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RESUMEN

Godinez-Vidal, D., M. Soto-Hernandez, M. Rocha Sosa, E. Lozoya-Gloria, R. I. Rojas-Martinez, L. Gue-
vara Olvera, y E. Zavaleta-Mejia. 2010. Contenido de capsidiol en raices de chile CM-334 infectadas
por Nacobbus aberransy su efecto en juveniles del segundo estadio. Nematropica 40:227-237.

Los objetivos del presente trabajo fueron comparar la acumulacién de la fitoalexina capsidiol en
raices de chile (Capsicum annuum L.) CM-334 no infectadas e infectadas con Nacobbus aberrans, y de-
terminar el efecto del capsidiol en juveniles del segundo estadio (J,) del nematodo in vitro. El conte-
nido de capsidiol en las raices de plantas inoculadas con 2000 J, y mantenidas en cdmaras de creci-
miento fue menor que el encontrado en las raices no inoculadas; tal reduccion fue significativa a los
7 (Tukey, a = 0.01) y a los 14 dias (Tukey, o = 0.05) después de la inoculacién con el nematodo. En
plantas de un experimento realizado en invernadero con suelo naturalmente infestado con N. abe-
rrans, también se obtuvo un menor contenido de capsidiol en plantas infectadas por el nematodo en
comparacion con las no infectadas; las diferencias fueron significativas a los 14 (Tukey, a =0.01) ya
los 21 dias (Tukey, o = 0.05) posteriores al transplante en suelo infestado. La exposicién de los ], de
N. aberrans al capsidiol, caus6 la inmovilizacion de los juveniles, la cual aumento6 en la medida en que
se incremento la concentracion (desde 0.01 hasta 1.50 pg de capsidiol/mL) y el tiempo de exposi-
cion a la fitoalexina. Este efecto en los juveniles se observé a partir de las 24 h de exposicion al com-
puesto y fue mds evidente a las 72 h, tiempo en el que se encontraron diferencias altamente signifi-
cativas entre todas las concentraciones probadas en comparacién con el testigo (Tukey, o = 0.0001).
Sin embargo, los |, recobraron su movilidad cuando el capsidiol fue reemplazado por agua, lo que su-
giere que el efecto de la fitoalexina fue s6lo nematostatico. El hecho de que el capsidiol fue téxico a
N. aberransy de que hubo una reduccién en la acumulacion de la fitoalexina en las raices infectadas
por el nematodo, sugiere que los mecanismos de defensa del chile CM-334 pueden ser abatidos por
el nematodo para favorecer su establecimiento y desarrollo.

Palabras clave: Fitoalexinas, HPLC, Mecanismos de defensa, Nematodo falso nodulador.

ABSTRACT

Godinez-Vidal, D., M. Soto-Hernandez, M. Rocha Sosa, E. Lozoya-Gloria, R. I. Rojas-Martinez, L. Gue-
vara Olvera, y E. Zavaleta-Mejia. 2010. Capsidiol content in CM-334 pepper roots infected with Nacob-
bus aberrans and its effect on second stage juveniles. Nematropica 40:227-237.

