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ACTIVACION ENZIMATICA DE ESPECIES DE Solanum CONTRA

Phytophthora infestans (Mont., de Bary)

Héctor Lozoya Saldaiia, Aida Judrez Cruz, Maria Teresa Colinas Leon y John Bamberg

RESUMEN

La resistencia de especies silvestres de Solanum a Phytophtho-
ra infestans (Mont). de Bary es multigénica. Para cuantificar
algunas respuestas enzimdticas al ataque del patdgeno, tres es-
pecies silvestres resistentes y una cultivada, susceptible, de So-
lanum, se expusieron a la infeccion natural por P. infestans en
el Valle de Toluca, México. No se presento la enfermedad en las
especies silvestres (Solanum microdontum Bift, S. demissum Buk.
y S. pinnatisectum Dun.). En la primera se obtuvieron correla-
ciones significativas (P= 00,05) entre fenoles totales (FEN) y
fenilalanina-amonio-liasa (PAL) (r= 0,93); peroxidasa (POX) y
superoxido dismutasa (SOD) (r= 0,97); y PAL/POX (r= 0,79). En
S. demissum las correlaciones con significancia estadistica fueron

entre FEN/PAL (r= 0,94) y POX/SOD (r= 0,88). En S. pinnati-
sectum hubo significancia entre FEN/PAL (r= 0,81), POX/SOD
(r= 0,89) y FEN/POX (r= 0,95). Para S. tuberosum L., suscep-
tible, la enfermedad no permitio que la planta completara su ci-
clo. La actividad enzimdtica decrecio en términos absolutos y fue
menor que en las silvestres. No obstante, en S. tuberosum hubo
correlaciones significativas entre FEN/PAL (r= 0,97), POX/SOD
(r= 0,93) y FEN/POX (r= 0,93). En las especies resistentes, la
actividad de las enzimas y de los fenoles totales se incremento a
medida que el patogeno se establecia, no asi en la susceptible. Se
corrobora la poligenia de defensa de las especies silvestres in-
cluidas en el presente estudio contra el oomiceto.

Introduccién

El tizén tardio de la papa
(Solanum tuberosum L.), cau-
sado por el oomiceto Phyto-
phthora infestans (Mont) de
Bary, presenta una gran va-
riabilidad genética en el Valle
de Toluca, México (Griinwald
et al., 2001), aceptandose éste
como su lugar de origen (Go-
odwin et al., 1994; Goodwin,
1996). También se considera
como el segundo centro de
diversificaciéon de especies de
Solanum, después de Peru,
Bolivia y Chile (Hawkes,
1994; Spooner et al., 2004).
Al coincidir hospedero-patége-
no en tiempo y espacio en la
naturaleza, conviven en equi-
librio para que ambos sobre-
vivan. La planta debe resistir
el ataque del microorganis-
mo. Esto ha sido demostrado
durante décadas en especies
silvesres de Solanum contra
el oomiceto (Niederhaser and
Mills, 1953; Flores-Crespo,
1959; Ruiz de Galarreta et al.,
1998). En ambientes naturales,

los mecanismos de defensa
corresponden a resistencia ho-
rizontal o poligénica, por la
gran variabilidad de genotipos
del patégeno que se han ais-
lado de las limitadas lesiones
foliares (Lozoya-Saldafia et
al., 2006). El presente estudio
tuvo como objetivo cuantificar
algunas activaciones enzima-
ticas involucradas en la resis-
tencia genética del hospedante
contra la infeccién natural del
patdgeno.

Materiales y Métodos

Durante el verano de 2006
se sembraron 20 individuos
de cada una de las especies
silvestres resistentes a P. in-
festans, Solanum microdon-
tum Bitt, S. demissum Buk.
y S. pinnatisectum Dun., asi
como la especie cultivada,
susceptible, S. tuberosum L.,
en el conjunto SEDAGRO,
ICAMEX-PICTIPAPA-INI-
FAP, en Metepec, México,
bajo un régimen de secano,
sin aplicacién de plaguicidas,

para propiciar asi la infeccién
natural por P. infestans. Se
hicieron lecturas semanales
de infeccién foliar de acuerdo
a la escala de Henfling (1987)
a partir de un mes posterior a
la siembra, una semana des-
pués de la emergencia. Para
el andlisis de presencia y ac-
tividad enzimatica, se hicieron
tres muestreos de 30g de ho-
jas al azar de cada poblacién
(18708, 30/08 y 27/09/2006),
en funcién de las etapas feno-
l6gicas de inicio de floracion,
plena floracién e inicio de la
senectud (las especies inclui-
das en este estudio son de
ciclo tardio).

