadas cibulinas, la rishitina en la papa (Sofanum fuberosum}
el gosipol en el algodén (Gossypium herbaceum), en zanahoria (Daaucus carota) es la 6-
metoximeleina y el capsidol en chile (Capsicum annumy) (Agrios, 2001: Jankiewicz y
Sobiczewski, 2003).

En algunos casos parece ser que la produccién de fitoalexinas es inhibida por unas
sustancias (llamadas supresores) producidas por el patdogeno. Se sabe también que
muchos hongos fitopatégenos metabolizan la fitoalexina de su planta huésped hasta un
compuesto no téxico y que, por tanto, disminuyen su efectividad.

Sin embargo Hahn y otros investigadores en 1982, encontraron gue los fragmentos
polisacaridos pectinicos de las paredes celulares de las plantas pueden servir como
inductores de la produccion de fitoalexinas. Este fendémeno puede ser interesante ya que
las enzimas del hongo al destruir las paredes celulares del hospedante producen muchos
fragmentos de este tipo. Por otro lado parece ser probable que los factores fisicos como
congelamiento, causan la produccién de fitoalexinas estimulando primeramente la
produccién de las enzimas que separan fragmentos de las paredes celulares de la planta
sirviendo enseguida como elicitores (Lyon y Albersheim, 1982).

Mucharromah et al., en 1995 al inocular rodajas de tubérculos de papa con razas
incompatibles de Phytophthora infestans encontraron una acumulacién de fitoalexinas.



En vid las fitoalexinas, sustancias fendlicas derivadas del grupo estilbeno, se han
reconocido como compuestos antimicrobianos que defienden la planta, junto al resveratrol
y viniferina, del ataque de algunos hongos como: Botrytis cinérea, Plasmopara viticola,
Uncinola necator como también de las radiaciones UV (Bostock ef af,, 1981).

Se han aislado dos inductores de tipo acido graso, de Phytophihora infestans: acido
araquidonico y &cido eicosapentanoico, relacionados a las hormonas animales
prostaglandinas (Bostock et al., 1981). Segun Darvill y ALbersheim (1984), los inductores
acthan a nivel de transcripcion liberando la expresion de genes que codifican las enzimas
necesarias para la produccion de fitoalexinas, ya que son toxicas para ellos mismos. Los
elicitores de fitoalexinas se producen mas frecuentemente como consecuencia de la
infecciéon causada por hongos, aunque también se handescrito elicitores producidos
durante la infeccion por bacterias (Pseudomonas corrugata), las cuales inducian la
produccion de medicarpina en trébol blanco (Trifolium repens) (Gustine et al,, 1991).

El etileno aumenta bruscamente durante el estrés ¥ cuando este estrés es causado por la
infeccién de un patdgeno, el etileno puede iniciar la produccién de fitoalexinas, que es lo
que sucede en zanahoria (Boller ef af., 1983).

El nivel de &cido jasménico (AJ) o su ester metilico (AJ-Me), también aumenta
rapidamente en plantas heridas o dafiadas por los patégenos y existe la suposiscion de
que debido a este fenémeno se incrementa la segregacion de etileno en los tejidos, ya
que se conoce que los jasménidos influyen en la produccion de etileno y viceversa. Al
tratar los tejidos con el ester metilico del Acido jasménico la expresion de los genes que
codifican la fenilalanina-amonio-liasa y la cintaza de calcona, las cuales estan
involucradas en la formacion de fitoalexinas (Saniewski, 1995, Cvikrova et al., 2003)
aplicaron etefon a alfalfa y aumenté la concentracion de etileno exdgeno en las células
embriogénicas e indujo cambios en el metabolismo de sustancias fendlicas y en la
actividad de la peroxidasa. También hubo un incremento en la actividad de la PAL sobre
el nivel basico y fue acompariada por una acumulacién elevada de los acidos fendlicos.

Hubo la incorporacién de la mayoria de los 4cidos fendlicos nuevamente sintetizados en
las fracciones de glucdsidos y esteres para la zona de la pared celular. La actividad
creciente de peroxidasa limitada a pared celular después de la aplicacion del etefon se
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correlaciono con la incorporacién pronunciada del etileno exdégeno no e influencio el
crecimiento del cultivo de embriones mas avanzados ni alterd significativamente el
metabolismo del fenilpropanoide.

También se sabe que los plaguicidas aplicados contra algunos patégenos también
puedan inducir la produccién de fitoalexinas. Cahill y Ward (1989) reportan que el
metalaxyl usado contra Phytophthora megasperma f.sp. glycinea en soya liberada de su
micelio los elicitores de la gliceolina aumentando Ia sintesis de esta fitoalexina. Por su
parte Dercks y Creasy (1989) correlacionaron la accidn curativa de Fosetyl-Al con el nivel
de acumulacién de la fitoalexina resveratrol en la vid. Trujillo et al,, (2001) determinaron el
efecto del activador de resistencia Bion 50 WG como estrategia de control quimico del
tizon tardio para cultivares resistentes, y el control de manchas foliares fungosas y
rizoctoniasis obteniendo resuitados positivos.

Las funciones de las fitoalexinas y fitoalexinas terpénicas en la resistencia parecen
bastante prometedoras. Sin embargo, en sintesis acelerada. inhibe 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 tanto incapaces de afectar
el desarrollo del hongo, cosa que no ocurre en interacciones incompatibles. Por tanto este
tipo de resistencia podria ser interpretada como vertical, ya que aparentemente responde
a interacciones del tipo gen por gen, aunque a la fecha se conocen tres factores genéticos
que regulan la expresi6bn de las proteinas responsables de la sintesis de estos
compuestos y su caracter cuantitativo. Ademas las plantas contienen cominmente no una
fitoalexina sino todo un complejo de estas, lo que hace alin mas eficaz la defensa contra
los patégenos (Fig. 1), esto puede explicar porque las fitoalexinas tienen un amplio
espectro de actividad (Jankiewicz y Sobiczewski, 2003).

Las enzimas polifenol oxidasa y peroxidasa son oxidoreductasas de gran importancia en
productos vegetales no solamente por el papel que juegan en el deterioro de productos
agricolas cosechados sino también por su participacion en otros procesos de los
vegetales tales como en la sintesis de lignina, en la oxidacion del AlA y su papel en
aspectos fitopatologicos relacionado con resistencia a enfermedades.
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Figura 1. Rutas biosintéticas fenilpropanoide y de los monolignoles, Las reacciones en verde parecen
las mas probables para la ruta in vivo de las ligninas de tipo guaiacilo. Las reacciones en rojo
representan aquellas reacciones para las cuales hay evidencias tanto in vivo como in vitro de estar
implicadas en la biosintesis especifica de unidades siringilo. El intermediario de color haranja es
comin a las rutas de ligninas G y S. CAD: cinamil alcohol deshidrogenasa; 4CL: 4-cumarato;CoA

ligasa; C3H: p-cumarato 3-hidroxilasa; C4H: cinamato-4-hidroxilasa; CCOMT: cafeoll-CoA-O-
metiltransferasa. .
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3.5. Peroxidasas (EC.1.11.1.7, POX)

Las peroxidasas (H,O, donador de hidrégeno:  H,0, oxidorreductasas) son
hemoproteinas que catalizan la oxidacion monoeléctrica de diferentes sustratos a
expensas del H;O, : 2RH + H;0, — 2R + 2H,0 Se encuentran ampliamente distribuidas
en el Reino Vegetal: Rodéfitos (Collen et al., 1994), Clorofitos (Vanden Driessche ef al.,
1984; Weger, 1997), Britfitos (Matlok ef af., 1989), Pteridéfitos (Bakardjieva et al, 1996) y
en todos los Espermatéfitos estudiados (Siegel, 1993); incluso aparecen en Euglendfitos,
pertenecientes al Reino Protozoo.

Las peroxidasas se clasifican en dos grandes superfamilias, una que incluye a las
peroxidasas vegetales, flingicas y bacterianas, y otra superfamilia no relacionada
estructuralmente con la anterior constituida por las peroxidasas animales (Welinder 1992,
Hiraga et al., 2001). A su vez, dentro de |a superfamilia de las peroxidasas vegetales,
flngicas y bacterianas se han definido tres clases en base a las diferencias estructurales
que existen entre ellas:

- Clase I' esta compuesta por la citocromo ¢ peroxidasa mitocondrial de levaduras, la
ascorbato peroxidasa cloroplastica y citosélica de plantas superiores y las peroxidasas
bacterianas (Jespersen et al., 1997). No poseen naturaleza glicoproteica, estan
localizadas en cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas y citosol, y muestran una
moderada especificidad de sustrato para el acido ascérbico. Adicionalmente, estas
peroxidasas de la clase | son inhibidas por reactivos del grupo tiol como el p-
cloromercurobenzoato y, en general, son consideradas como muy termolabiles.

- Clase Il. agrupa a todas las peroxidasas fingicas de secrecién (manganeso
peroxidasas).
- Clase [lil: contiene todas las peroxidasas vegetales de secrecion y muestran

caracteristicas distintas a otras peroxidasas vegetales. Son de naturaleza glicoproteica,
estan localizadas en las vacuolas y en las paredes celulares. Estas peroxidasas muestran
una baja especificidad de sustrato, con una moderada, pero notable, afinidad por el
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alcohol coniferilico, ademés de presentar una inusual estabilidad térmica. Todas estas
caracteristicas las distinguen de las ascorbato peroxidasas vegetales (clase ).

3.5.1. Naturaleza y estructura

Las peroxidasas vegetales de secrecién son glicoproteinas cuyo peso molecular
generalmente estd comprendido entre 28 y 80 kDa (Hiraga ef al., 2001). Contienen como
grupo prostético una molécula de protohemina IX (hemo b). En su estado nativo, el 4tomo
de hierro se encuentra en el estado de oxidacién formal +3 [Fe(lil)]. Este hierro esta
pentacoordinado con los cuatro atomos de nitrégeno pirrdlicos def grupo hemo y con un
atomo de nitrégeno de un residuo de histidina de la proteina, que se ha conservado
durante [a evolucidn. La sexta posicion de coordinacién se encuentra libre determinando
asi el estado de alto espin para el hierro (Banci, 1997). El grupo prostético (Figura 2)
resulta esencial para la actividad enzimatica ya que su eliminacion provoca la total
inactivacion de la enzima.

Figura 2. Ordenacién espacial del centro activo de las peroxidasas. El grupo hemo (en rojo) esta
coordinado por la histidina proximal, H170, y el sexto sitio de coordinacion esta vacante {(a). Estructura
tridimensional de la isoenzima C de la peroxidasa de rabano (HRPC); las regiones plegadas
helicoidaimente se muestran en purpura, y las laminas-B en amarillo (b). El grupo hemo se encuentra
entre los dominios distal (arriba) y proximal {abajo} de la enzima. Los dos sitios de unién al calcio se
muestran como esferas azules. (Vitale, 1999).
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En su estructura tridimensional tienen 10 hélices o y algunas laminas B. Ei grupo hemo
esta localizado en una cavidad entre dos hélices g antiparalelas. Hay residuos
conservados que tienen un papel importante, como la histidina distal y la arginina
adyacente; y la histidina proximal y el hidrégeno unido al acido aspartico.

En todas las peroxidasas de clase Il conocidas hasta el momento se encueniran dos
atomos estabilizadores de Ca2*. Ademas de tener estos efectos estabilizadores sobre la
estructura plegada, el Ca2" también es considerado un activador de las peroxidasas
vegetales de secrecién (Converso y Fernandez, 1996). Las cadenas a las que estan
unidos estan altamente conservadas (Welinder et af.,, 1992).

La glicosilacion de Ia enzima varia entre el 0 y el 25 %, siendo los principales azicares |a
N-acetilglucosamina, la manosa, la fucosa y la xilosa. La mayoria de los oligosacaridos
tienen un alto contenido en manosa (Gray ef af., 1996, Yang et al., 1996). La glicosilacién
ocurre en la supetficie de los giros que conectan las helices, de tal forma que el glicano se
presenta hacia el exterior de la molécula (Veitch, 2004). La glicosilacion es uno de los
factores principales que determinan la inusual estabilidad térmica de las peroxidasas
vegetales de secrecion (McEldoon y Dordrick, 1996) ya que la eliminacion de estos
oligosacaridos normalmente afecta la cinética de las peroxidasas, su estabilidad térmica,
su resistencia a las proteasas (por ejemplo tripsina), su estructura secundaria, y sus
propiedades inmunolégicas (Sanchez-Romero et al, 1904, Tams y Welinder, 1995;
Duarte-Vazquez ef al., 2003).

Ofros elementos estructurales importantes son los cuatro puentes disulfuro ligados a los
pares de residuos invariables de cisteiha y un puente salino importante para la union entre
los dominios N- y C- terminal, en los residuos invariables de Asp y Arg (Veitch, 2004).

3. 5. 2. Funciones

Las peroxidasas pueden considerarse como enzimas bifuncionales, ya que oxidan varios
sustratos en presencia de peroxido de hidrégeno, pero también producen especies
reactivas de oxigeno (ROS) debido a sus dos posibles ciclos cataliticos (peroxidativo y
oxidativo) (Passardi et al.,, 2005). Su implicacion en procesos fisiolégicos y de desarrollo

puede detectarse desde la germinacion hasta la senescencia. Participan en la
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germinacion (Bellani et al., 2002), crecimiento celular (Cosgrove 2001), metabolismo de
hormonas {(Grambow y Langenbeck-Schwich, 1983), defensa frente a patdégenos
(Kristensen et al.,1999), suberizacion (Bernards et al., 1999), polimerizacién de extensinas
(Brownleader ef af., 1995), dimerizacion de ferulatos (lkegawa et al., 1996), oxidacién de
fenoles (Lagrimini, 1991) y especialmente en la lignificacion.

3.5.3. Polimorfismo

La principal razén en la dificultad de asignar una funcion especifica a una peroxidasa en
particular ha sido la alta redundancia encontrada en los genes de las peroxidasas, el
amplio espectro de sustratos susceptibles de ser oxidados y las propiedades
inmunolégicas muy similares de las diferentes isoenzimas (Christensen et al., 1998)

Las peroxidasas vegetales de secrecién son un grupo de enzimas que muestran un alto
grado de polimorfismo, cuya extensién puede ser facimente estudiada mediante enfoque
isoeléctrico. De acuerdo con su punto isoeléctrico (pH), las isoenzimas de la peroxidasa
se clasifican en acidas (pl < 7.0), moderadamente basicas (7.0 > pl < 9.0) o fuertemente
basicas (pl > 9.0) (Ros Barceld, 1997 Ros Barceld y Pomar, 2001, Quiroga ef al., 2000).
Estos distintos grupos muestran una diferente localizacién subcelular pero una
especificidad de sustrato similar.

