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Phytophthora infestans MONT. DE BARY POR FUNGICIDAS
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RESUMEN

Los nuevos fungicidas ahora también contemplan las reac-
ciones de defensa del hospedante. Mediante aspersiones con
fungicidas al tubérculo-semilla y al follaje de papa (Solanum
tuberosum L.) cv. Alpha, susceptible al tizon tardio (Phyto-
phthora infestans Mont. De Bary), en el valle de Toluca, Méxi-
co, se estudio el estimulo de reacciones de defensa de la plan-
ta sobre la infeccion natural de P. infestans. No hubo protec-
cion al follaje al aplicar solo a la siembra, pues la infeccion
foliar fue similar a la del testigo sin fungicidas. Con aspersion
adicional al follaje 30 dias después de la siembra, la infeccion
final fue de 60-80% respecto al testigo. Hubo similitud entre
tratamientos en los patrones de sintesis y/o actividad de los
metabolitos estudiados, con altas correlaciones entre ellos. A
medida que avanzo la infeccion incrementaron fenoles (FEN),

peroxidasa (POX) y fenilalanina-amonioliasa (PAL), con incon-
sistencias en la accion de la POX y la superoxido dismutasa
(SOD) al aplicarse los productos a semilla y follaje, y con des-
censo de la actividad de SOD cuando fueron aplicados solo a
la semilla. Destaca el estimulo inducido por Fosetil-Al en la
actividad de SOD y PAL cuando se aplico a semilla y follaje,
aunque las correlaciones se limitaron a SOD con infeccion y
POX, mientras que la PAL actud independientemente. Se con-
cluye que los productos estudiados estimulan respuestas ines-
pecificas de la planta, pero no lo suficiente para proteger con-
tra patogenos sobre los que no actuan directamente (excepto
Fosetil-Al), y que las estrechas correlaciones entre los meta-
bolitos evidencian el cardcter poligénico de las respuestas de
defensa de la planta.

Introduccion

La resistencia de la planta a
sus patogenos depende a me-
nudo de si ésta puede recono-
cerlo al inicio de la infeccion.
Las plantas contrarrestan el
ataque con barreras fisicas o
por medio de reacciones bio-
quimicas, que producen sus-
tancias toxicas para el pato-
geno o crean condiciones que
inhiben su desarrollo (Agrios,
2001). La resistencia de este
tipo ocurre cuando una o
mas de estas substancias al-
canzan una concentracion
suficiente para inhibir el
avance de la infeccion
(Goodman et al., 1986). Entre
las alteraciones metabolicas
inducidas por los patogenos
en el hospedante se incluye
la sintesis de metabolitos se-
cundarios y enzimas, que

dan lugar al desarrollo de la
resistencia en torno a los si-
tios de infeccion. La respues-
ta defensiva de la papa invo-
lucra procesos como la acu-
mulacion de fenoles (FEN),
peroxidasas (POX) y la feni-
lalanina amonioliasa (PAL)
(Cornide et al., 1994). Los
compuestos fenolicos, aunque
suelen estar presentes tam-
bién en las plantas no infec-
tadas, aumentan su concen-
tracion de forma considerable
tras la entrada del patdgeno
y su sintesis después de la
entrada de éste es mucho
mayor en variedades resisten-
tes que en las susceptibles
(Dai, et al., 1995). La PAL
por lo regular exhibe una
mayor actividad o una nueva
sintesis, mucho mayor en los
tejidos enfermos, y es clave
en la produccion de la molé-

cula basica precursora en la
biosintesis de la mayoria de
los compuestos fendlicos,
como las fitoalexinas y la
lignina (Agrios, 2001). Las
POX pueden considerarse
como enzimas bifuncionales,
ya que oxidan varios sustra-
tos en presencia de peroxido
de hidrogeno, pero también
producen especies reactivas
de oxigeno (ROS) debido a
sus dos posibles ciclos catali-
ticos (peroxidativo y oxidati-
vo, Passardi et al., 2005). Su
implicacion en procesos fisio-
logicos y de desarrollo vege-
tal puede detectarse desde la
germinacion hasta la senes-
cencia, incluyendo la defensa
frente a patogenos (Kristen-
sen et al., 1999), suberizacion
(Bernards et al., 1999), oxi-
dacion de fenoles y especial-
mente en la lignificacion (La-

grimini, 1991). Respecto a la
superoxido-dismutasa (SOD),
numerosos estudios demues-
tran que el agobio ambiental
tiene un importante efecto
sobre la expresion y activi-
dad SOD en plantas (Bowler
et al., 1994). Condiciones
adversas como la sequia, ba-
jas temperaturas y ataque por
patdgenos se han correlacio-
nado con la actividad de la
SOD como un antioxidante
de defensa, asi como en célu-
las expuestas al O, (Monk et
al., 1989).