The objectives of the present work were to compare the accumulation of the phytoalexin capsidiol
in roots of chilli pepper (Capsicum annuum L.) CM-334 non-infected and infected with Nacobbus aber-
rans, and to determine the effect of capsidiol on second stage juvenile’s nematode (J,) in vitro. Cap-
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sidiol content in roots of plants inoculated with 2000 J, and maintained in growth chambers was lower
than in the non-inoculated ones. The reduction was significant at 7 (Tukey, o = 0.01) and 14 (Tukey,
o =0.05) days after nematode inoculation. In plants of an experiment carried out under greenhouse
conditions with soil naturally infested with N. aberrans, a lower accumulation of capsidiol was also
shown in plants infected by the nematode in comparison to the non-infected ones. Differences were
significant at 14 (Tukey, a. = 0.01) and 21 (Tukey, a = 0.05) days after planting into the infested soil.
Exposure of N. aberrans juveniles to capsidiol resulted in nematode immobilization. This effect in-
creased with higher capsidiol concentration (from 0.01 to 1.50 pg of capsidiol/mL) and longer ex-
posure periods. Juvenile’s immobilization was observed at 24 h of exposure being more evident at 72
h, where differences were highly significant at all tested concentrations in comparison to the control
(Tukey, o. = 0.0001). However, the phytoalexin effect was only nematostatic since J, recovered their
mobility when capsidiol was replaced by water. The reduction of phytoalexin accumulation in nema-
tode infected roots and the capsidiol toxicity to V. aberrans suggest that the plant defense mechanisms
of chilli pepper CM-334 may be arrested by the nematode to favor its establishment and development.

Key words: Defense mechanisms, False root-knot nematode, HPLC, Phytoalexins.

INTRODUCCION

Una de las principales enfermedades
que limita la produccién de chile (Capsi-
cum annuum L.) en México, es la marchitez
ocasionada por Phytophthora capsici L. y se
considera que la mejor estrategia para su
manejo es el uso de variedades resistentes.
La linea de chile tipo serrano Criollo de
Morelos 334 (CM-334) destaca por el alto
grado de resistencia mostrado a las cepas
mas patogénicas de P. capsici (Redondo y
Rodriguez, 1987; Ferniandez-Pavia, 1997;
Glosier et al., 2008). A pesar de esta resis-
tencia las plantas han mostrado susceptibi-
lidad al oomiceto cuando son previamente
inoculadas con el nematodo falso agalla-
dor Nacobbus aberrans (Vargas et al., 1996;
Trujillo-Viramontes et al, 2005). Como
ocurre con otros nematodos que inducen
en su hospedante la formacién de sitios
especializados de alimentacion, N. aberrans
provoca  modificaciones  morfolégicas
(Manzanilla-Lopez et al., 2002), a nivel
celular (Castillo y Marban-Méndoza, 1984)
y molecular (Godinez-Vidal et al., 2009) en
las raices de las plantas hospedantes.

La resistencia de CM-334 a P. capsici se
asocia con la reaccién de hipersensibilidad

(Fernandez-Pavia, 1997; Villar-Luna et al.,
2009), y la produccién de diferentes meta-
bolitos cuya sintesis se dispara como conse-
cuencia de la interaccién con el patégeno
(Fernandez-Pavia, 1997; Candela et al.,
2000; Loépez, 2007; Godinez-Vidal et al,
2008). Uno de los compuestos probable-
mente asociados con la resistencia de CM-
334 al oomiceto es la fitoalexina capsidiol,
la cual puede acumularse en concentracio-
nes toxicas (Candela et al, 2000; Villar-
Luna et al.,, 2009). Con frecuencia en inte-
racciones incompatibles chile-P. capsici, la
respuesta de hipersensibilidad va acompa-
nada por la acumulacién de capsidiol en
cantidades cuantificables (Ward, 1976;
Egea et al., 1996a). Por ejemplo en los
genotipos de chile Yolo Wonder, Ameri-
cano y Smith-5 resistentes a P. capsici, el
capsidiol se acumul6 en las zonas necroti-
cas de los tallos luego de la inoculacién con
el oomiceto (Egea et al., 1996a).