Las peroxidasas vegetales de clase Ili estan codificadas por una gran familia multigénica
(Hiraga et al., 2000) y ademas, estas enzimas muestran un alto grado de polimorfismo. En
la mayoria de los casos, el polimorfismo varia con el cultivar y con el 6rgano de la planta.
En las plantas superiores se han encontrado entre 8 y 15 familias de peroxidasas, algunas
de las cuales contienen dos o tres genes muy similares (Welinder, 1992). En rabano se
han secuenciado nueve genes distintos que comparten entre el 50-95 % de homoiogia.
Sin embargo, la resolucion de isoenzimas de Ia peroxidasa de rabano por
isoelectroenfoque revela la existencia de 42 isoenzimas (Hoyle, 1977). Esto indica que
mas de una de las posibles isoenzimas determinadas por isoelectroenfoque pueden
originarse a partir de un mismo gen, de modo que su origen debe radicar en los diferentes
patrones de glicosilacion resultantes de las modificaciones post-transcripcionales (Green y
Ofiver, 1991). Otra fuente de polimorfismo y heterogeneidad puede provenir de las

modificaciones covalentes o alteraciones conformacionales, incluyendo alteraciones
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alostéricas con componentes de bajo peso molecular, por ejemplo los fenoles presentes
en la célula vegetal (Ros Barcelé of al, 1987). Estas interacciones también pueden
modificar sus propiedades cataliticas (Ros Barcelé y Mufioz, 1989), ampliando asi su
papel metabdlico.

Desde la aparicion de las peroxidasas de clase I, justo después de la colonizacién del
medio terrestre, hasta las angiospermas, el numero de copias génicas se ha
incrementado mucho. Esto puede relacionarse con la adaptacién de las plantas a la vida
terrestre en la presencia de elevadas concentraciones de oxigeno. La evolucion de una
familia multigénica parece estar relacionada con el aumento de Ia complejidad de las
plantas y con la diversificacién de sus biotopos y patdégenos (Passardi et af., 2004). En
algunas plantas, una alta tasa de duplicacion ha llevado a grandes familias multigénicas,
como sugiere la presencia de 138 genes que codifican peroxidasas en Oryza saliva, o los
73 de Arabidopsis thaliana (Tognolli et af., 2002). Estos 73 genes de A. thaliana se han
usado para determinar relaciones filogenéticas entre las peroxidasas del reino vegetal
(Duroux y Welinder, 2003). Estos estudios parecen indicar que las peroxidasas de clase Ili
aparecieron con la colonizacion de la tierra por parte de ias plantas.

3. 5. 4. Localizacion tisular y subcelular

Probablemente, para compensar su amplia especificidad de sustrato, la peroxidasa es
una enzima que presenta una compartimentalizacion tisular muy especifica. Asi, la
peroxidasa esta localizada en los tejidos meristematicos {Crevecoeur of al., 1997), en las
celulas epidermicas (Goldberg et al., 1987) y vasculares (Czaninski y Catesson, 1969;
Ros Barcelo et al., 2002). En las células vasculares, Ia peroxidasa puede estar localizada
en el xilema (Ferrer y Ros Barceld, 1994) y, secundariamente, en las células del cambium
y del floema. En los frutos, la peroxidasa estd fundamentalmente localizada en las céiulas
epidermicas y del xilema (Calderén et al., 1993); y en las hojas, la peroxidasa también
esta compartimentalizada en las células del meséfilo (Sottomayor y Ros Barceld, 1997).

En todos estos tejidos, la peroxidasa se encuentra localizada tanto en las paredes
celulares como en [as vacuoclas. Sin embargo, en las células meristematicas (Crevecoeur

et al, 1997), cambiales (Ros Barceld ef al, 1991) y del meséfilo (Sottomayor y Ros
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Barceld, 1997), las peroxidasas estan principalmente localizadas en la vacuola, bien en
forma soluble (Crevecoeur ef al., 1997) o bien firmemente ligadas a la cara interna del
tonoplasto (Ros Barceld et al., 1991, Sottomayor y Ros Barcel6, 1997). Esta situacién es
ligeramente diferente en las células epidérmicas y del xilema, donde la peroxidasa esta
locafizada principalmente en las paredes celulares, tanto en las paredes celulares
primarias (Goldberg et al., 1987), fundamentalmente a nivel de las esquinas celulares y la
lamina media, como en los engrosamientos secundarios (Ros Barcel6 1995, Ros Barcelé
et al., 2002); siendo las pectinas uno de los factores que contribuyen a la distribucién
especifica de las diferentes isoenzimas de la peroxidasa en los diferentes dominios de la
pared celular (Ros Barcelé et al., 1988). Estas particularidades también conciernen a la
compartimentalizacién de las isoenzimas de |a peroxidasa. De hecho, cabe resaltar que,
mientras que el espectro completo de peroxidasas (4cidas y basicas) se localiza en las
paredes celulares, en las vacuolas sélo hay peroxidasas fuertemente bésicas (Pedrefio ef
al., 1993). Esto indica que en la biosintesis y recambio de los metabolitos secundarios
como los fenoles y los alcaloides, que se compartimentalizan principalmente en Ia
vacuola, estan implicadas s6lo las peroxidasas bésicas (Pedrefio et al., 1993, Ros Barcel6
et al., 1997), mientras que en la biosintesis de las ligninas y los entrecruzamientos de la
extensina y de los grupos feruloilo de las pectinas (reacciones que tienen lugar en las
paredes de la célula vegetal) estan implicadas los dos tipos de peroxidasas.

3. 5. 5. Papel fisioldgico en la lignificacion

Aunque en un principio puede considerarse que las peroxidasas son las candidatas mas
adecuadas para realizar el proceso de polimerizacion de los alcoholes cinamilicos,
diversos estudios realizados con plantas transgénicas de tabaco muestran que una
reduccién significativa en la expresion de una isoenzima acida de Ia peroxidasa no viene
acompafiada de una reduccién de la lignificacién (Lagrimini ef al., 1997), y arrojan ciertas
dudas sobre la participacién exclusiva de las peroxidasas acidas en este proceso.

Otro aspecto que deberian cumplir las enzimas que participasen en la polimerizacion de
los alcoholes cinamilicos es la de presentar una correlacidn cuantitativa con la
lignificacion. En el caso de las peroxidasas, esta correlacién ha sido frecuentemente
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descrita en el endocarpo de melocoton (Abeles y Biles, 1991), en fibras de lino
(McDougall, 1992), en alamo (Baier ef al., 1993), en agujas de picea noruega (Polle at al.,
1994} y en células en suspension de Zinnia durante la diferenciacidn en traqueidas (Sato
et al,, 1995). Sin embargo, en ninguno de los casos anteriormente citados ha sido una
sola peroxidasa, ya sea basica o acida, la Gnica implicada en esas correlaciones. De
todos estos estudios se desprende la conclusién de que mas de una isoenzima parece
estar implicada en la polimerizacion de los alcoholes cinamilicos.

Estos estudios podrian explicar por qué la reduccién en la expresion de una isoenzima de
peroxidasa individual no estd acompafiada por una reduccién en la lignificacion de la
pared celular,

Este hecho, mas que una desventaja, podria ser una ventaja ya que la aparente
redundancia en la funcion biolégica mostrada por las isoenzimas de Ia peroxidasa podria
ser la causa de la heterogeneidad mostrada por las ligninas dentro de las diferentes areas
de la pared celular (Ros Barcelo, 1997).

Las distintas isoenzimas de la peroxidasa pueden mostrar una cierta especificidad de
sustrato y fuertes diferencias en su reactividad con los alcoholes cinamilicos. Cuando se
estudian las afinidades de varias peroxidasas basicas aisladas de tejidos lignificantes por
los alcoholes cinamilicos, se observan valores de kM del orden de 10-400 pM (Takaharma
1993; Ros Barceld, 1998). Estos valores de kM, mostrados por las peroxidasas, son
menores que los mostrados por las lacasas vegetales (12 mM) (Bao et al., 1993), y se
encuentran dentro del orden (5-500 uM) de los valores de afinidad mostrados por las
enzimas precedentes en la ruta biosintética (Grisebach, 1981). En este punto, no se debe
olvidar que los valores de kM de las peroxidasas con respecto al alcohol coniferilico
presentan una cierta dependencia de la concentracion de H.O,, siendo proporcionalmente
menor al descender la concentracién de H,0, (Ros Barceld, 1998). De hecho, los valores
de kM mostrados para el H;O, por muchas peroxidasas, cuando se usan concentraciones
de alcohol coniferilico entre 30 y 160 uM (Takahama, 1993; Ros Barceld, 1998), sugieren
que dichas enzimas se encuentran muy bien adaptadas a trabajar en presencia de bajas
concentraciones de H;0,.
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Debido a la necesidad que tienen las peroxidasas del H,O, para su actuacion, es lagico
pensar que para que las peroxidasas tuvieran un papel activo en la lignificacion de la
pared celular, no sélo es indispensable que éstas se encuentren localizadas en las
mismas areas de la pared celular que lignifica, sino que también es necesario que, en
ellas, las peroxidasas permanezcan activas. Por ello, es conveniente, aunque no
indispensable (Ferrer et al., 1990), que dichas areas de la pared celular muestren una
produccion de H,O, con el fin de favorecer la actividad de las peroxidasas. En este
sentido, se ha de mencionar el trabajo de Nose et al., (1995), donde se ha descrito que
agentes secuestradores del H,O, inhiben la lignificacién de suspensiones celulares de
Pinus taeda, datos que refuerzan la idea de que la sintesis de ligninas es totalmente
dependiente de la produccién de H,O,, pudiendo tener éste, en cierta medida, un papel
regulador. El mayor dilema que persiste hoy dia se refiere al mecanismo a través del cual
s& genera el H,O; necesario para activar a las peroxidasas durante la oxidacién de los
alcoholes cinamilicos. Diferentes estudios parecen apuntar la idea de que dicho sistema
generador de H;O, estaria localizado a nivel de la membrana plasmatica e implicaria a
una NAD(P)H oxidasa que usaria NADPH citoplasmatico (Ros Barceld, 1998; Ogawa ef
al., 1997},

3. 6. Fenilalanina amonio-liasa (EC4.3.1.5 PAL) y Fenoles

Una enzima que por lo regular exhibe una mayor actividad o una nueva sintesis, mucho
mayor en los tejidos enfermos es la fenilalanina amonio-liasa (PAL), que es una enzima
clave en la produccion de la mélécula basica que se utiliza para la biosintesis de ia
mayoria de los compuestos fendlicos, entre ellos las fitoalexinas y la lignina (Goodman, ef
al., 1986). Way ef al., (2002) al trabajar con tabaco transgénico encontraron que la
fenilalanina amonio- liasa tiene un importante papel en la resitencia de las plantas. Esta
enzima cataliza la conversion de L- fenilalanina-amonio-liasa a acido trans-cinamico que
es el primer paso de la ruta de fenilpropanoide, que provee los precursores de los
pigmentos flavonoides, lignina, los protectores UV, y las fitoalexinas furanocoumarinas
(Lewis y Yamamoto, 1990). El metabolismo fenifpropanoide, se activa en respuesta a una
amplia gama de desarrollo y las sefiales ambientales, y por lo tanto, los fenilpropanoides
sintetizan durante el proceso normal de desarrollo y bajo condiciones de estrés como
irradiacion UV, dafio mecénico o ataque del patogeno (Lawton y Lamb, 1987; Dixon y

Lamb, 1990). Se sabe también que los fenilpropanoides pueden actuar como sefiales
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molecuiares en procesos de reconocimiento entre Agrobacterium y Rhizobium y sus
plantas hospederas (Lynn y Chang, 1990). La fluctuacion en la actividad PAL se ha
demostrado por ser un elemento clave que controla la sintesis de fenilpropanoides ¥
aumenta la cantidad de ARNm en base al incremento de la actividad PAL (Edwards et al,,
1985; Fritzemeier et al., 1987; Lawton y Lamb, 1987).

Las plantas leguminosas responden a la infeccién 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 L-fenilalanina-amonio-
liasa. La PAL cataliza el primer paso encaminade a la biosintesis de esos compuestos
relacionados con la defensa con fenilpropanoides y la conversion de fenilalanina-amonio-
liasa en &cido trans-cinamico. La respuesta de defensa de fitoalexinas implica la
activacion rapida de genes de franscripcion que codifican un nimero de enzima para
sintetizar fitoalexinas incluyendo la PAL (Manibhushanrao ef al., 1988). 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 la sintesis de varios tipos de
fenoles incluyendo los flavonoides, isofiavonoides y acidos hidroxindmicos
(Manibhushanrao et al., 1988).

En células de pino, la induccion de la actividad PAL ocurre simultaneamente con el
incremento de las actividades de enzimas especificas de lignina, seguido por la
disposicién de la lignina en las paredes de la célula (Campbell y Ellis, 1992). La actividad
PAL y de otras enzimas de la ruta fenilpropanoide también se estimuia altamente en
tabaco (Nicotiana tabacum L.) en hojas hipersensibles al virus del mosaico del tabaco
(VMT). La activacién del metabolismo fenilpropanoide da lugar a la deposicién de
polimeros fendlicos acumulando nuevas barreras mecanicas contra la invasion del
patégeno (Favali ef al., 1978). Entre las enzimas del tabaco implicadas en el metabolismo
fenilpropanoide, esta la OMTs (O-metiltransferasa) de la clase | y Il y la-alcohol cinnamil
deshidrogenasa. Duroux y Welinder (2003) mencionan que el aumento en la respuesta de
defensa abarca la acumulacion de cinco genes de defensa relacionados (B-1-3-Glucanasa
B2 y A1, Quitinasa B3 y A2, y Fenilalanina amonio-liasa) y la elicitacién temprana en el
~aumento del peréxido de hidrégeno. En cebada, el RNAmM de la PAL indicaron que el nivel
del mensaje comenz6 a aumentar en 0.5 h después de la inoculacion con Erysiphe
graminis f.sp. hordei y Erysiphe pisi (Shiraishi ef al., 1995).
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3.7. Superoxido Dismutasa (.15.1.1, SOD)

La enzima antioxidante superoxido dismutasa (SOD,) constituye una de las defensas
primarias de las células frente al estrés oxidativo. La familia de las SODs ests compuesta
por metaloproteinas que catalizan la reaccion de dismutacion del radical superoxido a O,y
H:O,. Existen tres tipos de SODs segtn el cofactor metalico en el sitio activo; MnSOD,
FeSOD y CuZnSOD. Estas tres SODs presentan diferentes propiedades moleculares,
incluyendo diferente sensibilidad a inhibidores, y se encuentran localizadas en distintos
compartimentos subcelulares. Asi, las MnSODs (resistentes a KCN ¥ H>Q,) se encuentran
en la matriz mitocondrial, peroxisomas y bacteroides; las CuZnSODs (sensibles a KCN y
H-0;) se localizan principalmente en el citosol y cloroplastos; y las FeSODs (resistentes a
KCN y sensibles a H,0O,) se han detectado en el estroma cloroplastico (Bowler et al.,
1994).

