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ABSTRACT

Fernandez-Herrera, E., R.I. Rojas-Martinez, L. Guevara-Olvera, M. E. Rivas-Davila, E. Valadez-Moctezuma, y
E. Zavaleta-Mejia. 2012. Defense in chili cm-334 inoculated with Phytophthora capsici and infected by Nacobbus
aberrans. Nematropica 42:96-107.

The transcript accumulation of the genes POX (peroxidase), GLU (B-1,3-glucanase), PR-1 (pathogenesis-related
protein 1) and EAS (5-epi-aristolochene synthase, involved in capsidiol biosynthesis), the activity of peroxidase and
glucanase, and the content of capsidiol in roots of chili (Capsicum annuum) CM-334 inoculated with Nacobbus aberrans
(Na), Phytophthora capsici (Pc) and both pathogens were determined. Plants of CM-334 were inoculated with 2,000
J, of N. aberrans and/or 300, 000 zoospores of P. capsici. At 6, 12, 24 and 48 h after of inoculation (hai) with the
oornycete the expression of the mentioned genes was analyzed by real time PCR, and the activity of B-1,3-glucanase and
peroxidase and the content of capsidiol were determined. In chili CM-334 inoculated only with Pc the EAS transcripts
showed the maximum expression (23.4 times) at 6 hai, whereas in the interaction Na-Pc, there was a significant reduction
(6.9 times) of EAS transcripts at this time. CM-334 plants inoculated with N. aberrans showed low levels of EAS and
PRs genes, which contrasted significantly with gene transcript accumulation in the interaction CM-334-P. capsici. The
transcripts of PRs were detected from 6 hai, and increased gradually until 48 hai. The activity of B-1,3-glucanase and
peroxidase in CM-334 inoculated only with N. aberrans was low with respect to those inoculated with P. capsici or
both pathogens, where the activity was significantly greater (P < 0.05) at 12, 24 and 48 hai. In roots of CM-334 plants
inoculated only with nematode the content of capsidiol was reduced by 31.6, 54.4, 57.2 and 66.6% with respect to the
inoculated only with P. capsici; however in the roots where P. capsici was present (treatments Pc and Na-Pc), significant
(P <0.05) greater levels were registered.

Key words: Capsicum annuum, capsidiol, chili wilt, false root-knot nematode, gene expression, pathogenesis-related
proteins.

RESUMEN

Fernandez-Herrera, E., R.I. Rojas-Martinez, L. Guevara-Olvera, M. E. Rivas-Davila, E. Valadez-Moctezuma, y
E. Zavaleta-Mejia. 2012. Defensa En Chile Cm-334 Inoculado Con Phytophthora capsici E Infectado Por
Nacobbus aberrans. Nematropica 42:96-107.

Enel presente estudio se determing la acumulacion de transcritos de los genes POX (peroxidasa), GLU (B-1,3-
glucanasa), PR-1 (proteina 1 relacionada con patogénesis) y EAS (5-epi-aristoloqueno sintasa, involucrado en la
biosintesis de capsidiol), la actividad de peroxidasas y glucanasas, y el contenido de cap81d101 en raices de chile
(Capsicum annuum) CM-334 inoculadas con Nacobbus aberrans (Na), Phytophthora capsici (Pc) y ambos
patogenos. Cada planta de CM-334 se inocul6 con 2000 J, de N. aberrans y/o 300, 000 zoosporas de P. capsici.
Alas 6, 12, 24 y 48 h posteriores a la inoculacion (hpi) con el oomiceto se analizo por PCR en tiempo real la
expresion de los genes mencionados, y se determind la actividad de B-1,3-glucanasa y peroxidasa y el contenido
del capsidiol. En chile CM-334 inoculado s6lo con Pe los transcritos de EAS mostraron la méxima expresion
(23.4 veces) a las 6 hpi, mientras que en la interaccidn Na-Pc para este mismo tiempo, se registr6 una reduccion
significativa (6.9 veces) de los transcritos del gen. En plantas CM-334 inoculadas con N. aberrans hubo niveles
bajos de EAS'y de los genes PRs, lo cual contrasto significativamente con la acumulacion en la interaccion CM-
334-P. capsici. Los transcritos de PRs se detectaron desde las 6 hpi, incrementandose gradualmente hasta las
48 hpi. La actividad de p-1,3-glucanasas y peroxidasas en plantas CM-334 inoculadas s6lo con N. aberrans fue
baja con respecto a las inoculadas con P. capsici o ambos patégenos, donde la actividad fue significativamente
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mayor (P < 0.05) a las 12, 24 y 48 hpi. En las raices de plantas CM-334 inoculadas s6lo con el nematodo se
encontraron reducciones en el contenido de capsidiol de 31.6, 54.4, 57.2 y 66.6% con respecto a las inoculadas
so6lo con P. capsici; en cambio en las raices en donde estuvo presente el oomiceto (tratamientos Pc y Na-Pc), se
encontraron niveles significativamente (P < 0.05) mas altos.

Palabras-clave: Capsicum annuum, capsidiol, marchitez del chile, nematodo falso agallador, expresion génica,

proteinas relacionadas con patogénesis.