El capsidiol es la principal fitoalexina
sesquiterpénica sintetizada en chile (Kucy
Rush, 1985) y su sintesis y acumulacion se
dispara como consecuencia de la aplica-
ci6én o presencia de diversos estimuladores
biéticos (Chavez-Moctezuma y Lozoya-Glo-
ria, 1996) y/o abiéticos (Back et al., 1998).
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También, es una de las fitoalexinas mas
estudiadas con relacién al nivel de produc-
cién luego del ataque principalmente por
oomicetos y hongos fitopatégenos. Sin
embargo, a pesar del conocimiento relati-
vamente amplio que se tiene acerca de esta
fitoalexina, poco se sabe de la dinamica de
su acumulacién en raices infectadas por
nematodos agalladores y de su efecto
toxico en estos fitopatégenos. En general,
el conocimiento acerca de la acumulacién
de fitoalexinas en interacciones planta-
nematodo es incipiente comparado con el
que se tiene para otros fitopatégenos. De
los reportes que existen podemos citar la
acumulacién de gliceolina en plantas de
soya después de la infeccion por Meloido-
gyne incognita (Kaplan et al., 1980) y Hetero-
dera glycines (Huang y Barker, 1991). En el
caso de la interaccién de Pinus strobus-Bur-
saphelenchus xylophilus ocurrié la acumula-
cién de un estilbeno (3-0O-
metildihidropinosilvin estilbenoide) y una
flavonona (2S$pinocembrin flavonona),
ambos con propiedades antimicrobianas
(Hanawa et al., 2001).

Respecto a la interaccién compatible
chile CM-334-N. aberrans, aunque se tiene
el antecedente de que en presencia del
nematodo hubo una menor acumulacién
de la fitoalexina capsidiol (Godinez-Vidal et
al., 2009), se desconoce tanto la relacion
que existe entre la acumulacion del capsi-
diol y el desarrollo del nematodo en las rai-
ces infectadas, como la toxicidad de la
fitoalexina en el nematodo. Por otro lado,
se tiene evidencia de que en plantas de
chile CM-334 infectadas por N. aberrans se
abatieron algunos mecanismos de defensa,
como la actividad de las enzimas PAL vy
peroxidasas, el contenido de fenoles solu-
bles y de capsidiol en comparacioén con las
plantas no inoculadas con el nematodo
(Godinez-Vidal et al., 2008; Zavaleta-Mejia
et al., 2009). Lo anterior sugiere que la sus-
ceptibilidad del chile CM-334 a P. capsici en

presencia de N. aberrans podria parcial-
mente explicarse por la reduccién en algu-
nos de sus mecanismos de defensa. Con
base en estos antecedentes los objetivos de
la presente investigaciéon fueron: 1) Com-
parar la acumulacién de capsidiol en raices
de chile CM-334 infectadas con N. aberrans
y no infectadas, a diferentes tiempos poste-
riores a la inoculacién con el nematodo y
2) determinar el efecto del capsidiol en
juveniles del segundo estadio del nema-
todo en condiciones in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Interaccion de las plantas de chile con el nema-
todo

Se utilizaron plantas de chile (Capsicum
annuum L.) CM-334 resistentes a P. capsict
con seis a ocho hojas verdaderas. En las
cdmaras de crecimiento se establecieron 80
plantas, 40 fueron inoculadas con 2000 juve-
niles del segundo estadio (J,) de N. aberrans
y las 40 restantes constituyeron los testigos
no inoculados. Los juveniles infectivos J, del
nematodo, se obtuvieron a partir de masas
de huevos extraidas de raices de jitomate
agalladas por el nematodo. Las masas se
incubaron a + 28°C en cajas Petri con agua
destilada y una vez emergidos los J,, se cuan-
tific6 el nimero de juveniles por mL de
agua. Se inocularon 2000 J, en la base del
tallo de cada plantay alos 0, 2, 7, 14 y 21
dias después de la inoculacién (ddi), se
colectaron las raices de ocho plantas de
cada uno de los tiempos, se congelaron con
nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C.