Numerosos estudios demuestran que el estrés ambiental tiene un importante efecto sobre
la expresion y actividad SOD en plantas (Bowler of al., 1994). Condiciones adversas como
la sequia, bajas temperaturas, anoxia y ataque por patégenos se han correlacionado con
la actividad SOD (Monk et af., 1989). También se ha observado aumentos en la actividad
en respuesta al ozono, sin embargo se conoce muy poco sobre los mecanismos que
controlan la expresion de la SOD en respuesta a factores ambientales.

Uno de los sistemas mas adecuados para estudiar la respuesta diferencial de las
isoenzimas SOD al estrés, es |a familia de genes sod de maiz (Scandalios, 1997). Este
sistema esta constituido por al menos nueve isoenzimas diferenciables bioquimica y
genéticamente. Por ejemplo, el fratamiento con etileno, una hormona cuya sintesis
aumenta durante el estrés oxidativo, causa un incremento del mRNA ¥ la proteina de la
isoenzima Sod4 (citosdlico), pero no afecta las isoenzimas Sod1 (cloroplastica), Sod2
(citosdlica) y Sod3 (mitocondrial). Asi mismo, se han observado respuestas distintas de
las isoenzimas SOD tras el tratamiento de las plantas de maiz con H->O;, acido abscisico y
acido salicilico. Estos datos sugieren que la percepcion del estrés y la subsiguiente
respuesta protectora de la SOD frente al dafio oxidativo dependen del organulo celular
primariamente afectado. Estudios similares en Nicotiana plumbaginifolia utilizando sondas
de cDNA de CuZnSOD (citosolica), FeSODs (cloroplastica) y MnSOD (mitocondrial) han
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demostrado que el MRNA de la FeSODs aumenta cuando el estrés oxidativo implica mas
directamente a los cloroplastos, mientras que la MnSOD responde a un estrés localizado
principaimente en las mitocondrias (Tams ef al., 1995).

3.8. Defensa debida a la resistencia Sistémica Adquirida

En las plantas, la resistencia inducida es el tipo de resistencia que aparece después de
que las plantas han sido preinoculadas con varios agentes bidticos o previamente tratados
con varios agentes quimicos o fisicos. La resistencia inducida es no especifica debido a
que, sin importar el tipo de agente o patégeno utilizado como inductor, el nivel de
resistencia en la planta aumenta ante varios patégenos.

Esta induccién de resistencia a la enfermedad ha sido conocida por muchos afios bajo
diversos nombres tales como inmunidad fisiolégica adquirida o resistencia sistémica
inducida; actualmente se le conoce como Resistencia Sistemica Adquirida. La perspectiva
€s que la RSA es un componente integrado por un gran repertorio de resistencia a
enfermedades de plantas (Ryals et al., 1994).

Por ejemplo, la infeccion que causa el virus del mosaico del tabaco en plantas de tabaco
hipersensibles induce una resistencia sistémica ante este virus, asi como ante otros virus,
oomicetos (Phytophtora), bacterias (Pseudomonas tabaci) y afidos.

En los dltimos 30 afios, la RSA se ha demostrado en muchas especies de plantas y el
espectro de resistencia se ha ensanchado para incluir no solamente virus y bacterias, sino
también muchos hongos fitopatégenos de importancia agronomica (Kozela, 2003).

Ryals ef al., (1994) proponen un modelo de trabajo actual de la resistencia. Este modelo
no es del todo completo pero sirve como base en el cual se pueden construir y probar
hipétesis. De acuerdo a este modelo la RSA se puede dividir dos fases, iniciacion y
mantenimiento. La fase de iniciacion puede ser transitoria e incluye a todos los
acontecimientos que conducen al establecimiento de la resistencia.

El primer paso en el desarrollo del RSA es el reconocimiento de |a infeccién del patégeno
por la planta. Una vez que la planta reaccione al patégeno, se mandan las sefiales que
accionan resistencia en lugares adyacentes asi como tejidos distantes. Algo importante,
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no todas las interacciones planta-patégeno conducen a la induccién de RSA. Las
interacciones compatibles pueden conducir a la induccién del RSA; asi el patégeno
necesita inducir una reaccion de resistencia gen por gen (Kosela, 2003).

El periodo de mantenimiento describe la resistencia del constante estado de los
resultados de la iniciacién. Estos términos sirven simplemente como definiciones
operacionales y no significa que los procesos sean distintos (Ryals, ef al., 1994).

Claramente se puede decir que la RSA es un componente importante de la resistencia a
enfermedades que contribuye significativamente en la salud de |a planta. Entender las
bases bioquimicas y moleculares de la RSA puede conducir al desarrollo de fungicidas
que actlien estimulando mecanismos naturales se resistencia a enfermedad y variedades
mejoradas de cultivos (Ryals, et af., 1994).

3.9. Modo de Accién de los Fungicidas empleados.

Los fungicidas constituyen el grupo mas numeroso y utilizado de productos quimicos para
el combate de enfermedades. De acuerdo a su movilidad en Ia planta, los fungicidas
pueden ser de contacto (o residuales) o sistémicos. Los productos de contacto no
penetran en la planta, sino gue forman una capa protectora que impide la infeccién, ya
sea matando al hongo o interfiriendo con los mecanismos de penetracion. Debido a que
permanecen sobre la superficie de la planta, estos productos deben ser un poco solubles
en agua, para que no sean lavados por la liuvia, pero lo suficientemente solubles para ser
absorbidos por las esporas, tubos germinativos o hifas. Deben poder resistir por varios
dias el efecto de la luz, el aire y las sustancias de la planta y el lavado por la lluvia, de
estas propiedades depende el poder residual del fungicida.

Los productos sistémicos penetran en la planta Y 8& mueven en ella en grado diverso.
Algunos solamente penetran la ldmina foliar pero no se trasladan a otros sitios. Este tipo
de movimiento se llama traslaminar. Otros pueden movilizarse a grandes distancias del
punto de aplicacion. Con la excepcion del Fosetil-aluminio, que se mueve tanto en el
floema como en el xilema (ambimévil), la mayoria de los fungicidas sistémicos se mueven
exclusivamente en el xilema (movimiento acropeta). El transporte via xilema esta
determinado por la gradiente de potencial hidrico entre el suelo y el aire, y éste a su vez
depende de factores tales como la humedad relativa, la temperatura, la luz y la capacidad

de transpiracidn de los tejidos. ElI movimiento via floema, depende del estado de
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crecimiento de la planta. Debido a que penetran en la pianta, los productos sistémicos
deben de ser altamente selectivos para evitar efectos fitotoxicos, esta alta selectividad, se
basa en mecanismos de accion bioquimica muy especificos. En general los productos
sistémicos son mas caros que los de contacto, pero este hecho a menudo se compensan
porque se usan en dosis mas bajas y a intervalos menos frecuentes, ya que no son
faciimente lavados, se movilizan hacia partes de la planta que van quedando
desprotegidas con el crecimiento y muchos de ellos fienen efecto curativo. Por esta razon,
el costo por area y por afio a menudo es mejor con fungicidas sistémicos que con
fungicidas de contacto.

De acuerdo con el momento de actividad en relacidn con el proceso de infeccién, los
fungicidas pueden ser protectores, si su actividad se da antes de gque el tejido sea
invadido por el patégeno o terapéuticos o curativos, si actuan después de la invasién del
tejido. Existen unos pocos fungicidas que si bien no eliminan el patégeno presente dentro
del tejido, si destruyen las estructuras presentes en la superficie de la planta. Los
fungicidas de este tipo, se denominan erradicantes. Estos tipos de actividad no son
mutuamente excluyentes; un mismo fungicida puede actuar de forma protectora o
terapeutica. Para que un fungicida tenga actividad terapeutica necesariamente debe de
ser sistémico. De ahi que en lenguaje usual, el término sistémico y curativo se usen como
sindnimos, aunque se refieren a fendmenos diferentes. De igual manera, dado que la gran
mayoria de los fungicidas de contacto actia en forma protectora (algunos son
erradicantes), los términos fungicida de contacto y fungicida protector se usan
comunmente como sinénimos, aunque los conceptos a que se refiere son diferentes, la
figura ndmero 3, ilustra estas diferencias de concepto. La actividad curativa de un
fungicida sobre una determinada enfermedad normalmente se da en los primeros estadios
después de la infeccién. Después de cierto tiempo, a partir de la invacién de los tejidos, Ia
aplicacidén de un fungicida, no logra detener en forma eficaz el avance del patégeno. El
tiempo maximo entre la infeccion y la aplicacion exitosa del fungicida no logra detener en
forma eficaz el avance del patégeno. El tiempo méximo entre la infeccién y la aplicacion
exitosa del fungicida, se denomina periodo de actividad retroactiva o periodo de actividad
posinfeccion. Este periodo varia con el fungicida, con la combinacion patdégeno-
hospedante y con las condiciones que influyan sobre la absorcién y el movimiento del
fungicida.
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MOVILIDAD

MOMENTO DE ACTIVIDAD

Fungicida de contacto

Fungicida sistémico

Actividad Protectora

-»Actividad Curativa

Fig. 3 Relacién entre la movilidad en la planta de un fungicida y su momento de actividad en relacion
con el momento de invasién en los tejidos de la planta por parte del patégeno.

Los fungicidas pueden ser clasificados de acuerdo con su sitio de actividad bioquimica. El
sitio de actividad bioquimica se refiere al punto del metabolismo del patégeno en el cual
actua el fungicida. El modo de accién se refiere al proceso general afectado (Cuadro 1), y
el mecanismo de accién a la forma especifica, a nivel bioquimico, en que ese proceso
general es afectado. De esta manera, los fungicidas se pueden clasificar tan
especificamente como se quisiera, pero sobresalen por sus mecanismos tres grupos
generales: a} inhibidores especificos, los cuales actGan en un solo o pocos puntos del
metabolismo del patégeno, b) Inhibidores multisitio, los cuales actian en muchos puntos
del metabolismo y ¢) Productos que interfieren en la patogénesis, los cuales no son
toxicos al patégeno pero interfieren con sus mecanismos de patogénesis, o mejoran la
resistencia del hospedante.

Cuadro 1A. Modos de Accion de los Fungicidas

Proceso Afectado Grupo de Fungicidas
Respiracion y otros procesos enzimaticos generales | Ditiocarbamatos
Clorotalonil
ftalimidas
Respiracion (pasos metabolicos especificos) Dicarboximidas
Oxatiinas
B- metoxiacrilatos
Sintesis Proteica (Sintesis de ARN) fenilamidas
Metabolismo de aminoacidos Fosetil-Aluminio
Divisién celular (formacion del huso acromatico) Benzimidazoles
Formacién de la pared celular Dimethomorph
Organofosforados
Sintesis de ergosterol Piperazinas, piridinas, pirimidinas, imidazoles,
desmetilacion triazoles, morfinas,
Penetracion del Hospedante Triciclazol
Melanizacién Crgancfosforados
Produccion de cutinasa
Activacién de mecanismos de defensa Fosetil-Aluminio

3.9.1. Inhibidores de la Respiracion

Estos son fungicidas de amplio espectro que inhiben selectiva y especificamente la
respiracion de los hongos sin causar toxicidad en Ia planta. Muestran actividad sobre
deiferentes especies de ascomicetes, basidiomicetes, deuteromicetes y oomicetes. El
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principal grupo dentro de los inhibidores de ia respiracién es sl de los fungicidas analogos
de la estrobirulina, llamados también B-metoxiacrilatos. La estrobiruling es un fungicida
natural derivado del basidiomicete Strobilurus tenacellus varios fungicidas con estructuras
quimicas similares y con idéntico mecanismo de accién han sido sintetizados, entre ellos
la axosistrobina y el pyraclostrobin, el Boscalid es derivado de |a familia de las anilidas,
otro compuesto quimico que inhibe la respiracion.

3.9.2. Fungicidas para Oomicetes
Existen varios tipos de fungicidas desarrollados especificamente contra el combate de

oomicetes, el mayor grupo de fungicidas para comicetes io constituyen las fenilamidas,
las cuales son altamente eficaces e incluyen, entre otros al metalaxil, benalaxil, y oxadixil.
Estos fungicidas se formulan tanto para uso en follaje como para la aplicacion en suelo.

El Foseti-Aluminio, es el tnico fungicida ambimévil. Aplicado al follaje es transportado via
floema a las raices. Su principal uso es para los comicetes que atacan la raiz donde es
altamente eficaz, aunque también ataca algunos comicetes del follaje, en general es
menhos eficaz que las fenilamidas en este aspecto. La actividad es ejercida por su
metabolito, el acido fosforoso. La actividad primaria es una toxicidad directa sobre el
oomicete, la cual lleva a inhibicién del crecimiento. Esto a su vez permite que los
mecanismos de defensa de la planta susceptible sean activados, considerandose esto
como un mecanismo secundario de actividad,
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacién del experimento

La presente investigacion se llevé a cabo durante el verano de 2007 en los campos
experimentales del PICTIPAPA (Programa Internacional Cooperativo del Tizén Tardic de
la Papa) en ICAMEX, Metepec Estado de México y en el Laboratorio de Usos Multiples
del Departamento de Fitotecnia en la Universidad Auténoma Chapingo, ubicada en
Chapingo, Estado de México.

4.2. Material Vegetal
Variedad comercial Alpha que presenta susceptibilidad y mediana resistencia al ataque de
Phytophthora infestans.

