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“CAMBIOS EN LA RUTA MEVALONICA COMO RESPUESTA A LA INFECCION POR
Nacobbus aberrans EN CHILE CM-334",

Damaris Godinez Vidal, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2010

Se determiné la acumulacioén de transcritos de los genes Hmg (Hmg1, Hmg2 y Hmg3, responsables de
la regulacion de la biosintesis de esteroles y fitoalexinas), FPPS (farnesil pirofosfato sintasa), SS (escualeno
sintasa, implicado en la sintesis de esteroles) y EAS (5-epiaristoloqueno sintasa, responsable de la sintesis de
fitoalexinas), la actividad enzimatica de 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA-reductasa (HMGCoA-r) y EAS, y el
contenido de capsidiol en raices de chile CM-334 infectadas y no infectadas por Nacobbus aberrans. Las
plantas se inocularon con 2000 ], de N. aberrans o se transplantaron en suelo naturalmente infestado por éste,
y se mantuvieron en camaras de crecimiento e invernadero, respectivamente. A los 0, 2, 7, 14 y 21 dias
después de la inoculaciéon (ddi) y alos 0, 7, 14, 21 y 28 dias después del transplante (ddt), se analiz6 por RT-
PCR la acumulacién de mRNA de los genes mencionados y se determiné la actividad HMGCoA-r y EAS. En
plantas infectadas por el nematodo, la acumulacién de transcritos de Hmg1 fue menor que Hmg2 a los 2 ddi;
mientras que a los 21 ddi los transcritos de Hmg1 fueron mayores que HmgZ2 en comparaciéon con las plantas
control; la mayor acumulacion de Hmgl se asoci6 con un incremento en la actividad de HMGCoAr y la
presencia del estadio de hembra inmadura. La acumulacion de EAS en las raices infectadas por N. aberrans
generalmente se relacioné con un incremento en la actividad de EAS, aunque el incremento no fue
directamente proporcional; la mayor actividad de EAS se registrd de los 14 a los 21 dias posteriores a la
exposicion de las plantas al nematodo. Hmg3 y SS se acumularon constitutivamente. En presencia del
nematodo FPPS present6 el mayor incremento a los 21 ddi. El contenido de capsidiol en las raices de plantas
inoculadas con 2000 J; y mantenidas en camaras de crecimiento fue menor que el encontrado en las raices no
inoculadas, tal reduccion fue significativa a los 7 (Tukey, a= 0.01) y 14 ddi (Tukey, a= 0.05); en plantas
provenientes de invernadero, las diferencias fueron significativas a los 14 (Tukey, a= 0.01) y 21 ddt (Tukey,
a= 0.05). El capsidiol caus6 la inmovilizacion de los J; de N. aberrans y ésta fue mayor en la medida en que se
incrementé la concentracion (desde 0.01 hasta 1.50 pg de capsidiol/mL) y el tiempo de exposiciéon a la
fitoalexina. Este efecto en los juveniles se observé desde las 24 h de exposicion al compuesto y fue mas
evidente a las 72 h, tiempo en el que se encontraron diferencias altamente significativas entre todas las
concentraciones probadas en comparacién con el testigo (Tukey, a= 0.0001). Sin embargo, los ], recobraron
su movilidad cuando el capsidiol fue reemplazado por agua, lo que sugiere que el efecto de la fitoalexina fue
s6lo nematostatico. Los resultados obtenidos en la presente investigacion sugieren que N. aberrans modifica la
expresion de algunos genes de la ruta mevaldnica abatiendo la acumulacién de capsidiol y propiciando un
abastecimiento adecuado de esteroles para proveerse de condiciones favorables para su establecimiento y

desarrollo.

Palabras clave: Nacobbus aberrans, Capsicum annuum CM-334, Ruta mevaldnica, Capsidiol.
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“MEVALONIC PATHWAY CHANGES INDUCED BY Nacobbus aberrans
IN CHILLI CM-334"

Damaris Godinez Vidal, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2010

Transcripts accumulation of the Hmg (Hmgl, HmgZ2 and Hmg3, responsible for the regulation of
sterols and phytoalexins synthesis), FPPS (farnesyl pyrophosphate synthase), SS (squalene synthase, involved
in sterols synthesis) and EAS (5-epiaristolocheno synthase, responsible for phytoalexins synthesis) genes,
enzyme activity of 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA reductase (HMGCoA-r) and EAS, and capsidiol content in
roots of chilli pepper CM-334 infected and non-infected by Nacobbus aberrans were determinate. Plants were
inoculated with 2000 ], of N. aberrans or transplanted in soil naturally infested, and kept in growth chambers
and greenhouse, respectively. At 0, 2, 7, 14 and 21 days after inoculation (dai) and at 0, 7, 14, 21 and 28 days
after transplanting (dat) the mRNA accumulation of genes mentioned above was analyzed by RT-PCR, and
HMGCoA-r and EAS activity were determinate. In nematode infected plants, the accumulation of Hmgl
transcripts was lower than thase of Hmg2 at 2 dai, but at 21 dai the Hmg1 transcripts were higher than those
of HmgZ2 compared to the control plants; at this time the largest accumulation of Hmg1 was associated with an
increase in activity of HMGCoAr and the presence of the immature female stage. EAS accumulation in roots
infected by N. aberrans usually was associated with an increase in EAS activity, although the relationship was
not directly proportional; the higher activity of EAS was observed at 14 and 21 days after plants were exposed
to the nematode. Accumulation of SS and Hmg3 was constitutive. In presence of the nematode, FPPS showed
the highest increase at 21 dai. Capsidiol content in roots of plants inoculated with 2000 ], and maintained in
growth chambers, was lower than in the non-inoculated ones, this reduction was significant at 7 (Tukey, a=
0.01) and 14 (Tukey, o= 0.05) dai; in plants grown in greenhouse, differences were significant at 14 (Tukey,
a= 0.01) and 21 dat (Tukey, a= 0.05). Capsidiol caused the immobilization of ], of N. aberrans and the effect
was greater as the time of exposure and capsidiol concentration increased (from 0.01 to 1.50 pg of
capsidiol/mL). Juvenile’s immobilization was observed since 24 h of exposure being more evident at 72 h;
differences were highly significant at all tested concentrations in comparison to the control (Tukey, a=
0.0001). However, the phytoalexin effect was only nematostatic since ], recovered mobility when capsidiol
was replaced by water. The results of this study suggest that N. aberrans modifies the expression of some
genes of the mevalonic pathway by lowering accumulation of capsidiol and promoting an adequate supply of

sterols to provided favorable conditions for its establishment and development.

Key words: Nacobbus aberrans, Capsicum annuum CM-334, Mevalonic pathway, Capsidiol.
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CAPITULO I

I. INTRODUCCION

En chile (Capsicum annuum L.) la marchitez ocasionada por Phytophthora capsici L. es la
principal enfermedad que limita su produccién en México (Redondo et al., 1989), y se considera que
la mejor estrategia para su manejo, la constituye el uso de variedades resistentes. Investigadores del
INIFAP en el Bajio encontraron que el genotipo de chile tipo serrano CM-334 destaca por su alto
grado de resistencia al oomiceto; su alta resistencia se ha mantenido alin con las cepas mas
patogénicas de P. capsici (Fernandez-Pavia y Liddell, 1997; Ortega et al,, 1991; Bonnet et al., 2007;
Glosier et al., 2008). Se sabe que variedades resistentes a oomicetos y ciertos hongos fitopatégenos,
se muestran susceptibles cuando son previamente infectadas por nematodos fitoparasitos,
fen6meno conocido como “rompimiento de resistencia”. El genotipo de chile CM-334 se comportd
como susceptible al oomiceto cuando fue previamente infectado por el nematodo falso nodulador,
Nacobbus aberrans (Thorne, 1935) Thorne & Allen, 1944 (Vargas et al., 1996; Trujillo-Viramontes et
al., 2005). Se ha considerado que el rompimiento de resistencia, se debe a los cambios metabélicos
inducidos por el nematodo en la planta resistente al oomiceto. En las raices de plantas infectadas
por nematodos endoparasitos sedentarios ocurren cambios cuantitativos en el contenido de
reguladores de crecimiento, proteinas, acido aspartico, aminoacidos y acidos nucleicos, entre otros
(Hernandez et al., 1992; Williamson y Hussey, 1996; Vargas, 1998). Asimismo, se han observado
alteraciones en la actividad de enzimas importantes en diferentes rutas metaboélicas, como la del
acido shikimico, la de los fenilpropanoides y la mevalénica (Favery et al., 1998, Davis et al., 2000,

Godinez-Vidal et al., 2008; Lopez-Martinez et al,, 2010).

Los nematodos frecuentemente asociados con el rompimiento de resistencia son aquellos
que inducen sitios especializados de alimentacién (células gigantes o sincicios) en las raices del
hospedante invadido, como los formadores de quistes (Heterodera spp. y Globodera spp.) y los
agalladores (Meloidogyne spp.y N. aberrans). Las células hospedantes que finalmente se constituyen
en el sitio especializado de alimentacién sufren cambios morfolégicos y fisiolégicos que se
manifiestan a nivel local y sistémico, modificAndose asi el metabolismo normal de la planta
infectada. Al respecto, se ha reportado que la formacién de tales sitios de alimentacién, resulta de
interacciones complejas planta-nematodo, en donde el patréon de expresion de genes en las células
infectadas es alterado (Oka et al, 1997). La reprogramacién de la expresiéon génica de las células

hospedantes para la mayoria de los nematodos fitoparasitos, es un area relativamente poco



estudiada. En la interaccion de Arabidopsis thaliana-H. schachtii, el nematodo modificé la expresion
de por lo menos 24 genes en las células destinadas a la formacién del sincicio (Hermsmeier et al,
2000). El analisis global del transcriptoma de la planta en la interaccién compatible A. thaliana-M.
incognita, mostr6 que 3373 genes desplegaron una expresion diferencial durante el desarrollo de
las células gigantes (Jammes et al, 2005), y en presencia del nematodo el 70% de los genes
implicados en las respuestas de defensa de A. thaliana, fueron localmente reprimidos. Asimismo, la
infeccion de A. thaliana por M. incognita, resulté en una represién de los genes PAL (Goddijn et al,
1993) que codifican para la sintesis de PAL (fenilalanina amonio-liasa), enzima importante en la
ruta de los fenilpropanoides y a través de la cual se sintetizan distintos metabolitos secundarios
como los compuestos fendlicos con propiedades antimicrobiales y fitoalexinas, importantes en los
mecanismos de defensa de las plantas (Pilol y Palazol, 1996; Salisbury y Ross, 1996). M. incognita
también modificé la expresion de los genes Hmg induciendo su sobreexpresiéon (Cramer et al.,
1993), tales genes codifican para la sintesis de HMGCoA-r (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa),
enzima clave en la sintesis de fitoalexinas sesquiterpénicas como el capsidiol y de esteroles, estos
ultimos esenciales para el crecimiento y desarrollo del nematodo, el cual es totalmente dependiente
de su hospedante para la obtenciéon de éstos (Chitwood y Lusby, 1991; Jain et al, 2000). En las
raices infectadas por Meloidogyne también se ha detectado un incremento en la expresién de otros
genes implicados en la sintesis de paredes celulares (Van der Eycken et al, 1992), y en la sintesis de

proteinas formadoras de canales de membrana (Conkling et al.,, 1990).

El capsidiol, la principal fitoalexina sesquiterpénica del chile, es una de las mas estudiadas
con relacién a su nivel de produccién luego del ataque por oomicetos y hongos fitopatégenos. Sin
embargo, a pesar del conocimiento relativamente amplio que se tiene acerca de esta fitoalexina,
poco se sabe de la dindmica de su acumulacién en raices infectadas por nematodos agalladores y de
su efecto téxico en estos fitopatégenos; de hecho esta situacion prevalece en diversas interacciones
planta-nematodo. De los pocos reportes existentes al respecto, podemos citar la acumulacién de
gliceolina en plantas de soya después de la infecciéon por M. incognita (Kaplan et al., 1980) y H.
glycines (Huang y Barker, 1991). En el caso de la interacciéon de Pinus strobus-Bursaphelenchus
xylophilus se detect6 la acumulacién de un estilbeno (3-0-metildihidropinosilvin estilbenoide) y una
flavonona (2S-pinocembrina flavonona), ambos con propiedades antimicrobianas (Hanawa et al.,
2001). En la interaccion 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 toxicidad de la fitoalexina en el nematodo, como la relacion

que existe entre la acumulacién del capsidiol y el desarrollo del nematodo en las raices infectadas.

En nuestro grupo de investigacién se ha demostrado que plantas CM-334 infectadas por N.
aberrans y posteriormente expuestas a P. capsici, muestran susceptibilidad al oomiceto a los 21 dias
posteriores a la inoculacién del nematodo (Trujillo-Viramontes et al., 2005), tiempo que coincide
con la presencia de hembras inmaduras (Godinez-Vidal et al., 2009); las cuales de acuerdo con
Manzanilla-Lépez et al (2002) son las responsables de inducir los sitios especializados de
alimentacion. También consistentemente se han observado reducciones en la actividad de PAL
(Godinez-Vidal et al., 2008) y peroxidasas (Lopez-Martinez et al, 2010) en plantas CM-334
infectadas por N. aberrans. Al respecto, en algunos trabajos la respuesta de hipersensibilidad y los
incrementos en la actividad de PAL se han asociado con la resistencia a P. capsici en CM-334 y otros
genotipos resistentes (Candela et al., 1995; Fernandez-Pavia, 1997; Garcia-Pérez et al., 1998; Gayoso

etal, 2004).

Hasta ahora los trabajos de investigaciéon sobre la reprogramacion génica que inducen los
nematodos fitoparasitos en las células destinadas a la formacién de los sitios especializados de
alimentacién, se han realizado con nematodos formadores de quistes y con varias especies de
Meloidogyne, existiendo un desconocimiento total sobre la reprogramacién que induce N. aberrans
en sus hospedantes. Por lo anterior, es de fundamental relevancia conocer qué modificaciones en la
expresion génica induce N. aberrans en chile CM-334, el impacto de tales modificaciones en la
actividad de las enzimas codificadas por los genes afectados y su efecto en la acumulacién de los
productos finales de las rutas metabdlicas en las que tales enzimas participan. Asi, la presente

investigacion tuvo por

I1. OBJETIVO
Comparar en raices de chile CM-334 infectadas y no infectadas por N. aberrans la acumulacién

de transcritos de los genes Hmg1, HmgZ2, Hmg3, FPPS, SS y EAS y el contenido de capsidiol.



I11. REVISION DE LITERATURA

En chile (Capsicum annuum L.) la marchitez ocasionada por Phytophthora capsici L. es una de las
principales enfermedades que limitan su produccién en México y en el mundo (Redondo y
Rodriguez, 1987; Ristaino y Johnston, 1999; Parra y Ristaino, 2001). P. capsici causa pudricién
radical, lo que interfiere con la absorcién y transporte de agua y nutrientes; no obstante, también se
sabe que el oomiceto es capaz de infectar todos los estratos de la planta en cualquier etapa
fenologica, provocando lesiones necréticas en hojas, frutos y tallos (Ristaino y Johnston, 1999). Una
vez que el oomiceto infecta a un hospedante susceptible, la enfermedad puede ser devastadora y
ningin método actualmente disponible proporciona el control adecuado para la enfermedad;
incluso el control quimico ha dejado de ser una practica comun, debido al surgimiento de
aislamientos resistentes a fungicidas del grupo de los fenilamidos como el mefenoxam y el metalaxil
(Ristaino y Johnston, 1999; Parra y Ristaino, 2001). Por ello, se considera que para el manejo de esta
enfermedad la mejor estrategia la constituye el uso de variedades resistentes. Investigadores del
INIFAP en el Bajio reportaron que el genotipo de chile tipo serrano CM-334 es altamente resistente
al oomiceto; tal resistencia se ha mantenido ain cuando se ha inoculado con las cepas mas
patégenicas de P. capsici (Fernandez-Pavia y Liddell, 1997; Ortega et al,, 1991; Bonnet et al., 2007;
Glosier et al., 2008). El genotipo CM-334 constituye la fuente mas eficiente de resistencia conocida
para P. capsici y P. parasitica (Bonnet et al., 2007). Sy et al. (2005) reportaron que en este material
existen tres genes de resistencia que se expresan de manera independiente en hojas, tallo y raiz.
Asimismo, Pegard et al. (2005) demostraron que CM-334 es resistente a M. arenaria, M. incognita y
M. javanica; la resistencia se asoci6 con respuestas bioquimicas pospenetracién y con la respuesta

de hipersensibilidad, lo cual impidié la migracion del nematodo y su establecimiento.

Evidencia experimental obtenida por Fernandez-Pavia y Liddell (1997) indica que la
resistencia a P. capsici no esta dada por barreras fisicas que impidan la penetracién del oomiceto en
las raices, pero una vez que éste penetrd ocurrié un aumento en la expresiéon de los genes PAL que
codifican para la enzima fenilalanina amonio-liasa (PAL); tal modificaciéon se asoci6 con cambios
cuantitativos y cualitativos en los compuestos fenoélicos que inhibieron el crecimiento de P. capsici in
vitro. También la actividad de peroxidasas acidicas se incrementé en plantas CM-334, en
comparacion con plantas susceptibles (Fernandez-Pavia y Liddell, 1997). La fitoalexina capsidiol,
también se acumula en concentraciones toxicas para el oomiceto en CM-334 (Candela et al., 2000;
Villar-Luna et al., 2009). Resultados similares han sido observados en otros materiales que exhiben

resistencia a P. capsici (Egea et al., 1996; Candela et al., 2000).



A pesar del alto grado de resistencia a P. capsici mostrado por el material CM-334, se ha
demostrado que éste se comporta como susceptible al oomiceto cuando es previamente infectado
por el nematodo falso nodulador Nacobbus aberrans (Thorne, 1935) Thorne & Allen, 1944 (Vargas
et al, 1996; Trujillo-Viramontes et al, 2005). Este fenémeno conocido como “Rompimiento de
Resistencia”, implica que plantas resistentes al ataque de oomicetos y ciertas especies de hongos al
ser infectadas por nematodos agalladores de raices (Meloidogyne spp. y N. aberrans) o formadores
de quistes (Heterodera spp. y Globodera spp.), “pierden” su resistencia y se comportan como
susceptibles (Sasser et al., 1955; Hernandez et al, 1992, Goddijn et al., 1993; Vargas et al., 1996;
Trujillo-Viramontes et al., 2005).