Polvo de acetona

Se denomina polvo de
acetona al tejido que queda
después de su maceracién
con acetona, para analizar
la actividad enzimatica. Una
muestra de 30g de tejido fo-
liar, macerada en una licua-
dora domestica con 50ml de
acetona al 100% a 4°C, fue

filtrada al vacio, separdndose
el sobrenadante del tejido, y
la pasta de tejido deshidra-
tada a temperatura ambien-
te, es el polvo de acetona.
Este procedimiento se repitié
cuatro veces por muestra. De
requerirse, puede almacenarse
a -4°C el sobrenadante y el
tejido hasta correr los ensayos
enzimdticos (Alia Tejacal et
al., 2002).

Fenoles totales

Para la determinacién de fe-
noles totales (FEN), a 0,03ml
del sobrenadante se agregaron
16,97ml de agua desionizada,
Iml del reactivo de Folin-
Ciocalteu, y 2ml de carbonato
de sodio 20%. Una vez agi-
tado, se repos6 en oscuridad
por 2h, seguido por la lectura
de absorbancia a 760nm en
un espectrofotémetro Spec-
tronic 21D (Milton Roy), y se
cuantificé en funcién de una
curva patrén de dcido tdnico,
expresdndose como mg de
fenoles totales por g de peso
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ENZYMATIC ACTIVATION OF Solanum SPECIES AGAINST Phytophthora infestans (Mont., de Bary)
Héctor Lozoya Saldafia, Aida Judrez Cruz, Maria Teresa Colinas Le6n and John Bamberg

SUMMARY

Resistance of wild Solanum species to Phytophthora infestans
(Mont). de Bary is multigenic. In order to quantify some enzymat-
ic reactions to the attack of the pathogen, three resistant and one
cultivated, susceptible, Solanum species, were exposed to natural
infection by P. infestans in the Toluca valley, México. The disease
did not establish in the wild species (Solanum microdontum Bitt.,
S. demissum Buk., and S. pinnatisectum Dun.). In the first one,
significant correlations were obtained (P=00.05) between total
phenols (FEN) and phenyl alanine ammonium lyase (PAL) (r=
0.93); peroxidase (POX) and superoxyde dismutase (SOD; r=
0.97); and PAL/POX (r= 0.79). In S. demissum the correlations
with statistical significance were between FEN/PAL (r= 0.94) and

POX/SOD (r= 0.88). In S. pinnatisectum significance was found
between FEN/PAL (r= 0.81), POX/SOD (r= 0.89), and FEN/
POX (r= 0.95). For S. tuberosum L., the susceptible species, the
disease did not allow the plant to complete its cycle. The enzy-
matic activity in this species decreased in absolute terms, and
was lower than that of the wild ones. However, in S. tuberosum
there were significant correlations between FEN/PAL (r= 0.97),
POX/SOD (r= 0.93), and FEN/POX (r= 0.93). Enzymatic activity
and total phenols increased in the resistant species along with the
pathogen establishment, not so in the susceptible. The polygenic
defense of the wild species included in this study against the oo-
mycete is confirmed.

ATIVACAO ENZIMATICA DE ESPECIES DE Solanum CONTRA Phytophthora infestans (Mont., de Bary)
Héctor Lozoya Saldafia, Aida Judrez Cruz, Maria Teresa Colinas Leén e John Bamberg

RESUMO

A resisténcia de espécies silvestres de Solanum a Phytophthora
infestans (Mont). de Bary é multigénica. Para quantificar algumas
respostas enzimdticas ao ataque do patégeno, trés espécies sil-
vestres resistentes e uma cultivada, suscetivel, de Solanum, foram
expostos a infec¢do natural por P. infestans no Valle de Toluca,
Meéxico. A enfermidade ndo se apresentou nas espécies silvestres
(Solanum microdontum Bift, S. demissum Buk. e S. pinnatisec-
tum Dun.). Na primeira foram obtidas correlacées significativas
(P= 00,05) entre fenois totais (FEN) e fenilalanina amonio lia-
sa (PAL) (r= 0,93); peroxidasa (POX) e superoxido dismutase
(SOD) (r= 0,97); e PAL/POX (r= 0,79). Em S. demissum as co-
rrelagbes com significdncia estatistica foram entre FEN/PAL (r=