4.3. Disefio experimental y tratamientos

La distribucién de los tratamientos en el campo consistié en unidades experimentales de
un surco de 5 metros de largo con 15 plantas cada uno Yy cuatro repeticiones, con el fin de
facilitar la aplicacién de los productos, y de disminuir las probabilidades de dispersion, los
tratamientos se distribuyeron de acuerdo al diagrama mostrado en la figura 4 y se
observaron en campo de acuerdo a la figura 5 y 6 (Apendice 3) , en donde las
repeticiones | y Il fueron las primeras 15 plantas de cada surco, y las Il y IV las otras 15
(individuos del 16 al 30). Los testigos, tratamientos 5 y 10, fueron plantas que no
recibieron aplicacion de los productos. El analisis de varianza se hizo asumiendo una
distribucién al azar.

28



Los diferentes tratamientos quimicos previos a la siembra, son los siguientes fungicidas:

RS

AMISTAR @ | Azoxystrobin 50%

1 | 5l
2 AMISTAR® Azoxystrobin 50% Bgil,
3 CABRIO-C® | Boscalid + pyraclostrobin {12,591
4 CABRIO-C® Baoscalid + pyraclostrobin 125 g/L
5 CABRIO 20 EG ® | pyraclostrobin | 1miL
6 CABRIC20EG ® piraclostrobin 1 miL
7 ALIETTE® | Fosetil - Al 6 giL
8 ALIETTE® Fosetil - Al 6 gl
9 TESTIGO |
10 TESTIGO
11 SIN SEMBRAR | ,
12 SIN SEMBRAR
13 AMISTAR® | Azoxystrobin 50% !5 gL
14 AMISTAR® Azoxystrobin 50% 5 gl
15 CABRIO-C® E Boscalid + pyraclostrobin 1125 gil
16 CABRIO-C® Boscalid + pyraclostrobin 12,5 g/L.
17 CABRIO 20 EG ® | pyraclostrobin L1 miL
18 CABRIO20EG ® pyraclostrobin 1 mifL
19 ALIETTE® | Fosetil - Al L6 glL
20 ALIETTE® Fosetil - Al 6 giL
21 TESTIGO F |
22 TESTIGO

Alos 30 dias después de la siembra, a las plantas de los surcos 1 a 10, se les hizo una
aspersion al follaje con el mismo producto y dosis 30 dias después de la siembra.

A partir de las 5§ semanas después de la siembra, se realizaron lecturas semanales de
tizén deacuerdo a la escala de Henfling (1987) (Apendice 4). Se realizaron muestreos de
foliolos al azar, tomando 20 g de la planta en total de cada tratamiento y se llevaron al
laboratorio para su analisis, manteniéndolos a una temperatura aproximada de 4°C. Este
procedimiento se repitid de la semana 5a a la 10 semana, siendo un total de cinco
muestreos tomando. Las variables evaluadas fueron porcentaje de infeccion de la
enfermedad (tizon tardio, infeccién natural), actividad enzimatica de Fenoles, Peroxidasa
(EC.1.11.1.7, POX), Fenilalanina amonio-liasa (EC4.3.1.5 PAL) y Superbxido dismutasa
(1.15.1.1. SOD).
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REPETICIONES I, IV

REPETICIONES |, II

SURCO

la

Fa

icacion a

1a. Apl

SeaE

.
I‘
[}

30d

F

Icacion

2a. Apl

11

14
16
16

Una sola

la

jcacion a
Siembra.

apl

17
18
19

20

21

22

TRAT.

/

9

10

30

Fig. 4. Disefio Experimental y Tratamientos



4.4. Lahoratorio

Las determinaciones realizadas en el laboratorio se hicieron utilizando polvo de acetona el
cual se obtuvo a partir de 20 g de hojas + 50 ml de acetona 100% (4°C) molidas en
licuadora y filtradas al vacio descartandose la acetona. Este proceso se repitié dos veces
mas con el tejido, y se dejo secar a temperatura de laboratorio (18°C) y se almacend a -
4°C hasta el ensayo de las enzimas fenoles (FEN), peroxidasas (POX), fenilalanina
amonioliasa (PAL) y stper oxido dismutasas (SOD) (Cormnide ef al., 1994, Alia-Tejacal ef
al., 2002, Martinez-Tellez y Lafuente, 1997; Lozoya ef al., 2008).

4.4.1. Fenoles
Se usaron 0.03 ml del sobrenadante + 16.97 ml de agua desionizada + 1ml de Folin-

Ciocalteu + 2 ml de carbonato de sodio 20%. Se agitd y dejo reposar 2 h en la oscuridad
para posteriormente leer la absorbancia a 760nm en un espectrofotémetro Spectronic 21D
(Milton Roy). La cuantificacién se realizé mediante una curva patrén de acido tanico y la
concentracion de fenoles totales se registré como mg g”'p.f.

4.4.2. Peroxidasa (EC.1.11.1.7, POX)

La actividad de POX se determiné mediante la metodologia descrita pos Alia-Tejacal et
al.(2002). La enzima se extrajo a partir de 0.1 g de polvo de acetona con 5ml de Tris-HCI
frio (pH 7.1) conteniendo 1% de polivinilpirrolidona. Se mezclaron en un homogeneizador
de tejidos durante 50 segundos, posteriormente la mezcla se centrifugo por 20 min a
12,500 rpm a 4°C. El sobrenadante se utilizé para el ensayo de acuerdo con Flurkey y Jen
(1978), con las siguientes modificaciones: la mezcla del 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
peréxido de hidrégeno 0.25% y 0.05 ml del sobrenadante. Se evalué el cambio de
absorbancia a los 30, 680, 120 y 180 segundos a 470 nm. La actividad enzimatica se
reporta como U ¢”'p. f. donde U= Unidad de actividad enzimatica y una unidad es igual a
la formacion de 1 mmol min™' de tetraguayacol.

4.4.3. Fenilalanina amonio-liasa (EC4.3.1.5 PAL)

La PAL se extrajo por el método descrito por Martinez-Tellez y Lafuente, 1997. A partir de
0.1g de polvo de acetona con 5 ml de Borato de Sodio 0.1 M (pH 8.8) frio + 20 mM B-
mercaptoetanol, mezclandose en el homogenizador de tejidos durante 50 segundos. A
continuacién se agitdé la mezcla durante 20 min en bafio con hielo (4°C), posteriormente

se filtré usando embudo de plastico y malla de tela, enseguida se centrifugo a 12,500 rpm
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a 4°C durante 20 minutos. Se extrajo el sobrenadante, la enzima se precipitd agregando
0.46 g de sulfato de amonio por cada mililitro del sobrenadante y se agit6 durante 30
minutos a 4°C. Se centrifugo nuevamente por 20 minutos a 12,500 rpm a 4°C. Se utilizd el
precipitado y se elimino el sobrenadante. El precipitado se redisolvié agregando 5 ml de
borato de sodio 0.1 M (pH 8.8), siendo este el extracto final el que se usé para el ensayo.
El ensayo enzimatico se realizo de acuerdo con Arz y Grambow (1995). La mezcla para el
ensayo consistic de 1.8 ml de Borato de Sodio 0.1M (pH 8.8), 0.9 ml del extracto final,
preincubado a 40°C por 5 min. Posteriormente se agregaron 0.3ml de L-fenilalanina 100
mM y se midié la absorbancia a 290 nm. Simultaneamente se llevé a cabo el ensayo de
una repeticion de la muestra con 2.1 ml de Borato de sodio 0.1 M (pH 8.8) y 0.9 ml del
extracto final. Se evalué el cambio de absorbancia en 2h a 290nm a luz ultravioleta,
manteniendo la muestra a bafio maria a 40°C. La actividad enzimatica se reporta como U
g 'p.f.donde U=A (absorbancia) a 290 nm/h.

4.4.4. Superoxido dismutasa {(1.15.1.1. SOD)

El método utilizado fue el descrito por Beyer y Fridovich (1978). A partir de .1gr de polvo
de acetona en tubos de fondo plano, se agregaron 5ml de solucion buffer fosfato .01 M pH
7.8 la cual debe estuvo en todo momento fria, se homogenizo ihmediatamente, luego los
tubos se colocaron en hiélo al homogeneizar, se decantaron en tubos para centrifuga y se
centrifugaron a 16500 rpm por 20 minutos a 4° centigrados, finalmente se sacaron las
muestras y se colocaron a temperatura ambiente. En ausencia de luz se tomaron 3ml de
solucion buffer EDTA-metionina, NBT vy triton, se colocaron en tubo de ensayo de rosca.
Se agregaron .5ml de sobrenadante, se agitd, se adicioné rivoflavina, se volvié a agitar, se
ilumino por 7 minutos con lampara de luz fluorecente y se leyeron en el espectrofotémetro
a 560 nm |uz visible intensidad media.

El analisis de los resultados obtenidos se realiz6 mediante los programas SAS (Statistical
Analysis System) y Excel. Se aplicaron analisis de comparaciones de medias y
correfaciones.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Porcentaje de Infeccién

A pesar que los productos no son especificos contra el tizén (excepto Fosetil-Aluminio;
Aliette ®), se observé disminucién en la infeccién cuando se aplicaron a la semilla y al
follaje alcanzando en la quinta semana semana porcentajes de infeccién para
Azoxystrobin (Amistar®) de 76%, Boscalid + Pyraclostrobin (Cabrio-C ®) de 58%,
Pyraclostrobin (CABRIO 20 EG ®) de 73% y de Fosetil- Aluminio (Aliette ®) de 70%
(fig. 5, Apendice 4). Destaca un ligero efecto residual de los tratamientos cuando solo se
hicieron en ‘la siembra con porcentajes de infeccién para Azoxystrobin {Amistar®) de
94.5%, Boscalid + Pyraciostrobin (Cabrio-C ®) de 94.3%, Pyraclostrobin (CABRIO 20 EG
®) y Fosetil- Aluminio (Aliette ®) de 96.7% al compararlos con el testigo sin proteccion
(100%), aunque finalmente las plantas sucumbieron a las enfermedades igual que el
testigo (fig. 7, Apendice 4). Cabe sefialar que durante el desarrollo del cultivo se
presentaron condiciones climaticas adecuadas para el desarrollo del patégeno (humedad
relativa de 75-95% y una temperatura alrededor de los 15°C, Apéndice 2).

5.2.1. Analisis Estadistico

Con respecto a las medias y el porcentaje de infeccion para los tratamientos al follaje y a
la semilla, los tratamientos con CABRIO 20 EG ®, Aliette y Amistar (Cuadro 2) resultaron
estadisticamente iguales (Tukey, P<0.05), mientras que el testigo (Cuadro 2) y el
tratamiento con el fungicida Cabrio-C (Cuadro 2, Apendice 5) resultaron significativamente
diferentes, con una R*>=0.973686.

Para los tratamientos aplicados Unicamente a la semilla, los datos qué corresponden a los
tratamientos con Aniistar, Cabrio-C, Aliette y CABRIO 20 EG ®, resultaron
estadisticamente iguales (Tukey, Ps0.05), mientras que el testigo (cuadro 2) resulto
significativamente diferente, con una R?*=0.986014.

5.3. Observaciones en Campo

Las diferencias en los porcentajes que representan el avance de la infecciéon por
Phytophthora infestans que se mostraron semana a semana durante la duracién del
experimento en el verano del 2007, si corresponde con la epidemiologia de este
microorganismo y las condiciones climaticas presentadas en ese momento. La variedad
medianamente susceptible Alpha, con fungicida en follaje y semilla, presenté valores altos
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de infeccion terminando en la semana 5 entre 58% (para el fungicida Cabrio-C ®) y 76%
(para el fungicida Amistar ®) de follaje dafado respectivamente, situacién que coincide
con los datos reportados por Lozoya y Hernandez (2001) quienes reportan valores del 10
al 80% de infeccién en el primer y sexto muestreo, debido a la severidad de incidencia del

tizén tardio.

A EN SIEMBRA Y FOLLAIE
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Fig. 5. Infeccién foliar por efecto de la aplicacion de fungicidas sistémicos no especificos contra las
enfermedades presentadas. A, aspersion de la semilla al momento de la siembra y al follaje 30 dias. B,
solo tratamiento a 1a semilla durante la siembra. '
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5.4. Fenoles Totales

Se registré un aumento en el contenido de fenoles totales de acuerdo al aumento del
porcentaje de infeccion en todos los tratamientos (Fig. 6 A y B). De acuerdo con Agrios
(2001), los fenoles son de gran importancia y algunos se pueden acumular como
fitoalexinas como resultado del atague de microorganismos confribuyendo a la resistencia
de enfermedades. Muchos fenoles y la oxidacion de sus productos como las quinonas son
altamente toxicos al patégeno (Vidhyasekaran, 1988).

En los tratamientos con fungicida en semilla y follaje, los valores no representan diferencia
significativa (prueba Tukey, P<0.05), aunque el minimo valor se registra para el
tratamiento con Azoxystrobin (Amistar ® ) de 1.03624246 mg g~ de p. f. (p.f) y el maximo
para el tratamiento Boscalid + Pyraclostrobin (Cabrio-C ®) con 2.85717327 mg g™ de p. f.
(p.f) (Cuadro 2, Apendice 5).

En el tratamiento con Azoxystrobin (Amistar ® ) se presento una infeccion foliar final del
76%, es por eso que corresponde al minimo valor mostrado en las concentraciones de
fenoles, en cuanto al porcentaje de infeccion foliar de Boscalid + Pyraclostrobin (Cabrio-C
®), si fue menor alcanzando solo el 58%, que corresponde con las altas concentraciones

de fenoles registradas en el estudio.

Para los tratamientos con fungicida en semilla, el valor mas bajo en concentracion de
fenoles en el muestreo de la semana 5 fue el del tratamiento de Pyraclostrobin
(CABRIO 20 EG ®) de 0.47062186 mg g™ de p. f. (p.f) cuya concentracién corresponde a
un nivel de infeccidn foliar del 95% y el valor mas alto fue para el fungicida Azoxystrobin
(Amistar ® ) en la semana 7 de 3.2324567 mg g de p. f. (p.f), representando el 94% de
infeccidon, en cuanto al analisis estadistico se refiere, no presento diferencia significativa
entre los tratamientos (prueba Tukey, P<0.05). Cabe sefialar que Unicamente, se
realizaron 3 muestreos para la realizacion de esta prueba, dado que el iollaje en la
semana 8 y 9 era casi nulo 0 se encontraba muy dafado por la infeccién.

La alta concentracion en fenoles probablemente, se debid a la alta infeccion por el tizdn
(60 a 95%) en ese tiempo, es probable que tal concentracion de fenoles en si no haya
sido suficiente para detener el ataque del oomiceto en esta variedad, aunque si se

registraron aumentos en la concentracion y las plantas que fueron protegidas a la semilla
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y al follaje duraron 2 semanas mas que Unicamente las que se protegieron a la semilla, no

parecen ser significativos en el analisis estadistico (cuadro 2, Apendice 5).