Rompimiento de Resistencia a P. capsici en chile CM-334

El fendémeno de rompimiento de resistencia, se ha documentado en varios cultivos. Por
ejemplo, jitomate (Lycopersicon esculentum) resistente a Fusarium spp. se comporté como
susceptible cuando fue infectado por Meloidogyne spp. (Abawi y Barker, 1984). También variedades
de frijol (Phaseolus vulgaris) resistentes a F. oxysporum f. sp. phaseoli, mostraron susceptibilidad al
hongo cuando fueron infectadas por M. incognita (France y Abawi, 1994). Marley y Hillocks (1994)
encontraron que en materiales de Cajanus cajan resistentes a F. udum, el rompimiento de resistencia

al hongo se asoci6 con la infeccion previa de las plantas por M. incognita y M. javanica.

El rompimiento de resistencia por nematodos fitopardsitos ha tratado de explicarse
argumentando que las heridas causadas por ellos en las raices de las plantas hospedantes,
constituyen puertas de entrada para el oomiceto; sin embargo, se ha observado con frecuencia que
al causar heridas de manera artificial en raices de plantas resistentes, no se induce el rompimiento
de resistencia. Por otro lado, en experimentos con plantas con doble sistema radical, en donde a
pesar de existir una separacion fisica entre el nematodo y el oomiceto u hongo, el rompimiento de
resistencia ocurre. Lo anterior sugiere que los cambios metabdélicos y/o fisiol6gicos inducidos por el
nematodo son los responsables del rompimiento de resistencia y no el dafio mecanico ocasionado
por éste en la raiz de la planta hospedante (Bowman y Bloom, 1966; Vargas et al., 1996). Tanto
Meloidogyne spp. como N. aberrans son capaces de inducir incrementos en reguladores de
crecimiento, proteinas y aminodacidos, acido aspartico y acidos nucleicos, y modificar la actividad de
varias enzimas (Herndndez et al., 1992; Williamson y Hussey, 1996; Vargas, 1998; Davis et al.,
2000). Recientemente, se ha observado que plantas CM-334 infectadas por N. aberrans y

posteriormente inoculadas con P. capsici, presentan una reduccién en la actividad de PAL y en la de



peroxidasas, lo cual contrasta con la mayor actividad encontrada en las plantas inoculadas sélo con
el oomiceto (Godinez-Vidal et al., 2008; Lopez-Martinez et al., 2010). En plantas infectadas sé6lo por
N. aberrans, se redujo el contenido de fenoles solubles totales, particularmente el 4cido clorogénico,
en comparaciéon con las plantas no infectadas (Lépez-Martinez et al., 2010). En contraste, en la
interaccién chile CM-334-Meloidogyne spp., el contenido de acido clorogénico se incrementé 59
veces con respecto a las plantas no inoculadas (Pegard et al., 2005). Lo anterior, sugiere que N.
aberrans modifica la expresion de genes implicados con los mecanismos de defensa de CM-334, lo
cual puede favorecer el establecimiento y desarrollo del nematodo, y convertir al sistema radical en

un sustrato adecuado para el establecimiento del oomiceto.

Fernandez-Pavia y Liddell (1997), también reportan que en plantas CM-334 infectadas por P.
capsici la expresion de los genes Hmg fue menor en comparaciéon con la de plantas susceptibles
NM6-4. Los genes Hmg codifican para la sintesis de la HMGCoA-r (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
reductasa), enzima clave en ruta de los isoprenoides mediante la cual se sintetizan diversos
metabolitos secundarios como las fitoalexinas sesquiterpénicas y los esteroles (Jain et al., 2000).
Fernandez-Pavia y Liddell (1997) al encontrar niveles de expresiéon tan bajos en las plantas
resistentes CM-334 comparadas con las susceptibles, concluyeron que los genes Hmg no estaban
implicados en la resistencia de CM-334. No obstante, se sabe que tanto los oomicetos como los
nematodos fitoparasitos, agalladores y formadores de quistes, son totalmente dependientes de los
esteroles sintetizados por sus hospedantes (Chitwood y Lusby, 1991); de ahi que el limitado
crecimiento de P. capsici en plantas CM-334 podria también, en parte, estar asociado con un

contenido inadecuado de esteroles en las raices de CM-334 (Zavaleta-Mejia, 2002).

Reprogramacion de la expresion génica por nematodos fitopatégenos

Los nematodos frecuentemente asociados con el fenémeno de rompimiento de resistencia a
oomicetos y hongos fitopatégenos, corresponden a aquellos géneros endoparasitos como
Meloidogyne spp. y N. aberrans que se caracterizan por inducir en sus hospedantes la formacién de
agallas. Estos nematodos poseen un estilete hueco retractil conectado al eséfago y a tres glandulas
esofagicas, mediante el cual atraviesan las paredes celulares de su hospedante para liberar
secreciones esofagicas y para tomar nutrientes (Caillaud et al., 2008). Al respecto, se sabe que varios
nematodos fitoparasitos secretan efectores que interfieren con las respuestas de defensa de las
plantas para que la infeccién ocurra, éstos pueden liberar a través del estilete patrones moleculares

asociados al patégeno (PAMPS por sus siglas en inglés) que disparan las defensas basales de las



células hospedantes. Recientemente, Bellafiore et al. (2008) reportaron que juveniles del segundo
estadio (J2) de M. incognita secretan a través del estilete bajos niveles de proteinas identificadas
como 14-3-3b -implicada en transduccién de sefales, respuesta a estrés y apoptosis (Jaubert et al.,
2004)-, Hsp90 -proteina de choque térmico (Chen et al., 2005)-, aldolasas, gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasas, proteinas con dominio de tioredoxina y con dominio de S-transferasas. En el
andlisis del secretoma completo de M. incognita se identificaron 486 proteinas, y mediante el uso de
grupos eucarioticos ortélogos se realizé su clasificacién: 103 proteinas catalizan modificaciones
postraduccionales -proteinas que pueden transformarse o realizar funciones de chaperona-; 93
participan en sintesis o secrecion; 88 disparan reacciones metabdlicas; 48 interactian con acidos
nucleicos (DNA o RNA); 25 estan implicadas en transduccién de sefiales; 33 interaccionan con actina
o microtibulos; 17 participan en procesos de detoxificaciéon y ocho catalizan modificaciones a la

pared celular (Bellafiore et al. 2008).

Los nematodos una vez que han invadido las raices del hospedante, transforman las células
radicales en estructuras especializadas de alimentacién, células gigantes o sincicios, fundamentales
para su crecimiento y desarrollo (Caillaud et al., 2008). La formacion de tales estructuras requiere
de extensivos cambios en el patrén de expresién de los genes de las células infectadas (Oka et al,
1997). A lo largo de la evolucién con su planta hospedante, los nematodos fitoparasitos han
desarrollado estrategias para reclutar genes que les permitan manipular procesos metabodlicos para
su propio beneficio. Este manipuleo o reprogramacion de la expresién génica es un fendmeno poco
estudiado. En la interaccion Arabidopsis thaliana-H. schachtii, el nematodo modifico la expresiéon de
por lo menos 24 genes en las células destinadas a la formacién del sincicio (Hermsmeier et al,
2000). En la interaccién A. thaliana-M. incognita, se detect6 la sobreexpresién del gen que codifica
para una enzima similar a la D-ribulosa-5-fosfato-3-epimerasa, la cual es clave en el ciclo de Calvin y
en la ruta oxidativa de la pentosa fosfato (Favery et al., 1998); por lo anterior, los autores sugieren
que el establecimiento del sitio de alimentacién por parte del nematodo, implica la reprogramacién
de las rutas metabdlicas primarias en su hospedante. En otro estudio, Potenza et al. (2001)
identificaron que en la interaccién Medicago sativa-M. incognita la expresion de cuatro genes (Mia-1,
Mia-2, Mia-3 y Mia-4) en la planta, es modificada por el nematodo. La expresién de los genes Mia-1y
Mia-2 fue alta en raices y en cotiledones durante la migracion y la formacién de agallas por el
nematodo. Las secuencias de aminoacidos deducidas de ambos genes, correspondieron a zonas ricas
en glicina importantes para la unién de proteinas al RNA y a una fosfoenolpiruvato carboxicinasa,

respectivamente. Asimismo, las secuencias de aminoacidos de los genes Mia-3 y Mia-4 fueron



similares a la de isoflavona reductasa y la de metalotionina, por lo que se sugiri6 su posible
participacion en el secuestro de radicales libres de oxigeno, los cuales son el resultado del estrés

oxidativo durante la interaccién del nematodo con su hospedante susceptible.

Otros reportes muestran incrementos en la expresion del gen que codifica para la sintesis de
extensina (Van der Eycken et al.,, 1992) -proteina estructural de la pared celular-, y del gen Tob RB7,
responsable de la sintesis de proteinas formadoras de canales de membrana en raices (Conkling et
al, 1990). En este contexto, también se ha reportado la caracterizacién de algunos genes implicados
en la reorganizacion del citoesqueleto en células gigantes (de Almeida Engler et al., 2004; Jammes et
al.,, 2005). Al respecto, de Almeida Engler et al. (2004) reportaron que tres genes de forminas AtFH1,
AtFH6 y AtFH10 son especificamente inducidos en células gigantes. Las forminas son una familia de
proteinas altamente conservada, que estan implicadas en la polimerizacién de novo de filamentos de
actina (Evangelista et al,, 2003). de Almeida Engler et al. observaron que AtFH6 estd uniformemente
distribuido en la membrana plasmatica, lo que podria regular el crecimiento isotrépico de la célula
gigante, ello mediante el control del ensamblaje de los cables de actina. En este caso los cables de
actina podrian ser requeridos, para orientar el trafico de vesiculas en la biogénesis de la membrana

plasmatica y la pared celular de la célula gigante.

En general en la interaccién planta-nematodo, la respuesta de defensa inicial y el patréon de
expresion de los genes implicados es similar en plantas susceptibles como en resistentes, los
factores que determinardn que este patégeno se establezca o no, seran la velocidad y la magnitud de
las respuestas de defensa (Kuc, 1997). El establecimiento exitoso de A. thaliana-M. incognita se
asocié con la supresion de las respuestas de defensa de la planta (Jammes et al, 2005). De los
22,089 genes monitoreados del transcriptoma completo de A. thaliana, se identificaron 3373 genes
que desplegaron una expresion diferencial durante el desarrollo de las células gigantes. Asi, en
presencia del nematodo el 70% de los genes implicados en las respuestas de defensa de A. thaliana,
fueron localmente reprimidos (Jammes et al., 2005). La supresién de la expresiéon de genes de
defensa incluye aquellos relacionados con resistencia (PAD4, NHL3), genes asociados con la ruta del
etileno y del acido jasmoénico (EIN3, ERF1 y PR4) y genes implicados en la sintesis de compuestos

con propiedades antimicrobianas (Caillaud et al., 2008).

En la interaccién compatible Solanum Iycopersicon-M. incognita, Melillo et al. (2006)

observaron que la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) se



llevé a cabo alas 12 h posteriores a la inoculacién del nematodo; sin embargo, ROS no fue detectable
a nivel citosolico a los 2 dias posteriores a la inoculacién, tiempo en donde se observé la induccién
de la célula gigante. Este hecho pone de manifiesto que la supresién de las defensas de la planta, es
un paso esencial para el estableciendo exitoso del nematodo. Por ejemplo, la infeccién de A. thaliana
por M. incognita, esta asociada con la represién de los genes PAL (Goddijn et al., 1993) que codifican
para PAL, enzima importante en la ruta de los fenilpropanoides a través de la cual se sintetizan
distintos compuestos con propiedades antimicrobianas como los acidos fendlicos y las fitoalexinas,
y que son parte importante de los mecanismos de defensa (Pilol y Palazol, 1996; Salisbury y Ross,
1996). Asimismo, se ha reportado que en S. lycopersicon la induccién de la expresiéon de los genes
Hmg2, los cudles han sido asociados con la sintesis de la fitoalexina capsidiol (Stermer et al., 1991;
Sun-Hwa et al., 2003; Godinez-Vidal et al., 2009), se lleva a cabo después de la infecciéon por M.
incognita o M. hapla, hecho por el cual los genes HmgZ2 son referidos por los autores como “genes de

respuesta al nematodo” (Cramer et al., 1993).

Reprogramacion de la expresion génica por N. aberrans en chile CM-334

Se ha reportado que N. aberrans interfiere con las respuestas de defensa en plantas de chile
CM-334, como la ruta de los fenilpropanoides (Diez y Gil, 1998) que resulta en la formacién de
compuestos con propiedades antimicrobianas como los fenoles solubles y las fitoalexinas (Bell,
1981). Consistentemente se ha observado que plantas infectadas por el nematodo, presentan una
reduccion de la actividad de PAL (Vargas et al.,, 1996; Godinez-Vidal et al., 2008; Lopez-Martinez et
al., 2010). Godinez-Vidal et al. (2008) encontraron que 21 dias después de la inoculacién de N.
aberrans, la actividad de PAL fue 48.3% mas baja en plantas de chile CM-334 infectadas por el
nematodo en comparacion con las plantas no infectadas. Estos cambios inducidos por N. aberrans en
la actividad de PAL, son similares a los reportados en otros trabajos en donde se muestra que la
actividad de la enzima se reduce significativamente en plantas de jitomate, cebada y soya
susceptibles a Meloidogyne spp., en comparacién con la de plantas resistentes (Jain et al., 1987; Rezk
et al, 1987; Edens et al., 1995), en las cuales la actividad se incrementa. Asimismo, los niveles de
fenoles solubles totales y de acido clorogénico en particular, fueron reducidos significativamente en
presencia de N. aberrans en plantas CM-334 (Lopez-Martinez et al., 2010). En este contexto, las
reducciones en la actividad de PAL y posiblemente de los metabolitos producidos a través de la ruta,
podrian ser un prerrequisito para el desarrollo del nematodo, lo que se traduce en una respuesta de

susceptibilidad de la planta al nematodo.



Recientemente, se encontr6 que en plantas CM-334 infectadas por N. aberrans se modificé la
acumulacién de transcritos de los genes Hmg. En esta interaccién, la acumulacién de transcritos de
los genes Hmg1, asociados con la sintesis de esteroles (Ohyama et al., 2007), fue mayor que la
acumulacién de los de HmgZ a los 21 posteriores a la inoculacién del nematodo, en comparacién con
las plantas control; en este tiempo la mayor acumulacién de Hmg1 se asoci6é con un incremento en la

actividad de HMGCoA-r y la presencia del estadio de hembra inmadura (Godinez-Vidal et al.,, 2009).

Biosintesis de isoprenoides en plantas

La glicoproteina transmembranal HMGCoA-r (EC 1.1.1.34) (Liscum et al., 1983), cataliza la
sintesis de acido mevaldnico o mevalonato a partir de HMGCoA en una reaccidn irreversible, por lo
que es considerada como el punto de regulacién en la biosintesis de isoprenoides en plantas (Bach
et al., 1997), hongos (Basson et al., 1986) y mamiferos (Goldstein y Brown, 1990). Los isoprenoides
de plantas también llamados terpenoides, comprenden un grupo de compuestos con funciones
diversas (Eisenreich et al., 2001), que son clasificados como metabolitos primarios y secundarios.
Los metabolitos primarios incluyen a los esteroles, los carotenoides, los reguladores de crecimiento
y los poliprenoles, los cuales son compuestos esenciales para la fotoproteccidn, la regulaciéon del
crecimiento y el desarrollo, asi como para mantener la integridad y las funciones bioquimicas
especificas del sistema de endomembranas. Los metabolitos secundarios (monoterpenos,
sesquiterpenos y diterpenos) aunque no son esenciales para la viabilidad de las plantas, intervienen
en interacciones importantes entre las plantas y su medio (Chappell, 1995); un ejemplo son los
isoprenoides involucrados en las interacciones planta-planta (Stevens, 1984), planta-insecto

(Gibson y Pickett, 1983) y planta-patégeno (Stoessl et al., 1976).

La ruta biosintética de los isoprenoides se descubrié inicialmente en animales y levaduras y
por emplear mevalonato fue denominada via Mevalénica (MEV) (Qureschi y Porter, 1981; Bloch,
1992; Bochar et al., 1999). Durante mucho tiempo se consider6 que la ruta MEV constituia una via
universal para la sintesis de todos los isoprenoides; sin embargo, algunos resultados obtenidos a
partir de plantas y bacterias no podian ser explicados mediante esta ruta. Un estudio realizado con
varias especies de plantas, mostr6 que el mevinolin un inhibidor especifico de la HMGCoA-r,
impedia la biosintesis de isoprenoides citopldsmicos (esteroles), pero no afectaba la formacién de
isoprenoides plastidicos como las clorofilas y los carotenoides (Bach y Lichtenthaler, 1982).

Actualmente, los resultados que parecian incongruentes son explicados a través de la existencia de
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una ruta independiente para la biosintesis de isoprenoides: la ruta del 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato

o via MEP (Flesch y Rohmer, 1988; Rodriguez-Concepcién y Boronat, 2002).

Las enzimas de la ruta MEV se localizan en el citoplasma de las plantas, a diferencia de las
implicadas en la via MEP, las cuales se importan desde el citoplasma hacia los plastidos donde llevan
al cabo su funcién (Lois et al., 2000). Algunos estudios realizados en plantas con sustratos marcados,
han mostrado que la sintesis de sesquiterpenos, triterpenos y politerpenos se realiza en el
citoplasma por la ruta MEV; en contraste con los monoterpenos, diterpenos y tetraterpenos, que son
formados exclusivamente en los plastidos por la via MEP. Por ello, es posible considerar una
compartamentalizacion de ambas vias. A la fecha existen diferentes evidencias de la
intercomunicacién entre ambas rutas metabdlicas, que sugieren un intercambio de intermediarios
(Rodriguez-Concepcion y Boronat, 2002). La via MEP es la ruta principal para la biosintesis de ent-
kaureno (precursor de giberelinas) en A. thaliana; sin embargo, se ha demostrado una contribucién
parcial de la ruta MEV para su sintesis (Kasahara et al., 2002). Otro reporte que puso de manifiesto
la intercomunicacién entre ambas rutas, mostré que las membranas de los plastidos tienen un
sistema unidireccional de vesiculas para exportar isopentenil pirofosfato (IPP) y geranilgeranil
difosfato (GGPP) de modo eficiente hacia el citoplasma (Bick y Lange, 2003). En este trabajo
realizado con cloroplastos aislados de espinaca, col y mostaza, Bick y Lange observaron que las
vesiculas son capaces de transportar eficientemente el IPP y GGPP en presencia de 2.5 mM de CaZ?+.
Asimismo, sometiendo las vesiculas a un gradiente acido de pH (ApH 2.0) el transporte de estos
intermediarios se triplicd; no obstante este incremento fue suprimido cuando se incorporé el
protonoforo CCCP (carbonil cianido m-clorofenilhidrazona). Las vesiculas también fueron sometidas
a un gradiente de potencial de membrana (AW) mediante el empleé de un ionéforo de K+
(valinomicina), la presencia del ionéforo generd un potencial negativo y también se dio lugar un
incremento en el transporte de IPP. Estos resultados dieron evidencia s6lida de que tanto el ApH
como el AW son fuerzas directoras del sistema de transporte de IPP, ademas de dar cuenta de la

implicacion de un mecanismo de intercomunicacién entre las vias MEP y MEV.

