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ABSTRACT

 

Villar-Luna, E., B. Reyes-Trejo, R. I. Rojas-Martínez, O. Gómez-Rodríguez, A. M. Hernández-An-
guiano, y E. Zavaleta-Mejía. 2009. Hypersensitive response in foliage of chili pepper CM-334 resistant
to 

 

Phytophthora

 

 

 

capsici 

 

infected by 

 

Nacobbus

 

 

 

aberrans.

 

 Nematropica 39:143-155.
The objectives of this research were to determine if CM-334 pepper plants resistant to 

 

Phytoph-
thora

 

 

 

capsici

 

 and infected with 

 

Nacobbus

 

 

 

aberrans,

 

 respond hypersensitively (HR) to foliar inocula-
tions with 

 

Pseudomonas

 

 

 

syringae

 

 pv.

 

 tagetis 

 

or

 

 P.

 

 

 

capsici; 

 

and to compare the contents of capsidiol
in these interactions. The infection of CM-334 by 

 

N.

 

 

 

aberrans 

 

did not inhibit the HR in the plant
foliage, but it caused a delay in its expression. In the absence of the nematode, the onset of the
response was observed at 5 hr and the typical HR was expressed at 7 hr after the bacterial inocu-
lation, while in the presence of nematode by this time there was incipient chlorosis. Even though
the nematode delayed the expression of the plant defense, such a delay was not sufficient to allow
infection by 

 

P.

 

 

 

capsici

 

 in the foliage. In the presence of 

 

N.

 

 

 

aberrans

 

, the accumulation of capsidiol
in leaves infiltrated with 

 

P. capsici

 

 or the bacteria was reduced by 23 and 63%, respectively, at 3
days after foliar infiltration.

 

Key

 

 

 

words

 

: 

 

Capsidiol,

 

 

 

incompatible interactions, defense mechanisms, 

 

Nacobbus

 

 

 

aberrans

 

, 

 

Phytophthora

 

capsici

 

.

 

RESUMEN

 

Villar-Luna, E., B. Reyes-Trejo, R. I. Rojas-Martínez, A. M. Hernández-Anguiano, O. Gómez-Rodrí-
guez, y E. Zavaleta-Mejía. 2009. Respuesta hipersensitiva en el follaje de chile CM-334 resistente a

 

Phytophthora

 

 

 

capsici 

 

infectado con 

 

Nacobbus

 

 

 

aberrans.

 

 Nematropica 39:143-155.
 Los objetivos de la presente investigación fueron determinar si plantas de chile CM-334, re-

sistentes a

 

 Phytophthora

 

 

 

capsici

 

 infectadas

 

 

 

con 

 

Nacobbus

 

 

 

aberrans

 

 responden hipersensitivamente
(RH) a inoculaciones foliares con 

 

Pseudomonas

 

 

 

syringae

 

 pv.

 

 tagetis

 

 o

 

 P. capsici; 

 

y comparar el con-
tenido de capsidiol en estas interacciones

 

.

 

 La infección de CM-334 por 

 

N.

 

 

 

aberrans

 

 no inhibió la
RH en la parte aérea de la planta, pero si retrasó su expresión. En ausencia del nematodo, el ini-
cio de la respuesta se observó a las 5 hr y la típica RH se expresó a las 7 hr posteriores a la inocu-
lación con la bacteria, mientras que en presencia del nematodo a este último tiempo, apreció
una clorosis incipiente. El retraso en la expresión de la defensa inducido por el nematodo, no
fue suficiente para permitir que 

 

P.

 

 

 

capsici

 

 fuera capaz de infectar el follaje. En presencia del ne-
matodo

 

 

 

la acumulación de capsidiol en hojas infiltradas con 

 

P.

 

 

 

capsici

 

 o la bacteria fue reducida
23 y 63%

 

,

 

 respectivamente a los 3 días después de la infiltración foliar.

 

Palabras

 

 

 

clave

 

: 

 

Capsidiol,

 

 

 

interacciones incompatibles, mecanismos de defensa, 

 

Nacobbus aberrans

 

,

 

Phytophthora

 

 

 

capsici

 

.
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INTRODUCCIÓN

La marchitez inducida por el oomiceto

 

Phytophthora

 

 

 

capsici

 

 Leonian, es una de las
enfermedades más destructivas y que afecta
la producción de chile (

 

Capsicum

 

 

 

annuum

 

L.) en todo el mundo (Redondo y Rodrí-
guez, 1987; Ristaino y Johnston, 1999).
Una estrategia ambientalmente amigable
para el manejo de esta enfermedad la cons-
tituye el uso de variedades resistentes. Sin
embargo, se ha demostrado que la resisten-
cia de algunos cultivares a ciertos hongos y
oomicetos del suelo puede ser inhibida
cuando éstos son infectados previamente
por nematodos agalladores tales como

 

Meloidogyne 

 

spp

 

 

 

y 

 

Nacobbus 

 

spp.

 

 

 

Líneas de
chile resistentes a

 

 P.

 

 

 

capsici

 

, desarrolladas
por investigadores del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agrícolas y
Pecuarias (INIFAP-México) a partir de
materiales conocidos como criollos de
morelos y colectados en el estado de More-
los, México, se han comportado como sus-
ceptibles cuando son infectados por 

 

Nacob-
bus

 

 

 

aberrans

 

 (Hernández 

 

et

 

 

 

al

 

., 1992; Vargas

 

et

 

 

 

al

 

., 1996; Trujillo-Viramontes 

 

et

 

 

 

al.