En el 2000, Andreu, et al., reportaron que la resistencia ocurre cuando una o mas
fitoalexinas alcanzan una concentracion suficiente para inhibir el desarrollo del patdgeno.
En este sentido, los elicitores utilizados (tratamientos de fungicidas) si representaron de
alguna manera ayuda al momento de la defensa de la planta ya que si se muestra
diferencia entre los tratamientos dirigidos a la semilla y foliaje y solamente a la semilla
(Fig. 6 A1y A2).

La resistencia de la planta a enfermedades de patdgenos, depende a menudo de si la
planta puede reconocer al patdgeno temprano en el proceso de la infeccién. Esta
resistencia en muchos casos se manifiesta por una restriccion en la multiplicacion y
movimiento del patégeno, a una area pequefia alrededor del punto de infeccién. En esta
parte aparece una lesion necrética como respuesta de la planta a la infeccién (RH) que
puede inducir la resistencia sistémica adquirida (RSA). También es importante el tipo de
compuestos fendlicos formados como lo menciona Vidhyasekaran (1988), fenoles como
las quinonas son altamente toxicos al patdgeno. También se encontré que la hidroguinona
solo se encuentra en trigo resistentes mientras que en susceptibles solo identificaron

acido caféico.

Las concentraciones de fenoles presentadas en tratamientos a la semilla y al follaje y
unicamente a la semilla fueron similares a través del tiempo, manteniendo una tendencia
lineal para semilla y follaje (Fig. 6 A1y A2) y Unicamente semilla.

Estas altas concentraciones y los efectos provocados en la infeccién foliar, puede ser
atribuide a una mayor respuesta en la sintesis de fenoles por la aplicacion de fungicidas
los cuales aparentemente indujeron las sintesis de fitoalexinas y por lo tanto un aumento
en la concentracion de fenoles, sin embargo estos fenoles no resultan ser altamente
toxicos para el oomiceto. Existen algunos reportes donde la sintesis de fitoalexinas fue
correlacionada con la aplicacion de fungicidas como el metalaxyl usado contra
Phytophthora megasperma f. sp. Glycinea (Cahill y Ward 1989) y el Fosetyl- Al
correlacionando su accion curativa con acumulacion de fitoalexina resveratol en la vid
(Deckers y Creasy 1989).
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Fig. 6 A1 y A2 Promedio de fenoles alcanzado de la semana 5 a la 9 por tratamiento de fungicidas
aplicados a follaje y a la semilla y solo a la semilla.

5.5. Actividad de Peroxidasas (EC.1.11.1.7, POX)

La actividad, se debe a una cantidad mayor de sustrato como el peréxido de hidrégeno
(HzO,), el cual se produce durante la respiracién que pudiera aumentar debido al estrés
causado por la infeccién dando lugar a una mayor sintesis de etileno, ya que aumenta
bruscamente durante el estrés causado por un patdgeno, este entonces comenzara la
produccion de fitoalexinas (Boller 1992 y Robinson, 1991).
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En este estudio, se registraron las siguientes actividades de la peroxidasa: para los
tratamientos dirigidos a semilia y follaje, los valores maximos fueron los obtenidos en el
tratamiento 3 Pyraclostrobin (CABRIO 20 EG ®) con una actividad de 4319.538 U peso
fresco, en la octava semana, mientras que la minima actividad corresponde al tratamiento
1 Azoxystrobin (Amistar ®) con una actividad de 650.449 U peso fresco en la séptima
semana (fig.7 A1).

Con respecto al analisis estadistico (Tukey, P<0.05), cuando las aplicaciones fueron a
follaje y a semilla los datos obtenidos no presentan diferencia significativa entre los
tratamientos con los fungicidas Boscalid + Pyraclostrobin, Fosetil-Aluminio (Cabrio-C ®,
Aliette ®) y el testigo, mientras que si presenta para Azoxystrobin (Amistar ®), con la
actividad minima la escasa produccidon de fitoalexinas (Boller, 1992), es por eso que su
porcentaje de infeccion fue del 76%. El tratamiento que represento la mayor actividad de
peroxidasa fue el de Pyraclostrobin (CABRIO 20 EG ®), y aunque debié de haber
representado menor porcentaje de infeccion, alcanzo el valor porcentual del 73%, esto
pudo ocurrir porque la resistencia ocurre cuando una o mas fitoalexinas alcanzan una
concentracién suficiente para inhibir el desarrollo del patégeno (Andreu, et al., 2000), en
este caso no fue suficiente la concentracién para evitar que el patégenc siguiera
desarrollandose (fig. 7 A2).

En el tratamiento dirigido Gnicamente a la semilla, el analisis estadistico (Tukey, P<0.05)
no mostro diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos. Con respecto a la
actividad de POX y los valores registrados, se obtuvieron valores minimos para el
fungicida Fosetil-Aluminio {Aliette ®) en la quinta semana de 783.669 U" peso fresco,
mientras que los valores maximos de la actividad se presentaron para Boscalid -+
Pyraclostrobin (Cabrio-C ®) en la semana siete con 4747.382 U peso fresco (cuadro 2,
Apendice 5).

La peroxidasa (POX) interviene en reacciones peroxidativas y oxidativas, ademas de la
lignificacién de la pared celular y en la degradacién del acido indolacético (Robinson,
1991). Se encuentra en el apopiasto y en el citoplasma de la célula (Camarena 2006).
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Fig. 7 A1 Y A2, Promedio de actividad de POX {peroxidasa) alcanzado de la semana 5 a la 9 por

tratamiento de fungicidas aplicados a follaje y a la semilla y solo a la semilla.
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5.6. Actividad de Fenilalanina amonio-liasa (EC4.3.1.5 PAL)

En los tratamientos aplicados a semillas y a follaje, la mayor actividad se registra para el
tratamiento con el fungicida Fosetil-Aluminio (Aliette ®), alcanzando valores de 0.13279
Ug” peso fresco en la semana 6, mientras que la minima actividad se registro para el
tratamiento con el fungicida Cabrio-C en la semana numero 5 con un valor de
0.00766 Ug™ peso fresco. No hubo diferencia significativa para los tratamientos aplicados
a semilla y a follaje de los fungicidas Azoxystrobin (Amistar ®), Boscalid + Pyraclostrobin
(Cabrio-C ®), Pyraclostrobin (CABRIO 20 EG ®) y el testigo, lo que indica gue cuando
hubo eliminacion del patdgeno por efecto de los fungicidas, ia actividad PAL, se mantuvo,
ya que la planta no detectd la presencia del patdgeno para inducir la actividad de PAL y
por lo tanto sintesis de fitoalexinas. Por su parte, el tratamiento con fungicida Aliette
registro un aumento muy significativo con respecto a los demas tratamientos, y
comparado con su porcentaje de infeccion de la semana 6 que es cuando comienza a
aumentar la actividad, se puede decir entonces que en los tejidos enfermos hay mayor
actividad de la PAL (Fig. 8 A1 y A2), que es una enzima clave para la produccién de la
molecula basica que se utiliza para la biosintesis de la mayoria de los compuestos
fendlicos, entre ellos las fitoalexinas y la lignina (Goodman, et af., 1986).

Por ofra parte, se sabe que algunos plaguicidas también pueden inducir la produccion de
fitoalexinas. Cahill y Ward (1989) reportan que el “Metalaxyl” usado contra Phytophthora
megasperma f. sp. Glycinea en soya liberada de su micelio los elicitores de la gliceolina

aumentando la sintesis de esta fitoalexina.

Para tratamiento Unicamente en semilla, se registraron valores minimos para el testigo en
la semana numero 5, con una actividad de 0.02375 Ug™ peso fresco, mientras que el valor
maximo fue para Boscalid + Pyraclostrobin (Cabrio-C®) con un valor de 0.05670 Ug™
peso fresco, sin diferencia significativa (Tukey P<0.05) (Cuadro 2, Apendice 5).

Dercks y Creasy en 1989, correlacionarcn la accién curativa de Fosetyl-Al con el nivel de
acumulacion de fitoalexina resveratrol en la vid. Por otro lado Trujillo ef afl., (2001}
determinaron el efecto del activador de resistencia Bion 50 WG como estrategia de control
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quimico del tizén tardio para cultivares resistentes, y el control de manchas foliares

fungosas y rizoctoniasis obteniendo resultados positivos.
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Fig. 8 Al y A2, Promedio de actividad de PAL representados por Ug™ p.f alcanzado de la semana 5ala

9 por tratamiento de fungicidas aplicados a follaje y a la semilla solo a la semilla.

5.7. Actividad de Superoéxido dismutasa (1.15.1.1. SOD)
En el tratamiento dirigido a follaje y semilla los valores minimos fueron por el tratamiento

por Azoxystrobin (Amistar®), alcanzando una actividad de 22.896 Ug'p.f en la semana 9,

mientras los valores maximos los representa el tratamiento por Fosetil- Aluminio

(Aliette ®), teniendo una actividad final de 162.687 Ug'pf. En cuanto al analisis
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estadistico se refiere (Tukey P<0.05), si existen diferencias significativas para los
tratamientos por Aliette y Amistar, Cabrio-C, mientras que para CABRIO 20 EG ® y el
testigo, no presentaron diferencias significativas (fig. 9 A1 y A2). Bowler et al., en 1994,
reportaron que el estrés ambiental tiene un impactante efecto sobre la expresidon y
actividad SOD en plantas, al igual que las condiciones adversas como sequia, bajas
temperaturas, anoxia y ataque por patégenos, condiciones que en ese momento existian

en el campo en donde se establecid el experimento.

Respecto a la relacion que SOD/porcentaje de infeccion, la actividad alta que presento el
‘fungicida Fosetil-Aluminio (70% en la semana 9), si corresponde con el efecto de
resistencia inducida, pero las actividades minimas registradas por Boscalid +
pyraclostrobin (Cabrio-C ®)y Azoxystrobin (Amistar ®) no corresponden a la defensa de la
planta, ya que las plantas a las que se les aplico el tratamiento con Boscalid +
pyraclostrobin (Cabrio-C ®) tuvieron una infeccion del 58% (el menor presentado, para la
semana 5), mientras que las plantas cuyo tratamiento corresponde a Azoxystrobin
(Amistar ®), tuvieron el segundo mas alto porcentaje de infeccidn con 76% después del

testigo.

Para el tratamiento dirigido solo a la semilla, se presentaron las siguientes actividades: 1a
menor actividad fue para Pyraclostrobin {(CABRIO 20 EG ®), alcanzando en la séptima
semana una actividad de 63.471 Ug™'p.f, mientras que la mayor, fue para el tratamiento
con el fungicida Cabrio-C con una actividad de 102.457 Ug™'p.f en la semana 7 (fig.9 A1).
Cabe sefialar que los muestreos solo se limitaron a la semana numero 7, ya que las

plantas en la semana 8 y 9 se encontraban severamente dafadas o ya no poseian follaje.

Estadisticamente no existen diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos ni
con el testigo (Cuadro 2, Apendice 5), sin embargo si se alcanzaron valores altos en la
actividad de la superoxido dismutasa en la primera semana aunque la actividad decae, lo
gue habla de una posible defensa de la planta contra el patogeno cuando las condiciones
ambientales eran en mayor medida propicias para el desarrollo de este, la actividad decae
hacia la semana 6 porque el porcentaje de infeccién es muy alto y muy severo. En cuanto
a los porcentajes de infeccién presentados por este tratamiento, en comparativa con el
nivel de la actividad de la superoxido dismutasa si corresponden en cuanto a sus altos
indices se refiere.
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La simple inoculacién con el patdégeno estimula la produccién directa de superoxido. La

generacién de las especies reactivas de oxigeno ocurren en dos fases, una inicial, que

sucede minutos después de la adicion del patdgeno, y una secundaria que comienza de

una a tres horas después que la fase inicial ha terminado (Camarena, 2006).
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Fig ¢ A1 y A2 Promedio de actividad de SOD representados por Ug™" p.f (superéxido dismutasa)
alcanzado de la semana 5 a la 9 por tratamiento de fungicidas aplicados a follaje y a la semilla y solo a

la semilla.
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5.8. Analisis de Correlacion

Las correlaciones entre variables para cada material se hicieron mediante regresién lineal
simple con un valor de 0=0.05. La correlacién que resulto significativa en el tratamiento
dirigido a semilla y a follaje con el fungicida Azoxystrobin fue para SOD/INF (r=0.93894%) y
PAL/INF (r=0.82925%, las demas resultaron no ser significativas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Correlacién entre variables para el tratamiento dirigido a semilla y a follaje, y solo semilia

del fungicida Amistar.

FEN POX SOD PAL INF
FEN 1.00000 0.40752"™ 0.30567™ 0.48709™ 0.03179™
0.4959 0.6170 0.4053 0.9595
Semilla | POX 1.00000 0.69474"™ 0.50732™ 0.63821™
Y 0.1929 0.3829 0.2466
Follaje .
SCD 1.000000 0.60233™ 0.93894
0.2824 0.0179
pAL 1.000000 0.82925™
0.0825
INF 1.000000

FEN 1.00000 0.99984 0.95424™ | 0.95631 0.98898

0.0113 0.1708 0.1889 0.0946
Solo POX 1.00000 -0.95938™ 0.96136 0.99146
semilla 0.1821 01776 0.0833
SoD 1.00000 -0.84464" -0.91440™
0.3596 0.2653
PAL 1.00000 0.98905
' 0.0943
INF 1.00000

*Nivel de significancia a=0.05. FEN: Fenoles, POX: Peroxidasa, SOD: Superoxido dismutasa, PAL:
Fenilalanina-amonio-liasa. ns: No significativo.

En el tratamiento sin fungicida, hubo significancia en Ila correlacion POX/FEN
(r=0.999984%), FEN/PAL (r=0.95631*), PAL/POX (r=0.96136")}, FEN/INF (r=0.98898"),
INF/POX (r=0.99146) y PAL/INF (r=0.98905). Todas estas correlaciones, estan ligadas a
la sintesis de fitocalexinas, de acuerdo con Goodman, et al, (1986), y como ya se
menciond, la PAL es una enzima clave en la produccién de la molécula basica que se
utiliza para la biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos, entre ellos las
fitoalexinas y la lignina. Las correlaciones de FEN/SOD, POX/SOD, SOD/PAL y SOD/INF,
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no resultan ser significativas dado sus valores negativos. La respuesta de defensa de
fitoalexinas implica la activacién rapida de genes de transcripcion que codifican un

namero de enzimas de fitoalexinas incluyendo la PAL (Manibhushanrao et al., 1988).