El 4cido mevaldnico estd compuesto por seis carbonos y se origina a partir de la
condensaciéon secuencial de tres unidades de acetil-CoA que generan HMGCoA, misma que es
convertida a mevalonato en una reaccion irreversible catalizada por la HMGCoA-r (Fig. 1). Luego el
mevalonato, es fosforilado y descarboxilado para generar IPP y su isémero dimetilalil pirofosfato

(DMAPP). La condensacién de varias unidades de IPP o DMAPP mediante la actividad de las prenil
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transferasas, generaran intermediarios de distinto tamafio para la sintesis de isoprenos. DMAPP con
un [PP genera un geranil pirofosfato (GPP), intermediario de los monoterpenos; la adicién de un
tercer IPP genera un farnesil pirofosfato (FPP), intermediario de los sesquiterpenos; un cuarto IPP
forma geranilgeranil pirofosfato (GGPP), intermediario de los diterpenos y asi sucesivamente. En
general como se mencion6 anteriormente, los monoterpenos (10 carbonos), diterpenos (20
carbonos) y tetraterpenos (40 carbonos) son sintetizados en plastidos; mientras que los
sesquiterpenos (15 carbonos) y triterpenos (30 carbonos) son sintetizados en el citosol. Todas las
enzimas de la ruta han sido identificadas y ubicadas en el citoplasma, donde llevan al cabo su

funcion (Lois et al., 2000).

Una vez formados los intermediarios GPP, FPP o GGPP las terpeno sintasas (TPS),
catalizardn ciclizaciones para generar la gran diversidad de esqueletos hidrocarbonados que
caracteriza a los isoprenoides. Las TPS, también llamadas monoterpeno, sesquiterpeno y diterpeno
ciclasas, producen modificaciones redox en los prenil fosfatos para generar enlaces
intramoleculares, y con ello anillos de diferente tamano, forma y actividad biolégica (Bohlmann et
al.,, 1998). Se considera que las TPS pueden estar implicadas en la regulacion del flujo metabélico, ya
que operan en puntos de ramificacién de la ruta y por tanto comprometen el metabolismo hacia la

produccidn de los diferentes isoprenos.

3-Hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa: Actividad y regulaciéon

La HMGCoA-r se localiza en el citoplasma y en el reticulo endoplasmatico, lo cual ha llevado a
sugerir diferencias en sus cinéticas de actividad y en su regulaciéon (Bach et al., 1990; Lois et al,
2000). Algunos estudios sobre la secuencia primaria de HMGCoA-r en diferentes organismos,
sugieren que ésta consiste de ocho regiones de unién a membrana. El dominio de membrana, el cual
no es esencial para la actividad catalitica, consiste de ocho hélices transmembranales en mamiferos,
mientras que en plantas éstas se encuentran truncadas y en organismos procariotes inclusive estan
ausentes (Takahashi et al, 1999). También, se ha encontrado que la regién N-terminal esta
involucrada en la degradacién regulada de la enzima, mientras que la regién C-terminal protege al
sitio catalitico que se encuentra inmerso en el citosol (Liscum et al., 1985). En plantas el nimero de
genes que codifican para la HMGCoA-r varia dependiendo de la especie; por ejemplo, en A. thaliana
es codificada por dos genes diferentes (Monfar et al., 1990), en tomate por tres (Narita y Gruissem,
1989) y en maiz, chicharo (Monfar et al, 1990) y papa (Choi et al, 1992) por una familia

multigénica.
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Fig. 1. Ruta mevalénica o via MEV. La formacidon de mevalonato se realiza mediante la accién de la HMGCoA-r,

la cual sustituye el CoA del sustrato HMGCoA por un grupo hidroxilo, reduciendo asi al NADPH (Rodriguez-

Concepcién y Boronat, 2002).
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Los genes Hmg son diferencialmente expresados después de un estimulo externo, como el
ataque por patdgenos o durante el crecimiento y desarrollo de tejidos especificos de las plantas
(Sun-Hwa et al,, 2003). Se ha sugerido que distintas isoformas o isogenes de HMGCoA-r, estan
implicadas en la sintesis de esteroles y fitoalexinas sesquiterpénicas. Un estudio realizado por Choi
et al. (1992), revel6 una expresidon diferencial de las isoformas Hmg1, Hmg2 y Hmg3 de S. tuberosum
luego de realizar tratamientos con acido araquidénico o por la inoculacién con razas incompatibles
de P. infestans. Estos investigadores observaron que Hmg2 y Hmg3 fueron fuertemente inducidas
después de los tratamientos; mientras que Hmgl fue fuertemente suprimida por los mismos
tratamientos. Tales resultados ponen de manifiesto la importancia de HMGCoA-r en la regulacién de
la sintesis de esteroles y fitoalexinas en papa. En raices de C. annuum cv. NocKwang Sun-Hwa et al.
(2003), encontraron que la expresion de HmgZ2 fue rapidamente inducida una hora después de la
inoculacién con P. capsici, y fue incrementandose hasta las 48 h posteriores a la inoculacién. En
frutos sanos de chile, Hmg1, Hmg2 y Hmg3 se expresaron diferencialmente dependiendo del estado
de maduracién del fruto; asi Hmg1l y HmgZ2 se expresaron en las primeras etapas de crecimiento del
fruto y fueron gradualmente desapareciendo conforme el fruto alcanzé su maduracion; en contraste
Hmg3 fue fuertemente expresado durante todo el desarrollo del fruto. Estos resultados llevaron a
los autores a sugerir que los genes Hmg2 ademas de formar parte importante, junto con los genes
Hmg1l y Hmg3, en el proceso de crecimiento y desarrollo de los frutos, son clave en la sintesis de

fitoalexinas y por tanto en los mecanismos de defensa inducibles del chile.

Otros reportes, sefialan a la isoforma Hmg1 como candidata para la regulacion de la sintesis
de esteroles en plantas. Ohyama et al. (2007), reportaron que mutantes en Hmg1 de A. thaliana,
muestran fenotipos pleiotrépicos que incluyen achaparramiento, senescencia prematura y
esterilidad masculina. Trabajos previos también mostraron que en estas mutantes Hmg1, los niveles
de esteroles fueron mas bajos que los de las plantas silvestres (Suzuki et al., 2004). Estos resultados
sugieren que Hmgl juega un papel critico en la sintesis de triterpenos y que los esteroles
contribuyen con la elongacidn celular, el retraso de la senescencia y la fertilidad; sin embargo, se
desconoce cdmo es que se regula Hmgl. Se sabe que en A. thaliana Hmg1l codifica para dos
diferentes isoformas de HMGCoA-r: HMGR1S y HMGR1L (Lumbreras et al., 1995). HMGR1L tiene 50
aminoacidos mas en la regién N-terminal que HMGR1S, y aunque ambas isoformas tienen la misma
localizacién celular es posible que su degradacién sea distinta. Se ha mencionado que la actividad de
la enzima es regulada, a nivel transcripcional (Jelesko et al, 1999), a nivel de RNA mensajero

(Stermer et al., 1991) y postranscripcionalmente. Algunos estudios sugieren que la regulacién de la
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actividad también puede ser mediada por una fosforilacion reversible (Russell et al., 1985), aunque
en otros se ha propuesto que dicha fosforilaciéon puede incrementar la susceptibilidad de la enzima
para su degradacién proteolitica (Parker et al., 1984). Por ejemplo, mediante fosforilaciéon se ha
observado una degradacién basal y acelerada del mevalonato en mamiferos (Inoue et al,, 1991), y
una inactivacion de HMGCoA-r en plantas (Sugden et al., 1999). No obstante, la diferencia funcional
entre las dos isoformas de Hmgl, HMGR1S y HMGRI1L, y el mecanismo de regulaciéon
postranscripcional in vivo permanecen sin resolverse. Se ha sugerido que mutaciones puntuales en
los sitios de fosforilacién de las isoformas de Hmgl para generar mutantes Hmgl-1, podrian

resolver el problema (Suzuki et al. 2004).

La actividad de HMGCoA-r también responde a varios estimulos o sefiales, presentando
incrementos durante interacciones planta-patégeno. Chappell y Nable (1987), reportaron que en
presencia de un elicitor de tipo fungoso se indujeron incrementos de HMGCoA-r en cultivos
celulares de tabaco, lo cual condujo a la acumulacion de compuestos con propiedades
antimicrobianas. Incrementos en la actividad de esta enzima han sido asociados con incrementos de
su RNA mensajero (Bach et al., 1991; Stermer et al., 1991). Al respecto, se sabe que los cambios en la
expresion génica inducidos por nematodos fitoparasitos en su hospedante, pueden afectar la
acumulacién de transcritos y la actividad de la enzima (Favery et al., 1998). Cramer et al. (1993),
reportaron que después de la inoculacién con J; de M. incognita y M. hapla a plantas de tomate con la
construccién HmgZ2::GUS, se observaron altos niveles de actividad de GUS una vez que comenzé a
formarse el sitio especializado de alimentacién. También, como se menciond anteriormente, la
acumulacién de transcritos de los genes Hmg es modificada en plantas CM-334 infectadas por N.
aberrans. Esta modificacién fue evidente a los 21 posteriores a la inoculacién del nematodo, tiempo
en que la acumulacién de transcritos de los genes Hmg1, fue mayor que la acumulacién de los de
HmgZ2 en comparacién con las plantas control; dicho incremento se asoci6é con el aumento en la
actividad de HMGCoA-r y la presencia del estadio de hembra inmadura (Godinez-Vidal et al., 2009).
Posiblemente el incremento en la expresion de Hmg1 favoreci6 la formacion de esteroles, los cuales
son necesarios para el crecimiento y desarrollo del nematodo (Chitwood y Lusby, 1991), que es

totalmente dependiente de los esteroles sintetizados por su planta hospedante.
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Farnesil difosfato sintasa: su papel en la ruta MEV

La evidencia disponible indica que HMGCoA-r es la enzima clave en la regulacién de la ruta
MEYV; sin embargo, otras enzimas como la farnesil difosfato sintasa (FPPS; EC 2.5.1.1/EC 2.5.1.10),
también estan implicadas en el control de la ruta. La FFPS cataliza dos reacciones de condensacion
1’-4 entre el IPP y los difosfatos alilicos, los DMAPP y los resultantes GPP para generar farnesil
difosfato (FPP) (Masferrer et al., 2002). Se ha propuesto que su papel en la regulacién de la via MEV
se debe principalmente a que el FPP es el punto de inicio de diferentes ramificaciones de la ruta (Fig.
2), y considerando que este sitio de la ruta es el punto que conduce a la sintesis de una gran

variedad de productos finales, la regulacién de FPPS deber ser altamente controlada.

Acetil-CoA
( cCitosol/RE ) ﬁ
HMGCoA ) -
HMGCoA-r [ Mitocondria )
Mevalonato
ﬂ Proteinas preniladas
Citocininas <—DMAPP{——)IPP IPP Ubiquinona

\ b Hemo a

FPPS GPP.
Poliprenoles

Fitoalexinas <:I“ EA <: FPP Q Proteinas preniladas
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Fitoesteroles

Fig. 2. Sintesis de isoprenoides en citosol, reticulo endoplasmatico y mitocondria. HMGCoA-r, 3-hidroxi-3
metilglutaril CoA reductasa; IPP, isopentenil pirofosfato; DMAPP, dimetilalil pirofosfato; GPP, geranil
pirofosfato; FPP, farnesil pirofosfato; FPPS, farnesil pirofosfato sintasa; SS, escualeno sintasa; EA, 5-epi-

aristoloqueno; EAS, 5-epi-aristoloqueno sintasa (Modificado de Masferrer et al., 2002).
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Al igual que los genes Hmg, en A. thaliana también se han encontrado diferentes isoformas
de FPPS. Cunillera et al. (1996) encontraron que esta planta posee dos isoformas de FPPS: FPS1 y
FPS2. FPS1 codifican para FPS1S y para FPS1L, las cuales difieren por una extension de 41
aminoacidos en el N-terminal de FPS1L; dicha extensién funciona como marca de la isoforma dentro
de la mitocondria. Las isoformas FPS1S y FPS2 se encuentran en el citosol y en compartimentos del
reticulo endoplasmatico. A partir de un andlisis realizado en plantas de A. thaliana que poseen la
construccién FPS::GUS, se ha postulado que cada isoforma de FPS podria tener un papel
especializado en la direccion del flujo de los intermediarios de la ruta, para la sintesis de productos
finales especificos. FPS1S podria funcionar como proveedora de FPP para la conversion de
isoprenoides que sirvan a las funciones celulares generales de la planta; mientras que FPS2 podria
estar implicada en la sintesis de isoprenoides que sirvan en procesos mas especializados (Cunillera
et al, 2000). Un estudio que sefiala la importancia de las isoformas de FPS en el control de la ruta
MEYV, fue reportado por Masferrer et al. (2002) en plantas de A. thaliana que sobreexpresan FPS1S.
Estas plantas mostraron un fenotipo de senescencia y muerte celular prematura, ademas de un
crecimiento menos vigoroso comparadas con las plantas silvestres; el inicio y la severidad de estos
fenotipos fue asociado con los niveles de actividad de FPS. En hojas en donde existieron altos niveles
de actividad de FPS, se observé una induccién prematura de los genes SAG12 relacionados con
senescencia. Otro experimento realizado con las transgénicas FPS1S de A. thaliana, mostré que éstas
recobraron el fenotipo silvestre cuando fueron crecidas en presencia de mevalonato o citocinina 2-
isopenteniladenina (2-iP). Asimismo, la cuantificacién de citocininas demostré que la
sobreexpresion de FPS1S reduce los niveles de citocininas endégenas de tipo zeatina. Estos
resultados sugieren que los incrementos en la actividad de FPS, deben ir acompafiados de un
aumento en la sintesis de mevalonato, ya que de lo contrario se reducirian los niveles de IPP y
DMAPP disponibles para la sintesis de citocininas (Masferrer et al., 2002). Al respecto, también se
ha sugerido que niveles especificos de los intermediaros de la via MEV deben ser altamente
controlados, particularmente aquellos localizados en las ramificaciones de la ruta, con el fin de

evitar efectos deletéreos en el crecimiento y desarrollo de la planta (Manzano et al., 2004).

Escualeno sintasa y biosintesis de esteroles

La escualeno sintasa (SS; EC 2.5.1.21) es una enzima de unién a membrana que cataliza la
sintesis de escualeno a partir de FPP. La reaccién consta de dos pasos, el primero es la condensacién
de dos FPP para producir preescualeno, un intermediario de 30 carbonos; el segundo paso es la

reduccion dependiente de NADPH del preescualeno para formar escualeno, la cual requiere de un
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cation divalente (Mg*2 o Mn*2) como cofactor para que se lleve a cabo la catalisis (Jarsfter et al,
2002). La enzima SS al igual que otras enzimas de la ruta MEV, es codificada por una pequefia
familia de genes (Lee et al., 2002). En A. thaliana Busquets et al. (2008) reportaron la presencia de
dos genes SS: SQS1 y SQS2, los cuales estan organizados en tandem. En este trabajo los autores
encontraron que el gen SQS1 es expresado en todos los tejidos en desarrollo de la planta; mientras
que SQS2 es expresado principalmente en cotiledones, hipocoétilos y en el tejido vascular de hojas.
Asimismo, una forma soluble de la enzima (en este caso la isoforma SQS2) expresada en Escherichia
coliy purificada, fue incapaz de sintetizar escualeno a partir de FPP en presencia de NADPH y Mg+2 o
Mn+2, Estos resultados sugirieron que en A. thaliana, SQS2 no genera una enzima SS funcional y que

s6lo SQS1 lo hace.

Se considera que la SS ademas de generar al precursor para la sintesis de triterpenos,
esteroles y brasinoesteroides, también desempefia un papel importante en la regulacién de la ruta
MEV. Cambios en la actividad de SS es respuesta a un patégeno o a un elicitor han sido relacionados
con una alterada proporciéon de FPP entre las ramificaciones de la ruta, cuyas enzimas compiten por
este sustrato (Zook y Kuc, 1991). Al respecto, se ha reportado que en cultivos celulares de Nicotiana
tabacum expuestos a elicitores de tipo fungoso, la sintesis y acumulacién de esteroles es reducida, lo
cual se asocia con un dramatico decremento de la actividad de SS (Vogeli y Chappell, 1988). Al igual
que en tabaco, en rodajas de papa expuestas a acido araquidonico se ha observado que tanto la
acumulacién de glicoalcaloides esteroidales (que son parte de la respuesta de defensa a dafio), como
la actividad de SS disminuyen. Determinaciones de los niveles de transcritos de SS en plantas de
tabaco y papa expuestas a los elicitores descritos, indicaron que éstos permanecen constantes
(Devarenne et al., 2002). Estos resultados sugieren que en plantas expuestas a elicitores de tipo

fungoso, la regulacion de SS podria ocurrir a nivel traduccional y postraduccional.

Los esteroles, por otra parte, son esenciales para la fisiologia celular de todos los organismos
eucariéticos, y se ha reportado que mutaciones que eliminan algin paso enzimatico para la sintesis
de esteroles son letales (Tozawa et al., 1999). Los esteroles se encuentran predominantemente en
membrana celular contribuyendo con su apropiada funcionalidad, al controlar la fluidez membranal.
Los esteroles también funcionan como precursores de hormonas esteroides, como los estrégenos y
la testosterona en mamiferos, ecdisteroides en insectos y brasinoesteroides en plantas (Noguchi et
al., 1999). Los esteroles también han sido asociados con ligandos de receptores nucleares, que

directamente afectan la transcripcién y la transduccién de sefiales. Al respecto, Jang et al. (2000)
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sugirieron que los esteroles pueden servir como sefiales para controlar el destino celular durante la

embriogénesis de las plantas.