En invernadero se establecieron 74
plantas, 37 fueron transplantadas en suelo
naturalmente infestado con el nematodo, y
las 37 restantes en suelo esterilizado (plan-
tas testigo). A los 0, 7, 14, 21 y 28 dias des-
pués del transplante (ddt), se colectaron
las raices de siete plantas de cada tiempo,
se congelaron y almacenaron.
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Extraccion, deteccion y cuantificacion de capsidiol

Se emple6 la metodologia propuesta
por Egea et al. (1996b), con algunas modi-
ficaciones. Se maceraron 0.5 g de raices del
chile en nitrégeno liquido y se mezclaron
con 10 mL de cloroformo-metanol (2:1 v/
v). Los extractos obtenidos se filtraron a
través de papel Whatman® No.3, se les adi-
cion6 una pequena cantidad de sulfato de
sodio anhidro, se incubaron a temperatura
ambiente por 12 h en oscuridad y poste-
riormente se evaporaron a sequedad a
65°C en bano Maria. El residuo se resus-
pendié6 en 2 mL de metanol y se cubrié con
papel aluminio. El capsidiol se detect6
mediante el desarrollo de cromatofolios de
silica gel 60 F,,, de 10 x 10 cm, en ciclo-
hexano:acetato de etilo (1:1 v/v). Los cro-
matofolios se asperjaron con vainillina-
etanol al 10% y dcido sulfirico-etanol al
10% vy se incubaron a 110°C por 5 min,
empleando capsidiol (10 pg/pL) como
estandar (donado por el MC. Edgar Villar-
Luna). La banda correspondiente al capsi-
diol se rasp6 de cada cromatofolio, eluy6
en 200 pL. de metanol e incubé a -20°C
toda la noche. La fase acuosa se separ6 cen-
trifugando a 14,000 rpm por 1 min y se
cuantifico.

La cuantificacién de capsidiol se realizo6
mediante cromatografia liquida de alta efi-
ciencia (HPLC), y por espectrofotometria.
Para el analisis por HPLC se utiliz6 un
equipo Hewlett Packard Mod. 1100 equi-
pado con detector de Arreglo de Diodos y
lampara de Deuterio (UV)-Wolframio
(VIS-IR); se emple6é una columna Zorbax
XDB-CN 3 x 150 mm con un tamano de
particula de 5 pm, a una velocidad de flujo
de 0.5 mL/min y con una proporcion de
97:3 hexano:isopropanol (v/v) (Moreau et
al., 1992). La curva patrén se obtuvo utili-
zando diferentes concentraciones de capsi-
diol (5, 10, 15, 20, 40 y 100 ng/pL). Se
analizaron tres muestras de los extractos

obtenidos de las raices de ambos experi-
mentos y de cada una se realizaron tres lec-
turas de 20 pL. La concentracién de
capsidiol se calculé6 mediante el software
Agilent ChemStation version B02.01.

La determinacién espectrofotométrica
se llevé a cabo empleando dos agentes
reveladores, vainillina y metanol. Para la
determinacién por vainillina, se empleé la
metodologia propuesta por Chavez-Mocte-
zuma y Lozoya-Gloria (1996) con algunas
modificaciones. Se tomaron 25 pL de cada
muestra y se agregaron 25 pL. de una mez-
cla de vainillina al 2% y acido sulfhidrico
1:1 (v/v); posteriormente, se incubaron en
oscuridad a temperatura ambiente por 30
min para permitir el desarrollo de color, y
se cuantificaron a 640 nm en un espectro-
fotometro NanoDrop ND-1000. Para la
cuantificacién por metanol, primero se
realiz6 un escaneo de 200 a 800 nm UV-Vis
utilizando como control al metanol y como
referencia el estandar capsidiol y se deter-
miné que la maxima absorbancia del estan-
dar capsidiol, fue a 230 nm. La curva
patréon se obtuvo como se indicé con ante-
rioridad. Se tomaron 10 pL. de cada mues-
tra, se les agreg6é 1 pL de sulfato cérico
amoniacal (2N H,SO,) y se incubaron a
temperatura ambiente por 3 min. La cuan-
tificacion se realiz6 a 230 nm en el Nano-
Drop ND-1000.