INTRODUCCION

La marchitez del chile (Capsicum annuum L.)
ocasionada por el oomiceto Phytophthora capsici es
una de las enfermedades mas devastadoras para este
cultivo (Gonzalez-Pérez et al., 2004), y se considera
que la mejor estrategia para el manejo de la enfermedad
es la resistencia genética. El genotipo de chile tipo
serrano Criollo de Morelos 334 (CM-334) es altamente
resistente a P. capsici y su resistencia se ha mantenido
aun cuando se inocula con las cepas mas virulentas
(Kim y Kim, 2009); actualmente se le considera
como el resistente universal a P. capsici (Oelke et al.,
2003; Glosier et al., 2008). Sy y colaboradores (2005)
han sugerido que en CM-334 existen tres genes de
resistencia a P. capsici que de manera independiente
confieren la resistencia en la raiz, el tallo y el follaje.
El chile CM-334 también es altamente resistente a
potyvirus y a las tres principales especies de nematodos
agalladores: Meloidogyne arenaria, M. incognita, y
M. javanica (Pegard et al., 2005), sin embargo, CM-
334 es susceptible al nematodo Nacobbus aberrans
(Vargas-Escobedo et al, 1996; Trujillo-Viramontes
et al., 2005). En estudios previos, nuestro grupo de
trabajo encontrd que el genotipo CM-334 se comporta
como susceptible al oomiceto cuando se infecta
previamente con el nematodo N. aberrans (Hernandez-
Anguiano et al., 1992; Vargas-Escobedo et al., 1996).
En condiciones de camara de crecimiento, el maximo
grado de rompimiento de resistencia ocurri6 cuando se
inocularon 2000 juveniles del segundo estadio (J2) de
N. aberrans en las plantas de CM-334 y 21 dias después
300,000 zoosporas de P. capsici (Trujillo-Viramontes
et al., 2005). El nematodo fitoparasito N. aberrans
causa importantes pérdidas en cultivos como papa
(Solanum tuberosum L.), chile (Capsicum annuum L.),
tomate (Solanum lycopersicon L.) y frijol (Phaseolus
vulgaris L.) en América Latina, incluyendo a México
(Manzanilla-Lépez et al., 2002). N. aberrans, al igual
que otros nematodos endoparasitos sedentarios debe
inducir en las células hospedantes profundos cambios
estructurales, bioquimicos y fisiologicos que dan como

resultado la formacion del sincitio, que constituye el
sitio especializado de alimentacion para el nematodo.
A pesar de la gran importancia econdmica de este
nematodo fitoparasito, poco se ha investigado acerca
de los cambios bioquimicos y de expresion génica que
induce en sus hospedantes.

La resistencia a P. capsici en cultivares de chile se
asocia con incrementos en la actividad de las enzimas
B-1,3-glucanasas (Egea et al, 1999), peroxidasas
(Fernandez-Pavia, 1997) y proteinas PR-1. Las B-1,3-
glucanasas, peroxidasas y proteinas PR-1 son proteinas
relacionadas con la patogénesis (PRs) que se inducen
como respuesta al ataque por patogenos (Vidhyasekaran,
2008). La funcion de las p-1,3-glucanasas durante
la interaccién planta-patéogeno es hidrolizar la B3, 1-3
glucano que es el mayor componente de la pared
celular de los oomicetos (Selitrennikoff, 2001). En
interacciones incompatibles chile-P. capsici, se ha
observado una mayor actividad de B-1,3-glucanasas,
relacionada con una mayor y mas prolongada expresion
del gen que la codifica, comparadas con lo que
sucede en las interacciones compatibles (Egea et al.,
1999). Por otro lado, las peroxidasas participan en el
reforzamiento de la pared celular por la deposicion de
los polimeros lignina y suberina, que constituyen una
barrera fisica al avance del patdogeno (Passardi et al.,
2005). Silvar et al. (2008) reportaron que la expresion
del gen CAPOI, que codifica para la sintesis de una
peroxidasa, fue tres veces mayor en la interaccion
incompatible chile-P. capsici en comparacion con la
interaccion compatible. El incremento en la actividad
de peroxidasas en chile CM-334 ha sido asociado con
la resistencia a P. capsici (Fernandez-Pavia, 1997). Por
otra parte, las proteinas PR-1 también se asocian con
la resistencia a P. capsici en chile, y algunos autores
como Benhamou et al. (1991) sugieren que estas
proteinas estan involucradas en el engrosamiento de la
pared celular y, por tanto, pueden ofrecer resistencia a
la diseminacion de patégenos, por su parte Niderman et
al. (1995) sugieren que las PR-1 pueden tener un efecto
toxico directo en contra de los patogenos. Lee et al.
(2000) reportaron una abundante y rapida acumulacion
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de transcritos del gen CABPRI, que codifica para una
proteina PR-1, en interacciones incompatibles chile-P.
capsici. Ademas, la sobre-expresion del gen PR-1 en
plantas transgénicas de tomate (Solanum lycopersicon
cv. House Momotaro) se asocié con un aumento en
resistencia al oomiceto P. capsici, en contraste, las
plantas testigo no transformadas mostraron sintomas
severos de la enfermedad (Sarowar et al, 2006).
En general, las PRs se consideran como uno de los
principales mecanismos de defensa de las plantas (Van
Loon et al., 2006).