5-Epi-aristoloqueno sintasa y biosintesis de capsidiol

A partir del FPP se generan varios sesquiterpenos gracias a la accién de las sesquiterpeno
ciclasas (SC), la versatilidad de las ciclizaciones permite que sea posible generar hasta 7000
compuestos distintos (Bohlmann et al, 1998). El primer paso en la sintesis de la fitoalexina
sesquiterpénica capsidiol, es la ciclizacion del FPP a 5-epi-aristoloqueno. Dicha reaccién es
catalizada por una SC denominada 5-epi-aristoloqueno sintasa (EAS), y posteriormente mediante
dos reacciones de hidroxilaciéon en las posiciones 1 y 3 catalizadas por la 5-epi-aristoloqueno
hidroxilasa (EAH), se genera el capsidiol (Takahashi et al., 2005). Un anadlisis de hibridacién de DNA
gen6mico reveld que las SC forman parte de una familia multigénica; asi en tabaco se detectaron de
12 a 15 copias de EAS, de las cuales sélo la TEAS4 es inducible por patégenos o elicitores (Yin et al.,
1997). En este trabajo se encontr6 que fusiones del promotor TEAS4 al gen reportero GUS, revelan
una expresion inducible por distintas cepas de P. parasitica y por la cepa aviruleta P. syringae pv.
syringae 61. Una mutante de la cepa 61 atenuada en su sistema de secrecién también estimulé la
expresion de TEAS4::GUS, lo que sugirié que la expresién de TEAS4 se rige en parte por los
mecanismos de “inmunidad innata” de la planta. En chile, se ha reportado la presencia de cinco a
ocho genes EAS, de los cuales sélo el gen PEAS1 fue inducido en plantas expuestas a P. capsici
(Zavala-Paramo et al.,, 2000). Otros dos genes que codificaban para EAS, CASC1 y CASCZ, fueron
reportados en plantas de chile expuestas a luz UV y su expresién heter6loga en E. coli revel6 una
actividad que corresponde a la 5-epi-aristoloqueno sintasa (Back et al., 2000). Cabe mencionar que
la funcién bioquimica equivalente entre TEAS4 y PEAS1, permite sugerir similaridades en la

induccion de su expresion.

Lee et al. (2002) reportaron que la actividad de EAS en hojas de C. annuum fue rapidamente
inducida en respuesta a tratamientos con luz UV, lo que se asocié con una acumulacién similar de
transcritos. Aunque generalmente la actividad de EAS se corresponde con la expresion de los genes,
la acumulacién de capsidiol no siempre estd asociada con la actividad. Al respecto, Keller et al.
(1998) reportaron que la actividad de SC en hojas de tabaco inoculadas con Ralstonia solanacearum
no se relacioné con la acumulacién de capsidiol. En este contexto, es posible especular que no sélo la
actividad de EAS es clave en la sintesis de capsidiol, sino que también EAH constituye un paso

importante para su sintesis o incluso para la sintesis de otros sesquiterpenos.
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Uno de los primeros reportes acerca de la inducciéon de capsidiol se realizé en cultivos
celulares de tabaco expuestos a celulasa (Threlfall y Whatehead, 1988); los cultivos mostraron una
disminucion de la actividad de SS, mientras que el capsidiol se acumulé. Al ser FPP también un
sustrato de la SS que cataliza el primer paso para la sintesis de esteroles, es claro que debe existir
una regulaciéon coordinada entre SS y EAS para canalizar el metabolismo de acuerdo con los
rendimientos de la planta, y en este caso para garantizar que el FPP se canalice hacia la produccién
de la fitoalexina en tabaco. La expresién de estas dos familias multigénicas, SS y EAS, y la actividad
de las enzimas correspondientes, es inducida por diferentes tipos de estrés y por el ataque de
patégenos. Por ejemplo, se ha reportado que en cultivos celulares de tabaco tratados con elicitores,
existe una relacién entre la induccién de la sintesis de sesquiterpenos y la supresion de la sintesis de
esteroles (Devarenne et al, 1998). En respuesta a un elicitor de tipo fungoso, Devarenne et al.
(1998) demostraron que la actividad de SS se redujoé a las 24 h posteriores a la exposicién con el
elicitor; mientras que la actividad de EAS se increment6 durante el mismo periodo de tiempo. Estos
resultados sugieren que la induccién de una enzima y la supresién de otra, podrian ser uno de los

mecanismos que regulan la produccién de escualeno y sesquiterpenos en plantas.

En chile, la principal fitoalexina sesquiterpénica es el capsidiol (Kuc y Rush, 1985) y su
sintesis y acumulacién se dispara como consecuencia de la aplicaciéon o presencia de diversos
elicitores bi6ticos (Chavez-Moctezuma y Lozoya-Gloria, 1996) y abiéticos (Back et al., 1998) o bien,
después de la inoculaciéon con un patoégeno. La evidencia hasta ahora generada indica que la
acumulacién de capsidiol no solo se da a nivel local, en el sitio de infeccién, sino también de manera
sistémica. Al respecto, Maldonado-Bonilla et al. (2008) demostraron que existe acumulacién de
capsidiol local y sistémica en hojas de tabaco tratadas con celulasa y Pep-13, una glicoproteina
derivada de pared celular de varias especies de Phytophthora que induce las respuestas de defensa
en tabaco (Yu, 1995). La acumulacién de capsidiol fue acompafiada por una induccién de la
actividad de TEAS en el mismo tejido. Asimismo, en hojas de chile estos autores demostraron que
los tratamientos con celulasa y Pep-13 indujeron también la acumulaciéon de ROS, ademas de la
expresion de PEASI local y sistémicamente. De igual manera la acumulacién de capsidiol fue

acompafiada por una expresion similar de PEAS1.
El capsidiol, es una de las fitoalexinas mas estudiadas con relacién al nivel de produccién

luego del ataque principalmente por oomicetos y hongos fitopatégenos. Sin embargo, a pesar del

conocimiento relativamente amplio que se tiene acerca de esta fitoalexina, poco se sabe de la
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dindmica de su acumulacién en raices infectadas por nematodos agalladores y de su efecto téxico en
estos fitopatégenos. En general, es poco el conocimiento que se tiene acerca de la acumulacién de
fitoalexinas en interacciones planta-nematodo comparado con el que existe para otros
fitopatégenos. De los pocos reportes existentes, podemos citar la acumulaciéon de gliceolina en
plantas de soya después de la infeccidn por M. incognita (Kaplan et al., 1980) y H. glycines (Huang y
Barker, 1991). En el caso de la interacciéon de Pinus strobus-Bursaphelenchus xylophilus ocurri6 la
acumulacién de un estilbeno (3-O-metildihidropinosilvin estilbenoide) y una flavonona (2S-
pinocembrin flavonona), ambos con propiedades antimicrobianas (Hanawa et al, 2001). En 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 toxicidad de la fitoalexina en el nematodo, como la relacién que

existe entre la acumulacién del capsidiol y el desarrollo del nematodo en las raices infectadas.

5-Epi-aristoloqueno hidroxilasa

El Gltimo paso en la biosintesis de capsidiol es la hidroxilacién del 5-epi-aristoloqueno en las
posiciones 1y 3. La primera evidencia de hidroxilasas del 5-epi-aristoloqueno se report6 en frutos
de chile tratados con acido araquidénico (AA), a partir de los cuales se purific6 una enzima
citocromo P-450 que hidroxila el carbono 3 (5-epi-aristoloqueno-3-hidroxilasa) (Hoshino et al,
1995). Ralston et al. (2001) reportaron la clonacién de cuatro hidroxilasas en plantas de tabaco, que
corresponden a la citocromo P-450 y que son inducibles por celulasa; sus cinéticas de induccién y
sus actividades son variables. Martinez-Quintana (2005), demostr6 que en raices transformadas de
tabaco tratadas con celulasa y extractos de levadura, se logré inducir una dihidroxilasa (EADH) cuya

cinética fue similar a la mostrada por TEAS.
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Metabolitos secundarios asociados con la resistencia a nematodos
Entre los metabolitos secundarios que participan en la resistencia a nematodos, se

encuentran diversos compuestos isoprenoides, flavonoides y glucosinolatos.

Terpenoides. Los compuestos isoprenoides han mostrado tener un efecto téxico sobre
nematodos fitoparasitos. Algunos monoterpenos bloquean el reconocimiento de la planta por el
nematodo (Bauske et al., 1994). Estudios in vitro en donde se realizaron tratamientos al suelo con
monoterpenos como citral, mentol, geraniol, limoneno y o-terpineol, redujeron el nimero de
juveniles de M. incognita, M. javanica y H. schachtii (Viglierchio y Wu, 1989; Bauske et al., 1994). Un
estudio comparativo de las actividades nematicidas del geraniol y el citronelol, mostr6 que los
alcoholes-monoterpenos son mas activos que los aldehidos-monoterpenos contra Anguina tritici,

Tylenchulus semipenetrans, H. avenae y M. javanica (Sangwan et al., 1990).

Los sesquiterpenos, se sintetizan en respuesta a la infeccién por nematodos (Veech y
McClure, 1977; Zinov'eva y Chalova, 1987; Chitwood y Lusby, 1991). Por ejemplo, los
sesquiterpenos biciclicos risitina y lubimina aislados de plantas de papa resistentes a Ditylenchus
destructor, tienen un efecto nemastatico en juveniles de D. destructor y D. dipsaci (Zinov'eva y
Chalova, 1987). También los aldehidos sesquiterpenos derivados de plantas de algodén resistentes
a nematodos, como el gosipol y el hemigosipol, determinan la resistencia a M. incognita (Veech y
McClure, 1977). En estas plantas, después de la invasién de las raices por el nematodo, el contenido
de gosipol y sus derivados se incrementa en el tejido infestado. Veech y McClure determinaron que
los nematodos pierden totalmente su movilidad luego de la exposicién por 5 h a 125 pg/mL de este
aldehido sesquiterpénico. En el caso de la fitoalexina sesquiterpénica capsidiol, en general el
conocimiento acerca de su acumulacion en interacciones planta-nematodo es incipiente comparado
con el que se tiene para otros fitopatégenos. Recientemente se demostré que concentraciones de 1.5
ug/mL tienen un efecto nemastatico en juveniles del segundo estadio de N. aberrans in vitro

(Godinez-Vidal et al., 2010).

Los diterpenos como la odoracina y la daphneolona, derivados de raices de Daphne odora,
mostraron efectos toxicos contra Aphelenchoides besseyi in vitro; la odoracina pura a una
concentracién de 5 ug/mL, maté el 100% de los nematodos (Chitwood, 1992). Chitwood sugirié que
la actividad nematicida de estos diterpenos, posiblemente depende de la presencia de grupos OH en

la estructura.
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En cuanto a los triterpenos, se sabe que los esteroles juegan un papel muy importante en el
crecimiento y desarrollo de los nematodos (Chitwood y Lusby, 1991). Los esteroles como
principales componentes de las membranas celulares y precursores de compuestos fisiolégicamente
activos como las hormonas, son esenciales para los nematodos. Se ha mostrado que la resistencia a
nematodos también puede asociarse con la concentracién y tipo de esteroles presentes en la planta;
asi por ejemplo, la invasiéon por nematodos agalladores en plantas resistentes de tomate disminuyé
el contenido de esteroles totales particularmente el estigmasterol; pero en plantas susceptibles se
increment6 (Zinov'eva et al., 2001). También, se ha sefialado que generalmente el decremento en el
contenido de esteroles en las raices de las plantas, es acompafado por una acumulacién de

fitoalexinas sesquiterpénicas (Devarenne et al., 1998; Maldonado-Bonilla et al.,, 2008).

Los esteroides glicoalcaloides como la a-chaconina y la a-tomatina, tienen efectos nocivos
en nematodos. En Panagrellus redivivus, la LDsp para la a-chaconina y la a-tomatina fue de 50 y 85
ug/mkL, respectivamente, y fue dependiente del pH (similar a lo que ocurre con la mayoria de
compuestos que contienen nitrégeno). Su efecto nocivo se asocié con la presencia de atomos de
nitrégeno no protonados (Chitwood, 1992). Otros estudios han denotado la actividad de la
azadirachtina, un limonoide aislado del arbol del neem (Azadirachta indica), que posee efectos
nematicidas contra A. composticola, Pratylenchus brachyrurus y P. zeae (Zinov’'eva et al.,, 2001). Los
esteroides glicésidos, por otra parte, no son téxicos por si mismos pero los productos de su
hidrélisis (como las agliconas) son altamente téxicos a nematodos (Meher et al, 1988; Vasil'eva y
Paseshnichenko, 2000). Los dafios a las células vegetales causados por patégenos generalmente son
acompafiados por una reducciéon de la permeabilidad del tonoplasto, lo que favorece la liberacién de
los glic6sidos presentes en las vacuolas, que al sufrir hidrélisis en el citoplasma generan las
agliconas altamente téxicas (Vasil’eva y Paseshnichenko, 2000). Los furostanol glicédsidos como la
asparanina, asparanina B, albicinina y sonunina (derivados de plantas de las familias Liliaceae y
Fabaceae), aplicados a una concentracién de 200 ug/mL tuvieron un efecto nematicida sobre M.
incognita; tal efecto se debe a un incremento en el ndmero de carbohidratos en el gluc6sido (Meher

etal, 1988).

Flavonoides. Dentro de este grupo podemos citar la acumulacién de la fitoalexina gliceolina
en plantas de soya después de la infeccion por M. incognita (Kaplan et al., 1980) y H. glycines (Huang
y Barker, 1991). En el caso de la interaccion de P. strobus-B. xylophilus ocurrié la acumulacién de un

estilbeno (3-0-metildihidropinosilvin estilbenoide) y una flavonona (2S-pinocembrina flavonona),
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ambos con propiedades antimicrobianas (Hanawa et al, 2001). También en las interacciones
incompatibles chile CM-334 con M. arenaria, M. incognita y M. javanica, se encontré que el contenido
de fenoles solubles totales se incremento, especialmente el acido clorégenico (Pegard et al., 2005).
En contraste con lo anterior, en la interaccién compatible chile CM-334 con N. aberrans, la
acumulacién de compuestos fenilpropanoides (fenoles solubles y particularmente el acido
clorégenico) se redujo (Lépez-Martinez et al., 2010). En genotipos de C. cajan resistentes a F. udum,
también se observaron decrementos en la acumulacién de la fitoalexina isoflavonoide cajanol

después de la infeccién por M. incognita 'y M. javanica (Marley y Hillocks, 1994).

Glucosinolatos. Para este tipo de compuestos se tiene el antecedente de que los alil
isotiocinatos y los alil cianidos, dos productos de la hidroélisis de la sinigrina tienen un LDso de 0.04
g/L y 3 g/L, respectivamente, sobre el nematodo bacteriéfago Caenorhabditis elegans. En este
estudio se observd que los alil isotiocianatos son tres veces mas toxicos a C. elegans que el mismo
glucosinolato; hecho que sugiri6 que la aplicaciéon de glucosinolatos, para la formacién de

isotiocianatos, podria ayudar en el control de nematodos (Donkin et al,, 1995).
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CAPITULO II

ACUMULACION DE CAPSIDIOL EN RAICES DE CHILE CM-334 INFECTADAS POR
Nacobbus aberrans Y SU EFECTO EN JUVENILES DEL SEGUNDO ESTADIO

RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron comparar la acumulacién de la fitoalexina
capsidiol en raices de chile (Capsicum annuum L.) CM-334 infectadas y no infectadas con Nacobbus
aberrans, y determinar el efecto del capsidiol en juveniles del segundo estadio (J.) del nematodo en
condiciones in vitro. El contenido de capsidiol en las raices de plantas inoculadas con 2000 ], y
mantenidas en camaras de crecimiento 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, a= 0.05) después de la
inoculacion con el nematodo. En plantas provenientes de otro experimento realizado en
invernadero con suelo naturalmente infestado con N. aberrans, también se obtuvo un menor
contenido de capsidiol en plantas infectadas por el nematodo en comparacién con las no infectadas;
las diferencias fueron significativas a los 14 (Tukey, a= 0.01) y a los 21 dias (Tukey, a= 0.05)
posteriores al transplante en suelo infestado. La exposicién de los ], de N. aberrans al capsidiol,
caus6 la inmovilizaciéon de los juveniles, la cual aumenté en la medida en que se increment6 la
concentracién (desde 0.01 hasta 1.50 pg de capsidiol/mL) y el tiempo de exposicién a la fitoalexina.
Este efecto en los juveniles se observé desde las 24 h de exposicién al compuesto y fue méas evidente
a las 72 h, tiempo en el que se encontraron diferencias altamente significativas entre todas las
concentraciones probadas en comparacién con el testigo (Tukey, a= 0.0001). Sin embargo, los J.
recobraron su movilidad cuando el capsidiol fue reemplazado por agua, lo que sugiere 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 acumulacién 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.
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INTRODUCCION

Una de las principales enfermedades que limita la produccién de chile (Capsicum 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; Fernandez-Pavia, 1997; Glosier et al., 2008).
A pesar de esta resistencia las plantas han mostrado susceptibilidad al oomiceto cuando son
previamente inoculadas con el nematodo falso agallador Nacobbus aberrans (Thorne, 1935) Thorne
& Allen, 1944 (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 alimentacién, N.
aberrans provoca modificaciones morfolégicas (Manzanilla-Lépez 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
metabolitos cuya sintesis se dispara como consecuencia de la interaccién con el patégeno
(Fernandez-Pavia, 1997; Candela et al., 2000; Lopez, 2007; Godinez-Vidal et al., 2008). Uno de los
compuestos probablemente asociados con la resistencia de CM-334 al oomiceto es la fitoalexina
capsidiol, la cual puede acumularse en concentraciones toxicas (Candela et al., 2000; Villar-Luna et
al, 2009). Con frecuencia en interacciones incompatibles chile-P. capsici, la respuesta de
hipersensibilidad va acompafiada por la acumulacién de capsidiol en cantidades cuantificables
(Ward, 1976; Egea et al., 1996a). Por ejemplo en los genotipos de chile Wonder, Americano y Smith-
5 resistentes a P. capsici, el capsidiol se acumuld en las zonas necroéticas de los tallos luego de la

inoculacion con el oomiceto (Egea et al., 1996a).