0,94) e POX/SOD (r= 0,88). Em S. pinnatisectum houve signi-
ficdncia entre FEN/PAL (r= 0,81), POX/SOD (r= 0,89) e FEN/
POX (r= 0,95). Para S. tuberosum L., suscetivel, a enfermida-
de ndo permitiu que a planta completara seu ciclo. A atividade
enzimdtica decresceu em termos absolutos e foi menor que nas
silvestres. Todavia, em S. tuberosum houve correlagdes significa-
tivas entre FEN/PAL (r= 0,97), POX/SOD (r= 0,93) e FEN/POX
(r= 0,93). Nas espécies resistentes, a atividade das enzimas e dos
fendis totais se incrementaram na medida em que o patégeno
era estabelecido, ndo sendo assim nas suscetiiveis. Se corrobora
a poligenia de defesa das espécies silvestres incluidas no presente
estudo contra o oomiceto.

fresco de follaje (Waterman y
Mole, 1994).

Fenilalanana amonio-liasa
EC4.3.1.5

La fenilalanina amonio-liasa
EC4.3.1.5 (PAL) fue extraida
con el método de Martinez-
Téllez y Lafuente (1997) y
el ensayo enzimatico se hizo
de acuerdo a Arz y Gram-
bow (1995). A 0,1g de pol-
vo de acetona, en frio, se le
agreg6 1,8ml de borato de
sodio 0,1M; pH 8,8; a este
amortiguador se le afiade al
momento 20mM de 1% B-
mercaptoetanol y polivinilpi-
rrolidona (PVP). Se homoge-
nizé y se agitd durante 20min
a 4°C. Se filtr6 con manta de
cielo, y el filtrado se centri-
fugd a 12500rpm a 4°C por
20min. Al sobrenadante se

le precipité la enzima agre-
gando 0,46g-ml! de sulfato
de amonio, agitando durante
30min a 4°C. Después se vol-
vié a centrifugar por 20min a
12500rpm a 4°C. Se recuperd
el precipitado y se le disolvid
en 5Sml de amortiguador de
acetato de amonio 0,IM a pH
7,7 con 20mM de mercaptoe-
tanol y 1% PVP.

Para el ensayo enzimatico
del tejido en estudio, se mez-
claron 1,8ml del amortigua-
dor de acetato de amonio con
0,9ml del extracto (precipitado
mas amortiguador) preincuba-
do a 40°C durante 5min, con
0,3ml-1"! fenilalanina 100mM,
y tanto de inmediato como 2h
después se midié la absorban-
cia a 290nm. Simultdneamente
se efectud un ensayo similar
para el blanco, como referen-
cia, carente de fenilalanina.
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Se midié el cambio de absor-
bancia en las 2h a 290nm a
40°C, se resté la lectura del
blanco al ensayo de las mues-
tras y se reporté como U/g
de peso fresco, donde U es el
incremento de absorbancia a
290nm por hora.

Peroxidasa ECI1.11.1.7

La peroxidada EC1.11.1.7
(POX) fue determinada me-
diante el método descrito por
Alia-Tejacal et al. (2002). A
0,1g de polvo de acetona se
agregé Sml de Tris-HCl 0,1M;
pH 7.1 con 1% PVP en frio.
Se homogenizé y se centrifu-
g6 20min a 12500rpm a 4°C.
A 0,05ml del sobrenadante se
le agregaron 2,6ml de amor-
tiguador Tris-HCIl; pH 7,1;
0,25ml guayacol 0,1M y 0,Iml
perdxido de hidrégeno 0,25%.

Se evalud el cambio de absor-
bancia a 30, 60, 120 y 180s,
a 470nm. La actividad enzi-
matica se reporté como U/g
peso fresco, donde U es uni-
dad de actividad enzimatica,
equivalente a la formacién de
Immol-min?! de tetraguayacol.

Superoxido dismutasa
1.15.1.1

Para determinar la supe-
réxido dismutasa 1.15.1.1
(SOD), se mezclé 0,025g de
polvo de acetona con 5ml de
amortiguador fosfato 0,01M;
pH 7.8. Se homogeniz6 por
50s en frio. Posteriormente
se centrifugd a 12500g por
20min a 4°C y se dejé que
el sobrenadante alcanzara la
temperatura ambiente en to-
tal oscuridad. En un tubo se
colocaron 3ml de amortigua-
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dor fosfatos 0,01M 1209
a pH 7,8 con EDTA
0,01M, metionina
30mg-ml!, nitro
azul de tetrazolio
(NBT) 1,4mg-ml!