Efecto del capsidiol en ], de N. aberrans

Debido al bajo grado de solubilidad
que presenta el capsidiol en agua, primero
se disolvié 1 mg del compuesto en 300 pL
de MeOH vy posteriormente se aforé con
agua destilada esterilizada a 1 mL, para
tener una solucién stock 1 mg/mL. Las
concentraciones a probar se definieron
tomando como base la concentracién pro-
medio de capsidiol (1.50 pg/gde raiz), que
se obtuvo en raices de chile CM-334 infec-
tadas con N. aberrans en la primera fase del
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presente estudio. Se establecieron ocho
tratamientos con cuatro repeticiones en un
diseno completamente al azar. Seis trata-
mientos correspondieron a diferentes con-
centraciones de capsidiol (0.01, 0.05, 0.10,
0.50, 1.00, y 1.50 pg de capsidiol/mL) y los
dos restantes constituyeron los testigos, un
testigo absoluto con agua (TA) y otro con
metanol (TM). Este ultimo se establecio
con el fin de evaluar el efecto del metanol
presente en la solucién stock. Para evaluar
el efecto del capsidiol en los J, de N. abe-
rrans, se establecieron cuatro microsiracu-
sas de vidrio conteniendo cada una 100 J,y
la solucion correspondiente a cada concen-
tracién probada. Se mantuvieron a 28°C'y
después de 24, 48 y 72 h, se cuantificé el
numero de juveniles inmoviles. Para deter-
minar si los juveniles inactivos recuperaban
o no su movilidad, al término de las 72 h de
exposicion se eliminé con cuidado la solu-
ciéon del tratamiento sustituyéndola por
agua destilada esterilizada, y después de
transcurridas 24 h se volvi6é a registrar el
numero de juveniles inactivos.

Con la finalidad de corroborar que se
habia logrado la solubilizacién del capsi-
diol se realiz6 la evaluacion de su toxicidad
sobre P. capsici; para ello se prepararon
cajas Petri con medio V8 conteniendo un
circulo de papel filtro Whatman® No.3 de
aproximadamente 3 cm de diametro, que
fue previamente sumergido en una solu-
cioén de 500, 1000 y 2000 pg/mL. En esta
prueba también se incluyeron los testigos
TA 'y TM. Para establecer el rango de con-
centraciones a probar se tomé6 como refe-
rencia lo reportado por Egea e al,
(1996a), quienes encontraron que una
concentraciéon de 1200 pg de capsidiol en
el medio de cultivo tuvo un efecto téxico
sobre P. capsici. En cada caja se coloco
sobre el papel filtro, un disco de medio V8
de 1 cm de didmetro colonizado por mice-
lio de P. capsici (cepa 6143, proporcionada
por la Dra. Sylvia Ferndndez Pavia, Cate-

dratica de la Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo). Las cajas se incu-
baron a 28°C, y se midi6 el crecimiento
radial del micelio después de 24, 48y 72 h
de exposicién. Para determinar si el efecto
del capsidiol era de tipo fungicida o sola-
mente fungistatico, después de las 72 h de
exposicién el micelio se transfirié a medio
sin la fitoalexina.

Analisis estadistico

Todos los experimentos se establecie-
ron en un diseno completamente al azar.
Con los datos obtenidos de cada variable se
realizaron los analisis de varianza
(ANOVA) correspondientes para detectar
diferencias entre tratamientos y la compa-
raciéon de medias se realiz6 con la prueba
de Tukey (o = 0.05).

RESULTADOS

Deteccion y contenido de capsidiol en raices de
chile CM-334 infectadas por N. aberrans

En los cromatofolios de silica gel des-
pués de la aspersion con vainillina y acido
sulfurico, se evidenci6 la presencia de cap-
sidiol al desarrollarse una banda de color
azul violaceo con un valor de Rf igual a 0.2
después de incubarla a 110°C por 5 min
(Chavez-Moctezuma y Lozoya-Gloria, 1996;
Egea et al,, 1996b). También en los croma-
togramas obtenidos por HPLC se detect6
un pico unico a los 8.93 min (Fig. 1),
correspondiente al capsidiol (Moreau et al.,
1992).