El capsidiol es la principal fitoalexina sesquiterpénica sintetizada en chile (Kuc y Rush,
1985) y su sintesis y acumulacién se dispara como consecuencia de la aplicacién o presencia de
diversos estimuladores bi6ticos (Chavez-Moctezuma y Lozoya-Gloria, 1996) o abiéticos (Back et al.,
1998). También, es una de las fitoalexinas mas estudiadas con relacién al nivel de produccién luego
del ataque principalmente por oomicetos y hongos fitopatégenos. Sin embargo, a pesar del
conocimiento relativamente amplio que se tiene acerca de esta fitoalexina, poco se sabe de la
dindmica de su acumulacién en raices infectadas por nematodos agalladores y de su efecto téxico en
estos fitopatdgenos. En general, el conocimiento acerca de la acumulacién de fitoalexinas en

interacciones planta-nematodo es incipiente comparado con el que se tiene para otros
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fitopatégenos. De los pocos reportes que existen podemos citar la acumulaciéon de gliceolina en
plantas de soya después de la infeccion por Meloidogyne incognita (Kaplan et al., 1980) y Heterodera
glycines (Huang y Barker, 1991). En el caso de la interacciéon de Pinus strobus-Bursaphelenchus
xylophilus ocurri6 la acumulacién de un estilbeno (3-0-metildihidropinosilvin estilbenoide) y una
flavonona (2S-pinocembrina flavonona), ambos con propiedades antimicrobianas (Hanawa et al.,

2001).

Respecto a la interaccion 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 relaciéon que existe entre la acumulacién
del capsidiol y el desarrollo del nematodo en las raices 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 y
peroxidasas, el contenido de fenoles solubles y de capsidiol en comparacién con las plantas no
inoculadas con el nematodo (Godinez-Vidal et al., 2008; Zavaleta-Mejia et al., 2009). Lo anterior
sugiere que la susceptibilidad del chile CM-334 a P. capsici en presencia de N. aberrans podria en
parte explicarse por la reduccién en algunos de sus mecanismos de defensa. Con base en estos
antecedentes los objetivos de la presente investigacion fueron: 1) Comparar la acumulacion de
capsidiol en raices de chile CM-334 infectadas y no infectadas con N. aberrans a diferentes tiempos
posteriores a la inoculacién con el nematodo y 2) determinar el efecto del capsidiol en juveniles del

segundo estadio del nematodo en condiciones “in vitro”.

MATERIALES Y METODOS

Interacciéon de las plantas de chile con el nematodo. Se utilizaron plantas de chile
(Capsicum annuum L.) CM-334 resistentes a P. capsici con seis a ocho hojas verdaderas. En las
camaras de crecimiento se establecieron 80 plantas, 40 fueron inoculadas con 2000 juveniles del
segundo estadio (Jz) de N. aberrans y las 40 restantes constituyeron los testigos no inoculados. Los
juveniles infectivos ], 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 ], se cuantificé el nimero de juveniles por mL de agua. Se

inocularon 2000 ], en la base del tallo de cada planta y a los 0, 2, 7, 14 y 21 dias después de la
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inoculacion (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 (plantas testigo). Alos 0, 7, 14, 21
y 28 dias después del transplante (ddt), se colectaron las raices de siete plantas de cada tiempo, se

congelaron y almacenaron.

Extraccion, deteccidon y cuantificacion de capsidiol. Se emple6 la metodologia propuesta
por Egea et al. (1996b), con algunas modificaciones. Se maceraron 0.5 g de raices del chile en
nitréogeno 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 adicioné una pequeia cantidad de
sulfato de sodio anhidro, se incubaron a temperatura ambiente por 12 h en oscuridad y
posteriormente se evaporaron a sequedad a 65°C en bafio Maria. El residuo se resuspendi6 en 2 mL
de metanol y se cubrié con papel aluminio. El capsidiol se detecté mediante el desarrollo de
cromatofolios de silica gel 60 Fzs4 de 10 x 10 cm, en ciclohexano:acetato de etilo (1:1 v/v). Los
cromatofolios se asperjaron con vainillina-etanol al 10% y acido sulfdrico-etanol al 10% y se
incubaron a 110°C por 5 min, empleando capsidiol (10 pg/uL) como estandar (donado por el MC.
Edgar Villar-Luna). La banda correspondiente al capsidiol se rasp6 de cada cromatofolio, eluyé en
200 pL de metanol e incub6 a -20°C toda la noche. La fase acuosa se separ6 centrifugando a 14,000

rpm por 1 min y se cuantificé.

La cuantificacién de capsidiol se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), y por espectrofotometria. Para el analisis por HPLC se utiliz6 un equipo Hewlett Packard
Mod. 1100 equipado con detector de Arreglo de Diodos y lAmpara de Deuterio (UV)-Wolframio (VIS-
IR); se empled una columna Zorbax XDB-CN 3 x 150 mm con un tamafio de particula de 5 pm, a una
velocidad de flujo de 0.5 mL/min y con una proporcién de 97:3 hexano:isopropanol (v/v) (Moreau
et al, 1992). La curva patroén se obtuvo utilizando diferentes concentraciones de capsidiol (5, 10, 15,
20,40 y 100 ng/pL). Se analizaron tres muestras de los extractos obtenidos de las raices de ambos
experimentos y de cada una se realizaron tres lecturas de 20 pL. La concentracion de capsidiol se

calculé mediante el software Agilent ChemStation versién B02.01.
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La determinacion espectrofotométrica se llevd a cabo empleando dos agentes reveladores,
vainillina y metanol. Para la determinacién por vainillina, se emple6 la metodologia propuesta por
Chavez-Moctezuma y Lozoya-Gloria (1996) con algunas modificaciones. Para tal fin, se tomaron 25
uL de cada muestra y se agregaron 25 uL de una mezcla 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 espectrofotémetro 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 estdndar capsidiol y se determiné que la
maxima absorbancia del estandar capsidiol, fue a 230 nm. La curva patrén se obtuvo como se indicé
con anterioridad. Se tomaron 10 pL de cada muestra, se les agreg6 1 pL de sulfato cérico amoniacal
(2N H2S04) y se incubaron a temperatura ambiente por 3 min. La cuantificacién se realizé a 230 nm

en el NanoDrop ND-1000.

Efecto del capsidiol en J, 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 y posteriormente
se afor6 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 promedio de capsidiol
(1.50 pg/g de raiz), que se obtuvo en raices de chile CM-334 infectadas con N. aberrans en la
primera fase del presente estudio. Se establecieron ocho tratamientos con cuatro repeticiones en un
disefio completamente al azar. Seis tratamientos correspondieron a diferentes concentraciones de
capsidiol (0.01, 0.05, 0.10, 0.50, 1.00, y 1.50 ug de capsidiol/mL) y los dos restantes constituyeron
los testigos, un testigo absoluto con agua (TA) y otro con metanol (TM). Este dltimo se establecié
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. aberrans, se establecieron cuatro microsiracusas de vidrio conteniendo cada
una 100 J2 y la solucién correspondiente a cada concentracién probada. Se mantuvieron a + 28°Cy a
las 24, 48 y 72 h, se cuantific6 el nimero de juveniles inmdviles. Para determinar si los juveniles
inactivos recuperaban o no su movilidad, al término de las 72 h de exposiciéon se eliminé con
cuidado la solucién del tratamiento sustituyéndola por agua destilada esterilizada, y después de
transcurridas 24 h se volvi6 a registrar el nimero de juveniles inactivos.

Con la finalidad de corroborar que se habia logrado la solubilizacién del capsidiol se realizé
la evaluacién de su toxicidad sobre P. capsici; para ello se prepararon cajas de Petri con medio V8
conteniendo un circulo de papel filtro Whatman® No.3 de aproximadamente 3 cm de didmetro, que

fue previamente sumergido en una solucién de 500, 1000 y 2000 pug/mL. En esta prueba también se
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incluyeron los testigos TA y TM. Para establecer el rango de concentraciones a probar se tom6 como
referencia lo reportado por Egea et al, (1996a), quienes encontraron que una concentraciéon de
1200 pg de capsidiol en el medio de cultivo tuvo un efecto toxico sobre P. capsici. En cada caja se
colocé sobre el papel filtro, un disco de medio V8 de 1 cm de didmetro colonizado por micelio de P.
capsici (cepa 6143, proporcionada por la Dra. Silvia Ferndndez Pavia, Catedratica de la Universidad
Michoacana de San Nicolds de Hidalgo). Las cajas se incubaron a + 28°C, y se midi6 el crecimiento
radial del micelio a las 24, 48 y 72 h de exposicion. Con la finalidad de determinar si el efecto del
capsidiol era de tipo fungicida o solamente fungistatico, después de las 72 h de exposicién el micelio

se transfirié a medio sin la fitoalexina.

Analisis estadistico. Todos los experimentos se establecieron en un disefio completamente al azar.
Con los datos obtenidos de cada variable se realizaron los andlisis de varianza (ANOVA)
correspondientes para detectar diferencias entre tratamientos y la comparacién de medias se

realiz6 con la prueba de Tukey (a= 0.05).

RESULTADOS

Deteccion y contenido de capsidiol en raices de chile CM-334 infectadas por N.
aberrans. En los cromatofolios de silica gel después de la aspersién con vainillina y acido sulftrico,
se evidencio la presencia de capsidiol al desarrollarse una banda de color azul violaceo con un valor
de Rfigual 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 cromatogramas obtenidos por HPLC se detect6 un pico dnico a
los 8.93 min (Fig. 1), correspondiente al capsidiol (Moreau et al., 1992).

En los extractos de las raices de chile CM-334 infectadas con N. aberrans, el contenido de
capsidiol siempre fue menor en comparaciéon con el de las plantas testigo no infectadas. En el
experimento realizado en cdmaras de crecimiento, el contenido de la fitoalexina se redujo
significativamente en un 86 y 85% a los 7 (Tukey, a= 0.01) y a los 14 dias (Tukey, a= 0.05),
respectivamente (Fig. 2A); mientras que, en el experimento en invernadero las reducciones fueron
de 96y 77% a los 14 (Tukey, a= 0.01) y a los 21 dias (Tukey, a= 0.05) después del transplante en
suelo infestado con el nematodo, respectivamente (Fig. 2B). La tendencia en los resultados
obtenidos en el contenido de capsidiol con los tres métodos utilizados (HPLC, vainillina y metanol),

fue similar (Anexo I).
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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 o=

0.05*%, a= 0.01** de acuerdo con la prueba de Tukey.
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Efecto del capsidiol sobre P. capsici en condiciones in vitro. Con todas las
concentraciones probadas se observé una reduccién altamente significativa (Tukey, a= 0.0001) en
el crecimiento micelial del oomiceto desde las 24 h de exposicidén a la fitoalexina, con respecto a los
testigos. Con la concentracién mayor de capsidiol la reduccién fue de 30 y 53%, alas 48 y 72 h de
exposicion, respectivamente (Fig. 3). Cuando el micelio se transfirié a medio sin la fitoalexina se

reactivo su crecimiento, lo cual indic6 que el efecto del capsidiol fue solamente fungistatico.

Efecto del capsidiol en J; de N. aberrans. La exposiciéon de los ], al capsidiol, afecté su
movilidad y el porcentaje de nematodos inméviles se incrementé a medida que la concentracion y el
tiempo de exposicién a la fitoalexina aumentaron. La inmovilizacién de los juveniles se observd
desde las 24 h de exposicién al compuesto; no obstante, el efecto fue mas evidente alas 48 y 72 h de
exposicion. A las 48 h, se encontraron diferencias altamente significativas entre las concentraciones
0.01, 0.1y 1.5 pg de capsidiol (Tukey, a= 0.0001), y de éstas con respecto a los testigos. Alas 72 h, el
efecto del capsidiol en los juveniles fue mas evidente, encontrdndose diferencias altamente
significativas entre todas las concentraciones en comparacién con los testigos (Tukey, a= 0.0001).
Los nematodos recobraron su movilidad cuando después de 72 h de exposicion al capsidiol, éste se
sustituy6 por agua destilada (Fig. 4). 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 solo nematostatico.
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DISCUSION

En interacciones incompatibles chile-P. capsici la fitoalexina capsidiol se acumula en
concentraciones toxicas para el oomiceto (Egea et al., 1996a), tal respuesta fue también confirmada
en la interacciéon chile CM-334-P. capsici (Villar-Luna et al, 2009). Aunque en interacciones
compatibles también se dispara la acumulacién de capsidiol, su sintesis es mdas 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 acumulacién 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 respuestas de defensa de sus plantas hospedantes; tales estrategias pueden
consistir en adaptaciones fisiolégicas o de comportamiento (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 diferente
comportamiento podria estar relacionado con los tiempos en que ocurre la mayor penetracién del
nematodo en las raices. Previamente se observ6 que cuando plantas CM-334 se inocularon con J; el
mayor niumero de nematodos dentro de la raiz se present6 a los 7 dias posteriores a la inoculacién;
mientras que, cuando las plantas fueron expuestas en suelo naturalmente infestado fue hasta los 14
dias después del transplante que se registré el mayor nimero de nematodos dentro de la raiz (Ver
pag. 63). En ambos ensayos fue evidente que el contenido de capsidiol en las plantas testigo no
inoculadas no se mantuvo a nivel basal, sino que varié en los diferentes tiempos evaluados; de
manera similar, Ustiin (1995) observé que el contenido 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 también podria estar interfiriendo con otras respuestas
de defensa en plantas de chile CM-334; por ejemplo, Lopez (2007) report6 que los niveles de fenoles
solubles totales y de acido clorogénico en particular fueron reducidos significativamente en
presencia del nematodo. Al respecto, Pegard et al. (2005) asociaron la acumulacién de acido
clorogénico con la resistencia del chile CM-334 a M. arenaria, M. incognita y M. javanica. Asimismo,
recientemente se consignd que la expresion de los genes HmgZ y 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).
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En nuestros ensayos el capsidiol fue téxico para P. capsici confirmando los resultados
reportados por Egea et al. (1996a). Sin embargo, aiin con la concentracién mayor probada (2000 pg
de capsidiol/mL) solamente observamos un efecto fungistatico; mientras que los autores
mencionados obtuvieron un efecto fungicida con concentraciones de 1204 pg mL-1. Esta aparente
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
expusieron por 5 dias, antes de transferirlo a medio libre del compuesto, en nuestro caso el tiempo
de exposicion fue de s6lo 3 dias. Por otro lado, las cepas de P. capsici utilizadas fueron diferentes y
no se puede descartar la posibilidad de que entre aislamientos haya variacién en su nivel de
sensibilidad al efecto téxico del capsidiol o en su capacidad para detoxificarlo; la cepa 6143 utilizada
en el presente estudio, fue seleccionada de entre de 26 aislamientos por Fernadndez-Pavia (1997)
por su alta agresividad y patogenicidad. En relacién con lo anterior, se ha reportado que Botrytis
cinerea y Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum pueden mediante oxidacién, convertir al capsidiol
en capsenona cuya fungitoxicidad es menor (Ward y Stoessl, 1972; Stoessl et al, 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.

Audn cuando el efecto antimicrobiano del capsidiol estd ampliamente documentado (Stoessl
et al, 1972; Egea et al., 1996a; Egea et al,, 1996b; Back et al, 1998; Maldonado-Bonilla et al., 2008;
Villar-Luna et al., 2009); hasta ahora no se contaba con informacion acerca de su efecto nematéxico.
Los resultados obtenidos en esta investigacién indicaron que la fitoalexina tiene un efecto téxico
sobre los ], de N. aberrans, siendo de tipo nematostatico. Este hallazgo es relevante, pues el
abatimiento de la acumulacién del capsidiol en las plantas CM-334 infectadas por N. aberrans, no
solamente resulta ventajoso para el nematodo, sino también podria favorecer el establecimiento de
otros patégenos en la raiz del chile. Al respecto, se menciona que plantas CM-334 resistentes a P.
capsici se comportaron como susceptibles, es decir se rompi6 su resistencia, cuando el oomiceto se
inoculé en plantas infectadas por N. aberrans (Vargas et al., 1996; Trujillo-Viramontes et al., 2005).
Marley y Hillocks (1994) también encontraron que en genotipos de Cajanus cajan resistentes a
Fusarium udum, hubo decrementos en la acumulacién de la fitoalexina cajanol después de que las
plantas fueron infectadas por M. incognita y M. javanica, lo que se asocié con el rompimiento de su
resistencia al hongo.

En la presente investigaciéon el contenido de capsidiol en las raices de chile CM-334

infectadas por N. aberrans, fue menor en comparaciéon con las plantas testigo, y este metabolito
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afecté negativamente la movilidad de los J» del nematodo. El hecho de que el capsidiol tenga un
efecto nematostatico en condiciones in vitro y de que la acumulacién de esta fitoalexina en la raiz se
reduzca en presencia del nematodo, sugieren que el abatimiento de este mecanismo de defensa en

chile CM-334 inducido por N. aberrans, puede ser favorable para su establecimiento y desarrollo.
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CAPITULO III

ACUMULACION DE TRANSCRITOS DE GENES DE LA RUTA MEVALONICA Y ACTIVIDAD
DE HMGCoA-r Y EAS EN CHILE CM-334 INFECTADO

POR Nacobbus aberrans

RESUMEN

En el presente trabajo se determiné la acumulacidn de transcritos de los genes Hmg (Hmg1,
HmgZ2 y Hmg3; responsables de la regulacién de la biosintesis de esteroles y fitoalexinas), FPPS
(farnesil pirofosfato sintasa), SS (escualeno sintasa, implicado en la sintesis de esteroles) y EAS (5-
epiaristoloqueno sintasa, responsable de la sintesis de fitoalexinas), y la actividad enzimatica de 3-
hidroxi-3-metilglutaril CoA-reductasa (HMGCoA-r) y EAS en raices de chile CM-334 infectadas y no
infectadas por Nacobbus aberrans. Plantas de CM-334 fueron inoculadas con 2000 ], de N. aberrans
o transplantadas a suelo naturalmente infestado por éste, y se mantuvieron en camaras de
crecimiento e invernadero, respectivamente. A los 0, 2, 7, 14 y 21 dias después de la inoculacién
(ddi) y a los 0, 7, 14, 21 y 28 dias después del transplante (ddt), se analizé6 por RT-PCR la
acumulacién de mRNA de los genes mencionados y se determiné la actividad HMGCoA-r y EAS. En
plantas infectadas por el nematodo, la acumulacién de transcritos de Hmg1 fue menor que HmgZ a
los 2 ddi; mientras que a los 21 ddi los transcritos de Hmgl fueron mayores que HmgZ en
comparacion con las plantas control; la mayor acumulacién de Hmg1 se asocié con un incremento
en la actividad de HMGCoA-r y la presencia del estadio de hembra inmadura. En raices infectadas los
transcritos de EAS se incrementaron a los 7, 14 y 21 ddi, y generalmente se asociaron con un
incremento en la actividad de EAS. Hmg3 y SS se acumularon constitutivamente. En presencia del
nematodo FPPS present6 el mayor incremento a los 21 ddi. Los resultados obtenidos sugieren que
N. aberrans modifica la expresion de algunos genes de la ruta mevalénica abatiendo la acumulacién
de capsidiol y propiciando un abastecimiento adecuado de esteroles para proveerse de condiciones

favorables para su establecimiento y desarrollo.