 

,
2005). Entre éstas, se destaca la línea de
chile tipo serrano Criollo de Morelos 334
(CM-334) por su alto grado de resistencia a

 

P

 

. 

 

capsici

 

,

 

 

 

misma que ha sido comprobada
en diferentes partes del mundo aún
cuando se ha inoculado con las cepas más
patogénicas del oomiceto (Redondo y
Rodríguez, 1987; Glosier 

 

et

 

 

 

al.

 

, 2008). La
evidencia experimental obtenida por Sy y
colaboradores (2005), sugiere que en CM-
334 existen tres genes de resistencia a 

 

P.
capsici

 

 que de manera independiente con-
fieren la resistencia en la raíz, el tallo y el
follaje. Se considera que CM-334 también
puede ser una excelente fuente de resisten-
cia contra el tizón foliar inducido por este
mismo patógeno (Oelke 

 

et

 

 

 

al.,

 

 2003).
Genotipos de chile resistentes a 

 

P.

 

 

 

cap-
sici

 

 incluyendo a CM-334 reaccionan de

forma hipersensitiva (Egea 

 

et

 

 

 

al.,

 

 1996b;
Fernández-Pavía, 1997; Candela 

 

et al.,

 

2000; Requena 

 

et

 

 

 

al., 

 

2005). Sin embargo,
tanto plantas resistentes como suscepti-
bles a enfermedades poseen mecanismos
de defensa y la incompatibilidad o compa-
tibilidad patógeno-hospedante está deter-
minada por la prontitud y la magnitud
con la que ocurre la expresión de los
genes responsables de la manifestación de
los mecanismos de defensa y que restrin-
gen el desarrollo de un patógeno poten-
cial (Kuc, 1997). Los mecanismos involu-
crados en la resistencia al oomiceto
comprenden diferentes metabolitos cuya
síntesis se dispara durante la respuesta
hipersensitiva, tal es el caso del capsidiol,
la principal fitoalexina sesquiterpénica de

 

C.

 

 annuum cuya acumulación en cantida-
des inhibitorias frecuentemente, aunque
no siempre, se relaciona con la resisten-
cia. Se ha reportado que durante la inte-
racción incompatible de P. capsici con CM-
334, se incrementa la síntesis de esta fitoa-
lexina en el sitio de infección; resultados
similares han sido observados en otros
materiales que exhiben resistencia al
oomiceto (Hwang, 1995; Egea et al.,
1996a; Candela et al., 2000). Se menciona
que concentraciones de 3.5 mM y superio-
res a 5 mM tienen un efecto fungistático y
fungicida, respectivamente, en condicio-
nes in vitro (Egea et al., 1996a; Arreola-
Cortés et al., 2007). Recientemente,
Ueeda y colaboradores (2006) encontra-
ron que los mecanismos de resistencia al
oomiceto se expresaron también en la
parte aérea de plantas de chile CM-334 y
aún cuando macroscópicamente no fue
evidente la típica reacción de hipersensi-
bilidad, a nivel microscópico si observa-
ron muerte celular localizada en los sitios
donde se depositó una suspensión de 100,
000 zoosporas ml-1, tal respuesta hipersen-
sitiva se asoció con un incremento en los
niveles de los ácidos jasmónico y salicílico.
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A pesar del alto grado de resistencia a P.
capsici mostrado por CM-334, se ha consig-
nado que plantas previamente inoculadas
con N. aberrans se vuelven susceptibles al
oomiceto, es decir se rompe su resistencia
(Vargas et al., 1996; Trujillo-Viramontes et
al., 2005), probablemente debido a los
cambios metabólicos y/o fisiológicos indu-
cidos por el nematodo en la raíz de la
planta hospedante (Zavaleta-Mejía, 2002;
López-Martínez y Zavaleta-Mejía, 2007;
Godínez-Vidal et al., 2008a). Se ha demos-
trado que durante la interacción CM-334-
N. aberrans-P. capsici la inhibición de la
resistencia al oomiceto fue más evidente a
partir de los 21 días posteriores a la inocu-
lación con el nematodo, tiempo que coin-
cide con la aparición de hembras inmadu-
ras de Nacobbus aberrans responsables de
inducir los sitios especializados de alimen-
tación en la raíz del hospedante (Manzani-
lla-López et al., 2002; Zavaleta-Mejía, 2002;
Trujillo-Viramontes et al., 2005). Aunado a
esto, consistentemente se ha observado
que las plantas CM-334 infectadas con N.
aberrans presentan una reducción en la
actividad de la enzima fenilalanina amonio
liasa (PAL), así como de peroxidasas
(López-Martínez y Zavaleta-Mejía, 2007;
Godínez-Vidal et al., 2008a). PAL es una
enzima reguladora en la ruta de los fenil-
propanoides, a partir de la cual se sinteti-
zan múltiples metabolitos secundarios
incluyendo a los fenoles, algunos de estos
participan en la lignificación de tejidos
infectados, mientras que otros poseen acti-
vidad antimicrobiana. Así mismo, el incre-
mento en la actividad de PAL se ha aso-
ciado con la respuesta de hipersensibilidad
en genotipos de chile resistentes a P. capsici
(Mozzetti et al., 1995; Gayoso et al, 2004).