El capsidiol es la principal fitoalexina sesquiterpénica
en chile y su acumulacion en las zonas de infeccion
inhibe o restringe el crecimiento de P. capsici durante
la interaccion incompatible P. capsici-chile (Egea et
al., 1996a; Candela et al., 2000). La enzima clave en
la biosintesis de la fitoalexina es la 5-epi-aristoloqueno
sintasa, codificada por el gen EAS (Bohlmann et al.,
2002). En plantas de chile se ha reportado la expresion
del gen EAS como consecuencia de la inoculacion con
P capsici o del tratamiento con elicitores como celulasa
0 Pep-13 (Maldonado-Bonilla et al., 2008; Zavala-
Paramo et al., 2000). Por ejemplo, Zavala-Paramo y
colaboradores (2000) mencionan que la inoculacioén de
P, capsici en plantas de chile de la var. Sonora Anaheim,
indujo una expresion fuerte del gen EAS (PEAS) a las
24 h después de haber sido inoculadas con el oomiceto,
mientras que en las plantas no inoculadas no se detectd
la expresion del gen. Ademas de los mecanismos
de defensas citados anteriormente, la resistencia a
P capsici también se asocia con incrementos en la
actividad de la fenilalanina amonioliasa (PAL) y
compuestos fenodlicos con propiedades toxicas (Candela
et al., 1995; Fernandez-Pavia, 1997).

Recientemente nuestro grupo reportd que en plantas
de chile CM-344 infectadas por N. aberrans seredujo la
actividad de las enzimas fenilalanina amonioliasa (PAL)
y peroxidasas, asi como la concentracion de fenoles
solubles totales y 4cido clorogénico, en comparacion
con aquellas plantas inoculadas sélo con P. capsici, esto
sugiere que la pérdida de resistencia podria asociarse con
lareduccion de la actividad enzimatica y el contenido de
éstos compuestos (Godinez-Vidal et al., 2008; Lopez-
Martinez, 2011). En este sentido, Zavaleta-Mejia et al.
(2009) indican que el fenomeno de rompimiento de
resistencia a P. capsici inducido por N. aberrans podria
también asociarse con cambios en la expresion de genes
de defensa que codifican para peroxidasas, enzimas de
la ruta de fenilpropanoides (PAL, C4H, 4CL, CCR) ¢
isoprenoides [hmg (3-hidroxi-3-metilglutaril CoA-
reductasa), EAS (5-epi-aristoloqueno sintasa) y SS
(escualeno sintasa)], cuya expresion o represion podria
favorecer la acumulacion de metabolitos que favorecen
o inhiben la infeccion por P. capsici.

Con base en estos antecedentes y con la idea de
aportar informacion que ayude a entender los cambios
inducidos por N. aberrans en la expresion de genes de
defensa en chile CM-334, el objetivo de la presente
investigacion fue comparar por PCR en tiempo real

la acumulacion de transcritos de los genes POX, GLU,
PR-1'y EAS, y determinar la actividad enzimatica de
peroxidasas y glucanasas, y el contenido de capsidiol en
raices de plantas de CM-334 inoculadas con P. capsici,
N. aberrans y la combinacion de ambos patogenos.

MATERIALES Y METODOS

Establecimiento de los experimentos. Plantulas de
chile CM-334, una por maceta, se crecieron en arena
esterilizada y se mantuvieron en camara de crecimiento
a26=+1°Cconun fotoperiodode 14 hluzy 10 hoscuridad.
Cada experimento constd de cuatro tratamientos: 1)
plantas de CM-334 no inoculadas (Testigo), 2) plantas
de CM-334 inoculadas con P. capsici (Pc), 3) plantas de
CM-334 inoculadas con N. aberrans (Na) y 4) plantas
de CM-334 inoculadas con N. aberrans y P. capsici
(Na-Pc), cada tratamiento constd de 60 plantas. Las
plantas de chile con cuatro a cinco hojas verdaderas
se inocularon con 2000 J, del nematodo y 21 dias
después con 300,000 zoosporas del oomiceto. Para
corroborar, tanto la patogenicidad del aislamiento como
la eficacia de la inoculacion, se inocularon 10 plantas
de chile del cv J. E. Parker susceptible a P. capsici. Se
tuvieron también plantas adicionales de CM-334 para
corroborar la infeccion por el nematodo. El in6culo de
N. aberrans se obtuvo de raices agalladas de plantas
de tomate y el aislamiento 6143 de P. capsici usado
en este trabajo fue proporcionado por la Dra. Sylvia
Patricia Fernandez-Pavia (Profesora de la Universidad
Michoacana de San Nicolds de Hidalgo). El cultivo
del oomiceto, la induccién de la esporulacion y la
cuantificacion de zoosporas, asi como, la obtencion e
inoculacion de N. aberrans se realizé de acuerdo con
lo reportado por Villar-Luna y colaboradores (2009).
El experimento completo se repitido una vez, bajo las
mismas condiciones.

Alas 6, 12,24y 48 horas posteriores a la inoculacion
(hpi) con el oomiceto, se tomaron 15 plantas de cada
tratamiento para cada tiempo, se cortaron las raices,
se lavaron, se congelaron con nitrogeno liquido y se
almacenaron a -80°C.

Extraccion de RNA, sintesis de ¢cDNA y PCR en
tiempo real. El RNA total de raices de chile se extrajo
a partir de 0.5 g de tejido congelado usando el Kit
RNeasy® (QIAGEN) de acuerdo con las indicaciones
del fabricante. El RNA se almaceno a -80°C. La calidad
e integridad del RNA se verifico en gel de agarosa
desnaturalizante al 1.2%.