Las nuevas generaciones de
fungicidas no solo se enfocan
al estudio de su efecto directo
sobre el patdogeno, sino tam-
bién sobre el hospedante, pues
en ausencia de la enfermedad
se ha observado un estimulo
en el vigor de la planta (Lo-
zoya-Saldafia y Bautista,
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DEFENSE INDUCTION IN POTATO (Solanum tuberosum L.) AGAINST Phytophthora infestans MONT. DE BARY BY

FUNGICIDES

Martha Nayeli Robledo-Esqueda, Héctor Lozoya-Saldaiia and Maria Teresa Colinas-Ledn

SUMMARY

New fungicides now also consider the host defense reactions.
Potato seed-tuber and foliage (Solanum tuberosum L.), cv.
Alpha, susceptible to late blight (Phytophthora infestans Mont.
De Bary), were sprayed with fungicides in the Toluca Valley,
Mexico, in order to study the host defense reaction stimuli over
natural infection by P. infestans. No foliage protection was ob-
served when only seed-treated, for the infection was similar to
that in the control without fungicides. On the other hand, final
infection reached 60-80% of that of the control when foliage
was additionally sprayed once, 30 days after planting. There
were similar metabolite synthesis and/or activity patterns af-
ter treatments, with high correlations between variables. As
infection levels increased, so it did phenols (FEN), peroxida-

se (POX) and phenylalanine ammoniolyase (PAL), with incon-
sistencies in POX and superoxide dismutase (SOD) activity
when the products were sprayed to seed and foliage, and with
a decrease in SOD activity when only seed-treated. Fosetyl-Al
stimuli on SOD and PAL were outstanding when seed and fo-
liage were sprayed, although correlations were limited to SOD-
infection and SOD-POX, while PAL effect was independent. It
is concluded that the products included in this study do stimu-
late non-specific plant reactions, but not enough as to protect
against pathogens for which such products do not work directly
(except Fosetil-Al). Also, the close correlations among metabo-
lites are an evidence of the polygenic character of the plant
defense reactions.

INDUCAO DE DEFESA EM BATATA (Solanum tuberosum L.) CONTRA Phytophthora infestans MONT. DE BARY POR

FUNGICIDAS

Martha Nayeli Robledo-Esqueda, Héctor Lozoya-Saldaia e Maria Teresa Colinas-Leon

RESUMO

Os novos fungicidas agora também contemplam as reagoes
de defesa do hospedeiro. Mediante aspersoes com fungicidas ao
tubérculo-semente e a folhagem de batata (Solanum tuberosum
L.) cv. Alpha, suscetivel a requeima da batata (Phytophthora in-
festans Mont. De Bary), no valle de Toluca, México, se estudou
o estimulo de reagdes de defesa da planta sobre a infec¢do na-
tural de P. infestans. Ndo houve protegcdo a folhagem ao aplicar
somente na plantagdo, pois a infecgdo foliar foi similar a da tes-
temunha sem fungicidas. Com aspersdo adicional na folhagem
30 dias depois da plantagdo, a infecgdo final foi de 60-80% em
relagcdo a testemunha. Houve semelhancas entre tratamentos nos
padrées de sinteses e/ou atividade dos metabdlitos estudados,
com altas correlagoes entre eles. Na medida em que avangou
a infecgdo, incrementaram-se fenois (FEN), peroxidase (POX) e

fenilalanina-aménio liasa (PAL), com inconsisténcias na a¢do da
POX e a superoxido dismutase (SOD) ao aplicar-se os produtos
na semente e folhagem, e com descenso da atividade de SOD
quando foram aplicados somente na semente. Destaca o estimu-
lo induzido por Fosetil-Al na atividade de SOD e PAL quando
se aplicou na semente e folhagem, ainda que as correlagées se
limitassem a SOD com infec¢do e POX, enquanto que a PAL
atuou independentemente. Conclui-se que os produtos estudados
estimulam respostas inespecificas da planta, mas ndo o suficien-
te para proteger contra patogenos sobre os que ndo atuam dire-
tamente (exceto Fosetil-Al), e que as estreitas correlagoes entre
os metabdlitos evidenciam o cardcter poligénico das respostas
de defesa da planta.