En los extractos de las raices de chile
CM-334 inoculadas con N. aberrans, el con-
tenido de capsidiol siempre fue menor en
comparacion con el de las plantas testigo
no inoculadas. En el experimento reali-
zado en camaras de crecimiento, el conte-
nido de la fitoalexina se redujo
significativamente en un 86 y 85% a los 7
(Tukey, a. = 0.01) y alos 14 dias (Tukey, a. =
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Fig. 1. Cromatograma del estandar capsidiol, obteni-
do con un detector de UV a A = 205 nm. Se detect6 un
pico tnico a los 8.93 min.

0.05), respectivamente (Fig. 2A); mientras
que, en el experimento en invernadero las
reducciones fueron de 96 y 77% a los 14
(Tukey, a = 0.01) y alos 21 dias (Tukey, o =
0.05) después del transplante en suelo
infestado con el nematodo, respectiva-
mente (Fig. 2B). La tendencia en los resul-
tados obtenidos en el contenido de
capsidiol con los tres métodos utilizados
(HPLC, vainillina y metanol), fue similar
(datos no mostrados).

Efecto del capsidiol sobre P. capsici en condicio-
nes in vitro

Con todas las concentraciones probadas
se observé una reduccién altamente signifi-
cativa (Tukey, o= 0.0001) en el crecimiento
micelial del oomiceto a partir de las 24 h de
exposicion a la fitoalexina, con respecto a
los testigos. Con la concentraciéon mayor de
capsidiol la reduccion fue de 30y 53%, a las
48 y 72 h de exposicion, respectivamente
(Fig. 3). Cuando el micelio se transfiri6 a
medio sin la fitoalexina se reactivé su creci-
miento, lo cual indic6 que el efecto del cap-
sidiol fue solamente fungistatico.

Efecto del capsidiol en ], de N. aberrans

La exposicion de los ], al capsidiol,
afect6 su movilidad y el porcentaje de

nematodos inmoéviles se incrementé a
medida que la concentracién y el tiempo
de exposicion a la fitoalexina aumentaron.
La inmovilizacion de los juveniles se
observo desde las 24 h de exposicion al
compuesto; no obstante, el efecto fue mas
evidente a las 48 y 72 h de exposicion. A las
48 h, se encontraron diferencias altamente
significativas entre las concentraciones
0.01, 0.1 y 1.5 pg de capsidiol (Tukey, a =
0.0001), y de éstas con respecto a los testi-
gos. Alas 72 h, el efecto del capsidiol en los
juveniles fue mas evidente, encontrandose
diferencias altamente significativas entre
todas las concentraciones en comparacion
con los testigos (Tukey, a = 0.0001). Los
nematodos recobraron su movilidad
cuando después de 72 h de exposicion al
capsidiol, éste se sustituyé por agua desti-
lada. A las 24 h después de haber retirado
el capsidiol, aproximadamente el 87% de
los juveniles recobraron su movilidad; esto
sugiere, que el efecto del capsidiol fue sélo
nematostatico.

DISCUSION

En interacciones incompatibles chile-P.
capsici la fitoalexina capsidiol se acumula
en concentraciones téxicas para el oomi-
ceto (Egea et al., 1996a), tal respuesta fue
también confirmada en la interaccién chile
CM-334-P. capsici (Villar-Luna et al., 2009).
Aunque en interacciones compatibles tam-
bién se dispara la acumulacién de capsi-
diol, su sintesis es mds lenta y se acumula
en menores cantidades (Egea et al., 1996b).
Tal es el caso de la interaccién compatible
CM-334-N. aberrans, en donde la acumula-
cién de la fitoalexina siempre fue menor
en las plantas infectadas con el nematodo
en comparacién con las plantas testigo. La
reduccién en la acumulacién del capsidiol
en las raices infectadas por N. aberrans,
sugiere que el nematodo ha desarrollado
estrategias para abatir y sobrepasar las res-
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Fig. 2. Contenido de capsidiol en raices de chile CM-334 infectadas y no infectadas por N. aberrans a diferentes
tiempos posteriores a la exposicion al nematodo. Experimento en camaras de crecimiento (A) y en invernadero
(B). Para cada tiempo, las barras con diferente letra fueron significativamente diferentes a = 0.05%, o = 0.01** de

acuerdo con la prueba de Tukey.