La sintesis de cDNA se realizo en dos pasos: 1) la
primer mezcla de reaccion estuvo constituida por 2 pg
de RNA total, 0.4 uL de oligo dT, . (Invitrogen®),
y se afor6 a un volumen de 12 pL con agua libre de
RNAsas y DNAsas para incubarse a 70°C por 10 min,
al terminar se coloco la mezcla en hielo; 2) a la mezcla
de reaccion anterior se le adicionaron 8§ pL de una
segunda mezcla, que consistio de 4 pL de amortiguador
5x para retrotranscripcion, 2 pL de ditiotreitol (0.1 M),
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1 uL ANTP mix (10 mM) y 1 pL de la retrotranscriptasa
(M-MLV Reverse transcriptase -Promega®-). La
mezcla se coloco en un termociclador (BIO-RAD®)
durante 60 min a 37°Cy 10 min a 70°C.

Los pares de oligonucleotidos utilizados en el estudio
se muestran en el Cuadro 1; con excepcion de los oligos
para el gen PR-1, los demas se disefiaron usando el
programa DNASTAR® a partir de las secuencias de
genes disponibles en el GenBank del NCBI. La mezcla
de reaccion de PCR en tiempo real consistio de 2.5 uL
de buffer 10X para PCR, 1.25 puL de MgCL (30 mM),
1 uL de cada primer (10 pM), 1 uL de dNTP mix (10
mM), 1:150,000 SYBR® Green (Molecular Probe,
Eugene, OR), 0.25 uL de fluoresceina (1 uM), 1.5 uL
de cDNA, 0.125 uL de Amplicasa (Biogenica®), y se
afor6 a un volumen de 25 pL con agua libre de RNAsas
y DNAsas, en un sistema estandar de PCR en tiempo
real ABI7500 (Applied Biosystems). Las condiciones
de amplificacion consistieron de una desnaturalizacion
inicial a 94°C/4 min, seguido de 30 ciclos a 94°C/30
s, 60°C/35 s 'y 72°C/35 s, y un paso final de extension
a 72°C/4 min. Los productos de PCR se purificaron
con el Kit QIAquick PCR Purification (QIAGEN) y se
secuenciaron para corroborar su identidad. El gen de
gliceraldehido 3-P deshidrogenasa (GAPDH) se usé
como gen de expresion constitutiva para normalizar
la expresion y las plantas no inoculadas representaron
la expresion 1x del gen de interés. El calculo de la
expresion relativa de cada gen se realizo mediante el
método 2-42% (Livak y Schmittgen, 2001).

Extraccion de proteina y actividad enzimdtica
de peroxidasas. Se maceraron 0.25 g de tejido en un
mortero que contenia buffer frio de Tris-HCL 50 mM,
pH 7.5. El extracto se centrifugd a 12,000 g a 4°C por 5
min y el sobrenadante recuperado se almaceno a -20°C.
La concentracion de proteinas se determind con el Kit
Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
para lo cual se utilizo albumina sérico-bovina, fraccion
V (Sigma), como estandar. La actividad de peroxidasas
se determino con el incremento de absorbancia a 470 nm
debido a la formacion de tetraguaiacol (Hammerschmidt
etal., 1982). Lamezcla de reaccion consistio de 220 pL
de amortiguador de Tris-HCI (50 mM, pH 7.5), 15 pL
de peroxido de hidrogeno a 0.25%, 25 uL de guaiacol
0.1 My 5 pg de proteina total. La actividad enzimatica
se reportd como pM de tetraguaiacol pg' de proteina
min'. Para cada experimento de cada tratamiento y
para cada tiempo se realizaron dos extracciones y cada
extraccion se cuantifico por triplicado.

Extraccion de proteina y actividad enzimatica de
f-1,3-glucanasa. Se maceraron 0.25 g de tejido de
raices usando como buffer acetato de sodio 0.05 M, pH
5.2. El extracto se centrifugé a 15,000 g a 4°C por 10
min y el sobrenadante recuperado se almacen6 a -20°C.
Laactividad de B-1,3-glucanasas se determiné usando el
ensayo de laminarina-4cido dinitrosalicilico de Abeles
y Forrence (1970) con algunas modificaciones. A 25
uL de extracto crudo de la enzima se le adicionaron
25 uL de laminarina al 1% y se incub6 a 40°C durante

10 min. La reaccion se detuvo adicionando 375 uL de
acido dinitrosalicilico y calentando por 5 min en agua
hirviendo (100°C). Se enfrié la solucion, se agitdo en
vortex y se leyo la absorbancia a 500 nm. El blanco
consistio del extracto de la enzima y laminarina con
cero tiempo de incubacion. La reduccion de azucar
se calculd usando una curva estandar de glucosa. Una
unidad de actividad de B-1,3-glucanasa se definio como
la cantidad de enzima que libera 1 pmol de glucosa
por 10 min, bajo las condiciones arriba citadas (Pan
et al., 1991). Para cada experimento se realizaron dos
extracciones por cada tiempo de cada tratamiento, y
cada extraccion se cuantifico por triplicado.

Extracciony cuantificacion de capsidiol. El capsidiol
se extrajo de acuerdo con la metodologia descrita por
Egea et al. (1996b), con algunas modificaciones. De
cada tratamiento y tiempo se tomd una muestra de 0.5
g de tejido radical, se macer6 por 30 s en N liquido y
posteriormente por 1 min en una mezcla de cloroformo
y metanol (2:1). Cada extracto se filtro y evapord
a sequedad a temperatura ambiente y se redisolvio
en cloroformo para su analisis por cromatografia
en capa fina, la cual se desarrollo con una mezcla
de hexano:acetato de etilo (1:6) utilizando placas
cromatograficas de silica gel 60 F,, (Merck®). Las
muestras se procesaron por cromatografia en banda y se
eluyeron conjuntamente con una muestra de capsidiol
puro. Se corto6 la porcion correspondiente al estandar,
la cual se reveld con una solucion de sulfato cérico
amoniacal 2N en H SO, y se confronto fisicamente con
la porcion eluida y no revelada de cada tratamiento, las
regiones correspondientes al Rf = (.28 caracteristico
del capsidiol se rasparon, se lavaron con cloroformo, se
filtraron y evaporaron a sequedad.