2005; Lozoya-Saldafia y Her-
nandez-Vilchis, 2001). La sin-
tesis de sustancias por la
planta de papa (Solanum tube-
rosum L.) que son toxicas
para el patogeno esta relacio-
nada cuantitativamente con el
nivel de resistencia genética y
el uso de inductores quimicos
(Ardila e Higuera, 2005), El
Azoxystrobin pertenece al
grupo de las estrobilurinas,
como fungicida preventivo,
antiesporulante sistémico,
contra cerca de 30 hongos
(www.laguiasata.com/azoxys-
trobin.htm); la patente clama
mayor periodo de vida posco-

690

secha de follaje de lechuga y
mejores propiedades organo-
lépticas (www.fags.org/patents/
app/20090143231). Pyraclostro-
bin es otra estrobilurina con-
tra hongos del suelo, que en
combinaciéon con Boscalid
(anilida) y/o Epoxiconazole,
hacen una combinacién de
sistemicidad local, altamen-
te efectiva también contra
patégenos de follaje como
royas y cenicillas (www.la-
guiasata.com/pyraclostro-
bin+%20epoxiconazole.htm).
Ademads, se reporta mayor
actividad enzimatica, sinte-
sis de fenoles y ligninas y

aumento en la biomasa en
soya (www.scielo.br/rss.
php?pid=0100-5405&lang=en).
Fosetil-Al es un alcoil fosfo-
nato con sistemicidad bidirec-
cional en la planta, contra
oomicetos de raiz y follaje,
que estimula la defensa natu-
ral del hospedante (www.che-
minova.com.mx/es/fungicidas/
fosthor_wdg/). Por lo anterior,
el presente estudio tuvo como
objetivo estudiar el efecto
residual estimulante de defen-
sa que algunos de estos pro-
ductos pudieran ejercer en
plantas de papa contra tizon
tardio (Phytophthora infes-

tans). Se aclara que es un
estudio de efecto residual en
el hospedante, pues con ex-
cepcion de Fosetil-Al, que es
de sistemicidad bidireccional
y es especifico contra oomi-
cetos, los otros productos son
solamente translaminares y
no tienen efecto fungicida
contra P. infestans.

Materiales y Métodos

Durante el verano del
2007, bajo condiciones de
temporal, se sembraron uni-
dades experimentales de
papa (Solanum tuberosum
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TABLA 1
TRATAMIENTOS APLICADOS
Tratamiento* Fungicida Dosis
1 Azoxystrobin 50% 5g1t
2 Boscalid + Pyraclostrobin 12,5g1!
3 Pyraclostrobin Iml-1!
4 Fosetil - Al 6 g1t
5 Testigo 0
6 Azoxystrobin 50% 5g1!
7 Boscalid + Pyraclostrobin 12,5g1!
8 Pyraclostrobin Iml-1!
9 Fosetil - Al 6gl!
10 Testigo 0

Del 1 al 4: aspersion a la semilla en la siembra y al follaje un mes después,
con el mismo producto y dosis; del 6 al 9: aplicacion solamente a la semilla

en la siembra.

L.) en surcos de 5m de lar-
go con 15 plantas cada uno
y cuatro repeticiones, con la
variedad susceptible Alpha,
expuesta a la infeccion natu-
ral por Phytophthora infes-
tans Mont. De Bary, en el
Campo Agricola Experimen-
tal PICTIPAPA-ICAMEX-
INIFAP de Metepec, valle
de Toluca, México. Los pri-
meros tratamientos (1 a 4)
consistieron de aspersion a
la semilla al momento de la
siembra y una aspersion al
follaje un mes después, con
el mismo producto y dosis
(plantas de 15 a 20cm de
altura). Los tratamientos 6 a
9 inluyeron una sola aplica-
cion a la semilla, en la
siembra. Los testigos, sin
aplicacion de fungicidas,
fueron los tratamientos 5 y
10 (Tabla I).

De la quinta a la novena
semana después de la siembra,
se hicieron lecturas semanales
de tizon tardio de acuerdo a la
escala de Henfling (1987). En
las mismas fechas se hicieron
los muestreos de follaje para
el analisis enzimatico. Para
los tratamientos a la semilla y
al follaje, se tomaron cinco
lecturas e igual nimero de
muestreos. Los tratamientos
solo a la semilla sobrevivieron
unicamente lo suficiente para
tres muestreos. Las variables
evaluadas fueron porcentaje
de infeccion de la enferme-
dad, presencia de fenoles y la
actividad enzimatica de pe-
roxidasa (EC.1.11.1.7, POX),
fenilalanina amonio-liasa
(EC4.3.1.5, PAL) y superoxido

dismutasa (1.15.1.1, SOD). No
se considero el rendimiento de
tubérculo porque no se obtu-
vo cosecha en ningln trata-
miento. El analisis de varian-
za se hizo bajo un diseflo
completamente al azar en
programas SAS (Statistical
Analysis System) y Excel,
con comparacion de medias
mediante la prueba de Tuc-
key (P=0<0,05). Ademas, con
el fin de detectar comporta-
mientos paralelos o de la in-
fluencia de un metabolito so-
bre otro, o sus interacciones,
se corrieron pruebas de corre-
lacion entre las variables in-
cluidas en este estudio.