En el Laboratorio de la Fisiología de la
Interacción Planta-Patógeno del Colegio
de Postgraduados los estudios se han enfo-
cado a conocer los cambios inducidos por
N. aberrans en la expresión de genes y cam-

bios bioquímicos asociados con los meca-
nismos de defensa en la raíz (López-Martí-
nez y Zavaleta-Mejía, 2007; Godínez-Vidal
et al., 2008a). Sin embargo, también es de
interés conocer la repercusión de la repro-
gramación génica inducida por el nema-
todo en la raíz en la expresión de los meca-
nismos de defensa en la parte aérea de
plantas CM-334.

Con base en estos antecedentes los
objetivos de la presente investigación fue-
ron determinar: 1) si plantas de chile CM-
334 infectadas con N. aberrans responden
hipersensitivamente a las inoculaciones
foliares con Pseudomonas syringae pv. tagetis
o P. capsici; y 2) si la acumulación de capsi-
diol es modificada en plantas infectadas
por N. aberrans.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal y producción de inóculo

Plántulas de chile. Semillas de chile
CM-334 resistente a P. capsici, se desinfesta-
ron con hipoclorito de sodio comercial al
1% por 1 min y se germinaron a 28 ± 1°C.
Las plántulas se transplantaron (una por
maceta) en macetas conteniendo 150 cm3

de arena estéril como sustrato. Los riegos
se realizaron cada 48 horas, aplicando una
solución nutritiva [630 g de Nitrofoska 12-
12-12 en 20 L de agua estéril; dilución 1:10
(Nitrofoska:agua)] y agua estéril de forma
alterna. Las macetas se mantuvieron en
cámaras bioclimáticas a temperatura de 28
± 1°C, con un fotoperiodo de 14 horas luz y
10 de obscuridad y una intensidad lumi-
nosa de 6768 lux (luz fluorescente). Tam-
bién se incluyeron plantas de chile de la
var. Joe E. Parker susceptibles al oomiceto,
como referencia de la patogenicidad de P.
capsici y de la eficacia de la inoculación.

Preparación de inóculo e inoculación
con N. aberrans. De raíces de jitomate aga-
lladas por N. aberrans, se extrajeron masas
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de huevos y se incubaron a 25 ± 1°C en
cajas Petri con agua destilada estéril conte-
niendo el fungicida CaptanMR y el antibió-
tico CloranfenicolMR al 0.1%, y se cuantificó
el número de juveniles (J2) emergidos. La
inoculación se realizó cuando la mayoría
de las plantas presentaron entre cuatro y
cinco hojas verdaderas, aplicando un total
de 2000 J2 por planta en la base del tallo.

Producción de inóculo de P. capsici y P.
syringae pv. tagetis. La cepa 6143 de P. capsici
proporcionada por la Dra. Fernández-
Pavía se cultivó en cajas Petri conteniendo
medio V8 (jugo V8; CaCO3 4 g; agar 16 g;
en 1000 ml de agua destilada). En el centro
de cada caja se colocó un disco de 0.5 cm
de diámetro con medio de cultivo conte-
niendo micelio del oomiceto. Las cajas se
incubaron en obscuridad a 28 ± 1°C y una
vez que el micelio cubrió la superficie del
medio, el contenido de la caja se frag-
mentó en cuatro porciones, cada porción
se trató con una solución isotónica de clo-
ruro de sodio al 0.9% (Abbott®) por 10
min, y posteriormente cada fragmento se
transfirió a una caja Petri conteniendo 20
ml de agua destilada estéril. Las cajas se
mantuvieron bajo luz fluorescente a tem-
peratura ambiente por 48 horas. Para indu-
cir la liberación de las zoosporas, las cajas
se expusieron a -20°C durante 15 min y
posteriormente se mantuvieron 20 min a
temperatura ambiente de alrededor de 24
± 2°C. Se cuantificó el número de zoospo-
ras por mililitro de agua utilizando un
hematocitómetro (Marienfeld®) y la densi-
dad de inóculo se ajustó a 105 zooporas ml-1.

La bacteria Pseudomonas syringae tiene la
capacidad de inducir en plantas no hospe-
dantes (interacciones incompatibles) la
reacción de hipersensibilidad (RH, muerte
celular programada asociada con la
defensa de la planta) gracias a la presencia
de genes hrp (genes de reacción de hiper-
sensibilidad y patogenicidad), responsa-
bles de codificar para el sistema de secre-

ción tipo III a través del cual la bacteria
inyecta moléculas efectoras en las células
con las que interacciona; así en investiga-
ciones sobre la RH, diferentes patovares y
cepas de esta bacteria gram negativa son
frecuentemente inoculados para garanti-
zar la inducción de la RH en plantas que
no son sus hospedantes (Collmer et al.,
2000). Por tal motivo, en el presente estu-
dio se utilizó como inductora de la RH a
una cepa de P. syringae pv. tagetis proporcio-
nada por el Dr. Leopoldo Fucikovsky Zak.
La bacteria se transfirió a cajas Petri conte-
niendo medio B de King (20 g de proteosa
peptona, 1.5 g de K2HPO4, 1.5 g de MgSO4.
7H2O, 15 ml de glicerol y 15 g de agar; en
1000 mL de agua destilada) (Schaad et al.,
2001), se incubó a 28 ± 1°C durante 48 h y
se preparó una suspensión bacteriana (Kle-
ment et al.,1990) que se ajustó a 108 ufc ml-1

mediante espectrofotometría (Perkin
Elmer®) a una longitud de onda de 380
nm.