La estimacion del contenido de capsidiol se
realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Chéavez-
Moctezuma y Lozoya-Gloria (1996), con algunas
modificaciones. Las muestras se re-disolvieron en
250 uL de metanol y para la cuantificacion se prepard
una mezcla de reaccion de extracto y vainillina 2%
en acido sulfurico en relacion 1:1, la cual se incubo a
temperatura ambiente durante 40 min y se leyo a una
longitud de onda de 640 nm en un Nanodrop®. Para
la cuantificacion de la fitoalexina se utilizd una curva
estandar previamente preparada con concentraciones
conocidas de capsidiol puro, aislado e identificado
por nuestro grupo de investigacion (Villar-Luna et al.,
2009).

Analisis  estadistico. Los datos obtenidos se
sometieron a analisis de varianza para un modelo
completamente al azar usando el paquete estadistico
SAS (SAS Institute, 1999) y para la comparacion de
medias de tratamientos se aplico la prueba de Tukey
(P<0.05).

RESULTADOS

Niveles relativos de genes relacionados con la
defensa. En comparacion con las raices de las plantas
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testigo, en las de chile CM-334 tratadas con P. capsici
(Pc) o con la interaccion de N. aberrans y P. capsici
(Na-Pc), se registro una acumulacion mayor (P < 0.05)
de los transcritos de los genes evaluados (EAS, 5-epi-
aristoloqueno sintasa; POX, peroxidasa; GLU, B-1,3-
glucanasa; y proteina PR-1) después de la inoculacion
con el oomiceto. De todos ellos, EAS fue el que presentd
el mayor incremento, hasta 23.4 veces a las 6 hpi y
después declind drasticamente a 9.7, 8.8 y 4.2 veces a
las 12, 24 y 48 hpi, respectivamente (Fig. 1).

En raices inoculadas solo con Pc, los transcritos del
gen EAS, responsable de codificar para la enzima 5-epi-
aristoloqueno sintasa clave en la sintesis de capsidiol,
mostraron la maxima acumulacion (23.4 veces) a las 6
hpi, mientras que en el tratamiento de la interaccion Na-
Pc para este mismo tiempo, se registrdé una reduccion
significativa (6.9 veces) de los transcritos del gen en
comparacion con las plantas testigo. En el tratamiento
de Na-Pc la maxima acumulacion del gen EAS fue de
12 veces y se detecto a las 12 hpi, después declino a 7.3
y 6.5 veces a las 24 y 48 hpi, respectivamente.

La acumulacion de transcritos del gen EAS fue
baja en la interaccion compatible de chile-Na, al igual
que la de los genes que codifican para las proteinas
relacionadas con patogénesis (POX, GLU y PRI), lo
que contrastd significativamente con la acumulacion
de transcritos observada en la interaccion incompatible
chile-P. capsici, en la que los transcritos de los genes
POX, GLU y PR-1 se detectaron desde las 6 hpi,
incrementandose gradualmente hasta las 48 hpi, tiempo
en el que se registro el maximo valor. La expresion de
los genes POX, GLU y PR-1 en las plantas inoculadas
s6lo con el nematodo fue ligeramente mayor a la
observada en las plantas testigo.

Actividad  enzimatica. La actividad de p-1,3-
glucanasas y peroxidasas tanto en las raices de las
plantas testigo como en las inoculadas sélo con
nematodo fueron bajas a lo largo de los cuatro tiempos
evaluados (Fig. 2A y 2B); en contraste, la actividad fue
significativamente mayor (P < 0.05) en las raices de
plantas de chile CM-334 inoculadas con el oomiceto o
con ambos patogenos desde las 12, 24 y 48 h posteriores
a la inoculacion con P capsici. La inoculacion de
CM-334 s6lo con P. capsici mostr6 incrementos en la
actividad de B-1,3-glucanasas de 38.5, 77.5 y 87.1%, y
en la interaccion Na-Pc de 51.1, 71.5y 96.9% a las 12,
24y 48 hpi, con respecto a las plantas testigo. En plantas
inoculadas s6lo con Pc la actividad de peroxidasas en
CM-334 mostr6 incrementos de 41.2, 48.2 y 48.4%,
mientras que en las inoculadas con ambos patdgenos
(Na-Pc) los incrementos fueron de 38.1, 52.7 y 56.3%
a las 12, 24 y 48 hpi, respectivamente, en comparacion
con las plantas testigo.