Las determinaciones en el
laboratorio se hicieron a par-
tir de polvo de acetona, el
cual se obtuvo al macerar en
licuadora doméstica 20g de
hojas en 50ml de acetona
100% a 4°C, filtrado al vacio
y separacion de la acetona.

Fenoles

A 0,03ml del sobrenadante
de acetona se le agregaron
16,97ml de agua desionizada
con 1ml de Folin-Ciocalteu y
2ml de carbonato de sodio
20%. Se agit6 y dejo reposar
por 2h en la oscuridad para
posteriormente leer la absor-
bancia a 760nm en un es-
pectrofotometro Spectronic
21D (Milton Roy, EEUU ).
La cuantificacion se realizéd
mediante una curva patron
de acido tanico y la concen-
tracion de fenoles totales se
registré6 como mg-g' p.f.
(Waterman y Mole 1994)
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Peroxidasa (EC.1.11.1.7,
POX)

La actividad de POX se
determin6 mediante el proce-
dimiento descrito por Alia-
Tejacal et al. (2002) y Flur-
key y Jen (1978). La enzima
se extrajo a partir de 0,1g de
polvo de acetona disuelto en
Sml de Tris-HCl frio, pH 7,1,
conteniendo 1% de polivinil-
pirrolidona. Se homogeneizé
por 50s y se centrifugd por
20min a 12500rpm y 4°C.
Para los ensayos se tomaron
0,05ml del sobrenadante y se
mezclaron con 2,6ml de
amortiguador Tris-HCl pH
7,1; 0,25ml de guayacol
0,IM; y 0,Iml de perdxido
de hidrégeno 0,25%, para
hacer un total de 3ml. El
cambio de absorbancia a
470nm se evaluod a los 30,
60, 120 y 180s y la actividad
enzimatica se expresdé como
U-g! p.f. (unidades de activi-
dad enzimatica por g de
peso fresco, considerando
una unidad como igual a la
formacién de Immol'min™ de
tetraguayacol).

Fenilalanina amonio-liasa
(EC4.3.1.5 PAL)

Se homogenizé 0,1g de
polvo de acetona con 5ml de
borato de sodio 0,1 M (pH
8,8) frio y B-mercaptoetanol
20mM durante 50s, seguido
por agitaciéon continua por
20min en bafio de hielo
(4°C), filtrado con manta de
cielo y centrifugado a
12500rpm durante 20min a
4°C, conservando el sobre-
nadante, del cual se precipi-
to la enzima con 0,46g de
sulfato de amonio por ml??
de sobrenadante y agitacion
por 30min a 4°C. Se cen-
trifugd nuevamente por
20min a 12500rpm a 4°C,
conservandose el precipitado,
que se re-disolvio con 5ml
de borato de sodio 0,1M pH
8,8. (Arz y Grambow, 1995).
Para el ensayo enzimatico se
tomaron 0,9ml de este ex-
tracto y se mezclaron con
1,8ml de borato de sodio
0,1M pH 8,8; se pre-incubo
a 40°C por Smin, agregan-
dosele después 0,3ml de fe-

nilalanina 100mM, midién-
dose la absorbancia a
290nm. Simultdneamente, se
efectud otro ensayo de la
mezcla de 0,9ml del extracto
con 2,1ml de borato de sodio
0,1 M pH 8,8 con mediciones
de la absorbancia a la misma
longitud de onda (290nm) en
2h, manteniendo la muestra
en bafio a 40°C. La actividad
enzimatica se reportd6 como
U-g! p.f, en donde U=A (uni-
dades de absorbancia a
290nm-h?) (Martinez-Tellez y
Lafuente, 1997).

Superoxido dismutasa
(1.15.1.1. SOD)

El método utilizado fue el
descrito por Beyer y Frido-
vich (1987). En frio, a 0,1g
de polvo de acetona se agre-
garon 5ml de solucion amor-
tiguadora de fosfato 0,01M
pH 7,8. Se homogenizd y se
centrifugé a 16500rpm du-
rante 20min a 4°C. A tempe-
ratura ambiente y en ausen-
cia de luz, se colocaron 3ml
de soluciéon amortiguadora
EDTA-metionina, NBT vy tri-
ton, en tubo de ensayo de
rosca. Se agregaron 0,5ml del
sobrenadante, se agitd, se
adiciono rivoflavina, se vol-
vio a agitar, se ilumind du-
rante 7min con lampara de
luz fluorecente y se leyeron
en el espectrofotometro a
560nm.