51



INTRODUCCION

La marchitez de chile (Capsicum annuum L.) ocasionada por el oomiceto Phytophthora
capsici L. es una de las principales enfermedades que limita la produccién de esta hortaliza en
México, y se considera que la mejor estrategia para su manejo la constituye el uso de materiales
resistentes. La linea de chile tipo serrano Criollo de Morelos 334 (CM-334) destaca por el alto grado
de resistencia mostrado a las cepas mdas patogénicas de P. capsici (Redondo y Rodriguez, 1987;
Fernandez-Pavia, 1997; Glosier et al, 2008). Su resistencia a P. capsici, se ha asociado con la
respuesta hipersensitiva (Fernandez-Pavia, 1997; Villar-Luna et al, 2009) y la produccién de
diferentes metabolitos cuya sintesis se dispara como consecuencia de la interaccién con el patégeno
(Fernandez-Pavia, 1997; Candela et al, 2000; Godinez-Vidal et al, 2008; Lépez-Martinez et al,
2010). La fitoalexina sesquiterpénica capsidiol, uno de los compuestos asociados con la resistencia
de CM-334 al oomiceto, se acumula en concentraciones téxicas en interacciones incompatibles chile-
P. capsici, mientras que su acumulacién en interacciones compatibles es menor (Candela et al., 2000;
Villar-Luna et al., 2009). La respuesta de hipersensibilidad invariablemente es acompafiada por la
acumulacién de la fitoalexina (Ward, 1976; Egea et al., 1996); por ejemplo en los genotipos de chile
Americano y Smith-5 resistentes a P. capsici, el capsidiol se acumulé en las zonas necréticas

hipersensitivas de los tallos luego de la inoculacién con el oomiceto (Egea et al., 1996).

Se tiene evidencia de que a pesar de la alta resistencia a P. capsici mostrada por el material
CM-334, las plantas mostraron susceptibilidad al oomiceto cuando fueron previamente infectadas
por el nematodo falso agallador Nacobbus aberrans (Thorne, 1935) Thorne & Allen, 1944 (Vargas et
al.,, 1996; Trujillo-Viramontes et al., 2005). Se ha considerado que el rompimiento de resistencia se
debe a los cambios metabdlicos inducidos por el nematodo en la planta resistente al oomiceto, como
incrementos en la cantidad de reguladores de crecimiento, proteinas, dcido aspdartico, aminodacidos y
acidos nucleicos, entre otros (Herndndez et al, 1992; Williamson y Hussey, 1996; Vargas, 1998).
Asimismo, se han observado alteraciones en la actividad de enzimas importantes en diferentes rutas
metabodlicas como la ruta del acido shikimico, la de los fenilpropanoides y la mevaldnica (Favery et

al.,, 1998, Davis et al., 2000, Godinez-Vidal et al., 2008).

N. aberrans, al igual que otros nematodos que inducen en su hospedante la formacién de
sitios especializados de alimentacion, provoca modificaciones morfolégicas (Manzanilla-Lépez et al.,
2002), celulares (Castillo y Marban-Méndoza, 1984) y moleculares (Godinez-Vidal et al., 2009) en

las raices de las plantas hospedantes. Estas modificaciones se manifiestan a nivel local y sistémico,
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dando lugar a cambios en el patrén de expresién de genes y por tanto en el metabolismo normal de
la planta infectada (Oka et al, 1997). La reprogramaciéon de la expresiéon génica por nematodos
fitopatégenos es un area poco estudiada; no obstante, se sabe que en la interacciéon de Arabidopsis
thaliana-H. schachtii se modifica la expresion de 24 genes en las células destinadas a la formaciéon de
la estructura de alimentacion (Hermsmeier et al, 2000). De igual manera en la interaccién A
thaliana-M. incognita, 3373 genes muestran una expresion diferencial durante el desarrollo del sitio
de alimentacion (Jammes et al., 2005). En las interacciones compatibles A. thaliana-M. incognita y A.
thaliana-H. schachtii, Goddijn et al. (1993) observ6 que la infeccién por el nematodo resulté en una
represion de los genes PAL que codifican para la sintesis de PAL (fenilalanina amonio-liasa), enzima
importante en la ruta de los fenilpropanoides y a través de la cual se sintetizan distintos metabolitos
secundarios como los compuestos fendlicos y las fitoalexinas, importantes en los mecanismos de
defensa de las plantas (Salisbury y Ross, 1996). En contraste, Cramer et al. (1993) reportaron que M.
incognita estimulé la expresion de los genes Hmg en A. thaliana. Los genes Hmg, pertenecientes a
una familia multigénica, codifican para la sintesis de HMGCoA-r (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
reductasa) la cual es el punto de regulacién de la biosintesis de esteroles y fitoalexinas de la ruta
mevalénica (MEV) en plantas, y se expresa diferencialmente después del ataque por patégenos
(Sun-Hwa et al., 2003). A través de la ruta mevaldnica se sintetizan fitoalexinas sesquiterpénicas
como el capsidiol, el cual tiene un efecto toxico sobre juveniles del segundo estadio (Jz) de N.
aberrans (Godinez-Vidal et al., 2010; Ver pag. 44). También, por esta ruta se sintetizan los esteroles,
metabolitos esenciales para la fisiologia y mantenimiento celular y por tanto necesarios para el
crecimiento y desarrollo del nematodo (Chitwood y Lusby, 1991; Jain et al, 2000) en virtud de que
ellos son incapaces de sintetizarlos. Esto sugiere que la regulacién de la ruta MEV por el nematodo,
podria ser un prerrequisito para su establecimiento en el hospedante, por un lado reprimiendo la

sintesis de capsidiol y por otro favoreciendo la sintesis de esteroles.

Las isoformas de HMGCoA-r codificadas por una familia multigénica se han asociado con la
sintesis de ciertos metabolitos. Asi por ejemplo, Hmg1 ha sido asociada con la sintesis de esteroles
(Ohyama et al., 2007), Hmg2 con la sintesis de fitoalexinas (Choi et al, 1992) y Hmg3 con el
crecimiento y desarrollo de frutos de chile (Sun-Hwa et al., 2003). Asimismo, aunque el primer
punto de la regulacién de la ruta MEV es asociado con la HMGCoA-r, se considera que FPPS (farnesil
difosfato sintasa; Masferrer et al., 2002), SS (escualeno sintasa) y EAS (5-epi-aristoloqueno sintasa),
también desempefan un papel importante en la regulacién de las ramificaciones de la ruta; ademas

de generar los precursores para la sintesis de esteroles (Jarsfter et al, 2002) y fitoalexinas
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sesquiterpénicas (Takahashi et al,, 2005). E1 FPP (farnesil difosfato) es sustrato de la enzima SS y
también de EAS, por lo que se ha sugerido que la regulacién coordinada entre SS y EAS permite
canalizar el metabolismo de acuerdo con los requerimientos de la planta (Devarenne et al., 1998);
esto es, que el FPP se canalice hacia la producciéon de esteroles o de fitoalexinas. Al respecto, se ha
reportado que en respuesta a un patoégeno la actividad de SS se suprime, aumentando asi la
disponibilidad de FPP para la actividad de EAS y por ende ocurra la sintesis de fitolexinas

sesquiterpénicas (Zook y Kuc, 1991).

Por lo anterior y dado que existe un total desconocimiento de la influencia de N. aberrans en
la expresién de genes que son clave en la ruta de sintesis de los isoprenoides en sus hospedantes, el
objetivo del presente trabajo fue determinar la acumulacién de transcritos de los genes Hmg (Hmg1,
HmgZ2 y Hmg3), FPPS, SS y EAS, y la actividad enzimatica de HMGCoA-r y EAS en raices de chile CM-

334 infectadas y no infectadas por N. aberrans.

MATERIALES Y METODOS

Establecimiento de experimentos. Se realizaron tres experimentos en camaras de
crecimiento y uno bajo condiciones de invernadero. Se utilizaron plantas de chile (Capsicum annuum
L.) CM-334 resistentes a P. capsici con seis a ocho hojas verdaderas. En cAmaras de crecimiento se
establecieron 80 plantas, 40 fueron inoculadas con 2000 juveniles del segundo estadio (J.) de N.
aberrans y las 40 restantes constituyeron los testigos no inoculados. Los juveniles infectivos |, 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 ]2, se cuantificé 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 para cada tiempo, 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 otras 37 en suelo esterilizado (plantas testigo). Alos 0, 7, 14, 21y
28 dias después del transplante (ddt), se colectaron las raices de siete plantas para cada tiempo, se

congelaron y almacenaron.
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Infeccion por Nacobbus aberrans. De cada experimento se tomd una planta por cada
tiempo evaluado y las raices fueron tefiidas con fucsina acida (Hussey, 1987), para identificar los

estadios de desarrollo de N. aberransy cuantificar el nimero de nematodos por gramo de raiz.

Disefio y validacion de oligonucledtidos. Genes Hmg. Se disefiaron tres pares de
oligonucleétidos a partir de secuencias parciales de las isoformas 1, 2 y 3 de C. anhuum L. cv.
NocKwang, amablemente facilitadas por la Dra. Ha Sun-Hwa, del Instituto Nacional de Biotecnologia
Agricola de Corea del Sur (Anexo II). La identidad de cada una de las isoformas se determiné a partir
de su alineamiento con la secuencia de Hmg reportada para C. annuum (mRNA linear de 2402 pb,
No. acceso AF110383). Para Hmg1, se encontré identidad del 85% en una regién de 51 nucleétidos
de un total de 60. Para HmgZ se encontraron dos regiones de homologia, una de 322 y otra de 129
nucledtidos, ambas con el 100% de identidad. Para Hmg3, se encontré identidad del 86% en una
region de 296 nucle6tidos de un total de 341. Considerando la correspondencia de las tres
isoformas de los genes Hmg con la secuencia de Hmg de chile, se seleccionaron las secuencias como
posibles oligonucle6tidos para cada isoforma (Cuadro 1y 2) (Anexo II). Para Hmg1 se seleccioné un
oligonucleétido de 26 pb para la regién 5 (Hmg1-5) y otro de 28 pb para la regiéon 3’ (Hmg1-3)
correspondientes al extremo 3’-UTR, con una temperatura éptima de alineamiento (Tm) de 63°C.
Los oligonucleétidos de Hmg2 y Hmg3 tuvieron una longitud de 20 y 21 pb, y una Tm de 55 y 59°C,
respectivamente. La regiéon tomada para el disefio de oligonucleétidos de HmgZ2 correspondié al

extremo 3’-UTR, y la regioén correspondiente al ex6n 4, zona interna del gen, para Hmg3 (Fig. 1).
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Cuadro 1. Caracteristicas de los oligonucleétidos para Hmg1, Hmg2 y Hmg3.

Oligo Secuencia Pb GC% Harp A Hom A Hete A Tm** Tm***
Hmg1-5 TA CAATAG ATC AAG CAA AGA TGT TAC 26 30.8 1.0 -4.62 -5.0 68 63
Hmg1-3 TTT CCA AGA AGT GAT ATCATATAATAAA 28 21.4 0.75 -10.97 -5.0 68 63
Hmg2-5 AA GAT GTC ACC AAG GCA TCC 20 50 -0.69 -5.0 -5-5 60 55
Hmg2-3 CTT GTCTCT ACCCTCTTCTC 20 50 1.52 -1.34 -5.5 60 55
Hmg3-5 GAG GAG GTG GTG AAG AAA GTG 21 52.4 3.69 - -6.24 64 59
Hmg3-3 ACA GTCTCCATC ATA GTG ATG CA 21 43.5 -0.1 -7.05 -6.24 64 59

GC%= % de Guanina-Citocina, A= Delta G para la formacién de harpings (Harp.), homodimeros (Hom.) y heterodimeros (Hete.).

Condiciones calculadas para: oligo [0.25 uM], Na+ [50 mM] y DNA [0.5uM]. Tm*= Temperatura de alineamiento (Tm) dada por el

programa Oligo Analizer. (condiciones calculadas para: oligo [0.25 pM], Na+ [50 mM] y DNA [0.5pM].). Tm**= Tm obtenida mediante la
formula 2(A+T) + 4(G+C).

Hmg1

Hmg2

Hmg3

Ex6n 4 3’-UTR

5> <3

169 pb
I

Ex6n 4 3’-UTR

5> <3

187 pb
I
Ex6n 4 3’-UTR
5> <3
212 pb

Fig. 1. Representacion esquematica de la localizacion de los oligonucleétidos Hmg1, Hmg2 y Hmg3.
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Genes farnesilpirofosfato sintasa (FFPS). Los oligonucledtidos para estos genes se
disefiaron con base en la secuencia de C. annuum (No. acceso X84695). Se realiz6 un alineamiento en
ClustalW a partir de las secuencias de aminoacidos correspondientes al mRNA de C. annuum,
Lycopersicon esculentum (AF048747), Nicotiana tabacum (U97330) y A. thaliana (AT5G47770.1). Se
identificaron las secuencias codificantes en C. annuum tomando como referencia su posicién en A.
thaliana. Se seleccioné el oligonucledtido 5’ en el exén 1 y el 3’ en el exén 6 (Fig. 2). Ambos
oligonucleétidos constaron de 25 pb y de una Tm de aproximadamente 65°C (Cuadro 2). Asimismo,
se realiz6 un alineamiento en Blast con cada uno de los oligonucleétidos, obteniéndose una
identidad del 100% con la farnesilpirofosfato sintasa de chile y un valor de 7e-10 para ambos
oligonucleétidos. El tamafio del fragmento de PCR se determiné mediante el programa iPCR'

obteniéndose un producto de 499 pb.

Genes escualeno sintasa (S8S). Se disefié un par de oligonucleétidos a partir del cDNA de
CASS (C. annuum, No. acceso F124842) con un marco de lectura de 1,233 pb (411 aa). El oligo 5’ con
24 pb tuvo un 46% de G-C y el oligo 3’ con 25 pb un 52%; ambos con una Tm de 60°C. Las
secuencias seleccionadas como posibles oligonucle6tidos se denominaron como SS1-5 y SS1-3 y
abarcaron el cod6n de inicio de la traduccién (ATG) y una regién conservada en Solaniceas,
respectivamente; asimismo, poseen un alto por ciento de identidad con los genes SS de N. tabacum

(91%), N. bentamiana (87%) y A. thaliana (74%) (Fig. 3).

Cuadro 2. Caracteristicas de los oligonucleétidos para FPPS.

Oligo Secuencia Pb GC% AHarp | AHom | AHete | A+T G+C Tm* | Tm**
FFP5 5 AATGGGTCGATAAGATGTTGGAGTA 3" | 25 40 0.00 -6.76 -1.95 15 10 67 70
FPP3 5 GGGAGGTAAAATGAATAATAAGCAG 3’ 25 36 -7.6 -3.14 -3.14 16 9 62 68

GC%= % de Guanina-Citocina, A= Delta G para la formacién de harpings (Harp.), homodimeros (Hom.) y heterodimeros (Hete.). Tm*=
Temperatura de alineamiento (Tm) dada por el programa Oligo Analizer. (condiciones calculadas para: oligo [0.25 pM], Na+ [50 mM] y

DNA [0.5pM].). Tm**= Tm obtenida mediante la férmula 2(A+T) + 4(G+C).

"http://www.ch.embnet.org/software/iPCR_form.html
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Fig. 2. Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de farnesilpirofosfato sintasa de C. annuum, L.
esculentum, N. tabacum y A. thaliana. Los asteriscos debajo de las secuencias de aminoacidos indican zonas
consenso y regiones altamente conservadas. Las flechas indican el inicio y termino del ex6n 1 (A) y del ex6n 6
(B). Las lineas negras representan el segmento tomado para el disefio de los oligonucleétidos.
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§S1-5