100+

80

Porcentaje de follaje infectado

y Triton X 0,01ml 607
junto con 0,5ml de

sobrenadante y se 409
agit6. Posteriormen- 0

te se le agregaron
0,03ml de riboflavi-
na y se agité vigo-
rosamente de nue-
vo. Para el testigo
se siguié el mismo
procedimiento, pero
sin agregar rivofla-
vina. Se incubaron
en cuarto oscuro con luz
fluorescente (4 lamparas Os-
mar, Red Slimline 75W, luz
de dia) durante 7min y des-
pués se midi6 el cambio de
absorbancia a 560nm. La ac-
tividad enzimadtica se reportd
en unidades internacionales
por gramo de peso fresco
(U/g pf), donde cada unidad
es igual a la cantidad del so-
brenadante que fotoinhibe la
formacién de 50% de azul
de nitro tetrazolio-formazan
(Beyer y Fridovich, 1987).

Andlisis de resultados

Para el andlisis de corre-
lacién se tomaron en cuenta
todas las lecturas de
los ensayos enzimati-
cos. De cada muestra
del polvo de aceto-
na y de la acetona
sobrenadante, se hi-
cieron cuatro repeti-
ciones y tres lecturas
por repeticiéon (12
lecturas por muestra).
Ademads, se tomaron
dos muestreos para S.
tuberosum y tres para
las otras especies du-
rante el ciclo (24 y
36 datos por enzima,
respectivamente).
Los resultados fue-
ron analizados con
los programas NCSS
(number crunching
statistical system) y
Excel, para correla-
cién y para graficar
el comportamiento de
las diferentes varia-
bles evaluadas.
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S. tuberosum
habia muerto,
de manera que
solo se obtuvo
tejido proce-
sable de esta
especie en los
dos primeros
muestreos.

Fenoles
totales

08/07 16/07  21/07  29/07  5/08

S, microgontum

Fechas de lectura de infeccion

Figura 1. Curva de progreso de la infeccién foliar por Phytophtho-
ra infestans en Solanum tuberosum.

Resultados y Discusion
Porcentaje de infeccion

S. tuberosum fue la dnica
especie que resultd infectada.
Por lo tanto, solo a ella se
le tomé lectura de progreso
de la enfermedad (Figura 1).
Las otras especies resultaron
inmunes (Figura 2). Este com-
portamiento se ha presentado
como una constante en mul-
tiples ensayos en el valle de
Toluca (Niederhauser, 1991;
Lozoya Saldafia y Hernan-
dez Vilchis, 2001; Griinwald
y Flier, 2005). Cabe aclarar
que para la fecha del ter-
cer muestreo (27/09/2006)

13/08 19/08  26/08

Se observo
un incremen-
to en los fe-
noles totales
a medida que
se establecia
P. infestans. Algunos com-
puestos fendlicos téxicos para
los patégenos se generan en
mayor cantidad cuando ha
ocurrido la infeccidn, inhi-
biendo la produccién de en-
zimas fungicas y la actividad
enzimadtica del patégeno, como
respuesta de defensa de la
planta (Vidhyasekaran, 1997;
Agrios, 2001). Este aumento
en los fenoles totales en estas
especies silvestres de Sola-
num, se debe a que se activa
una defensa pasiva contra el
oomiceto, acumuldndose los
fenoles por la ruta de los fe-
nilpropanoides y sintesis de la
PAL (Basha et al., 2006). S.
tuberosum, por el contrario,

£ demissum

Figura 2. Aspecto general de las plantas al final del ciclo de crecimiento.

tuvo un decremento en los
fenoles totales debido a su
susceptibilidad al oomiceto, al
grado de no sobrevivir para el
tercer muestreo (Figura 3a).