Resutados y Discusion
Infeccion foliar

A pesar de que los produc-
tos no son especificos contra
el tizon (excepto Fosetil-Al),
se observo disminucién en la
infeccion cuando se aplicaron
a la semilla y al follaje, sien-
do, en la quinta semana,
Pyraclostrobin, Fosetil-Al y
Azoxystrobin, estadistica-
mente iguales entre si (73,
70, y 76% de infeccion foliar
final, Tukey, P=0<0,05),
mientras que el testigo
(100% de infeccion) y el tra-
tamiento con Boscalid-Pyra-
clostrobin (58% de infeccion)
resultaron significativamente
diferentes (R?>=0,973686; Ta-
bla II, Figura 1la).
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) TABLA II
INFECCION FOLIAR FINAL POR P. infestans

%l
Azoxystrobin 76
Boscalid-Pyraclostrobin 58
Pyraclostrobin 73
Fosetil-Al 70
Testigo 100

S-F S

%l
94
94
97
97
100

®» oo %
®» oo oo %

S-F: aplicacion a la semilla y al follaje, S: aplicacion solo a la semilla, %l:
porcentaje de infeccion, *: tratamientos con la misma letra son estadistica-

mente iguales (Tukey, P=0<0,05).

120

filico, que se acumula en las
capas serosas de epidermis de
la hoja, desplazandose a cor-
tas distancias por via transla-
minar (www.agrodigital.com/
vitiv/noticias/lanzacabrio.htm),
pero sin reportes sobre la baja
fenolizacién detectada en
nuestro estudio. Cuando se
aplicé inicamente a la semi-
lla, la presencia de fenoles
fue lo suficientemente baja
como para ser significativa-

cia cuando se aplica Pyraclos-
trobin contra patogenos del
suelo no oomicetos (Lozoya-
Saldafia y Bautista, 2005).

Peroxidasas (EC.1.11.1.7,
POX)

Cuando las aplicaciones
fueron tanto a la semilla
como al follaje, disminuy¢ la
actividad de esta enzima de la
sexta a la séptima semana en

TABLA III

PROMEDIOS DE PRESENCIA/ACTIVIDAD DE LOS METABOLITOS

" il

POR EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS*

40 -

Porcentaje de infeccion foliar
O

Tratamiento FEN ** POX ** PAL ** SOD  **
Azoxystrobin 1,7810 a 12864 a 0,01988 b 9,162 b

A semilla Boscalid-Pyr‘ 1,9102 a 24382 a 0,01787 b 13,854 b
y follaje Pyraclostrobin  1,6496 a  3212,2 a  0,03086 b 52,067 ab
Fosetil-Al 1,827 a 22940 a 0,09321 a 101,59 a

Testigo 1,6672 a 1733,1 a 0,02677 b 75,838 ab
Azoxystrobin  2,6796 a  3134,8 a 0,04134 a 97,559 a

Solo a Boscalid-Pyr' 2,0672 a  2662,2 a 0,03426 a 111,74 a
semilla Pyraclostrobin  0,7657 a  2393,6 a 0,03822 a 63,607 a
Fosetil-Al 2,0364 a 2883,6 a 0,03537 a 129,28 a

Testigo 24859 a 22796 a  0,03172 a 77,946 a

4 5 6 7

* Ver unidades de cuantificacion en Materiales y Métodos.

. . ; **Cifras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tuckey, P=0<0,05).

8 9 10

Semanas de lectura

Figura 1. Avance de la infeccion foliar. a: aplicacion a la
semilla y al follaje, b: aplicacion solo a la semilla en la

siembra. Azoxystrobin
Pyraclostrobin —4-, Fosetil-Al

Destaca un ligero efecto
residual de los tratamientos
cuando solo se hicieron en la
siembra, con porcentajes de
infeccion para Azoxystrobin
de 94,5%, Boscalid + Pyra-
clostrobin de 94,3%, Pyra-
clostrobin y Fosetil-Al de
96,7%, diferentes significati-
vamente al testigo (100%)
pero iguales entre si
(R?=0.986014; Tabla 11, Figu-
ra 1b). No obstante, al final
las plantas sucumbieron a la
enfermedad, aunque después
del testigo.