€. annuum MGTLRAILEN PDDLYPLIKL KLAARHA--- --ERQIPPEP EWGFCYLMLQ KVSRSFALVI S5
N. tabacum MOTLRAILKN PDDLYPLIKL ELAARHA --ERQIPPEP EWGFCYLMLQ KVSRSFALVI S5
N. benthamiana MGSLRAILKN PEDLYPLVKL ELAARHA --ERQIPPSP NWGFCYSMLH KVSRSFALVI S5
A. thaliana MGSLGTMLRY PDDIYPLLEM KRAIEKA--- --EKQIPPEP EWGFCYSMLH KVSRSFSLVI S5
Rat MRPVEC-LGH PREFYNLLRF BMGGRENFIP KMDRNSLSNS LEKT-CYEYLD QTSRSFAAVI S8
Consensus MG.L...L.. Poo.¥.L.uo Kuvvasamm= ==uuueeues 222.C¥..L. ..SRSFA.VI 60
€. annuum QOLPVELEDA VCIFYLVLRA LDTVEDDTSI PTDVEVPILI SPHQHIYDRE WHF- -SCGTE 113
N. tabacum QOLPVELRDA VCIFYLVLRA LDTVEDDTSI PTDVEVPILI SFHQHIYDRE WHF--SCGTE 113
N. benthamiana QOLPVELRDA VCIFYLVLRA LDTVEDDTSI PTDVEVPILI SFHQHVYDRE WHF--SCGTK 113
A. thaliana QOLNTELRNA VCVFYLVLRA LDTVEDDTSI PTDEEVPILI AFHRHIYDTD WHY--SCGTE 113
Rat OQALDGDIRHA VCVFYLILRA MDTVEDDMAI SVEKKIPLLR NFETFLYEPE WRF--TESKE 116
Consensus Q.L..ELR.A VC.PSLVLRA LDTVEDD.SI ....K.P.L. .FH...Y... W.F-—..... 120
I IT
€. annuum BYEVLMDOFH HVSTAFLELG ENYQQATEDI TMEMGAGMAK FI-- - - - CK RVETTDDYDR 167
N. tabacum EYKVLMDQFH HVSTAFLELG ENYQOAIEDI TMRMGAGMAE FI------ CK EVETTDDYDE 167
N. benthamiana EYKVLMDQFH HVSTAFLELR EHYQOATIEDI TMRMGAGMAE FI-- - -—- CE EVETTDDYDE 167
A. thaliana EYKILMDQFH HVSAAFLELE KGYQEATEEI TRRMGAGMAE FI-- - ——- CQ EVETVDDYDE 167
Rat KHRVVLEDFFP TISLEFRNLA EKYQTVIADI CHRMGCGMAE FL------ FE DVTSKQDWDE 170
Consensus  .....a-- F. ..S..F.EL. ..Y0..I..I T..MG.GMA. PI-————- .. .V.T..DYD. 180
C. annuum YCHYVAGLVG LGLSKLFHAS GKED-LASD- -SLSNSMGLF LOKTNIIRDY LEDINEVPEC 224
N. tabacum YCHYVAGLVG LGLSKLFHAS GKED-LASD- -SLENSMGLF LOKTNIIRDY LEDINEVPEC 224
N. benthamiana YCHYVAGLVG LGLSKLFHAS EKED-LASD- -SLSNSMGLF LOKTNIIRDY LEDINEVPEC 224
A. thaliana YCHYVAGLVG LOLSKLPLAA GSEV-LTPDW EATSNSMOGLF LOKTNIIRDY LEDINEIPKS 226
Rat YCHYVAGLVG IGLSRLFSAS EFEDPIVGED TECANSMGLF LOKTNIIRDY LEDQQEG--- 227
Consensus YCHYVAGLVG .GLS.LE.A. ..E.-..... ....NSMOLF LOKTNIIRDY LED. ...... 240
IIT v
C. annuum RMFWPREIWS KYVNKLEELE YRENSVEAVQ CLNDMVTNAL SHVEDCLIYM SNLEDPAIFR 284
N. tabacum RMFWPREIWS KYVNKLEELEK YEENSVEAVQ CLNDMVTNAL SHVEDCLIYM SNLRDPAIFR 284
N. benthamiana RMFWPREIWS KYVNKLEELK YEDNSAKAVQ CLNDMVTNAL PHVEDCLTYM SALRDPSIFR 284
A. thaliana RMFWPREIWG KYADKLEDLE YEENTNKSVQ CLNEMVTNAL MHIEDCLEKYM VSLRDPSIFR 286
Rat ROFWPQEVWG KYVEKLEDFY KPENVDVAVE CLNELITNAL QHIPDVITYL SRLRENQSVFN 287
Consensus R-FWP-EIWG KY--KLE--- —-EN----V- CLN--VTNAL -H-_D_L-Y- --LR----F- 300
C. annuum FCAIPQVMAI GTLAMCYDNI EVFRGVVEMR RCLTAKA]DR TRTMAD[YGA FFDFSCMIES| 344
N. tabacum FCAIPQVMAT GTLAMCYDNI EVFRGVVEMR RGLTAKAIDR TRTMADVYGA FFDFSCMLES 344
N. benthamiana FCAIPQVMAI GTLAMCYDNI EVFRGVVEMR RGLTAKVIDR TRTIADVYGA FFDFSCMLKS 344
A. thaliana FCAIPQIMAT GTLALCYNNE QVFRGVVELR RGLTAKVIDR TKTMADVYGA FYDFSCMLKT 346
Rat FCATPQVMAT ATLAACYNNH QVFKGVVEIR KGQAVTLMMD ATNMPAVEAI IYQYTEEIYH 347
Consensus FCAIPQVMAL .TLA.CY.N. .VF.GVVVK. RG...ceve: Towewo¥ors Fuuvenruans 360
v
C. annuum [Eezzsp}rzr vi------ FI ILAIILAHLS GNRS S$S1-3 411
N. tabacum BPTYSPVLIF VI------ FI ILAIILAHLS GNRS 411
N. benthamiana EPNYSPVLIV VI------ FI ILAITLAQLS GNRS 411
A. thaliana QPN- -SVFII MV------ VI LLAIVFAYLR AN-- 410
Rat SPITLSFIML LAALSWQYLS TLSQVTEDYV QREH 416
Consensus aPuicsnans aummme=a sa aliecacacas suse 454
vI

Fig. 3. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de CASS con los genes SS de N. tabacum (U59683), N.
benthamiana (U46000), A. thaliana (U79159) y rata (M95591). Los niimeros romanos indican las regiones

conservadas de acuerdo con Robinson et al. (1993). La caja morada corresponde al oligo 3’ de los oligos SS.
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Extraccion de RNA y PCR. La extracciéon de RNA total de raiz para cada experimento y
tiempo establecido, se realizé de acuerdo con Longeman et al. (1987). Cuatro pg de RNA fueron
digeridos con DNAsa (Invitrogene®) para eliminar el DNA gendmico; la reaccion se incub6 por 15
min a temperatura ambiente y se detuvo con 4 pL de EDTA 25 mM. La sintesis del cDNA para los
genes Hmyg, se realiz6 empleando 2 pmoles del oligonucleétido 3’ de Hmg1, Hmg2 y Hmg3 y 2 ug de
RNA total. Las condiciones de PCR fueron 30 ciclos a 94°C por 15 seg, 60°C por 15 segy 72°C por 30
seg. Como gen constitutivo se utilizé actina. La integridad y concentracién de los productos de PCR,

se determind en geles de agarosa al 1%, empleando como marcador de peso molecular a APstl.

La sintesis del cDNA para FPPS, SS y EAS se realizé6 empleando oligo dt y 2 ug de RNA total;
las condiciones de PCR fueron 35 ciclos a 94°C por 15 seg, 60°C por 15 segy 72°C por 1 min. Para S5,
se realiz6 otro PCR bajo las mismas condiciones empleando los oligonucle6tidos SSE disefiados por
la Dra. Ma. Esther Rivas, los cuales generan un fragmento de 200 pb a partir de cDNA. Para
determinar el nimero de fragmentos obtenidos utilizando los oligonucle6tidos SS1 y los SSE, se
empled como templados DNA genémico y cDNA. La extraccién de DNA gendmico se realiz6 por el
método de CTAB de acuerdo con Ahrens y Seemiller (1992). La integridad y concentracién de los
productos de PCR, se visualiz6 y determiné en geles de agarosa al 1%, empleando como marcador
de peso molecular a APstl. Los fragmentos de PCR obtenidos se purificaron del gel mediante la

técnica propuesta por Glenn y Glenn (1994).

A partir de cDNA se obtuvo un fragmento de 991 pb con los oligos SS1-SS3 (Anexo II), y de
200 pb con los oligos SSE. La combinacién del oligo 5’ de SS1 y el oligo 3’ de SS gener6 un fragmento
de 1167 pb, mismo que abarcé casi el 100% de la regién codificante de los genes SS en chile. Para
corroborar la localizacién de los oligos SS se amplificé un fragmento de 800 pb, a partir de DNA
gendmico de A. thaliana, el cual abarcé los exones 10, 12 y 13 de acuerdo con su ortélogo (No.
acceso NM119630) (Fig. 4). Para los genes 5-epiaristoloqueno sintasa (EAS), se realizé un PCR bajo
las condiciones descritas anteriormente utilizando los oligonucleétidos EAS disefiados por la Dra.

Ma. Esther Rivas, los cuales también generan un fragmento de 200 pb a partir de cDNA.
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Fig. 4. Generacion de sondas homologas para los genes SS. DNA genémico de A. thaliana donde se observa la
localizacién de los oligonucledtidos SS abarcando dos intrones. La caja negra corresponde al oligonucleétido 5’
en el exdn 10 y la caja punteada al oligonucledtido 3’ en el exdn 12 y 13, regiéon que abarca aproximadamente

800 pb.

Andlisis tipo Southern-blot para los genes SS. Dado que se tiene el antecedente de que en
el genoma de C. annuum L. cv. Subicho los genes SS son codificados por una familia multigénica y
que existen dos o mds copias del gen que son inducibles por dafio y por patégenos (Lee et al., 2002);
se consider6 conveniente determinar si en CM-334 también existe mas de una copia del gen SS. La
extracciéon de DNA gendémico se realiz6 a partir de raices de plantas testigo por el método de CTAB
de acuerdo con Ahrens y Seemiller (1992). 10 ug de DNA se digirieron con las enzimas de
restriccién Baml, EcoRl, EcoRV y HindIll a 37°C toda la noche. La digestién se separé en geles de
agarosa al 0.7%, los cuales se trataron con amortiguador de depurinacién, desnaturalizaciéon y
neutralizacién de acuerdo con Sambrook et al (1989). El DNA de los geles se transfirié por
capilaridad a membranas de nylon Hybond N+ (Amersham Life Science®) mediante la solucion
salina SSC 20x. Después de 16 h se verificé la transferencia del DNA tifiendo los geles en una
solucién con bromuro de etidio y observidndolos bajo luz UV en un fotodocumentador (Gel Doc
2000, Bio-Rad). El DNA se fijo a la membrana con NaOH [0.05M] por 5 min y se lavé dos veces con
SSC 3x por 1 min. Las membranas se incubaron por 4 h a 65°C en amortiguador de hibridacién
(amortiguador de fosfatos 1M pH 7.2, SDS 20% y EDTA 0.5 M) antes de adicionar la sonda marcada
radiactivamente con 32P (M-DNA-LS Amersham Life Science). Como sonda se emple6 el producto de
PCR purificado de 1167 pb. Las membranas se hibridaron a 65°C por 16 h y posteriormente se

lavaron con SSC 3x y SDS 0.5% a 55°C para remover la marca no incorporada y la sonda que no
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hibridé. Las membranas se expusieron a peliculas X OMAT (Kodak-sensibility maximum) a -70°C, el

tiempo necesario para detectar la sefial.

Actividad enzimatica de HMGCoA-r y EAS. Para HMGCoA-r se realizé la extraccion de
proteinas a partir de raices de chile CM-334 de los experimentos en camaras de crecimiento e
invernadero, y de tubérculo de papa como control positivo. La albiimina de bovino fracciéon V (BSA)
constituyé el control negativo. La extraccién se realizé de acuerdo con la metodologia propuesta por
Stermer y Bostock (1987), con algunas modificaciones. A 0.3 g de tejido se le agregaron 0.5 mL de
amortiguador de extraccién frio (amortiguador de fosfatos de potasio pH 7.2 [0.2 M], sorbitol [0.35
M], MgCl; [5 mM], Na;EDTA [10 mM], 2-B-mercaptoetanol [20 mM] y PVP 5%), y 5 ug/mL de
inhibidores de proteasas (SIGMA) (Bianchini et al, 1996). La concentraciéon de proteina se
determiné por el método de Bradford (1976), utilizando BSA como estdndar. La cuantificacién de la
actividad enzimatica se determiné siguiendo la técnica de Brooker y Russell (1975), con algunas
modificaciones. Se utilizd una solucion amortiguadora de fosfatos de potasio pH 7.2 [90 uM]; DTT
[10 wmol]; D-HMGCoA [0.15 umol] y NADPH [0.3 umol]; la reaccién inici6 cuando se agregé 1 ug de
proteina total a 30°C. La velocidad de oxidacion del NADPH se estim6 20 minutos después de
iniciada la reaccién, a partir del cambio de absorbancia a 340 nm en un espectrofotémetro
(Beckman DU-600) (Takahashi et al., 1999).

Para la extraccién de proteinas y la cuantificacién de la actividad enzimatica de EAS, se
empled la metodologia propuesta por Vogeli et al (1990) modificada por Chavez-Moctezuma y

Lozoya-Gloria (1996).

Anadlisis estadistico. Todos los experimentos se establecieron en un disefio completamente
al azar. Para la acumulacién de transcritos la comparacién entre tratamientos se realiz6 con base en
la acumulacién obtenida para cada uno de los genes analizados, se determiné la relacién gen de
interés/gen constitutivo, mediante el software Imagen] 1.43e. Se estimé el area de banda para cada
gen y los valores se normalizaron determinando el cociente del valor del area de banda y el valor de
banda del marcador de peso molecular mds cercana al fragmento amplificado. Para la acumulacién
de transcritos y la actividad enzimatica de HMGCoA-r y EAS, se realizaron los andlisis de varianza
(ANOVA) y la comparacién de tratamientos entre las raices testigo de CM-334 y las raices infectadas

por N. aberrans para cada uno de los tiempos evaluados, empleando la prueba de Tukey (a= 0.01).
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RESULTADOS

Interaccién de las plantas de chile CM-334 con N. aberrans. En las raices de plantas
infectadas por el nematodo se observaron sintomas de amarillamiento, achaparramiento, reducciéon
del sistema radical y agallas incipientes a los 21 dias posteriores de la inoculacién con N. aberrans
(Fig. 5). El mayor nimero de nematodos dentro de las raices fue de 253 y 273 alos 7 y 14 ddj,
respectivamente. A los 2 y 7 ddi, se encontr6 el mayor nimero de juveniles ], (138 y 246,
respectivamente). A los 14 y 21 ddi el numero de J; disminuyé (110 y 9, respectivamente), mientras
que el nimero de nematodos del tercer (J3) y cuarto estadios (J4), se incremento a 156 y 98,

respectivamente. A los 21 ddi también se observ6 la presencia de hembras jévenes (Fig. 7A).

En las plantas que se transplantaron en suelo naturalmente infestado con N. aberrans se
observé la presencia de agallas a los 14 ddt, y a los 21 y 28 dias las plantas infectadas presentaron
sintomas de amarillamiento, achaparramiento y reduccién del sistema radical (Fig. 6). Alos 7 y 21
ddt se encontré el mayor nimero de nematodos en la raiz (291 y 287, respectivamente). A los 7 ddt
se encontrd el mayor ndmero de Js3-Js+ (83) y de hembras jovenes (208). A los 14, 21 y 28 ddt,
predomind el estadio de hembras adultas, seguido de hembras jévenes, J3-J4, masas de huevos y ], de

la siguiente generacion (Fig. 7B).
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Fig. 5. Plantas de chile CM-334 infectadas por N. aberrans. Plantas con 6 a 8 hojas verdaderas inoculadas con

2000 J, del nematodo, establecidas en cAmaras de crecimiento (A). Plantas infectadas a los 21 ddi presentando
sintomas de amarillamiento (B) y achaparramiento (C), reduccién de la masa radical (D) y ligeros

hinchamientos en las raices (E).

64



Fig. 6. Plantas de chile CM-334 infectadas por N. aberrans. Plantas con 6 a 8 hojas verdaderas que fueron

transplantadas a suelo naturalmente infestado con el nematodo (A). Raices de plantas infectadas, 14 dias
después del transplante (ddt) a suelo infestado con N. aberrans (B). Plantas infectadas a los 21 ddt
presentando sintomas de achaparramiento y reduccién de la masa radical (C). Plantas infectadas a los 28 ddt

con sintomas de amarillamiento, achaparramiento y reduccién de la masa radical (D).
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Fig. 7. Estadios de desarrollo de Nacobbus aberrans en raices infectadas de chile CM-334. (A) Estadios del

nematodo en raices inoculadas con 2000 J; y mantenidas en camaras de crecimiento. (B) Estadios del
nematodo en raices infectadas de plantas transplantadas a suelo naturalmente infestado por N. aberrans 'y
mantenidas bajo condiciones de invernadero. J,= Juveniles del segundo estadio, J3-Js= Juveniles del tercer y

cuarto estadio, Hi= Hembra inmadura, Ha= Hembras adultas, Mh= Masas de huevecillos.
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Acumulacién de transcritos de los genes Hmg1, Hmg2, Hmg3, FPPS, SS y EAS. A los 2
dias posteriores a la inoculacion del nematodo la acumulacién de transcritos de Hmg1 en raices de
chile CM-334 infectadas por N. aberrans fue menor que HmgZ2; la acumulacién de Hmgl se
increment6 con el curso del tiempo, mientras que los transcritos de HmgZ2 disminuyeron (Fig. 8A).
La mayor diferencia en la acumulacién de ambas isoformas se observé a los 21 ddi, tiempo en que
los transcritos de Hmg1 fueron mayores que los de HmgZ en comparacién con las plantas testigo.
Los resultados obtenidos fueron similares tanto en los tres experimentos realizados en camaras de

crecimiento como en el de invernadero.

La mayor acumulacién de los transcritos de FPPS se observ6 a los 21 ddi y ddt en
comparacion con las plantas testigo; mientras que no se observaron diferencias en la acumulacién
de Hmg3 y SS en las raices infectadas por el nematodo comparadas con la de las plantas testigo,
tanto en los experimentos en camaras de crecimiento como en invernadero (Fig. 8). En las raices
infectadas por N. aberrans provenientes de los experimentos en cdmara de crecimiento, los
transcritos de EAS se incrementaron a los 7, 14 y 21 ddi en comparacion con las plantas testigo;

mientras que en invernadero EAS se increment6 a los 14 y 28 ddt.

Los resultados de la acumulacién de transcritos obtenidos mediante el software Imagen]
1.43e. y los andlisis de varianza, indicaron que la acumulacién de los transcritos de Hmg1l fue
significativamente mayor (Tukey, o= 0.01) que HmgZ2 a los 2 ddi; y que la acumulacién incrementé
con el paso del tiempo; en contraste, los transcritos de HmgZ2 fueron disminuyendo. La mayor
diferencia en la acumulacién de transcritos entre las dos isoformas se observé a los 21 ddi, tiempo
en que los transcritos de Hmg1 fueron significativamente mayores (Tukey, a= 0.01) que los de
HmgZ2 en comparacion con las plantas testigo. En este tiempo de evaluacioén, los transcritos de FPPS
presentaron un incremento significativamente mayor (Tukey, a= 0.01) en comparacién con las
plantas testigo, mientras que no se observaron diferencias significativas en la acumulacién de Hmg3
y SS. Asimismo, la acumulacidén de transcritos de EAS fue significativamente mayor (Tukey, o= 0.01)

alos 21 ddi en comparaci6n con las plantas testigo (Fig. 9).
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Fig. 8. Acumulacion de transcritos de los genes Hmgl, Hmg2, Hmg3, FPPS, SS y EAS en raices de plantas CM-
334 infectadas por N. aberrans, de experimentos realizados en cimaras de crecimiento (A) y en invernadero
(B). Las amplificaciones se realizaron a partir de tres cDNAs generados independientemente. T= Raices de

plantas testigo y N= Raices de plantas infectadas con N. aberrans.
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Fig. 9. Comparacion de la acumulacién de transcritos con los datos normalizados de los genes Hmgl, Hmg2,
Hmg3, FPPS, SS'y EAS en raices de chile CM-334 infectadas por N. aberrans. Letras distintas indican diferencias
significativas entre los tratamientos de las raices testigo de CM-334 y las raices infectadas por N. aberrans,
para cada uno de los tiempos evaluados Tukey (a= 0.01). Las lineas en cada barra corresponden a la

desviacién estandar. T= Raices de plantas testigo y N= Raices de plantas infectadas con N. aberrans.