Contenido de capsidiol. En las raices de las
plantas testigo y en las inoculadas con nematodo
se detectaron contenidos bajos de la fitoalexina a lo
largo de los cuatro tiempos evaluados, sin diferencias
significativas entre ambos (Fig. 2C). En comparacion
con las inoculadas solo con P capsici en aquellas

inoculadas timicamente con el nematodo y en las testigo
el contenido de capsidiol se redujo en 31.6, 54.4, 57.2
y 66.6%, yen4l, 62.3,74y 74.5% a las 6, 12, 24 y 48
hpi, respectivamente. En cambio en las raices en donde
estuvo presente el oomiceto s6lo 0 en combinacién con
el nematodo, tratamientos Pc y Na-Pc, se encontraron
niveles significativamente (P < 0.05) mas altos. Entre
estos dos tratamientos no hubo diferencia significativa
(P <0.05) en el contenido de capsidiol a las 6 y 12 hpi;
sin embargo, a las 24 y 48 hpi, en las plantas inoculadas
solamente con el oomiceto hubo un incremento
significativo de 28.2 y 33.3%, respectivamente.

DISCUSION

La expresion diferencial de genes de defensa y
la acumulacion de los metabolitos para los cuales
codifican dichos genes se ha observado en varias
interacciones planta-patogeno. En nuestro estudio
la mayor expresion de los genes GLU, POX, PR-1y
EAS se observo durante la interaccion incompatible
CM-334-P. capsici mientras que en la compatible
CM-334-N. aberrans la acumulacion de transcritos
fue menor. Al respecto, Silvar et al. (2008) mencionan
que la compatibilidad e incompatibilidad hospedante-
patdgeno estd determinada por el grado de coordinacion
entre las diferentes estrategias de defensa, la rapidez y
la magnitud con la que ocurre la expresion de genes que
codifican para la sintesis de metabolitos que inhiben el
crecimiento del patogeno, siendo tales cambios mas
rapidos y de mayor magnitud en las interacciones
incompatibles.

La sobre-expresion de los transcritos de los genes
POX en la interaccion de CM-334 con el oomiceto o
la combinacion de ambos patogenos (Pc y Na-Pc) se
asocio con incrementos en la actividad de la enzima
respectiva, en contraste en la interaccion compatible
CM-334-N. aberrans tanto la acumulacion de
transcritos del gen, como la actividad de peroxidasas
fue baja. Se sabe que la expresion de POX 'y la actividad
de peroxidasas se incrementan en las plantas como
resultado del ataque por patogenos (Chittoor ez al., 1999;
Van Loon et al., 2006). Las peroxidasas contribuyen a
la resistencia de las plantas al crear un ambiente toxico
por la acumulacién de especies reactivas de oxigeno y
al participar en el reforzamiento de la pared celular por
la deposicion de los polimeros lignina y suberina, que
constituyen una barrera fisica al avance del patogeno
(Passardi et al., 2005). Do et al. (2003) reportaron
que en plantas de chile del cv Hanbyul inoculadas
con los aislamientos de P. capsici S197 (compatible)
y CBS178.26 (incompatible), la expresion del gen
CAPOI que codifica para una peroxidasa, fue mas
rapida y abundante en la interaccion incompatible en
comparacion con la compatible. La mayor expresion
del gen POX y la mayor actividad de las peroxidasas
en las plantas inoculadas con P. capsici podrian estar
implicadas en el reforzamiento de la pared celular de
las raices de CM-334; en cambio, la baja expresion y
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menor actividad de la enzima en las plantas inoculadas
con N. aberrans podria favorecer el establecimiento del
nematodo, facilitando su avance en el tejido radical al
no ocurrir el reforzamiento de la pared celular. También
Zacheo et al. (1993) observaron que hubo un ligero
incremento en la actividad de peroxidasas en lineas
de tomate susceptibles a M. incognita, mientras que,
en la interaccion incompatible la actividad enzimatica
se incrementd en un 100% en comparacion con la
interaccion compatible. Segun Zinov’eva et al. (2004),
en las interacciones planta-nematodo se ha observado
que la actividad de ciertas isoformas de peroxidasas
son capaces de suprimir enzimas hidroliticas, mientras
que otras pueden oxidar a las toxinas producidas por
los nematodos convirtiéndolas en compuestos inocuos
para la planta.

El hecho de que la acumulacion de transcritos del
gen GLU vy la correspondiente actividad de la enzima
B-1,3-glucanasa se hayan incrementado en las plantas
inoculadas con el oomiceto, en presencia y ausencia del
nematodo, sugiere que tales incrementos son inducidos
por P. capsici y no por el nematodo. En presencia de
N. aberrans (interaccion compatible CM-334-Na)
tanto los niveles de los transcritos del gen GLU, como
de la actividad de la enzima correspondiente, fueron
similares a los observados en las plantas testigo. Las
B-1,3-glucanasas se han asociado con la defensa de las
plantas a hongos y oomicetos (Egea et al., 1999; Hong
y Hwang 2005; Jung ef al., 2005; Saikia et al., 2005)
y muy probablemente carezcan de importancia como
mecanismo de defensa contra nematodos, en virtud de
que las -1,3-glucanasas degradan pohmeros de la pared
celular de los oomicetos mediante la hidrolizacion de su
principal componente la f, 1-3 glucano (Selitrennikoff,
2001). La mayor expresion del gen que codifica para
B-1,3-glucanasa, asi como la mayor actividad de dicha
enzima en las interacciones chile-P. capsici han sido
previamente reportadas (Egea et al., 1999; Jung ef al.,
2005). El nivel de expresion de GLU y la actividad
de la enzima fueron similares en plantas inoculadas
s6lo con P. capsici o con ambos patdogenos, sugiriendo
que el nematodo fue incapaz de contrarrestar el fuerte
efecto elicitador del oomiceto.