Fenoles totales

Cuando los tratamientos se
hicieron a la siembra y al fo-
l1aje, hubo una disminucion
de fenoles en todos los trata-
mientos de la quinta a la oc-
tava semana después de la
siembra. La aspersion al folla-
je no estimuld la acumulacion
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, Testigo

, Boscalid-Pyraclostrobin X

TABLA IV .
CORRELACIONES CON SIGNIFICANCIA ESTADISTICA
ENTRE TRATAMIENTOS (0=0,05)

Fungicida A semilla y follaje Solo a semilla
Azoxystrobin INF/SOD INF/FEN , FEN/POX
. FEN/PAL, INF/POX
ge fengles en este perl.odo’. INF/PAL. POX/PAL
osteriormente se registro
un repunte en su contenido Boscalid + PYR INF/SOD, FEN/SOD INF/FEN, FEN/POX
(Figura 2a), paralelo al au- POX/PAL INF/POX, FEN/PAL
mento del porcentaje de in- INF/PAL
feccion (Figura 1a). Consi- pyraciosirobin - Ninguna INF/FEN FEN/POX POX/PAL
derando el promedio de INE/POX FEN/PAL
presencia y actividad de los INF/PAL
productos a o largo del ci- Fosetil-Al INF/POX POX/SOD INF/FEN FEN/POX
r . . Ose 1 -
clo, no se depect.o d1f_erenc1a INF/SOD INF/POX
estadistica significativa en-
tre los tratamientos (Tabla Testigo INF/PAL INF/POX FEN/POX
IIT). En los tratamientos INF/FEN
solo a la semilla el incre- INF/PAL

mento de este metabolito

fue constante (Figura 2b),

con ligeras diferencias res-

pecto al testigo al final. Apli-
cando unicamente Pyraclos-
trobin tanto a la semilla como
al follaje, se indujo una sinte-
sis de fenoles inferior al resto
de los productos y al testigo,
aunque, como ya se mencio-
no, sin diferencia con el resto
de los tratamientos. Se repor-
ta a este producto como lipo-

mente diferente al resto (Ta-
bla III). Esto pudiera indicar
dos cosas; por un lado, Pira-
clostrobin no estimuld reac-
ciones de defensa que involu-
cren fenoles, pero por otro,
por lo mismo, tampoco la fe-
nolizacion, razén por lo que a
la cosecha se han observado
tubérculos de mejor aparien-

INF: infeccion, FEN: fenoles, POX: peroxidasa, SOD: superoxido-dismutasa, PAL:
fenilalanina-amonioliasa.

todos los tratamientos, con
incrementos posteriores inclu-
yendo al testigo, excepto con
Pyraclostrobin, pues aunque
en cifras absolutas estimul6 la
mayor actividad de POX res-
pecto al resto de los trata-
mientos, declind al final (linea
superior bimodal, Figura 2c).
Esto ocasion6 que, en prome-
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dio de lecturas a lo largo del
ciclo, este tratamiento resulta-
ra estadisticamente igual al
resto, en la sintesis de estas
enzimas (Tabla III), sin refle-
jarse estos tratamientos en el
control de tizon, pues en ge-
neral, éste patdogeno termind
el ciclo cubriendo la mayor
parte del follaje (Tabla II). La
resistencia ocurre cuando una
o mas fitoalexinas alcanzan
una concentracion suficiente
para inhibir el desarrollo del
patogeno (Andreu, et al.,
2000). En este caso no fue
suficiente la concentracion
para evitar que el patégeno
siguiera desarrollandose. Es
de notar que en estos trata-
mientos de semilla y follaje,
Azoxistrobin estimul6 la sin-
tesis de POX aun menos que
el testigo, aunque sin diferen-
cia estadistica entre ambos.
Por otro lado, este producto
fue el que mayormente esti-
muld la sintesis de dicha en-
zima cuando se aplico una
sola vez a la semilla, aunque
con cifras similares estadisti-
camente a las obtenidas para
Fosetil-Al y para el resto de
los tratamientos con grados
de infeccion foliar parecidos
94 y 97%, respectivamente,
Tabla II).

Fenilalanina amonio-liasa
(EC4.3.1.5 PAL)

La mayor actividad de esta
enzima se registro para el
tratamiento con el fungicida
Fosetil-Al aplicado a la semi-
lla y al follaje, alcanzando
valores de 0,13279U-g"! p.f. en
la semana 6 y un promedio
por todo el ciclo de 0,093U-g
p.f., superior estadisticamente
al resto de los tratamientos
(Tabla IIT) y contrastando es-
tos, siempre menores al de
Fosetil-Al (Tabla III, Figura
2¢). Este contraste en la acti-
vidad enzimatica de PAL no
se refleja en la infeccion, que
fue muy similar para todos
los tratamientos (Figura la).
Cuando la aspersion fue solo
a la semilla, la induccién en-
zimatica por Boscalid-Pyra-
clostrobin fue contrastante,
pues indujo la menor activi-
dad inicial respecto a los de-
mas, pero presentd la mayor
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Figura 2. Presencia y accion enzimatica por efecto de los tratamientos. a, b: fenoles totales; c,d: peroxidasas;
e, f: fenilalanina amonio-liasa; g, h: superoxido-dismutasa. Azoxystrobin —¢-, Boscalid-Pyraclostrobin —m=-,
Pyraclostrobin —4-, Fosetil-Al —«, Testigo —. a, ¢, e y g, fueron tratamientos a la semilla y al follaje; b, d,
f y h, fueron aspersiones solo a la semilla en la siembra.