Fenilalanina amonio-liasa

Las especies silvestres de
Solanum tuvieron incremento
en la actividad de esta enzi-
ma a medida que avanzaba
el ciclo de cultivo (S. pinna-
tisectum, S. demissum 'y S.
microdontum, mientras que la
especie cultivada, S. tubero-
sum, susceptible, inicialmente
presentd la mayor actividad,
pero la disminuyé con el
avance de la enfermedad hacia
su segundo y ultimo muestreo
(Figura 3b). La relacién inver-
sa enfermedad-PAL ha sido
sefialada con anterioridad, en
el sentido de que, en funcién
de la resistencia genética del
hospedante, la actividad de
esta enzima aumenta cuando
la planta resistente es some-
tida a diferentes situaciones
de agobio (cominmente de-
signada como stress) y ataque
de patégenos (Bobey, 1989;
Vidhayasekaran, 1997). De la
misma manera, Azcon Bieto
y Talon (1993) aseguran que
se debe a que los genes res-
ponsables de la sintesis de la
enzima pueden responder a la
presencia de inducto-
res bioldgicos, aunque
por otro lado, Jones
(1984) asegura que la
PAL se presenta en
todos los estadios del
crecimiento, lo que
explicaria porqué la
variedad susceptible
tuvo mayor actividad
que las resistentes en
el primer muestreo.

Peroxidasa

Hubo aumento en
la actividad de esta
enzima en el lapso
del muestreo en las
tres especies silves-
tres incluidas en este
estudio (Figura 3c).
En funcién de la re-
sistencia genética del
hospedante, el incre-
mento en la actividad
de la POX favorece

AUG 2010, voL. 35 N° 8 TERCIENCIA



la lignificacién de la pared
celular y follaje para que el
patégeno no se establezca en
la planta (Goodman et al.,
1986). En el caso de S. tube-
rosum, sucedié lo mismo con
la POX que con las otras en-
zimas, pues a medida que las
condiciones ambientales favo-
recian el establecimiento de la
enfermedad fue disminuyendo
la actividad enzimadtica, propio
de un material susceptible. El
inicio del proceso oxidativo
por la peroxidasa desencadena
los mecanismos de defensa
de la planta, donde el O, es
generado por diversas rutas y
el NADH/NADP es oxidado a
NAD/NAD* en presencia de
peroxidasa. El O, sufre una
reduccién, hay una reaccién
especifica en la membrana
por fosforilacién de NAD(P)
H-oxidasa que cataliza la re-
duccién del oxigeno molecu-
lar, dando como resultado la
muerte del patégeno (Mehdy,
1994).

Superoxido dismutasa

Al igual que con las enzi-
mas anteriores, las especies
silvestres de Solanum mos-
traron un incremento en la
actividad de la SOD a medida
que avanzd el ciclo, como una
de las reacciones de defen-
sa propias de la resistencia
natural de estas especies (S.
pinnatisectum, S. demissum,
S. microdontum). No asi con
S. tuberosum, que disminuyd
su actividad, como reflejo
de?? su susceptibilidad a P.
infestans (Figura 3d). Esta
enzima proporciona protec-
cién a las células contra la
toxicidad del O, , transfor-
mandolo en H,0, y actuando
directamente contra el patd-
geno (Vidhyassekaran, 1997).
Gutiérrez (2006) sefiala que
con la presencia del patégeno
se presenta la expresion de
genes de avirulencia en la in-
teraccion planta-patégeno y la
expresion del grupo de genes
Hrp o genes de hipersensibi-
lidad. Vidhyassekaran (1997)
también menciona que la POX
en combinacién con la SOD
minimizan la accién toxica
de las especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas

en inglés). K -

En el caso | . L oo
de S. tubero- éé 12 . % %

sum se pre- Sg . - ] ©'g 0004
sent6 lo con- 8 & 0,8774 g8
trario, pues $ 2 E'g 0,002
disminuyé  E%4 , 5 . .

la actividad L em - tub == mic .
de la SOD

en el segun- 615 16
do muestreo 5 - .

respecto al S8 . §§ 12
primero, g& B 3
como debe- §§ 3 . — ggg 08
ria ser con- 27, o N 2%
siderando su <~ . <> 04
condicién de ! ¢

especie sus- 0 0
ceptible, que Muestreo 1 Muestreo2  Muestreo 3

murié pos-

teriormente
por el ataque
del patdgeno,
sin dar opor-
tunidad de obtener un tercer
muestreo.

La supervivencia de los or-
ganismos depende de las inte-
racciones de sus genomas con
el medio ambiente. Asi, las
especies silvestres de Solanum
mostraron un incremento en
la actividad de PAL, POX,
SOD y fenoles totales a me-
dida que avanzaba el ciclo y
la enfermedad. Sobresale
S. demissum, con mayor
actividad de las enzimas.
A esta especie se le reco-
noce ampliamente por su
resistencia a P. infestans,
e histéricamente es la mas

una declinacién en la activi-
dad enzimatica estudiada.