La informacién acerca de la induccion de B-1,3-
glucanasas en las interacciones planta-nematodo, es
escasa y contradictoria, y parece depender de la especie
de nematodo con el que se establece la interaccion; asi
por ejemplo, en la interaccion Globodera pallida-papa,
tanto compatible como incompatible, se increment6 el
contenido de p-1,3-glucanasas (Rahimi et al., 1996); en
contraste Oka et al. (1997) reportan que en la interaccion
compatible tomate-M. javanica no hubo incremento en
la acumulacion de estas enzimas, de manera similar
como ocurrid en la presente investigacion en la
interaccion compatible CM-334-N. aberrans.

La acumulacién de transcritos del gen PR-1 se
incrementd significativamente siempre que las plantas
se inocularon con P. capsici, independientemente de
que estuviera o no presente el nematodo; tal resultado

sugiere que para este gen el nematodo no ejerce ninguna
represion en presencia del oomiceto. Kim y Hwang
(2000) observaron que en la interaccion incompatible
chile cv. Hanbyul-Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (aislamiento Bv5-4a) la acumulacion de los
RNAmdel gen CABPR-1, que codifica para una proteina
PR-1, fue mas rdpida, mas prolongada y de mayor
magnitud que aquella de la interaccion compatible chile
cv. Hanbyul-X. campestris pv. vesicatoria (aislamiento
Dsl). Aun cuando la funcion y el mecanismo de accion
de las proteinas PR-1 son todavia desconocidos, se
ha propuesto que estas proteinas podrian participar
en la defensa contra el oomiceto al ejercer un efecto
toxico directo que retrasa el desarrollo de éste, toda
vez que dichas proteinas se acumulan en los espacios
intercelulares y en la interfase entre el patogeno (P.
capsici) y las células de la planta de chile cv. Hanbyul
(Lee et al., 2000).

La informacion sobre el efecto protectivo de las
proteinas PRs en contra de los nematodos fitoparasitos
también es escasay en algunos casos contradictoria, pues
parece depender del patosistema estudiado. Algunos
autores reportan la ausencia de induccion de proteinas
PRs en las interacciones compatibles planta-nematodo
(Oka et al., 1997), pero en la interaccion compatible
Cucumis sativum-M. incognita si se indujeron las f,
1-3 glucanasas (Zinov’eva et al., 2001). En general,
se considera que la produccion de proteinas PRs es un
mecanismo importante de defensa y se les relaciona
con la resistencia a fitopatogenos (Linthorst, 1991; Van
Loon, 1999). En las interacciones planta- nematodo en
algunos casos se ha observado una correlacion directa
entre la acumulacion de PRs y el grado de resistencia
(Rahimi et al., 1993; Rahimi et al., 1996), mientras que
en otros no se ha evidenciado tal relacion (Qiu et al.,
1997).

En el presente estudio se observo la expresion
constitutiva de todos los genes que codifican para las
proteinas PRs (B-1,3-glucanasa, peroxidasa y PR-1) y la
actividad enzimatica de B-1,3-glucanasas y peroxidasas.
Al respecto, Van Loon (1999) indica que las proteinas
PRs pueden ser detectadas en tejido no infectado,
sugiriendo que pueden estar presentes en tejido sano en
cantidades pequenas. La presencia de -1,3-glucanasas
y peroxidasas en raices de chile CM-334 de las plantas
testigo no inoculadas tiene sentido si consideramos que
estas enzimas, ademas de funcionar en defensa, también
intervienen en diversos procesos fisiologicos y del
desarrollo de las plantas como: maduracion y desarrollo
de frutos (Gaspar et al., 1982), division celular (Fulcher
et al., 1976), embriogénesis (Dong y Dunstan, 1997),
germinacion de semillas (Leubner-Metzger y Meins,
1999), rompimiento de dormancia (Krabel et al., 1993),
respuestas a bajas temperaturas y ozono (Gaspar ef al.,
1982; Schraudner et al., 1992), dafio mecanico y luz
UV (Ishige et al., 1993; El Ghaouth ef al., 2003), entre
otros.

La expresion de EAS en raices de chile CM-334
inoculadas con ambos patogenos (CM-334-Na-Pc)
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Fig. 1. Niveles relativos de expresion de genes relacionados con la defensa en raices de plantas de chile CM-334
inoculadas con P. capsici y N. aberrans, respecto a las plantas no inoculadas. A) EAS = 5-epi-aristoloqueno sintasa,
B) PR-1, C) POX= peroxidasa, y D) GLU= B-1,3-glucanasa. Cada barra representa el promedio de dos experimentos
independientes con tres determinaciones cada uno; la linea de cada barra representa la desviacion estandar. Para cada
tiempo, las barras con diferente letra fueron significativamente diferente (Tukey, P < 0.05).

fue tardia en comparacion con las plantas inoculadas
s6lo con el oomiceto. El retraso en la acumulacion de
los transcritos de EAS durante la interaccion CM-334-
Na-Pc por un lado, y la mayor acumulacion de E4S en
la interaccion CM-334-Pc por el otro, sugiere que N.
aberrans modifico el patron de expresion de este gen
en las raices de las plantas de chile. El incremento en la
expresion EAS como resultado de la inoculacion con P,
capsici ha sido reportada previamente (Zavala-Paramo
et al., 2000). EAS codifica para la 5-epi-aristoloqueno
sintasa (EAS), que es la enzima clave en la biosintesis
del capsidiol, la principal fitoalexina sintetizada en
chile. Los resultados obtenidos indicaron una estrecha
relacion entre la expresion de EAS y la acumulacion
de capsidiol en las raices de chile, asi en las plantas
infectadas con Pc hubo una mayor acumulacion de

capsidiol, en comparacion con aquellas inoculadas
con ambos patogenos y con las inoculadas sélo con el
nematodo. La magnitud en la acumulacion del capsidiol
se ha asociado con el grado de resistencia a P. capsici en
diversos genotipos de chile (Egea et al., 1996a; Candela
et al., 2000). Ademas, varios investigadores han
demostrado in vitro los efectos deletéreos del capsidiol
sobre P. capsici (Ward et al., 1974; Molot et al., 1980)
y en el nematodo N. aberrans (Godinez-Vidal et al.,
2010).