respuesta posterior (Figura
2f), aunque, en promedio del
ciclo, todos los tratamientos
fueron estadisticamente igua-
les (Tabla III) y nuevamente,
esto no se evidencié en la
infeccion foliar, parecida entre
los tratamientos pero superior
en el testigo, que alcanzo el
100% en la penultima semana
de lecturas (Figura 1b). Con
excepcion del Fosetil-Al, que
fue superior estadisticamente
al resto, no hubo diferencia
significativa para los demads
tratamientos, incluyendo al
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testigo, cuando se aplicaron a
la semilla y al follaje, lo que
indica que cuando hubo eli-
minacion del patégeno, aun-
que limitada, por efecto de
las reacciones del hospedante
inducidas por los fungicidas,
la actividad PAL se mantuvo.

Superoxido dismutasa
(1.15.1.1. SOD)

Cuando los tratamientos
fueron a la semilla y al folla-
je, en el primer muestreo (a la
quinta semana después de la

siembra), y aun sin infeccion
foliar por tizon, solo se detec-
té actividad de la SOD en el
tratamiento de Fosetil-Al y en
el testigo, con ascenso signifi-
cativo, junto con pyraclostro-
bin, en la siguiente semana.
Por otro lado, Azoxistrobin y
la combinacién Boscalid-Pyra-
clostrobin, estimularon la ac-
tividad de SOD marginalmen-
te. Al final del ciclo, a medi-
da que avanzaba la infeccion,
destaca la gran actividad de
esta enzima, inducida particu-
larmente por Fosetil-Al (Figu-
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ra 2g), seguida por el testigo
y Pyraclostrobin. Estos tres
tratamientos resultaron esta-
disticamente iguales entre si,
pero superiores y diferentes a
los otros dos (Azoxystrobin y
Boscalid-Pyraclostrobin, Tabla
III). Cuando los tratamientos
se hicieron solo a la semilla,
también la presencia del Fose-
til-Al fue la que estimuld mas
la expresion de SOD en el
primer muestreo, siendo el
testigo el que presentd la me-
nor actividad (Figura 2h). To-
dos los tratamientos disminu-
yeron la accion de SOD a la
siguiente semana, mientras
que en el testigo se incremen-
t6. Finalmente terminaron to-
dos con actividades similares,
y sus promedios no presenta-
ron diferencias estadisticas
significativas (Tabla III). La
SOD cataliza el rompimiento
del superdxido en oxigeno y
peroxido de hidrégeno, siendo
una enzima importante de
defensa antioxidante (Bowler
et al., 1994), pero esta accion
no se efectud porque la in-
fluencia de los agroquimicos
se perdid al aplicarlos unica-
mente en la semilla al mo-
mento de la siembra, pero con
una aplicacion posterior si se
estimul6 la accion enzimatica.
Los productos incluidos en
este estudio son de sistemici-
dad local (translaminares),
excepto Fosetil-Al, que si se
desplaza bidireccionalmente
en los tejidos.

Correlaciones

Las correlaciones estadisti-
cas cuantifican e identifican
las dependencias existentes
entre variables. Esto es, deter-
minan si las acciones por una
de las variables influyen en los
cambios de otra. De ser asi,
las variables estan correlacio-
nadas. En el presente estudio
las correlaciones se calcularon
mediante regresion lineal sim-
ple con un valor de 0=0,05.
Cuando los productos se as-
perjaron tanto a la semilla
como al follaje, hubo pocas
correlaciones estadisticamente
significativas, destacando
Pyraclostrobin con ninguna,
mientras que cuando se aplica-
ron solo a la semilla si se in-
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dujeron interacciones entre to-
dos los tratamientos, y en am-
bos tipos de aplicacion de los
agroquimicos (a semilla y fo-
llaje o solo a la semilla) la
infeccion estuvo presente en la
mayoria de las combinaciones
(Tabla IV). Esto es, que a ma-
yor infeccion por aplicacion
deficiente (solo a la semilla) se
presentd mas actividad conjun-
ta entre variables. Asi, en este
grupo destacan seis correlacio-
nes por aplicacion de Azxys-
trobin o de Pyraclostrobin,
superando al testigo y al resto
de los tratamientos.