Correlaciones

Como se aprecia en la
Tabla I, en el andlisis de
correlacién de las lecturas
de los ensayos enzimadticos
se detectd significacién es-
tadistica (P=0<0,05) entre

TABLA 1
COEFICIENTES DE CORRELACION Y SIGNIFICACION
ESTADISTICA ENTRE LAS VARIABLES, PARA IDENTIFICAR
ACCION/PRESENCIA CONJUNTA O INDEPENDIENTE

Muestreo 1

Muestreo 2 Muestreo 3

Figura 3. Actividad enzimadtica. a: concentraciéon de fenoles totales, b: actividad de la PAL, c:
actividad de la POX, y d: actividad de la SOD. Pin: Solanum pinnatisectum, dem: S. demis-
sum, tub: S. tuberosum, y mic: S. microdontum. Las fechas de muestreo fueron 1: 18/08/2006,
2: 30/08/2006, y 3: 27/09/2006.

las correlaciones FEN/PAL
(r= 0,934098), PAL/POX
(r=0,786853) y POX/SOD
(r=0,974500) para el caso de
S. microdontum. Por otro lado
las correlaciones entre FEN/
POX, FEN/SOD y PAL/SOD
fueron altas pero no signifi-
cativas. Para S. demissum las
correlaciones fueron signifi-
cativas par FEN/PAL, FEN/

DE ESTOS METABOLITOS ENTRE LAS ESPECIES
DE Solanum ESTUDIADAS

utilizada desde principios
del siglo XX en los pro-
gramas internacionales de
mejoramiento (Ligarreto,
2001; Fry, 2008). S. pin-
natisectum presenté una
actividad similar a S. de-
missum, especie resistente
aunque no es muy utiliza-
da en mejoramiento, y fi-
nalmente S. microdontum,
que aunque tuvo menor
actividad que las anterio-
res, no presentd infeccion.
Por otro lado, la especie
cultivada y susceptible S.
tuberosum, fue resistente
al ataque de algunas ra-
zas que se presentaron al
principio del ciclo (Cal-
derdén, 2008) pero decayd

FEN PAL POX SOD

S. microdontum
FEN 1,00 0,934098 * 0,881640 NS 0,769386 NS
PAL 1,00 0,786853 *  0,786294 NS
POX 1,00 0,974500 *
SOD 1,00

S. demissum
FEN 1,00 0,945933 * 0,766914 * 0,865232 NS
PAL 1,00 0,753345 NS 0,741276 NS
POX 1,00 0,876633 *
SOD 1,00

S. pinnatisectum
FEN 1,00 0,810134 * 0,95548 *  0,769386 NS
PAL 1,00 0,850427 NS 0,825007 NS
POX 1,00 0,889704 *
SOD 1,00

S. tuberosum
FEN 1,00 0,971282 * 0,933001 * 0,682466 NS
PAL 1,00 0,792314 N 0,63383 NS
POX 1,00 0,929529 *
SOD 1,00

posteriormente cuando se
presentaron otras razas, y
en este proceso se observo
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Nivel de significacién: P=0<0,05, NS: no significativo, FEN: fenoles tota-
les, PAL: fenilalanina amonio-liasa, POX: peroxidada, y SOD: superoxido
dismutasa.
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POX y POX/SOD, mientras
que entre FEN/SOD, PAL/
POX y PAL/SOD resultaron
no significativas. En el caso
de S. pinnatisectum las corre-
laciones fueron significativas
entre FEN/PAL, POX/SOD
y FEN/POX, mientras que
FEN/SOD, PAL/POX y PAL/
SOD no lo fueron. Finalmen-
te, en S. tuberosum las corre-
laciones tuvieron significacién
estadistica en los casos de
FEN/PAL, POX/SOD y FEN/
POX, no siendo asi para FEN/
SOD, PAL/POX y PAL/SOD.
Estas correlaciones en esta
especie susceptible implican
accion combinada entre en-
zimas, pero no oportuna ni
en cantidades suficientes para
contrarrestar el ataque del
patégeno, pues en funcién de
la severidad de la enfermedad
tendrd mayor peso la grafica
de la Figura 1 que las correla-
ciones obtenidas en este caso.