puestas de defensa de sus plantas hospe-
dantes; tales estrategias pueden consistir
en adaptaciones fisiologicas o de compor-
tamiento (Hussey y Glundler, 1998). Los
tiempos en que ocurrieron diferencias
substanciales entre plantas inoculadas y no
inoculadas con respecto al contenido de
capsidiol entre ambos experimentos, no

fueron los mismos; el comportamiento
diferente podria estar relacionado con los
tiempos en que ocurre la mayor penetra-
cion del nematodo en las raices. Previa-
mente se observé que cuando plantas CM-
334 se inocularon con J,, el mayor nimero
de nematodos dentro de la raiz se presento
a los 7 dias posteriores a la inoculacién;
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Fig. 3. Efecto del capsidiol sobre el crecimiento mice-
lial de P. capsici in vitro. Para cada tiempo, las diferen-
cias significativas entre las concentraciones probadasy
los testigos se indican como o. = 0.0001%#* de acuerdo
con la prueba de Tukey. (TA), Testigo Absoluto de
agua; (TM), Testigo Metanol; (500, 1000 y 2000), pg
de capsidiol/mL.

mientras que, cuando las plantas fueron
expuestas en suelo naturalmente infestado
fue hasta los 14 dias después del trans-
plante que se registré el mayor numero de
nematodos dentro de la raiz (datos no
publicados). En ambos ensayos fue evi-
dente que el contenido de capsidiol en las
plantas testigo no inoculadas no se man-
tuvo a nivel basal, sino que varié en los dife-
rentes tiempos evaluados; de manera
similar, Ustiin (1995) observé que el conte-
nido de capsidiol en las plantas testigo de
diferentes genotipos de chile, incluyendo a
CM-334, no se mantuvo constante en los
diferentes tiempos que se evaluaron.
Existe evidencia de que N. aberrans tam-
bién podria estar interfiriendo con otras
respuestas de defensa en plantas de chile
CM-334; por ejemplo, Lépez (2007)
report6 que los niveles de fenoles solubles
totales y de acido clorogénico en particu-
lar, fueron reducidos significativamente en
presencia del nematodo. Al respecto,
Pegard et al. (2005) asociaron la acumula-
cién de dcido clorogénico con la resisten-

100 4

A wew

Porcentaje de nematodos inmaviles

24h 48h 72h 24h

Tiempo de exposicion con capsidiol  Lavado del capsidiol

Fig. 4. Porcentaje de ], de N. aberrans inmovilizados
después de su exposicion al capsidiol por 12,24y 72 h.
La flecha indica el porcentaje de nematodos inmovi-
les 24 h después de substituir el capsidiol por agua.
(***), diferencias altamente significativas entre las
concentraciones probadas y los testigos (o = 0.0001),
de acuerdo con la prueba de Tukey. (TA), Testigo Ab-
soluto de agua; (TM), Testigo Metanol; (0.01, 0.05,
0.10, 0.50, 1.00, y 1.50), pg de capsidiol/mL.

cia del chile CM-334 a M. arenaria, M.
incognitay M. javanica. Asimismo, reciente-
mente se consigné que la expresion de los
genes Hmg2y EAS, ambos implicados en la
sintesis de la fitoalexina capsidiol, fue
modificada en las raices de plantas CM-334
por N. aberrans (Godinez-Vidal et al., 2009).