Consideraciones generales

Actualmente el estudio so-
bre la accion de los nuevos
fungicidas también se enfoca
sobre su efecto en el hospe-
dante, y es importante saber
hasta que punto los productos
estimulan las reacciones de
defensa de la planta. Aqui se
incluyeron tratamientos como
unicos al tubérculo-semilla al
momento de la siembra, para
ver posible efecto residual de
defensa inherente al hospe-
dante pero estimulada por el
tratamiento, o tratamiento a la
semilla en la siembra y adi-
cionalmente una sola vez al
follaje un mes después de la
siembra, a fin de identificar
algtn reforzamiento de defen-
sa inducido en la planta con
fungicidas que no son especi-
ficos contra oomicetos (excep-
to Fosetyl-Al), y cuantificar
hasta qué punto los efectos
residuales de los tratamientos
estimulaban las reacciones de
defensa de la planta para pro-
teccion indirecta contra la
infeccion natural del tizéon
tardio y sin que los agroqui-
micos actuaran directamente
sobre el patdégeno. Asi, cual-
quier inhibicion de la infec-
cién se adjudicaria al hospe-
dante, aunque por estimulo
del producto. Al incluir dos
testigos sin proteccion quimi-
ca, cuatro productos y dos
tiempos de aplicacion, se su-
man diez tratamientos (Talba
I), que al medirles cinco va-
riables (INF, FEN, POX, PAL
y SOD), el analisis de correla-
cion por pares de éstas arroja
un total de 20 posibles combi-

naciones por tratamiento, que
hacen 100 correlaciones por
tipo de aplicacion, esto es,
cuatro productos y un testigo
solo a la semilla en la siem-
bra (5x20) o a semilla y folla-
je, que con su testigo también
hacen el mismo nimero de
combinaciones (5x20). En la
Tabla IV solo se incluyen las
combinaciones a las que se
identificaron significancias
estadisticas. Se aprecian co-
rrelaciones unicamente a ocho
pares cuando los tratamientos
fueron a semilla y follaje, y a
24 combinaciones si la aplica-
cion solo era a la semilla. El
mensaje que dan estas cifras
es que existe una mayor coor-
dinacién de sintesis y accion
de las enzimas involucradas en
la defensa de la planta cuando
su situacioén es mas adversa.
Las similitudes de respuesta
bioquimica en la mayoria de
las combinaciones metabolito-
agroquimico se respaldan con
altas correlaciones obtenidas
entre las variables, y aunque
limitadas, se refleja la estrecha
interaccion o actividad conjun-
ta entre los metabolitos cuanti-
ficados, con énfasis bajo situa-
ciones de vulnerabilidad. Por
el contrario, el estimulo atipico
de Fosetil-Al sobre SOD y
PAL cuando se aplico a la se-
milla y al follaje, se limit6 a
la correlacion de la SOD con
la infeccion y con POX, mien-
tras que la PAL actud de ma-
nera independiente, sin corre-
laciones significativas con las
otras variables.

En el presente estudio no
hubo proteccion posterior al
follaje cuando la aplicacién
fue solo a la semilla durante
la siembra, pues la infeccion
foliar en los tratamientos fue
similar a la del testigo sin
fungicidas, pero con una as-
persion adicional al follaje, la
infeccion final fue de 60-80%
con respecto al testigo
(100%). En general, hubo si-
militud entre los patrones de
sintesis y/o actividad de los
metabolitos de defensa esti-
mulados por los productos,
sin diferencias estadisticas
significativas al comparar las
medias de todo el ciclo. Asi,
a medida que avanzo la infec-
cion se detectaron incremen-

tos en FEN, POX y PAL, con
irregularidades en la accién
de POX y de SOD al aplicar-
se los productos de la semilla
y al follaje, y con descenso de
la actividad de la SOD cuan-
do los productos se aplicaron
solo a la semilla. No obstante,
destaca el estimulo inducido
por Fosetil-Al en la actividad
de SOD y PAL cuando se
aplico a la semilla y al follaje,
superando significativamente
el resto de los tratamientos.
Es importante aclarar que los
otros productos son localmen-
te sistémicos o translamina-
res. Penetran pero no se des-
plazan en el tejido (Gomez,
2011). Por otro lado Fosetil-Al
es sistémico bidireccional y si
actua contra oomicetos, aun-
que su aplicacion se hizo en
un tiempo cuando el patogeno
aun no estaba presente.

Conclusiones

Se concluye que los produc-
tos incluidos en el presente
estudio estimulan respuestas
comunes de defensa no-espe-
cifica de la planta, pero no lo
suficiente como para protec-
cion contra patégenos para los
que dichos productos no ac-
than, y que las estrechas co-
rrelaciones entre los metaboli-
tos manifiestan el caracter
poligénico de las respuestas
de defensa de la planta.
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