Se observé una correlacion
directa y significativa para
todas las especies entre la
actividad de PAL y la con-
centraciéon de fenoles tota-
les (PAL/FEN), esto debido
a que la PAL regularmen-
te exhibe mayor actividad o
sintesis de novo en tejidos
enfermos o en genotipos re-
sistentes, y es precursora de
la mayoria de los compuestos
fendlicos (Dixon y Harrison,
1991). De igual manera, hubo
una alta correlacién POX/
SOD en todas las especies.
La SOD, que cataliza la dis-
mutacién del O, y lo con-
vierte en, se encuentra en el
citoplasma, en los cloroplas-
tos y en las mitocondrias de
las plantas. Las peroxidasas
utilizan ese H,0, en las re-
acciones de lignificacion y
junto con la ascorbato peroxi-
dasa lo eliminan, utilizando
acido ascoérbico para conver-
tirlo en agua durante los pro-
cesos de defensa de la planta
ante un patégeno (Garcia et
al., 2004).

En el caso de la alta co-
rrelacion entre fenoles totales
y peroxidasas (FEN/POX)
para S. demissum, S. pinna-
tisectum 'y S. tuberosum, se
explica porque la peroxidasa
oxida los compuestos fendli-
cos y aumenta la velocidad
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de polimerizacién de esos
compuestos en sustancias si-
milares a la lignina, que se
depositan en las paredes y
papilas celulares e interfieren
con el posterior crecimien-
to y desarrollo del patégeno
(Agrios, 2001). Adn cuando
FEN/POX no fue significa-
tiva en S. microdontum, su
valor fue alto (r=0.88). Algo
parecido sucedié con las co-
rrelaciones para FEN/SOD y
FEN/PAL, que resultaron po-
sitivas pero no significativas
en todas las especies.
Algunas evidencias sobre
la multigenicidad de la resis-
tencia de especies silvestres
de Solanum ante el ataque
de P. infestans han sido in-
directas, por la diversidad
de biotipos del patégeno al
que enfrentan exitosamen-
te dichas especies (Lozoya-
Saldana et al., 2006). Esta
resistencia se ha localiza-
do para S. bulbocastanum,
otra especie silvestre igual-
mente resistente a las aqui
incluidas, en diversos gru-
pos de genes ubicados en
los cromosomas 4 (Tae-Ho
et al., 2005) y 8 (Naess et
al., 2000), asi como para S.
tuberosum en el cromosoma
5, asociado a la madurez del
follaje (Visker et al., 2003).
Un mayor acercamiento al
metabolismo indica que para
variedades resistentes o sus-
ceptibles en S. tuberosum,
la susceptibilidad sigue un
patrén del dcido shikimico-
fenilpropanoide, al detectarse
metabolitos fendlicos y dcido
benzdico, como precurso-
res del dcido salicilico, que
a su vez dispara la sintesis
de compuestos fendlicos, lo
que explica la presencia de
fenoles totales en la especie
susceptible incluida en este
trabajo. Los genotipos resis-
tentes, por otro lado, siguen
la ruta del dcido meval6nico-
metileritritol, al detectarse
dcido heptadecandico, posible
derivado del acido linolénico,
que a su vez es precursor del
acido jasmoénico, que condu-
ce a la sintesis de terpenos
que favorecen la resistencia
sistémica inducida propia
de genes de proteccién y de
defensa, cuyos productos,

entre otros, son precisamente
las enzimas incluidas en el
presente estudio (Abu-Nada
et al., 2007). La ausencia
de sintomas visibles también
pudo deberse a reacciones de
hipersensibilidad, que en las
especies de Solanum condu-
cen a la necrosis de las célu-
las infectadas, que al morir
impiden el establecimiento
del patégeno, y cuya efecti-
vidad difiere en funcién del
grado de resistencia genéti-
ca de los clones o especies
(Vleeshouwers et al., 2000).

Conclusiones

Las especies incluidas en
este estudio activaron meca-
nismos enzimadticos de defensa
contra el patégeno de mane-
ra poligénica y simultdnea
(fenoles totales, fenilalanina
amonio-liasa, peroxidasas y
super6xido dismutasa), pero
aquellas resistentes respondie-
ron antes y con mayor intensi-
dad que la especie susceptible.
Se comprueba la hipétesis de
la resistencia horizontal, de
campo o poligénica, generada
a raiz de la gran variabilidad
de genotipos de Phytophthora
infestans que han sido identi-
ficados en el valle de Toluca,
México.
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