El hecho de que en plantas inoculadas solo con
el nematodo y con ambos patogenos (Na-Pc) haya
habido tanto una menor expresion de EAS como
un menor contenido de capsidiol, en comparacion
con aquellas inoculadas solamente con el oomiceto,
permite especular que N. aberrans abate éste y otros
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Fig. 2. Actividad enzimatica total de B-1,3-glucanasas
(A) y peroxidasas (B), y contenido de la fitoalexina cap-
sidiol (C) en raices de chile CM-334 no inoculadas (Tes-
tigo) e inoculadas con P. capsici (Pc), N. aberrans (Na)
o ambos patogenos (Na-Pc). Cada punto representa el
promedio de dos experimentos independientes, con dos
extracciones y tres lecturas por extraccion; la linea en
cada punto representa la desviacion estandar. Para cada
tiempo, los puntos con diferente letra fueron significati-
vamente diferentes (Tukey, P < 0.05). Para el tiempo de
6 h, puntos con una sola letra indica que no hubo diferen-
cia significativa entre ellos (Tukey, P < 0.05).

mecanismos de defensa en plantas de chile CM-334,
lo que podria redundar en la creacion de un ambiente
favorable tanto para el establecimiento del nematodo
como del oomiceto; con frecuencia se menciona que
el grado de resistencia de los genotipos de chile esta
estrechamente relacionado con la rapidez y la magnitud
con la que acumulan a la fitoalexina capsidiol (Candela
etal.,2000). Godinez-Vidal et al. (2010) mencionan que

en raices de chile CM-334 infectadas con N. aberrans
tuvieron un menor contenido capsidiol en comparacion
con las no inoculadas, y que la fitoalexina causd la
inmovilizacion de los J, del nematodo en condiciones in
vitro. Por otra parte, Vilfar-Lunaetal. (2009) encontraron
que en plantas de chile CM-334 infectadas con N.
aberrans se redujo la acumulacion de capsidiol en hojas
infiltradas con P. capsici o Pseudomonas syringae pv.
tagetis, en comparacion con las inoculadas solamente
con el oomiceto o la bacteria. Se ha consignado que la
inoculacion con N. aberrans reduce otras respuestas de
defensa en las plantas de CM-334; como son la menor
expresion del gen Hmg?2 involucrado en la sintesis de
capsidiol (Godinez-Vidal et al., 2009), menor actividad
de la enzima PAL (Godinez-Vidal et al., 2008) y una
acumulacion menor de fenoles solubles totales en
comparacion con las plantas no inoculadas (Lopez-
Martinez et al., 2011). Estos ultimos autores también
encontraron que en plantas de CM-334 la actividad de
peroxidasas se redujo tanto en las plantas inoculadas
s6lo con Na como en aquellas inoculadas con los dos
patogenos (Na-Pc). Estos resultados difieren de lo que
se encontro en la presente investigacion. Se ha sugerido
que el abatimiento de estas respuestas de defensa podria
explicar en parte el fenomeno de rompimiento de
resistencia de las plantas de chile CM-334 a P. capsici,
cuando son previamente infectadas por N. aberrans. La
mayor y mas rapida acumulacion tanto de EAS como
del capsidiol en raices de CM-334 inoculadas solo P.
capsici, da sustento a la idea de que la fitoalexina es un
mecanismo importante en la defensa de este genotipo
al oomiceto. La tardia expresion tanto de £AS como del
capsidiol en presencia de N. aberrans, sugieren que el
nematodo altera el patron de expresion de EAS y por
tanto, la sintesis de la fitoalexina capsidiol, con el fin de
evitar su efecto negativo.

La mayor acumulacion de los transcritos de los
genes EAS, de las PRs GLU y POX y los incrementos
en la actividad de las enzimas correspondientes
(B-1,3-glucanasas y peroxidasas), asi como la mayor
acumulacion de los transcritos de PR-1 obtenida en
la interaccion CM-334-Pc indican que estos genes y
enzimas estan asociadas con la respuesta de defensa de
CM-334 en contra de P. capsici. En comparacién con
las plantas inoculadas con P. capsici, en la interaccion
CM-334-N. aberrans se abatio la acumulacion de los
transcritos de las PRs y EAS, la actividad de las enzimas
B-1,3-glucanasa y peroxidasa, y el contenido de
capsidiol. Sin embargo, en las plantas inoculadas con
ambos patogenos solamente se reprimi6 la expresion de
EAS que se asoci6 con una reduccion significativa en la
acumulacion de capsidiol.

Los resultados de la presente investigacion son
relevantes, en virtud de que a pesar de que existe
relativamente abundante informacion acerca de los
cambios metabolicos y de expresion génica inducidos
por nematodos formadores de quistes y especies de
Meloidogyne, para N. aberrans los inicos antecedentes
al respecto son los que han sido generados recientemente
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