Para Boscalid + Pyraclostrobin (Cabrio-C®), la aplicacién a semila y follaje produjo
valores significativos para FEN/SOD (r=0.93021%), POX/PAL (r=0.91940*%) y SOD/INF
(r=0.95389%) (cuadro 2). En el tratamiento solo dirigido a la semilla, parecen aumentar las
correlaciones entre las distintas enzimas en este estudio como es el caso de: FEN/POX
(r= 0.98812*), FEN/PAL (r= 0.99962"), POX/PAL (r=0.99198*), FEN/INF {r= 0.99999%),
POX/INF (r=0.98880*) y PAL/INF (r= 0.99973%), con valores casi cercanos a r=1.000, lo
que demuestra la activacion de casitodas las enzimas para la defensa de la planta.

Cuadro 2. Correlacion entre variables para el tratamiento dirigido a semilla y a follaje, y solo semilla
del fungicida Cabrio-C.

FEN POX SOD PAL INF
FEN 1.00000 0.31462™ 0.93021 0.08062"™ 0.81674™
0.6061 0.0219 0.8975 0.0915
Semilla | POX 1.00000 0.63032™ 0.91940 0.70193"™
Y 0.2543 0.0271 0.1864
Follaje
SoD 1.00000 0.43774™ 0.95389
0.4610 0,0118
PAL 1.00000 0.58384™
0.3013

1.00000

FEN POX SOD PAL INF
FEN 1.0000 0.98812 -0.72629™ 0.99962 0.99999
0.0982 0.4825 0.0175 0.0028
Solo POX 1.0000 -0.61204™ 0.99198 0.98880
Semilla 0.5807 0.0807 0.0954
50D 1.0000 -0.70708"™ -0,72324™
0.5000 0.4853
PAL 1.00000 0.99973
0.0147
INF 1.00000

*Nivel de significancla a=0.05. FEN: Fenoles, POX: Peroxidasa, SOD: Superoxido dismutasa, PAL:
Fenilalanina-amonio-liasa. ns: No significativo,

Con el fungicida Pyraclostrobin (CABRIO 20 EG ®), se obtuvieron las siguientes
correlaciones; significativas Unicamente para tratamiento solo a semilla, FEN/POX
(r=0.96835%), FEN/PAL (r=0.99819%), POX/PAL (r=0.98161*), FEN/INF (r=0.90634"),
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POX/INF (r=0.98312*%), PAL/IINF (r=0.93010%) (cuadro 3), aunque se presentan valores
negativos en este estudio, si se puede apreciar el mecanismo de defensa contra
Phytophthora infestans, por lo que se observa en campo una mayor reaccion de
hipersensibilidad y un establecimiento relativamente rapido de la RSA.

Cuadro 3. Correlacién entre variables para el tratamiento dirigido a semilla y a follaje, y solo semilla
del fungicida Pyraclostrobin (CABRIO 20 EG ®9.

FEN POX 50D PAL INF
FEN 1.00000 0.02272™ 0.13839™ 0.01392™ 0.58072™
0.9711 0.8244 0.9823 0.3046
Semilla | POX 1.00000 0.58731"™ 0.71314" 0.42339™
v 0.2978 0.1763 0.4775
Follaje
SOD 1.00000 0.88375™ 0.86040™
0.0467 0.0613
PAL 1.00000 0.76985™
0.1279
INF 1.0000

FEN POX SOD PAL INF

FEN 1.0000 0.96335 -0.00440"™ 0.99819 0.90634
0.1606 0.9972 0.0383 0.2777
Solo POX 1.0000 -0.25383" 0.98161 0.98312
Semilla 0.8366 0.1223 0.1172
SoD 1.00000 -0.06450™ -0.42654™
0.9589 0.7195
PAL 1.0000 0.93010
0.2394
INF 1.00000

*Nivel de significancia a=0.05. FEN: Fenoles, POX: Peroxidasa, SOD: Superoxido dismutasa, PAL:
Fenilalanina-amonio-liasa. ns: No significativo.

Para el fungicida Fosetil- Aluminio (Aliette ®), la correlacion entre INF/POX, resulto ser
para ambos tipos de aplicacién casi coincidente (r=0.93220%). Para el tratamiento dirigido
semilla y foltaje, y r= 0.96973* para el tratamiento solo semilla, por lo que se puede
observar la relacion directa entre esta enzima y el fungicida funcionando como elicitor
guimico directo.

Los valores significativos presentados en este estudio fueron; para tratamiento a semilla y
follaje de POX/SOD (r=0.95665*) y SOD/INF (r=0.93546"). Para tratamiento solo a semilla
FEN/POX (r=0.98208*), FEN/INF (r=0.99837*), los demas valores en ambos estudios y
las correlaciones entre las enzimas resultaron no significativos (cuadro 4).
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Cuadro 4. Correlacién entre variables para el tratamiento dirigido a semilla y a follaje, y solo semilla

del fungicida Aliette.

FEN POX 50D PAL INF
FEN 1.0000 0.58280"™ 0.47365™ -0,11701™ 0.47665™
0.3024 0.4203 0.8514 0.4169
Semilla | POX 1.0000 0.95665 0.65707"™ 0.93220
Y 0.0108 0.2283 0.0210
Follaje
SOD 1.0000 0.61864™ 0.93546
0.2659 0.0195
PAL 1.0000 0.51592™
0.3735
INF 1.0000
FEN POX SOD PAL INF
FEN 1.0000 0.98208 -0.99982™ -0.83892™ 0.99837
0.1207 0.0121 0.3664 0.0363
Solo POX 1.0000 -0.97833" -0.92646™ 0.96973
Semilla 0.1328 0.2457 0.1570
SOD 1.0000 0.82844™ -0.99927"
0.3785 0.0242
PAL 1.00000 -0.80651"™
0.4027
INF 1.0000

*Nivel de significancia 0=0.05. FEN: Fenoles, POX: Peroxidasa, SOD:

Fenilalanina-amonio-liasa. ns: Na significativo.

Superoxido dismutasa, PAL:

Las correlaciones en los testigos hubo pocas coincidencias (cuadro 5). Las correlaciones

significativas para los testigos fueron: PAL/INF (r=0.96360%) para T1, mientras que para
T2 que se encontraba desprotegido de FEN/POX (r= 0.96786%), SOD/PAL (r=0.96858%),
FEN/INF (r=0.96607*) , POX/INF (r= 0.87006%) y PAL/INF (0.89778").
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Cuadro 5. Correlacién entre variables para los tratamientos testigo.

FEN POX SoD PAL INF
FEN 1.00000 0.64902"™ 0.17316™ 0.53669™ 0.45313"™
0.2360 0.7806 0.3511 0.4435
T1 POX 1.00000 0.85447" 0.86715™ 0.86895™
0.0652 0.0570 0.0558
soD 1.0000 0.74866™ 0.77650"
0.1454 0.1225
PAL 1.0000 0.96360
0.0083
INF 1.0000
FEN POX 50D PAL INF
FEN 1.0000 0.96786 0.56638™ 0.75356™ 0.96607
0.1618 0.6167 0.4567 0.1663
T2 POX 1,00000 0.34091"™ 0.56401"™ 0.87006
0.7785 0.6185 0.3282
SOD 1.0000 0.96858 0.76003™
0.1600 0.4504
PAL 1.00000 0.89778
0.2904
INF 1.00000

*Nivel de significancia a=0.05. FEN: Fenoles, POX: Peroxidasa, SOD: Superoxido dismutasa, PAL:
Fenitalanina-amonio-liasa. ns: No significativo. T1: Testigo ubicado en la parcela de los tratamientos dirigidos

a semilla y follaje. T2: Testigo ubicado en la parcela de los tratamientos dirigidos solo a semilla.
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6. Discusion general

Considerando que los nuevos fungicidas se enfocan también sobre su efecto en el
hospedante, es importante saber hasta que punto los productos estimulan las reacciones
de defensa de la planta. Aqui se incluyeron tratamientos muy limitados como Unicos al
tubérculo- semilla al momento de la siembra, o a la semilla y una sola vez al follaje de
papa un mes después, con fungicidas que no son especificos contra oomicetos, para
estudiar hasta que punto los efectos residuales de los tratamientos estimulaban las
reacciones de defensa de la planta para proteccion indirecta contra la infeccion natural del
tizén tardio. No hubo proteccién posterior al follaje cuando la aplicacién fue solo a la
siembra, pues la infeccion foliar en los tratamientos fue similar a la del testigo sin
fungicidas, pero con una aspersion al follaje, la infeccién final fue de 60-80% con respecio
al testigo (100%). En general, hubo similitud entre los patrones de sintesis y/o actividad de
los metabolitos de defensa estimulados por los productos, sin diferencias estadisticas
significativas. Asi a medida que avanzo la infeccién se detectaron incrementos en fenoles
(FEN}), en peroxidasa (POX) y en fenilalanina- amonioliasa (PAL), con irregularidades en
la accién de POX y la superdxido dismutasa (SOD) al aplicarse los productos de la semilla
y al follaje, y con descenso de la actividad de la SOD cuando los productos se aplicaron
solo a la semilla. No obstante, destaca el estimulo inducido por Fosetil-Aluminio (Aliette ®)
en la actividlad de SOD y PAL cuando se aplico a la semilla y al follaje, superando
significativamente el resto de los tratamientos (Cuadros 3, 4 y 5, Apendice 6). Este
producto si es contra oomicetos, aunque su aplicacion se hizo en un tiempo cuando el
patégeno aun no estaba presente. Las similitudes de respuesta bioquimica en la mayoria
de las combinaciones metabolito- agroquimico se respaldan con altas correlaciones
obtenidas entre las variables, lo que refleja la estrecha interaccién o actividad conjunta
entre los metabolitos cuantificados. Por el contrario, el estimulo atipico de Fosetil-Aluminio
(Aliette ®) sobre SOD y PAL cuando se aplic a la semilla y al follaje, se limitd a la
correlacion de la SOD con la infeccion y con POX, mientras que la PAL actud de manera
independiente, sin correlacién significativas con las otras variables. Se concluye que los
productos incluidos en el presente estudio estimulan respuestas comunes de defensa no-
especifica de la planta, pero no lo suficiente como para proteccion contra patégenos para
los que dichos productos no actdan, y que las estrechas cortrelaciones entre los
metabolitos manifiestan el caracter poligénico de las respuestas de defensa de la plahta.
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7. CONCLUSIONES

Los productos incluidos en este estudio, estimularon respuestas comunes de defensa no
especifica de la planta aunque no lo suficiente para completar su ciclo ni para proteccién

contra patdgenos para los que dichos productos no actuan.
Las estrechas correlaciones encontradas entre presencia y actividad de los metabolitos

cuantificados, son la manifestacion del caracter poligénico de las respuestas de la
defensa de la planta.
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8. APENDICES

Cuadro No. 1. Porcentajes de infeccién semanal provocados por el hongo fitopatégeno Phytophthora
infestans en las plantas de papa (Solanum tuberosum) de la variedad aifa, con el tratamiento quimico a
la semilla y al follaje del producto Amistar (Azoxystrobin),
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Cuadro No. 2. Porcentajes de infeccién semanal provocados por el hongo fitopatégenc Phytophthora
infestans en las plantas de papa (Sofanum tuberosum) de la variedad alfa, con el tratamiento quimico a
la semilla y al follaje del producto CABRIO-C (CABRIO 20 EG ® + Boscalid).

Surco 3 Surco 4

Planta : Tratamiento | Sem.1 ;| Sem.2-{ Sem.3 i Sem.4 | Sem:5 : Sem.1 | Sem.2 | Sem.3 : Sem.4 | Sem.5
1 CABRIO-C 0 10 15 35 55 10 30 35 55 a0
2 CABRIQ-C 0 15 - 30 35 . 160 Q- 15 A0 170 95 .
3 CABRIO-C 0 5 10 15 35 0 15 30 50 70
4 CABRIO-C 5 . 10 115 135 B0 g :p. . 430 i85 . .75
3 CABRIO-C 10 5 10 30 55 5 15 35 55 70
6 - CABRIO-C 0 15 - 30 50 - 0. 10 & 15 35 55
7 CABRIO-C 5 10 16 30 50 10 15 3¢ 50 556
8 CABRIO-C 10 15 30 35T ST 50,
9 CABRIQ-C 5 10 16 30 50 10 15 15 30 35
10 CABRIO-C 5 10 430 135 155 5 110 15 . 115 35
11 CABRIO-C 0 10 35 50 70 5 10 30 35 50
12 CABRIO-C + 0. 15 30 . 180 70 5 - 10 1 35 1358 55
13 CABRIO-C 0 10 15 50 175 0 15 35 50 70
14 I CABRIO-C :.0-: 10 30 i85 . 170 0 110: 130 - 30 . t.BH. -
15 CABRIO-C 0 5 10 30 55 0 15 30 35 55
16 - CABRIO-C ;5. . . 10 15 ap t 50 5 - 10 15 130 - 50
17 CABRIO-C 15 70 10 30| 50 0 5 15 35 50
18 CABRIO-C | O 5 & + 15 35, +0 10 15 30 5H
19 CABRIO-C 0 5 10 10 35 5 15 30 50 70
20 CABRIO-C 3 0 10 30 35 50 1§ - 10 35 188 - 70
21 CABRIO-C 0 5 10 30 55 5 10 50 55 75
22 CABRIO-C | O - 5 15 “BO . 70 5 0. 116 35 ]
23 CABRIO-C 5 15 30 50 75 0 5 15 30 15}
24 CABRIO-C- ; 10 30 - B0 70 T ap Q- B 10 15: i 356
25 CABRIO-C 10 35 1) 70 75 0 5 15 15 35
26 CABRIO-C 10 a0 50 - B0 0 oy Q - B 100 230 - 80
27 CABRIO-C 10 15 35 55 70 10 18 30. aop 50
28 CABRIO-C 15 - -130 .- ;35 60 270 10 30° 30 .35 -50
29 CABRIO-C 5 15 30 50 55 10 15 35 35 50
30 CABRIO-C | 5. 10 15 35 g 5 156 30 - 130 55
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Cuadro No. 3. Porcentajes de infeccién semanal provocados por el hongo fitopatégeno Phytophthora
infestans en las plantas de papa (Solanum tuberosum) de la variedad alfa, con el tratamiento quimico a
la semilla y al foliaje del producto CABRIO 20 EG ® (CABRIO 20 EG ®).