Inoculación. La inoculación foliar de
las plantas con la bacteria o el oomiceto
se realizó a 21 días después de haber ino-
culado al nematodo. La suspensión de
zoosporas del oomiceto (105 zoosporas
ml-1) se asperjó sobre la parte aérea de las
plantas o se infiltró, con una jeringa des-
provista de aguja, en el envés de cinco a
seis hojas cercanas al ápice de cada
planta; en este último caso cada planta
recibió una carga de inóculo de 300 000
zoosporas. Con el fin de evitar el contacto
del inóculo con las raíces de las plantas, la
parte superior de las macetas se cubrió
con un plástico. La suspensión de células
bacterianas (108 ufc ml-1) se infiltró en el
envés de cinco hojas cercanas al ápice de
cada planta. Las plantas inoculadas se
sometieron a una humedad relativa de 75
± 1% durante 12 horas para favorecer la
infección y se mantuvieron en una
cámara bioclimática en las condiciones
anteriormente descritas.
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Experimento 1. En un primer experi-
mento, se evaluaron ocho tratamientos: 1)
CM-334 con N. aberrans y P. syringae
(R+N+Ps), 2) CM-334 sólo con P. syringae
(R+Ps), 3) CM334 sólo infiltrado con agua
destilada estéril (R s/N s/Ps), 4) CM-334
con Nacobbus aberrans y P. capsici asperjado
(R+N+Oa), 5) CM-334 sólo con P. capsici
asperjado (R+Oa), 6) CM-334 sin nema-
todo ni oomiceto (R s/N s/O), 7) Suscepti-
ble sólo con P. capsici asperjado (S+Oa), y
8) Susceptible sólo con P. syringae (S+Ps).
En seis plantas de los tratamientos R+N+Ps,
R+Ps, R s/N s/Ps, y S+Ps se realizaron
observaciones durante 7 días para darle
seguimiento a la aparición de los síntomas
típicos de la reacción de hipersensibilidad
inducidos por la bacteria. Además, para
determinar el contenido de capsidiol, de
cada tratamiento con CM-334 inoculado
con el oomiceto o la bacteria se establecie-
ron otras 20 plantas y a los 3 y 6 días poste-
riores a la inoculación (pi) con el patógeno
se tomaron 10 plantas por tiempo de cada
tratamiento. Se separó el follaje de las plan-
tas y se mezcló formando una muestra
compuesta por tratamiento, la cual se con-
geló con Nitrógeno (N2) líquido y se alma-
cenó a -80°C. 

Experimento 2. En este ensayo se optó
por utilizar el método de infiltración para
inocular al oomiceto debido a que la ino-
culación con zoosporas mediante asper-
sión induce una RH visible sólo a nivel
microscópico, en cambio la infiltración si
permite visualizar macroscópicamente la
reacción. Se evaluaron los siguientes trata-
mientos: 1) CM-334 con N. aberrans y P. cap-
sici infiltrado (R+N+Oi), 2) CM334 sólo
con P. capsici infiltrado (R+Oi), 3) CM-334
sólo infiltrado con agua destilada estéril (R
s/N s/O), y 4) Susceptible infiltrado con P.
capsici y sin nematodo (S+Oi). Los trata-
mientos que involucraron al material resis-
tente CM-334 constaron de seis plantas y
aquellos correspondientes a plantas sus-

ceptibles constaron sólo de tres. Se realiza-
ron observaciones durante 30 días para
darle seguimiento a la aparición de los sín-
tomas de tizón foliar o de la reacción de
hipersensibilidad inducidos por el oomi-
ceto.

Extracción, determinación y cuantificación del 
contenido de capsidiol

Obtención de capsidiol. La extracción
del compuesto utilizado como estándar, se
llevó a cabo siguiendo la metodología des-
crita por Zhao y colaboradores (2004), con
algunas modificaciones. En un lote de 50
frutos de chile poblano, en el área cercana
al pedúnculo de cada fruto se hicieron dos
aberturas por las que se infiltró una solu-
ción de celulasa (Trichoderma viride)
(Sigma-AldrichMR), 1.1 mg L-1 de agua
desionizada; los frutos se incubaron por 72
hr a temperatura ambiente y posterior-
mente la solución acuosa recuperada se fil-
tró; por cada 250 ml de esta solución se
efectuaron tres extracciones con CH2Cl2

(60 ml por extracción). El extracto de
CH2Cl2 se secó con Na2SO4 anhidro y se eva-
poró a sequedad, obteniendo 328 mg de
una pasta aceitosa café obscuro, misma que
se preadsorbió en 500 mg de silica gel 60
(70-230 mesh ASTM).

El extracto preadsorbido fue aplicado a
una columna de vidrio empacada con 10 g
de silica gel 60, eluyendo primero con
hexano y con mezclas a diferentes relacio-
nes de hexano:acetato de etilo en orden
creciente de polaridad; y de las fracciones
correspondientes a la relación 3:2
(hexano:acetato de etilo) se obtuvo una
sustancia blanca cristalina. La identidad
del compuesto obtenido fue corroborada
por su punto de fusión en un aparato Fis-
cher Johns, y por análisis de Resonancia
Magnética Nuclear de 1H y 13C a 500 y 125
MHz, respectivamente, en un espectróme-
tro Bruker modelo DMX 500, utilizando
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CDCl3 como disolvente y TMS como refe-
rencia interna.