En este estudio, el capsidiol fue téxico
para P. capsici confirmando los resultados
reportados por Egea et al. (1996a). Sin
embargo, ain con la concentracién mayor
probada (2000 pg de capsidiol/mL) sola-
mente se observé un efecto fungistatico;
mientras que los autores mencionados
obtuvieron un efecto fungicida con con-
centraciones de 1204 pg mL'. Esta apa-
rente discrepancia podria explicarse por
las diferencias que existieron entre ambos
estudios, respecto al tiempo de exposicién
del micelio del oomiceto a la fitoalexina.
Mientras que Egea et al. (1996a) lo expusie-
ron por 5 dias, antes de transferirlo a
medio libre del compuesto, en nuestro
caso el tiempo de exposicién fue de sélo 3
dias. Por otro lado, las cepas de P. capsici
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utilizadas fueron diferentes y no se puede
descartar la posibilidad de que entre aisla-
mientos haya variaciéon en su nivel de sensi-
bilidad al efecto téxico del capsidiol o en
su capacidad para detoxificarlo; la cepa
6143 utilizada en el presente estudio, fue
seleccionada de entre 26 aislamientos por
Ferndndez-Pavia (1997) por su alta agresi-
vidad. En relacién con lo anterior, se ha
reportado que Botrylis cinerea y Fusarium
oxysporum f.  sp. vasinfectum pueden
mediante oxidacion, convertir al capsidiol
en capsenona cuya fungitoxicidad es
menor (Ward y Stoessl, 1972; Stoessl y
Ward, 1973). Es interesante resaltar que en
contraste con los altos niveles de capsidiol
que fueron téxicos a P. capsici in vitro, para
N. aberrans fueron aproximadamente 1000
veces menores.

Atln cuando el efecto antimicrobiano
del capsidiol esta ampliamente documen-
tado (Stoessl et al., 1972; Egea et al., 1996a;
Egea et al., 1996b; Back et al., 1998; Maldo-
nado-Bonilla et al., 2008; Villar-Luna et al.,
2009), hasta ahora no se contaba con infor-
macién acerca de su efecto nematoxico.
Los resultados obtenidos en esta investiga-
cioén indicaron que la fitoalexina tiene un
efecto toxico sobre los J, de N. aberrans,
siendo de tipo nematostatico. Este hallazgo
es relevante, pues el abatimiento de la acu-
mulacién del capsidiol en las plantas CM-
334 infectadas por N. aberrans, no sola-
mente resulta ventajoso para el nematodo,
sino también podria favorecer el estableci-
miento de otros patégenos en la raiz del
chile. Al respecto, se menciona que plantas
CM-334 resistentes a P. capsici se comporta-
ron como susceptibles, es decir se rompio
su resistencia, cuando el oomiceto se ino-
cul6 en plantas infectadas por N. aberrans
(Vargas et al., 1996; Trujillo-Viramontes et
al., 2005). Marley y Hillocks (1994) tam-
bién encontraron que en genotipos de
Cajanus cajan resistentes a Fusarium udum,
hubo decrementos en la acumulacién de la

fitoalexina cajanol después de que las plan-
tas fueron infectadas por M. incognita'y M.
javanica, lo que se asocié con el rompi-
miento de su resistencia al hongo.

En la presente investigaciéon el conte-
nido de capsidiol en las raices de chile CM-
334 infectadas por N. aberrans, fue menor
en comparaciéon con las plantas testigo, y
este metabolito afect6 negativamente la
movilidad de los ], del nematodo. El hecho
de que el capsidiol tenga un efecto nema-
tostdtico en condiciones in vitroy de que la
acumulacién de esta fitoalexina en la raiz
se reduzca en presencia del nematodo,
sugieren que el abatimiento de este meca-
nismo de defensa en chile CM-334 indu-
cido por N. aberrans, puede ser favorable
para su establecimiento y desarrollo.
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