Surco 5 Surco 6

Planta - | Tratamiento ' Se ‘| Sem. | Sem. | Sem. {-Sem. {'Sem.. | Sem,:| Sem. | Sem. .| Sem.

B ' : ' mi.j2: 13 14 I L A - - -
1 CABRIO 20 EG ® 0 10 30 50 80 5 30 a5 50 75
2 CCABRIOZDEG® - {10 . 145" 135 = { 50" 75 10 b5 135 U1 BR 180
3 CABRIO 20 EG® 5 15 30 55 75 10 30 50 70 100
4 :CABRIO20EG® 5. 140 {800 {B0:. {70 - V5. |15 .1 35" 55 .. | BO .
5 CABRIO 20 EG ® 0 15 35 35 55 5 10 30 50 75
6 {1 CABRIO20EG® . 10 110 1'30% {035 . B0 - ~.|.5. |16 . |35 .+ }:BG - | 75 -
7 CABRIC 20 EG® 0 10 30 35 50 5 10 35 50 75
B ‘CABRIO20EG® | 0 16 130 j3 - {450 |0 115|307 |.50 O
9 CABRIO20EG ® 0 10 35 50 75 0 10 30 55 75
10 -~ 1'CABRIO20EG® |0 i10 “-i30 |55 |75 [0 15 135 " T'35.. 160 -
11 CABRIO 20 EG @ 0 15 a5 50 70 0 10 30 a0 50
12 CABRIQ20-EG® |0 - .10 .1'30 . |55 80:° . J 0O 145 .7 135 - 50 70
13 CABRIO 20 EG ® 0 15 35 50 80 0 10 50 55 80
14 | 'CABRIO20EG ® 0. f15 .  J 36 BRI |TFE s Q0 445 - 135 . | B - {75 -
16 CABRIO 20 EG ® 0 10 35 50 70 0 10 35 50 75
"16: .. | CABRIOZ20EG® 0 P16 130 . 185 Q0130 . 1°50. {700 1100 -
17 CABRIO 20 EG ® 0 10 35 35 55 10 35 55 75 100
18 - | CABRIO20EG® Q 15 . [30° {35 58. ..110° 130 . |55 F0 8
19 CABRIQ 20 EG ® 10 |15 35 50 50 10 30 50 70 90
20 "CABRIO20EG®. | 10 | 15 30 130 {50 {10 30156 : F70° - |95
21 CABRIO 20EG ® 10 | 30 35 50 70 10 30 50 55 70
22 1 CABRIO20EG® - -1 10 |.30 .| 50 55 470 210 136 " 50.. |55 70
23 CABRIO20EG® 5 35 55 55 75 15 30 50 55 75
24 |"CABRIO20EG® = {5 30 .o} 35.- 50.: 175 115 135 “-l'B6. |70 80,
25 CABRIO 20 EG ® 5 35 50 55 a0 15 30 50 55 85
26 CABRIO20EG®  1:5 30 ] 35 - 188 80: 10 130, 135 55 Qe
27 CABRIO20EG ® 5 15 35 50 85 10 35 50 55 70
28. | CABRIO20EG®: 5 A5 135 185 90~ M0 13000135 1e5 {80
29 CABRIO 20 EG ® 0 10 35 70 90 10 35 50 55 70
30 | CABRIO 20EG® 0 {15 130 . |:B5 " p@90;: (5 130 {55 {65 |70 -
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Cuadro No. 4. Porcentajes de infeccion semanal provocados por et hongo fitopatégeno Phytophthora
infestans en las plantas de papa (Solanum tuberosum) de la variedad alfa, con el tratamiento quimico a
la semilla y al follaje del producto ALIETTE {Fosetil AL).

] Surco T Surco 8

Planta | Traterniento | Sem.1 ! Sem.2 | Sem.3 | Sem.4 | Sem.5 | Sem.1 ! Sem2 | Sem.3 | Semd | Gem5
1 ALIETTE g 5 15 35 50 0 10 15 30 55
2 ALETTE 0 10 15 an. o 18 1o 10 30 50 158
3 ALIETTE o 10 15 35 50 0 10 35 50 70
& ALIETTE g 15 30 By LG 0 15 a5 85 70
& ALIETTE 5 15 30 50 70 0 15 15 30 &0
8 ALIETTE 5 10 35 .. -} A % 15 10 30 a5 - iBH
7 ALIETTE 5 15 an 85 B0 8 10 a5 50 70
8 ALIEITE 110 45 a5 A 30 5 15 - TaD 35 - 8B -
3 ALIETTE 10 35 50 70 95 5 10 136 50 70
10 L ALIETTE 15 EE RN i15. 135 By o1y -
11 ALIETTE 15 35 55 70 90 5 15 35 55 70
12 ALIETTE 10 35 r88 - 1Y5 100 15 40 35 35 0 BE
13 ALIETTE 10 130 38 35 0 15 15 30 a5 55
1 - T ADIETTE A0 35 38 i hBO. . BG o LE A0 P35 35 158
15 ALIETTE 10 130 35 50 50 5 15 30 a5 50
18 ALIETTE S 40 1 35 50 i85 . L§D- FD 5 130~ & 75
17 ALIETTE 5 15 35 85 75 0 15 50 70 a0
18 ALIETTE 5 30 3% 1 EE 170 . G0 - 13D 55 L1700 1en
19 ALIETTE 5 35 50 55 75 5 35 55 75 95
20 ALIETTE 5 30 35 - 35 | BB g A0 . BRI TR 0os
21 ALIETTE 0 15 30 35 55 5 35 50 70 100
22 ALIETTE . © 15 3/ onh 7 10 38 BE PR 95
23 ALIETTE 10 30 50 58 70 10 35 55 70 a5
24 ALIETTE [ 10 35 55 55 L7E 4l 30 - -1 ED 75 - ;90
25 ALIETTE 10 35 50 55 175 1 Tag 55 70 a0
26 ALIETTE 1'% 15 30 - 13§58 R B I ) 5 75
a7 ALIETTE 5 30 365 iam 65 0 30 35 1EE 75
.28 ALIETTE 5 30 50 0 85" 15 5750 168 75
29 ALIETTE 5 35 56 55 70 15 a0 35 55 70
30 - ALIETTE g S i3m 50 i 10 35 B0 1 BH 70
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Cuadro No. 5. Porcentajes de infeccién semanal provocados por el hongo fitopatégeno Phytophthora
infestans en las plantas de papa (Sefanum tuberosum) de la variedad alfa, con el tratamiento guimico a

la semilla Amistar (Azoxystrobin).

Surco 13 Surco 14

Planta | Tratamiento Sem.1 . 1 Sem.2 - |:Sem3 j Semd | Sem5 | Sem.1. { Sem2: | Sem.3 | Sem.d4 | Sem5. .-
1 Amistar 5 35 50 75 100 0 30 55 75 95

2 Amistar 5 -850 B 75 100 0 30 60" 70 100
3 Amistar 5 55 70 75 95 0 35 50 75 100
4 -1 Amistar 0. 50 55 70 90 15 50 70 Q0. . ] 100
5 Amistar 0 35 55 75 95 5 50 75 95 100
[ -Amistar - 0 35 55-. 70 0 B .50 75 90 - 95 -
7 Amistar 0 35 50 75 90 5 15 40 70 100
8 - Amistar Q. 30 557 170 95 el B 30 .- 50 75 . 95
9 Amistar 0 30 50 75 a0 5 35 55 70 a0
10 | "Amistar’ JON 35 55 170 100 110 - 30 55 1 175 -100 ¢
11 Amistar 4] 50 70 90 100 15 b5 70 90 100
12 ‘Amistar 10 1 30 50 85 2100 10 B0 - 75 - 90 a0
13 Amistar 10 35 55 90 95 15 35 80 95 a5
14 Amistar 10 50 70 . 80 . ."4.80 10. . 50 {.85: 950 1400
15 Amistar 10 55 78 80 85 10 50 75 90 100
16 ‘Amistar 10 35 70 85 00 . b5 45 50 |85 100
17 Amistar 5 50 75 a0 95 5 15 70 a0 Q0
18 1 Amistar 5. 5(). 75 90 90 AQ 30 50 175 ‘90
19 Amistar 4] 35 55 75 100 10 35 55 75 100
20 Amistar. R 135 50 170 100 .15 50. 70 . -85 400
2 Amistar 5 30 55 75 100 5 35 55 80 100
22 - Amistar 15 35 70 80 95, 5 -30. 70 .75 90
23 Amistar 0 30 56 75 a0 0 30 50 75 80
24 - Amistar. - 0. 30 B0 =70 "85 Q. - 35 55 . 70: - |75
25 Amistar 0 35 65 70 85 0 30 50 70 a0
.26 - Amistar - 0- 30 70 80 851 B 5 B0 70 75
27 Amistar 5 35 55 75 100 5 30 70 80 90

28 “Amistar. - 5 30 B0 “B80 00 -5 6 30 55° 75. 98"
29 Amistar 5 35 55 85 100 D a5 50 80 100
30 Antistar 10 30 B0 75 -85 15" 130 -85 B5. 100
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Cuadro No. 6. Porcentajes de infeccién semanal provocados por el hongo fitopatégeno Phytophthora
infestans en las plantas de papa (Solanum tuberosumy) de la variedad alfa, con el tratamiento quimico a
la semilla del producto CABRIO-C (CABRIO 20 EG ® + Boscalid).

Surco 15 Surco 16

Planta : Tratamiento ; Sem.1 ; Sam.2 { Sem.3 : Sem.4 | Sem.b | Sem.1- | Sem.2 | Sem.3 | Sem.4 ! Sem.5
1 CABRIO 10 35 50 75 100 10 15 35 70 a5

2 CABRIO 10 - 35 55 80 90 5. 15 50 75 .t 90
3 CABRIO 5 30 50 a5 100 5 10 55 75 90
4 i CABRIO 5. - 15 35 . BE a5 5 VG- 135 - 180 - { 95
5 CABRIO 5 15 50 70 90 5 15 30 50 80

6 CABRIO 0 15 - . 55 75 . 85 . 110 30 55 70 85
7 CABRIO 4] 30 50 70 100 15 35 70 85 100
B CABRIO. 0 116 135 55 - 1100 15 136 :+ -1'66. i 75 90
9 CABRIO qQ 15 55 75 1100 15 36 55 80 920
10. CABRIO - 1 5 15 5-35 70 1100 P10 30 - 160 7§ 85
11 CABRIO 5 10 30 55 100 10 35 55 a0 95
12 -CABRIO 5 0. 135" 55 +100° 10 130 55" .1.856 - 1100
13 CABRIO 5 15 55 75 95 10 30 50 75 85
14 CABRIO 0 - 3 i8R 70 100 £15.. .1 85 .1 BB 180 | B0
18 CABRIO 0 a0 55 75 85 15 30 50 90 100
16 . . - i CABRIO - 0- 130 ;50 70 . -180 . rA0 .- 135 -1 B85t 75 1000
17 CABRIO 0 35 55 75 95 1Q 30 50 80 95
18 CABRIO - | 5 30 .35 70 95 5 : 30 - 85 178 4 90
19 CABRIO 10 35 55 75 100 0 30 50 70 95
20 CABRIO 0 130 70 - 80 100 0 35 55 - 75 20
21 CABRIO 0 50 78 90 100 0 30 50 80 90
22 CABRIO 0 50 55 .1 70 100 - 5 45 . 1 B5° - 70 85
23 CABRIO 0 30 55 80 a0 0 30 70 75 85
-24- CABRIO 5 18 - 35 - i85 95. 0 36 78 75 - 80
25 CABRIO 5 15 50 70 a5 0 50 70 85 100
- 26 CABRIO 5 . 30 155 75 - 1100 o] 30 yBRI 7R . EM00
27 CABRIO 0 35 70 a0 100 10 15 55 75 100
28 CABRIO 0 30 55 178 100 10 35 70 - 90 105
29 CABRIO 0 35 55 80 100 10 30 75 20 90
30 CABRIO 5 30 70 i85 1100 10 35 1B 75, 195
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Cuadro No. 7. Porcentajes de infeccién semanal provocados por el hongo fitopatégeno Phytophthora
infestans en las plantas de papa (Solanum tuberosum) de la variedad alfa, con el tratamiento quimico a
la semilla del producto CABRIO 20 EG ® (CABRIO 20 EG ®), algunas plantas sin emerger (s/e), en ia
primera semana.

Surco 17 Surco 18

-Planta:| Tratamiento 1+ Sem.1 | Sem.2 | Sem.3 [ Sem.4 | Sem.5 | Sem.1 [-8em.2 |"Sem.3 | Sem.4 | Sem.5
1 CABRIO20EG® : 0 15 50 70 100 0 30 55 75 100

2 | CABRIO20EG® | 0 . {10 ~ | 35 70- | 100 Q136 ab50 0 LT70 s -100
3 CABRIO20EG® { 0 10 30 75 95 sle 30 70 20 100

4 CABRIO20EG® | sfe - {30 "-| 50 90 |95 - isfec 115 i BR P71 100
5 CABRIQ 20EG ® | sfe 35 55 0 95 sle 15 70 85 a0

.6 . | CABRIO20EG® { sfe . ['30 . |.80 78 - 190 cYsfe - lA0 . TBO 180 7 90
7 CABRIOZ20EG ® | sie 15 35 55 90 sle 15 b5 80 95

8 CABRIQ20EG® | sle . 40 - | B0 470 01100 L sle 10 135 55 .- 180 -
9 CABRIO20EG® | sle 15 55 75 100 s/e 10 30 70 85
10 | CABRIQ2DEG® | sfe |30 |50 1704100 isfec 130 | 50 75 7190
11 CABRIO 20EG ® | sle 35 65 70 100 sle 15 30 70 90
12 CABRIO20EG®. {5 130  -{58 - {75 100 5 15 . 135 55 .. | 9§ -
13 CABRIC20EG® | 5 50 70 75 a5 0 10 35 50 95

.14 |'CABRIQ20EG®.|5 - |85 70 . 190 90, 0 15 - 8D . ] F0 R0t
15 CABRIOZ20EG® { & 30 55 75 a0 0] 10 70 80 g0

16 {1 GABRIO20-EG®.|10- . |15 70 80. . .-l 95 .l 15 - 1'50 75 " 4100
17 CABRIOC20EG® | 10 30 55 75 a5 Q 10 35 55 100
18 1 CABRIOZ20EG®: .5 - |35 70 .90 180 | A0 15 155 - 170 ... 1100
19 CABRIO20EG® { 5 30 75 a0 95 10 30 50 75 95

.20 CABRIQ 20EG® | 5 35 1700 185 - 11000 ] 0 V35,7185 | 180 100 -
21 CABRIO20EG® § 0 30 75 a0 100 0 35 50 75 100
22 "CABRIOZ20EG® -0 435 - i85 175 - 19510 130 55 - {70. - 1100
23 CABRIOZ20EG® : 5 30 55 70 95 0 15 35 55 100
24 | CABRIO20EG® | 5 15 55 70 100 [0 .- 115 130 - 170 - ]f00
25 CABRIO20EG® | 5 10 35 55 80 5 10 35 85 95
28 CABRIO20EG®.1'5 - 15 50 170 186 |5 130" R 95
27 CABRIOZ20EG® | 5 30 55 75 100 5 35 50 75 100
28 1 CABRIQ20EG® ;0. 350 150 0 1700 L EA00 . PO 30 185 170100
29 CABRIO20EG® | 0 15 50 70 100 1] a5 55 75 g5
30 GABRIOZ20EG® | 5 10 35. 55 {75 10 30 .-+ 70 7 80 |95
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Cuadro No. 8 Porcentajes de infeccidn semanal provocados por el hongo fitopatégeno Phytophthora
infestans en las plantas de papa (Sofanum tuberosum) de |la variedad alfa, con el tratamiento quimico a
la semilla del producto ALIETTE (Fosetil AL).