Determinación del contenido de capsi-
diol en plantas CM-334. La extracción de
capsidiol de las muestras de follaje de los
tratamientos R+N+Ps, R+Ps, R s/N s/Ps,
R+N+Oa, R+Oa, y R s/N s/O, se realizó
siguiendo la metodología descrita por
Egea y colaboradores (1996b), con algunas
modificaciones. Se hicieron tres extraccio-
nes por cada tratamiento a partir de 1 g de
tejido por extracción. El tejido se maceró
utilizando una mezcla de CH2Cl2:MeOH
(2:1) en un mortero conteniendo N2

líquido. Cada extracto se filtró y evaporó a
sequedad a temperatura ambiente, redisol-
viéndolos posteriormente con CH2Cl2 para
su análisis por cromatografía en capa fina
la cual se desarrolló con una mezcla de
hexano:acetato de etilo (1:6) utilizando
placas cromatográficas de silica gel 60 F254

(Merck®). Para cada tratamiento, las
muestras fueron cromatografiadas en
banda y eluídas conjuntamente con una
muestra de capsidiol puro. Se recortó la
porción correspondiente al estándar, la
cual se reveló con una disolución de sulfato
cérico amoniacal 2N en H2SO4 y se con-
frontó físicamente con la porción eluída y
no revelada de cada tratamiento, las regio-
nes correspondientes al Rf = 0.28 caracte-
rístico del capsidiol se rasparon, se lavaron
con CH2Cl2, filtraron y evaporaron a seque-
dad.

Detección y cuantificación de capsidiol.
Las determinaciones del contenido de cap-
sidiol, se realizaron espectrofotométrica-
mente, siguiendo la metodología descrita
por Chávez-Moctezuma y Lozoya-Gloria
(1996). Se utilizó una curva de calibración
previamente elaborada con el capsidiol
puro extraído de chiles poblanos. Los
resultados obtenidos de concentración de
capsidiol (µg g-1 de tejido) se sometieron a
un Análisis de varianza (ANOVA) y a un
análisis de comparación de medias con el

método de Tukey (P ≤ 0.05), mediante el
programa computacional SAS para Win-
dows 6.12 (SAS Institute, 1996).

RESULTADOS

Respuesta hipersensitiva de chile CM-334 a P. 
syringae pv. tagetis

En las plantas de la variedad Joe E. Par-
ker susceptible a P. capsici, la respuesta de
hipersensibilidad (RH) a P. syringae pv. tage-
tis se desarrolló muy lentamente en compa-
ración con la observada en las resistentes y
comenzó a ser evidente hasta las 24 hr pi
con la bacteria. El 100% de las plantas CM-
334 inoculadas foliarmente con la bacteria
en presencia o ausencia de N. aberrans exhi-
bieron la RH; sin embargo, entre trata-
mientos se observaron diferencias impor-
tantes con respecto al tiempo en que
empezaron a aparecer los síntomas típicos
de la misma. En plantas que sólo fueron
inoculadas con la bacteria (R+Ps) la reac-
ción comenzó a evidenciarse a las 5 hr pi,
observándose pequeñas manchas de color
verde pálido en el sitio de infiltración; en
contraste, en las plantas inoculadas con el
nematodo e infiltradas con la bacteria
(R+N+Ps) tales síntomas se empezaron a
detectar hasta las 7 hr pi, (Figs. 1 A y B). En
las plantas resistentes infiltradas solamente
con agua (R s/N s/Ps), no se desarrolló
ningún síntoma foliar (Fig. 1C).

 El síntoma de “deshidratación” típico
de la RH fue clara en CM-334 sin el nema-
todo (R+Ps) a las 7 hr pi, mientras que en
las inoculadas con Nacobbus aberrans
(R+N+Ps), fué hasta después de las 10 hr
en que tal síntoma se hizo evidente. A las
24 hr pi ya no se observaron diferencias en
la respuesta disparada en las plantas de
ambos tratamientos (Figs. 1 D y E). Des-
pués de 10 días, en las plantas de los dos
tratamientos las hojas infiltradas con la
bacteria mostraron flacidez y se fueron
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colapsando paulatinamente; pero la absci-
sión de hojas inoculadas fue más rápida en
ausencia del nematodo (R+Ps) que en su
presencia (R+N+Ps).

Respuesta hipersensitiva de chile CM-334 a P. 
capsici

 En el segundo experimento, las plantas
de CM-334 cuyas hojas fueron inoculadas
por infiltración (R+Oi y R+N+Oi) exhibie-
ron la RH (Fig. 1 F-I); fue evidente que el
desarrollo del síntoma se dio con mayor

rapidez en las plantas sin nematodo, de
manera similar como ocurrió con la inocu-
lación con la bacteria; así, en las plantas que
no fueron previamente inoculadas con el
nematodo dicha reacción comenzó a ser
evidente alrededor de las 12 hr pi con el
oomiceto, en contraste con aquellas que
involucraban al nematodo donde la res-
puesta se presentó horas más tarde; sin
embargo, a las 24 hr pi las respuestas en
ambos tratamientos se tornaron similares
(Fig. 1 H e I). En las plantas Joe E. Parker
susceptibles a P. capsici los síntomas de tizón

Fig. 1. (A-E) Respuesta hipersensitiva (RH) en hojas de chile resistente CM-334 (R) inoculadas con P. syringae pv.
tagetis (Ps): (A) inoculada únicamente con la bacteria (R+Ps) y (B) con ambos patógenos (R+N+Ps) a las 7 hr post-
inoculación, nótese la deshidratación del tejido en (A) mientras que en (B) sólo se aprecia un área clorótica; (C)
infiltrada únicamente con agua destilada estéril (R s/N s/Ps), (D) R+Ps y (E) R+N+Ps a las 24 hr post-inoculación.
(F-I) RH en hojas de chile resistente CM-334 (R) inoculadas por infiltración con zoosporas de P. capsici (O): (F)
inoculada únicamente con el oomiceto (R+Oi), y (G) con ambos patógenos (R+N+Oi) a las 16 h post-inoculación,
nótese la deshidratación del tejido en (F) mientras que en (G) sólo se aprecia un área clorótica; (H) R+Oi e (I)
R+N+Oi a las 24 hr post-inoculación. (J y K) R+Oi y R+N+Oi 120 hr post-inoculación, respectivamente; obsérvese
que la RH limitó el avance del patógeno, en contraste en la var J. E. Parker susceptible a P. capsici, a este mismo
tiempo se presentó en la mayor parte de la planta el típico síntoma de tizón foliar, indicando que la diseminación
del patógeno no fue restringida al sitio de inoculación (L). N= N. aberrans.
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foliar fueron evidentes a las 120 hr pi con el
oomiceto (Fig. 1 L), y al cabo de 10 días el
100% de ellas perecieron; en contraste, con
las resistentes (R+Oi y R+N+Oi, Fig. 1 J y K,
respectivamente). La mayoría de las hojas
infiltradas en plantas de estos últimos trata-
mientos se fueron colapsando paulatina-
mente y finalmente se desprendieron de la
planta; sin embargo, al igual que en el
ensayo con la bacteria, también aquí la abs-
cisión fue mucho más rápida en plantas que
no fueron inoculadas con el nematodo.
Ninguna de las plantas resistentes infiltra-
das con el oomiceto con o sin nematodo,
desarrolló el síntoma típico de tizón foliar
inducido por P. capsici, durante el periodo
de 30 días de observación.

Contenido de capsidiol en plantas de CM-334 
inoculadas con P. capsici y con P. syringae pv. 
tagetis

La cromatografía en capa fina de las
fracciones eluídas (3:2 hexano/acetato de
etilo) obtenidas a partir del extracto de fru-
tos de chile tratados con celulasa, indicó la
presencia de una banda que presentó un
Rf de 0.28; además, el compuesto purifi-
cado en forma de polvo blanco cristalino
(106.4 mg) presentó un punto de fusión de
149-152°C. Ambos valores corresponden a
los reportados en la literatura para el capsi-
diol (Zhao et al., 2004). Los espectros de
Resonancia Magnetica Nuclear (RMN) de
1H y 13C (datos no mostrados) coincidieron
con los reportados en la literatura antes
mencionada; permitiendo así confirmar la
identidad de este metabolito.

La concentración del capsidiol fue gene-
ralmente de 94 a 280% mayor en plantas
asperjadas con zoosporas del oomiceto en
comparación con las infiltradas con la bacte-
ria; asimismo, altos niveles de capsidiol se
mantuvieron hasta el sexto día después de la
inoculación con P. capsici, mientras que la
acumulación bajó drásticamente en hojas

infiltradas con P. syringae. A los 3 días pi con
uno u otro patógeno, en las plantas que
habían sido previamente inoculadas con el
nematodo hubo consistentemente una
menor acumulación del capsidiol en compa-
ración con aquellas sin nematodo (P ≤ 0.05).

 A los 3 y 6 días pi con el oomiceto se
detectaron diferencias significativas (P ≤
0.05) en el contenido de capsidiol entre
tratamientos (Fig. 2 A). En los dos tiempos
de evaluación la menor acumulación de la
fitoalexina ocurrió en plantas testigo
(29.17 y 31.16 µg g-1 de tejido a los 3 y 6 dpi,
respectivamente) en comparación con
aquellas inoculadas con el oomiceto
(R+Oa y R+N+Oa). Fue también evidente
que al tercer día la acumulación de la fitoa-
lexina fue menor en aquellas plantas pre-

Fig. 2. Concentración de capsidiol a los 3 y 6 días post
inoculación en chile resistente CM-334 (R): A) Hojas
asperjadas con zoosporas de P. capsici (O): inoculadas
únicamente con el oomiceto (R+Oa), con ambos pa-
tógenos (R+N+Oa), y sin nematodo ni oomiceto (R s/
N s/O); B) Hojas infiltradas con P. syringae pv. tagetis
(Ps): inoculadas únicamente con la bacteria (R+Ps),
con ambos patógenos (R+N+Ps), e infiltradas única-
mente con agua destilada estéril (R s/N s/Ps). N = N.
aberrans.
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viamente inoculadas con el nematodo. En
el sexto día, los tratamientos R+Oa y
R+N+Oa fueron estadísticamente similares
entre ellos pero diferentes con respecto al
testigo (P ≤ 0.05) (Fig. 2 A) y los niveles de
fitoalexina acumulada fueron parecidos a
los encontrados en el primer tiempo de
evaluación.

En las plantas infiltradas con la bacte-
ria, se detectaron diferencias significativas
(P ≤ 0.05) en el contenido de capsidiol
entre los tres tratamientos a los 3 dpi pero
no a los 6 dpi cuando el nivel acumulado
disminuyó alrededor de 37% y fue similar
en todos los tratamientos (Fig. 2 B). Al ter-
cer día, la acumulación fue significativa-
mente menor (20.03 µg g-1 de tejido) en
aquellas plantas previamente inoculadas
con el nematodo (R+N+Ps) en compara-
ción con R+Ps (53.89 µg g-1 de tejido); asi-
mismo, las plantas testigo infiltradas sola-
mente con agua acumularon el doble de la
fitoalexina en comparación con las del tra-
tamiento con bacteria y nematodo
(R+N+Ps). Al sexto día la acumulación de
capsidiol fue estadísticamente igual en
todos los tratamientos.