Surco 19 Surco 20

Planta | Tratamiento | Sem.1 | Sem,2-| Sem.3 1 Sem.d | Sem.5 | Sem.i | Sem.2 | Sem.3. | Sem.4 | Semb
1 ALIETTE 0 15 30 70 100 5 15 35 75 g5

2 ALIETTE - 1 D 10 - |56 170, 100 715 30 - [ B0- 180 - To5
3 ALIETTE 0 10 50 75 100 5 15 55 75 100
4 - ALIETTE .45 -~~{15- {38 |75 {100 . L0 RELE 35 70 .1 1000
5 ALIETTE 5 10 30 70 100 0 15 30 70 92

G ALIETTE . 1'5 - 4465 |35 185 108 .15 .- -110. | B0+ FE - 1400 .
7 ALIETTE 5 15 50 70 100 5 15 35 75 160
8 ALIETTE 157 130« |80 170 " 1100 110 4300 1°B0 - | 70 . E100"
9 ALIETTE [ 35 50 70 a5 10 35 50 75 100
10 4 ALIETTE -Fi10 0 30 J8s - |75 100 |5 IEECIR - R T
14 ALIETTE O 35 55 75 100 5 30 55 75 85
2. LALETTE . {0 30 155 . |70 86 57 1ag P50 7§70 . 1-80
13 ALIETTE I 15 a5 55 30 9 15 35 56 95

14 - PALIETTE- 10..° 4 45:. - 30 70 1400 |8 A5 EBRE 7D | 100
15 ALIETTE ) 30 55 80 100 g 30 &0 70 100
16 ALETTE - i B &+ 138" G5 1B U000 ) B0 1 35 BB 75 4100
17 ALIETTE 5 30 70 30 95 0 30 50 70 30

18 CPALIETTE . 110 . 138 {85 {75 . 190 . L0 . 35 - VA5 - U7ES T 100
19 ALIETTE 10 50 70 75 83 Q0 35 75 82 100
20 .} ALIETTE 10 50 7B 80 - 195 oI5 Es0 - 180, 195 . 1100 -
24 ALIETTE 10 35 55 75 95 0 50 75 89 100
22 | ALIETTE, 15 a5 50 . 1-70 . 1885 . 10 35 170 180t 1A00
23 ALIETTE 5 35 55 75 a0 0 55 70 o0 100
24 ALIETTE €5 . . |15 3 170 100 1o 15 - | 85 500
25 ALIETTE 0 10 35 55 80 0 10 55 80 100
26 - L ALIETTE. |0 35 55 170 .- 100 5 15 480, . {75 . 1100
27 ALIETTE ) 30 50 70 100 5 10 50 75 100
28 -ALIETTE o - 35 55 |75 100 |8 15 55 -i80 . 7100
29 ALIETTE 5 35 50 80 100 5 10 35 55 )

30 LALIETTE .| 40 |38 §5 - 1g0 {00 |0 10 .. B0 . P70 1100
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Cuadro No. 9. Porcentajes de infeccién semanal provocados por el hongo fitopatégeno Phytophthora
infestans en las plantas de papa (Solanum tuberosum) de la variedad alfa, sin tratamiento quimico a la
semilla ni al follaje (festigo).

Surco 21 - Surco 22

Planta ! Tratamiento ! Sem.1.. Sem.2 . Sem.3d | Semd | Sem.5 | Sem.1 ;- Sem.2 1 Sem.3 | Sem.4 | Sem.5.
1 testigo 10 35 50 100 1100 |5 50 170 90 100
2 testigo 0 30 55 100 1100 0 55 7B 85 100
3 testigo 0 35 70 100 1100 |0 70 80 95 100
4 - testigo -0 &0 7B 1000 " 100 5 50 175 - 100 100
5 testigo 0 55 a0 100 100 5 55 a0 100 100
6 ; testigo 5 500 170 1100 o0 1B 60 TF5. 100100
7 testigo 5 55 a0 100 100 5 55 80 100 100
8 ~ testigp 5 30 56. : 100 100 5 55 75 1100 100
9 testigo 0 35 70 1100 7100 10 50 70 100 "7 100
10 testigg 0 30 55 100 100 0 1565 - =78 0 +100° - 100
11 testigo 0 35 55 100 100 5 35 70 100 100
12 . testigo o 30 70 100 100 1.5 -+ 30 75 100 - 100 -
A3 Ttestige 1710 100 7400 "1H0 T80 78T 00”100
14, testigo 10 100 400 15 | 35 65 - 100 1100
15 testigo 10 100 100 10 35 75 100 100
16 testigo: 10" 100° 1100 40" 30 7B5 1100 (100 .
17 testigo ) 85 100 0 135 55 85 100
18 Ftestign - 5 90 - 1100 57 430 - 85 g0 - 1100
19 testigp 1 5 100 100 5 35 55 100 100
_20:' B testigo P10 100 100 10 30 70 . 100 100
21" lestigo 10 100 7100t U35 75 1001100
22 testigo 5 100 100 ] B0 r 70 - 1100 100
23 testigo ) 100 100 5 35 55 100 100
24 testigo. 0 400 1100 5 A5 155 00 . 1100
25 testigo 0 100 100 15 30 80 100 | 100
26 testigo - 10 100 100,10 35 - 700 L4000 100
271 testigo 5 100 7100 10 36 70 100 100
28 testigo 5 100 7100 0 50 75 - 4106 - 3 100
29 ‘festigo 1§ 100 100 0 50 80 100 100
30 i testigo 1o 100 - 1100 -5 . 35 80 100 ¢ 100
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APENDICE 3

Clave de campo para evaluar el progreso de la enfermedad causada por Phytophthora infestans en la

papa.

Valores escala del
CIP

Tizon (%)

Media

Limites

Sintomas

0

No se observa tizon tardio

2.5

<5

Tizén tardié presente. Maximo 10 lesiones por
planta

10

5<15

Las plantas crecen sanas, pero las lesiones
son facilmente vistas al observar de cerca.
Maxima area foliar afectada por lesiones o
destruida corresponde a no mas de 20 foliolos.

25

15<35

El tizon facilmente visto en la mayoria de las
plantas. Alrededor del 25% del follaje esta
cubierto de lesiones o destruido.

50

35<65

La parcela luce verde, pero todas las plantas
estan afectadas; las hojas inferiores muertas.
Alrededor del 50% del area foliar esta
destruida.

75

65<85

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

90

85<95

La parcela no esta predominante verde ni
parda. Solo las hojas superiores estan verdes.
Muchos tallos tienen lesiones extensas.

97.5

95<100

La parcela se ve parda. Unas cuantas hojas
superiores aun presentan algunas areas
verdes. La mayoria de los tallos estan
lesionados o0 muertos.

9

100

Todas las hojas y tallos estan muertos.

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

(Henfling, J.W., 1987).
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APENDICE 4

Figura 6. Tratamientos aplicados a Ia semilia y al follaje, durante la primera semana A) Surco 1y 2, con el fungicida
Amistar (Azoxystrobin), B} Surco 3 y 4 con el fungicida CABRIO-C (CABRIO 20 EG ® + Boscalid), C) Surco 5 y 6,
con el fungicida CABRIQ 20 EG ® (CABRIO 20 EG ®), D) Surco 7 ¥ 8, con el fungicida ALIETTE (Fosetil AL), E)
Surco 9y 10 Testigo.
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Figura 7. Tratamientos aplicados a la semilla, durante la primera semana A) Surco 13 y 14, con el fungicida Amistar
(Azoxystrobin), B) Surco 16 y 16 con el funglcida CABRIO-C (CABRIO 20 EG ® + Boscalid), C) Surco 17 y 18, con el
fungicida CABRIO 20 EG ® (CABRIOQ 20 EG ®), D) Surco 19 ¥ 20, con el fungicida ALIETTE (Fosetil AL), E) Surco 21

y 22 Testigo.
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APENDICE 5

Cuadro 2. Diferencias estadisticas entre medias entre los tratamientos

{prueba de Tuckey ¢=0.05)

T CIFRAS FINALES

TRAT. FEN * [ POX * |PAL T*+TTSOD [*
Azoxystrobin  11.9702 |A~ [32123 |A [0.09327 A 101.59 | A

A | Boscalid + PYR | 1.9646 |A | 24382 | BA 003087 |B |7584 |BA

sen;ma Pyraclostrobin | 1.8270 | A 22940 |BA | 0.02677 | B 52.07 BA

Follae | satica 16742 | A~ [17331 | BA |0.07988 |B 17585
Testigo 16496 |A [12864 | B 0.01786 |B | 9.16
Azoxystrobin 12670 & 3135 [A 004734 1A~ 113555 A

Soloa | Boscalid + PYR | 24853 | BA | 2884 | A 0.03455 [A ™ [111.74 | A

semilla | Pyraclostrobin 12,0667 |BA | 2662 | & 0.034260 [A 1 97.56 |A
Fosetil-Al 20357 |BA 12394 |A 10030703 1A 7795 Ta
Testigo 0.7670 |B 12280 A | 0030060 |A 8367 |A

*Cifras con la misma letra son estadisticamente iguales (P a<0.05).
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Apendice 6.

Cuadro 3, Sintesis de Medias prueba Tuckey {P<0.05)

Enzima | Tratamiento | Sintesis

FEN Semilla Pyraclostrobin, siempre se mantuvo abajo, los demas no
significativos, pero siempre en aumento.

Semilla y Todos los tratamientos tienen un mismo contenido inicial, ligero
follaje descenso y luego tienden a subir, Boscalid+ Pyraclostrobin
termina con mayor estimulo para fenoles.

POX Semilla La actividad inicia mas alta con Azoxystrobin, mas aita que el
resfo, rapido ascenso general y todos terminan con gran
actividad, pero sin ser significativos.

Semilla y Inicia mas alto Boscalid+ Pyraclostrobin, pero termina
follaje intermedio.

PAL Semilla Fosetil-Al y testigo casi sin cambios terminando como los mas
bajos, unicos con valores sigificativos Boscalid + Pyraclostrobin
y Azoxystrobin_que siempre fueron en aumento.

Semilla y Todos con valores muy bajos y poco significativos, excepto
follaje Fosetil-Aluminio, con valores altos de la actividad.

SOD Semilla Fosetil-Al inicia al mé&ximo, pero descenso continuo, termina
intermedio, los demas descienden pero suben actividad al final,
Boscalid+ Pyraclostrabin, obtuvieron la actividad mas alta.

Semilla y Datos no significativos para todos los tratamientos, excepto
follaje Fosetil-Al, que resulta ser superior al resto.
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Cuadro 4. Actividad enzimatica de los tratamientos y de cada uno de los fungicidas.

TRAT Azoxystrobin | Boscalid + | Pyraclostrobin | Fosetil-Al Testigo
PYR
FEN semilla Con intermedia | Siempre intermedia | intermedia
actividad abajo
ligera TODOS EN AUMENTO
Semilla | intermedia Intermedia | Intermedia vy | Intermedia | intermedia
y follaje con con baja en la
aumento actividad
en
actividad | Actividad ligera al principio y aumento al final
POX | Semilla | Maxima intermedio | intermedio intermedio | Bajo en el
sintesis al 2°
Iniclo Rapido ascenso, sin diferencias sighificativas muestreo
Semilla | Intermedio al | Inicia Altibajos Siempre intermedio
y follaje | comienzo, maéximo, maximos, intermedio,
baja al final | termina terminan termina
intermedio | intermedio maximo
PAL semilla | Empieza vy | Empieza Empieza alto, | Sin intermedio
termina alto | bajo, termina aumento,
termina intermedio empieza
afto alto,
termina
bajo
Semilla Empieza
y follaje TODOS MUY BAJOS SIEMPRE bajo, sube
rapido y se
mantiene
SOD |[semilla | Alto al | Desciende | Desciende y | Empieza el Empieza
‘ principio, pero sube, pero | mas alto, | el mas
intermedio al | termina siempre el de | pero bajo y
final mas alto mas baja | desciende | termina
actividad lineal intermedio
Semilla ) Imperceptible ) .
y follaje Imperceptibles en los al  principio Parecidos al principia,
primeros dos sube y queda | | el testigo se queda en
muestreos y siguen intermedio. el mismo nivel
bajos después, mientras Fosetil-Al
sube
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Cuadro 5. Resumen de correlaciones significativas entre todos los Tratamientos y Fungicidas.

FUNGICIDA SEMILLA 'Y FOLLAJE SOLO SEMILLA
Azoxystrobin INF/SOD INF/FEN , FEN/POX
FEN/PAL, INF/POX
INF/PAL, POX/PAL
Boscalid + PYR INF/SOD, FEN/SOD INF/FEN, FEN/POX
POX/PAL INF/POX, FEN/PAL
INF/PAL
Pyraclostrobin NINGUNA INF/FEN FEN/POX POX/PAL
INF/POX  FEN/PAL
INF/PAL
Fosetil-Al INF/POX  POX/SOD INF/FEN FEN/POX
INF/SOD INF/POX
Testigo INF/PAL INF/POX FEN/POX
INF/FEN
INF/PAL

INF: infeccion, FEN: fenoles, POX: peroxidasa, SOD:. superdxido, PAL. fenilalanina-
amonioliasa. ‘
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