DISCUSIÓN

CM-334 es altamente resistente a P. cap-
sici (Ueeda et al., 2006; Glosier et al., 2008),
a los nematodos Meloidogyne arenaria, M.
incognita y M. javanica (Pegard et al., 2005),
y a los virus Y de la papa (PVY) y del
moteado del chile (PeMV) (Arnedo-
Andrés et al., 2006; Palloix y Kyle, 1995). La
resistencia a dichos patógenos se ha aso-
ciado con una respuesta hipersensitiva
dada por el hospedante. En el presente
estudio la rápida respuesta observada a las
5 hr pi con la bacteria P. syringae pv. tagetis
utilizada como elicitor, confirma que CM-
334 posee defensas bioquímicas eficientes,
que de acuerdo con lo reportado podrían
incluir: incrementos en la acumulación de

la fitoalexina sesquiterpénica capsidiol y en
la actividad de peroxidasas acídicas, cam-
bios cuantitativos y cualitativos de fenoles
con propiedades fungitóxicas (Fernández-
Pavia, 1997; Candela et al., 2000), y produc-
ción de óxido nítrico que actúa cómo
molécula señal conjuntamente con las fito-
hormonas ácidos jasmónico y salicílico,
implicados en las respuestas de defensa a
nivel sistémico (Requena et al., 2005;
Ueeda et al., 2006). La activación temprana
de estas estrategias podría imposibilitar el
establecimiento exitoso del patógeno en
CM-334, en comparación con la lentitud
de la respuesta (24 hr post-inoculación)
observada en las plantas Joe E. Parker sus-
ceptibles a P. capsici. Existe suficiente evi-
dencia experimental que demuestra que
tanto las plantas resistentes como las sus-
ceptibles a enfermedades poseen mecanis-
mos de defensa, y que la incompatibilidad
o compatibilidad patógeno-hospedante
está determinada por la velocidad y la mag-
nitud con la que ocurre la expresión de los
genes responsables de la manifestación de
dichas defensas que restringen el desarro-
llo de un patógeno potencial (Kuc, 1997;
Whalen, 2005).

En hojas de CM-334 infiltradas con
una suspensión de 100 000 zoosporas ml-1

se observó una RH, tanto en las plantas
inoculadas como en las no inoculadas pre-
viamente con el nematodo; sin embargo,
el desarrollo de la reacción se dio con
mayor rapidez en las plantas sin nema-
todo, de manera similar como ocurrió con
la inoculación con la bacteria. Tanto las
plantas inoculadas solamente por infiltra-
ción con P. capsici, como aquellas inocula-
das con los dos patógenos no desarrolla-
ron los síntomas de tizón inducidos por el
oomiceto indicando que este fue incapaz
de establecerse. Lo anterior sugiere que la
infección de las raíces por N. aberrans no
modificó la resistencia de CM-334 al oomi-
ceto en el follaje, a pesar de que el nematodo
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retrasó las respuestas de defensa de la
planta.

La defensa hipersensitiva es un meca-
nismo de resistencia eficiente que frecuen-
temente se dispara en una interacción
planta-patógeno incompatible, la cual
tiene lugar durante las primeras 72 horas
en que se da el reconocimiento (Goodman
y Novacky, 1994). Así, en suspensiones de
células de tres cultivares de chile con dife-
rente grado de susceptibilidad (Yolo Won-
der susceptible, Americano parcialmente
resistente y Smith-5 muy resistente), trata-
das con elicitores de P. capsici, la RH fue
más rápida e intensa en el material más
resistente (Smith-5) en comparación con
los otros dos genotipos (García-Pérez et al.,
1998).

En interacciones compatibles nema-
todo agallador-hospedante, el patógeno
induce una reprogramación de la expre-
sión génica de células de la planta que se
constituyen en el sitio especializado de ali-
mentación (células gigantes o sincitio),
que provee al nematodo de los metabolitos
necesarios para completar su ciclo de vida
(Williamson y Gleason, 2003). En la inte-
racción compatible N. aberrans-chile CM-
334 se encontró que el contenido de feno-
les solubles totales, y del ácido clorogénico
en particular, se redujo con respecto a
plantas no inoculadas con el nematodo
(López, 2007); lo opuesto fue reportado en
la interacción incompatible Meloidogyne
spp-CM334 (Pegard et al., 2005). Similar-
mente, en raíces de plantas CM-334 inocu-
ladas con N. aberrans en combinación con
P. capsici, hubo una reducción en la activi-
dad de las enzimas PAL y peroxidasas
(López-Martínez y Zavaleta-Mejía, 2007;
Godínez-Vidal et al., 2008a). Todo lo ante-
rior sugïere que en presencia del nema-
todo los mecanismos de defensa de CM-
334 son reducidos, lo cual podría favorecer
el establecimiento del oomiceto en la raíz y
dar lugar al rompimiento de la resistencia.

Los resultados de la presente investigación
indican que la infección de raíces por N.
aberrans también retrasó la expresión de los
mecanismos de defensa en el estrato aéreo
de la planta, pero tal retardo aparente-
mente no fue suficiente para crear un
ambiente favorable que permitiera el esta-
blecimiento de P. capsici en el follaje.

El compuesto isoprenoide capsidiol es
la principal fitoalexina de plantas de chile y
la rapidez de su acumulación en cantida-
des inhibitorias en tejidos infectados por P.
capsici, con frecuencia se relaciona estre-
chamente con la resistencia al oomiceto;
tal asociación ha sido demostrada en varios
genotipos de chile incluyendo a CM-334
(Hwang, 1995; Egea et al., 1996a; Candela
et al., 2000). La mayor acumulación del
capsidiol en plantas inoculadas solo con P.
capsici (R+Oa) al tercer día pi, contrastó
con la menor acumulación observada en la
interacción compleja N. aberrans-CM-334-
P. capsici; tal resultado sugiere que los cam-
bios metabólicos y fisiológicos inducidos
por este nematodo en la raíz, reducen la
velocidad de acumulación de la fitoalexina
en el estrato aéreo. En hojas de CM-334
infiltradas con la bacteria P. syringae pv. tage-
tis, no patogénica a chile, la RH también
estuvo asociada con un incremento en la
acumulación de capsidiol; sin embargo, la
cantidad acumulada fue menor en compa-
ración con P. capsici, y los niveles de acumu-
lación bajaron considerablemente al sexto
día, mientras que en las plantas infiltradas
con el oomiceto se mantuvieron concen-
traciones similares a las registradas a los 3
días pi. Üstün y colaboradores (1996), tam-
bién encontraron mayores concentracio-
nes de capsidiol en frutos de chile inocula-
dos con P. capsici, en comparación con
aquellas obtenidas cuando se inocularon
con P. syringae pv. tomato y otras bacterias no
patogénicas para el chile.

La reducción de metabolitos antimicro-
bianos como fitoalexinas (Marley y
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Hillocks, 1994) y fenoles (López-Martínez y
Zavaleta-Mejía et al., 2007) en interacciones
planta-nematodo compatibles, ha sido
documentada. Marley y Hillocks (1994)
encontraron que la pérdida de resistencia
a la marchitez causada por Fusarium udum
en el cultivar ICP 9145 de Cajanus cajan
inducida por Meloidogyne incognita y M.
javanica, se asoció con un decremento en
la acumulación de la fitoalexina cajanol,
principal metabolito responsable de la
resistencia. Godínez-Vidal y colaboradores
(2008b), mencionan que durante la inte-
racción compatible N. aberrans-CM-334
hubo un decremento en la acumulación de
transcritos del gen hmg2 (asociado con la
biosíntesis de capsidiol), miembro de la
familia multigénica de hmg (hmg1, hmg2,
hmg3), que codifica para la enzima hidroxi-
metil-glutaril-CoA reductasa, clave en la
ruta de isoprenoides (Ha et al., 2003). Lo
anterior permite especular que la repre-
sión del gen hmg2 puede estar relacionada
con la reducción en la acumulación del
capsidiol en las plantas CM-334 infectadas
por N. aberrans.

Es interesante destacar que en las plan-
tas CM-334 infectadas con el nematodo no
se inhibió la RH y solo hubo un retraso en
la respuesta, a pesar de que el contenido de
la fitoalexina capsidiol fue menor en com-
paración con las plantas no inoculadas con
N. aberrans; es decir, que a diferencia de lo
que se ha observado con inoculaciones de
P. capsici a la raíz, la resistencia de CM-334
en el follaje no se rompió y las células folia-
res respondieron hipersensitivamente para
detener el avance de P. capsici. Estos resul-
tados contrastan con lo reportado por Mar-
ley y Hillocks (1994) en la interacción
Meloidogyne spp.- F. udum en C. cajan, pues
el efecto sistémico de reducción del capsi-
diol inducido por N. aberrans en el follaje
del chile pudo no haber sido de la magni-
tud suficiente para permitir el estableci-
miento del oomiceto. Aunque también

habrá que considerar que en la RH están
involucrados varios eventos como la acu-
mulación de especies reactivas de oxígeno,
la pérdida de permeabilidad de las mem-
branas celulares, la acumulación y oxida-
ción de compuestos fenólicos, la síntesis de
proteínas relacionadas con patogénesis y la
producción de fitoalexinas; por consi-
guiente una disminución en la acumula-
ción de fitoalexina pudo no ser determi-
nante para reprimir la RH. Así mismo, el
nivel de abatimiento de los mecanismos de
defensa en el follaje de CM-334 por N. abe-
rrans podría ser insuficiente para impedir
el establecimiento del oomiceto en ese
estrato de la planta. Otra posible explica-
ción a la falta de rompimiento de resisten-
cia en el estrato aéreo, se sustenta en los
resultados reportados por Sy y colaborado-
res (2005), respecto a que en CM-334 exis-
ten tres genes de resistencia que de manera
independiente confieren resistencia a P.
capsici en raíz, tallo y follaje; de ahí que el
rompimiento de resistencia al oomiceto en
la raíz por el nematodo no tendría necesa-
riamente repercusión en la resistencia
foliar, aparentemente conferida por genes
diferentes.

Los resultados obtenidos en la pre-
sente investigación indicaron que la infec-
ción de CM-334 por el nematodo agalla-
dor N. aberrans causó un retraso
importante en la respuesta de hipersensi-
bilidad y una reducción en la acumula-
ción de la fitoalexina capsidiol en el
follaje; no obstante, P. capsici no se estable-
ció y no indujo tizón foliar.
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