Numero de copias de SS. Mediante Southern blot se detectaron mas de dos sefiales de
hibridaciéon para cada una de las enzimas de restriccion empleadas para la digestion del DNA
gendmico del chile CM-334 (Fig. 10). Se observaron cuatro sefiales de hibridacién para EcoR], tres
para EcoRV y tres para HindlIIl. Con base en el mapa de restricciéon reportado por Jung-Hoon et al.
(2002) para el cDNA de CASS, los resultados obtenidos en el Southern blot indican que posiblemente

existen mas de dos copias de los genes SS en el genoma del chile CM-334.

507
283

2.55

1.98
L70

Fig. 10. Analisis tipo Southern blot para determinar el nimero de copias de los genes SS en el genoma del
chile CM-334. A) Diez pg de DNA genémico fueron digeridos con las enzimas de restriccion EcoRI (1), EcoRV
(2)y Hindlll (3) y separados en geles de agarosa al 0.7%. La sonda empleada de 1167 pb correspondié6 a la
region interna del fragmento del cDNA de CASS. B) Senal de hibridacion a los 4 dias de exposicion a -70°C.
Considerando el fondo observado en el filme se realizé un lavado con SSC 3x-0.5% SDS a 55°C y se expuso

nuevamente a -70°C. C) Sefial de hibridacion a los 7 dias de exposicién. Marcador molecular APstI en kb.
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Actividad enzimatica de HMGCoA-r y EAS. En las raices infectadas por N. aberrans hubo
generalmente un incremento significativo (Tukey, a= 0.01) en la actividad de HMGCoA-r en
comparacion con la de las raices de plantas testigo, tanto en los experimentos en camaras de
crecimiento como en invernadero. En cdAmaras de crecimiento, el mayor incremento se observé a los
14y 21 ddi (Fig. 11A); mientras que en invernadero el mayor incremento de la actividad se observéd

alos21y28ddt (Fig. 11B).

En general en raices infectadas por N. aberrans se detectaron incrementos significativos en la
actividad de EAS (Fig. 12), la mayor actividad de la enzima, tanto en las raices de plantas de los
experimentos en cadmaras de crecimiento como en las de invernadero se registré de los 14 a los 21

dias posteriores a la exposicién de las plantas al nematodo (Tukey, a= 0.01).
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Fig. 11. Actividad enzimatica de HMGCoA-r en raices de chile infectadas por N. aberrans. Experimentos en
camaras de crecimiento (A) y en invernadero (B). Los asteriscos indican diferencias significativas entre los
tratamientos de raices testigo de CM-334 y las raices infectadas por el nematodo, para cada tiempo (Tukey, a=
0.01). Los datos de cada punto muestran el promedio de tres ensayos independientes de actividad realizados
por triplicado. En los ensayos de actividad de los tres experimentos establecidos en cdmaras de crecimiento,

se obtuvieron resultados similares. ddi= dias después de la inoculacién, ddt= dias después del transplante.
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Fig. 12. Actividad enzimatica de EAS en raices de chile CM-334 infectadas por N. aberrans. Experimentos en
camaras de crecimiento (A) y en invernadero (B). Los asteriscos indican diferencias significativas entre los
tratamientos de raices testigo de CM-334 y las raices infectadas por el nematodo, para cada tiempo (Tukey, a=
0.01). Los datos de cada punto muestran el promedio de tres ensayos independientes de actividad realizados
por triplicado. En los ensayos de actividad de los tres experimentos establecidos en cdmaras de crecimiento,

se obtuvieron resultados similares. ddi= dias después de la inoculacién, ddt= dias después del transplante.

DISCUSION

De los genes que codifican para la HMGCoA-r en chile, se han reconocido al menos tres
subfamilias y se ha demostrado su regulaciéon diferencial a nivel transcripcional y
postranscripcional luego del ataque por patégenos (Crane y Korth, 2002; Sun-Hwa et al., 2003). La
acumulacién de transcritos de Hmg1l y HmgZ2 obtenida en la interaccién compatible chile CM-334-N.
aberrans, indica que también este nematodo modifica el patrén de expresion de los genes Hmg en
las células infectadas. La mayor acumulacién de transcritos de Hmg1, asociado con la sintesis de
esteroles (Ohyama et al, 2007), y la disminucién en la acumulacién de Hmg2 (asociados con la
sintesis de capsidiol) a los 21 posteriores a la inoculacién de las plantas CM-334 con N. aberrans,
sugieren la existencia de una posible regulaciéon coordinada de las isoformas de Hmg en beneficio
del nematodo. La acumulacién de Hmgl podria estar implicada en la sintesis de los esteroles
necesarios para el desarrollo de N. aberrans, mientras que la menor acumulacién de los transcritos
de HmgZ2 estaria asociada con una reduccion en la sintesis de capsidiol, ambas acciones podrian
proveer de condiciones favorables para el establecimiento del nematodo. Con frecuencia se ha
consignado que los transcritos de HmgZ2 se acumulan en respuesta a la infeccion por patégenos; por
ejemplo, en Solanum lycopersicon la infeccién por M. incognita o M . hapla indujo la expresién de

Hmg2 (Cramer et al., 1993). En C. annuum cv. NocKwang también se observo la induccién de los
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genes HmgZ2 una hora después de la inoculacién con P. capsici (Sun-Hwa et al., 2003). La expresion
diferencial de las isoformas Hmg1, Hmg2 y Hmg3 de S. tuberosum se observo en discos de tubérculos
inoculados con razas incompatibles de P. infestans o tratados con acido araquiddénico; mientras que
HmgZ2 y Hmg3 fueron fuertemente inducidas después de los tratamientos, Hmg1 fue suprimida en la

misma magnitud (Choi et al., 1992).

El incremento en la actividad de HMGCoA-r observado en raices infectadas por N. aberrans,
podria estar asociado con el incremento de los transcritos de Hmg1 obtenido en el presente estudio.
En plantas la actividad de HMGCoA-r es regulada a nivel de transcripciéon y traduccion de los genes
Hmg, mediante la degradacién de la enzima pre-existente y por la modulacién de su actividad
(Panda y Amutha, 2004). A nivel de transcripcién, se ha reportado que altos niveles en la expresion
de los genes Hmg inducen la sintesis de la HMGCoA-r; mientras que bajos niveles de expresion
inhiben su sintesis (Stermer et al., 1994; Ohyama et al., 2007). Estos cambios en la expresién de los
genes Hmg que en consecuencia regulan la sintesis de la enzima, también se reflejan en la
acumulacién de los diferentes isoprenoides de la ruta, desde las fitoalexinas sesquiterpénicas
(Stemer y Bostock, 1987) hasta compuestos mas complejos como los esteroles triterpénicos (Crane
y Korth, 2002). Asi, es posible que en la interaccién chile CM-334-N. aberrans, exista también una

asociacion entre la expresion de los genes Hmg1 y la actividad de HMGCoA-r.

Asociaciones especificas entre las isoformas de un gen y las enzimas correspondientes para
la sintesis de un producto final en particular, en una determinada ruta, han sido denominadas como
“canalizaciones metabdlicas”, proceso que implica la canalizacién de sustratos comunes hacia una
enzima especifica (Stafford, 1974; Winkel, 2004). Estudios en un amplio rango de especies han
mostrado una coordinacién entre la expresion de genes y la sintesis de las enzimas
correspondientes, para la canalizacion de los intermediarios que daran lugar a la formacién de un
producto final especifico (Winkel, 2004). Por ejemplo, se ha descrito que en A. thaliana las
ramificaciones de la ruta de los fenilpropanoides estan organizadas como metabolones individuales
(Rasmussen y Dixon, 1999; Winkel, 2004). Tres formas distintas de la enzima 4CL (4-cumarato:CoA
ligasa), codificadas por tres diferentes isoformas del gen, se asocian fisicamente con un sustrato
especifico; de este modo cada enzima 4CL se asocia con una isoforma especifica de las enzimas PAL
y C4H (cinamato 4-hidroxilasa), que daran lugar a una clase particular de fenilpropanoides (Ehlting
et al., 1999; Winkel, 2004). En el caso particular de la ruta de sintesis de compuestos isoprenoides,

Leivar et al. (2005) mencionan que todas las especies de plantas hasta ahora estudiadas tienen
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varias isoformas de HMGCoA-r, que probablemente son criticas para encausar el flujo de
intermediarios de la ruta MEV hacia la produccién de compuestos isoprenoides especificos. Desde el
2001, Rupasinghe et al. (2001) indicaron que resultados obtenidos por varios investigadores dan
sustento a la hipotesis de que diferentes isoformas de HMGCoA-r, podrian estar involucradas en
rutas subcelulares separadas para producir isoprenoides finales especificos a través de
“metabolones”; esto es, arreglos izoenzimaticos que son regulados de manera independiente. Con
base en lo anterior, es posible sugerir que en la interaccién chile CM-334-N. aberrans exista una
asociacion entre la acumulaciéon de la isoforma Hmg1 y la actividad de HMGCoA-r para canalizar la

ruta hacia la sintesis de metabolitos especificos que son benéficos para el desarrollo del nematodo.

La acumulacién de Hmgl y la actividad de HMGCoA-r, podrian estar asociadas con la
acumulacién de transcritos de FPPS encontrada a los 21 ddi en las raices de chile CM-334 infectadas
por N. aberrans. En virtud de que el FPP (farnesilpirofosfato) es el sustrato que conduce a la sintesis
de una gran variedad de productos finales en la ruta MEV, se ha sugerido que incrementos en FPPS
deben ir acompafiados por incrementos en la actividad de HMGCoA-r para prevenir efectos
deletéreos en el crecimiento y desarrollo de la planta (Manzano et al., 2004). Asimismo, la expresién
constante de los transcritos de Hmg3 encontrada en las raices de chile CM-334 infectadas por el
nematodo, podria de igual modo asociarse con la acumulacién de FPPS. Es posible que la expresion
coordinada de estos tres genes junto con la actividad de HMGCoA-r, aseguren la disponibilidad
continua de intermediarios para la sintesis de FPP que daran lugar a la formacién de los diversos
isoprenoides necesarios para el mantenimiento celular de la planta y del nematodo. Con base en lo
anterior, no se descarta la posibilidad de que en la ruta MEV pueda existir una asociacién fisica
entre las enzimas HMGCoA-r y FPPS con otras enzimas de la ruta para constituir ese metabol6n

especifico que generara los isoprenoides requeridos.

La acumulacién de los genes Hmg1 y FPPS, y la actividad de HMGCoA-r, también podrian
estar relacionadas con la expresion constante de los genes SS encontrada en las raices de chile CM-
334 infectadas por N. aberrans. Los genes SS codifican para la escualeno sintasa, enzima clave en la
sintesis de esteroles que son esenciales para la fisiologia celular de todos los organismos
eucariéticos. La importancia de la expresion constitutiva de los genes SS en el metabolismo celular
fue demostrada por Devarenne et al. (2002), quienes al exponer cultivos celulares de tabaco a acido
araquidénico para disparar la acumulacién de fitoalexinas, encontraron que a pesar de que se

incremento6 la actividad de EAS no hubo un decremento en los niveles de transcritos de SS aun
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cuando la actividad de la enzima correspondiente se redujo. Se sabe que los nematodos fitoparasitos
son incapaces de realizar sintesis nueva de esteroles (Chitwood y Lusby, 1991), por lo que son
totalmente dependientes de los esteroles producidos por sus hospedantes para satisfacer sus
requerimientos nutricionales. Este hecho sugiere la posibilidad de que en las raices de chile CM-334
infectadas por N. aberrans, l1a expresion constante de los genes SS se lleva a cabo para asegurar un
suplemento adecuado de esteroles tanto para la planta como para el crecimiento y desarrollo del
nematodo. Sin embargo, el no haber detectado diferencias en la expresién de los genes SS en las
raices infectadas por el nematodo, pudiera también explicarse por la presencia de diferentes
isoformas del gen en el genoma del chile CM-334, como lo sugiri6 el andlisis de Southern blot. Por
ejemplo, en A. thaliana se detectaron dos isoformas del gen SS, el SQS1 y el SQS2, las cuales se
expresaron en diferentes tejidos y etapas fenolégicas del desarrollo; asi SQS1 se expresé en todos
los tejidos en desarrollo, mientras que SQSZ se expres6 en cotiledones, hipocétilos y en el tejido

vascular de hojas (Busquets et al., 2008).

La acumulacién de transcritos de EAS en las raices de chile CM-334 infectadas por N.
aberrans generalmente se relacion6 con un incremento en la actividad de EAS, aunque el
incremento en la actividad no fue directamente proporcional; la mayor actividad de EAS, tanto en
las raices de plantas de los experimentos en camaras de crecimiento como en las de invernadero, se
registr6 de los 14 a los 21 dias posteriores a la exposicién de las plantas al nematodo. EAS esta
implicada en la sintesis de capsidiol, fitoalexina con efectos deletéreos en diversos patégenos como
oomicetos (Egea et al, 1996) y juveniles ], de N. aberrans (Godinez-Vidal et al, 2010); por
consiguiente se le considera una enzima importante en la resistencia a patégenos (Maldonado-
Bonilla et al., 2008). La acumulacién de EAS en las raices de chile infectadas por el nematodo pone
de manifiesto su importancia en los mecanismos de defensa de la planta, ya que los tiempos en
donde se detect6 la mayor acumulaciéon de transcritos correspondieron también a aquellos donde se
registr6 el mayor nimero de juveniles J; dentro de las raices (7 ddi), y con la presencia del estadio
de hembra inmadura (21 ddi). Este dltimo estadio, es considerado el responsable de iniciar la
induccién del sitio especializado de alimentacién en la raiz (Manzanilla-Lépez et al., 2002) y por
tanto el mayormente implicado en la reprogramacién de la expresién génica en las células
hospedantes. Por otra parte, en chile se ha reportado la presencia de cinco a ocho isoformas de los
genes EAS, de las cuales s6lo el gen PEAS1 ha sido inducido en plantas expuestas a P. capsici (Zavala-
Paramo et al., 2000). Este hecho permite especular que la acumulacién de transcritos de EAS en las

raices infectadas por el nematodo, también podria deberse a la posible existencia de diferentes
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isoformas del gen, que pudieran estar involucradas en la producciéon de otros metabolitos

sesquiterpénicos diferentes al capsidiol.

En un trabajo previo se encontr6 que el contenido de capsidiol en plantas de chile CM-334
infectadas por N. aberrans fue menor en comparacion con las plantas testigo (Godinez-Vidal et al.,
2010; Ver pag. 42). Tal informacién es un tanto incongruente con los resultados obtenidos en la
presente investigacion, puesto que se esperaria que a una mayor acumulacién de transcritos y de
actividad enzimatica de EAS hubiese la correspondiente acumulacién de la fitoalexina capsidiol. Esta
contraposicion, nos lleva a especular que el nematodo posiblemente ha desarrollado estrategias
para en este caso, manipular a nivel postraduccional el metabolismo de sesquiterpenos para abatir y
sobrepasar las respuestas de defensa de sus plantas hospedantes, tal y como ha sido sugerido por
otros investigadores (Hussey y Glundler, 1998; Henkle-Diihrsen y Kampkoétter, 2001; Bellafiore et
al., 2008). El abatimiento de las respuestas de defensa de la planta no solamente seria ventajoso
para el nematodo, sino también podria favorecer el establecimiento de otros patégenos en la raiz
del chile. Se sabe que plantas CM-334 resistentes a P. capsici se comportaron como susceptibles, es
decir se rompi6 su resistencia, cuando el oomiceto se inoculd en plantas infectadas por N. aberrans
(Vargas et al., 1996; Trujillo-Viramontes et al., 2005). También en genotipos de Cajanus cajan
resistentes a Fusarium udum, la reduccién en la acumulacién de la fitoalexina cajanol en plantas
infectadas por M. incognita y M. javanica se asoci6 con el rompimiento de su resistencia al hongo

(Marley y Hillocks, 1994).

La falta de relaci6on entre el contenido de capsidiol encontrado en las raices de chile
infectadas por N. aberrans, con los niveles de transcritos y de actividad enzimatica de EAS, podria
ser explicada mediante los mecanismos de detoxificacién que los nematodos fitoparasitos poseen
para protegerse de compuestos xenobidticos; compuestos apolares lipofilicos que incluyen a los
metabolitos secundarios, asi como compuestos de la respuesta de defensa y contaminantes
ambientales (Precious y Barret, 1989). Bellafiore et al. (2008) reportaron que nematodos
fitoparasitos como M. incognita producen compuestos detoxificadores o bien tienen la capacidad de
detoxificar compuestos que les son nocivos. Se ha propuesto que la detoxificaciéon puede consistir en
modificaciones al compuesto xenobidtico, ya sea mediante cambios no enzimaticos como la
exposicion del compuesto a pH alto al pasar por el intestino; o bien por cambios enzimaticos
mediante la produccién de enzimas (como la citocromo P-450) encargadas de eliminar a ciertos

grupos funcionales (como radicales OH) que confieren la toxicidad al compuesto (Precious y Barret,
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1989). El andlisis del secretoma de los nematodos M. incognita y Brugia malayi, revelé que ambos
patégenos comparten un grupo conservado de 26 proteinas que incluyen aquellas implicadas en la
detoxificaciéon (e.g. SODs) (Hewitson et al, 2008). En Botrytis cinerea y F. oxysporum f. sp.
vasinfectum se ha reportado la detoxificaciéon del capsidiol mediante oxidacién, convirtiéndolo en
capsenona que posee menor fungitoxicidad (Ward y Stoessl, 1972; Stoessl et al., 1973). En general
estos reportes dan sustento a la posibilidad de que exista un proceso de detoxificacion del capsidiol

en chile CM-334, por N. aberrans.

En la presente investigaciéon hubo una acumulacién diferencial de los transcritos de Hmg1y
Hmg?2 alos 21 ddi en las raices de chile CM-334 infectadas por N. aberrans. La acumulacién de Hmg1
y la actividad de HMGCoA-r posiblemente estén asociadas con la expresion constitutiva de los genes
SS para la sintesis de los esteroles necesarios para el crecimiento y desarrollo del nematodo.
Asimismo, la falta de relaciéon entre el contenido de capsidiol con los niveles de transcritos y de
actividad enzimatica de EAS, sugieren que el nematodo podria manipular los mecanismos de
sintesis de la fitoalexina o al mismo metabolito, con el fin de evitar su efecto negativo. La
acumulacién de los transcritos de Hmg1 y la expresién constante de Hmg3, mas el incremento de
FPPS a los 21 ddi, complementarian la manipulacién génica al proveer de un ininterrumpido
suplemento de intermediarios de la ruta MEV para la sintesis de isoprenoides importantes en el
mantenimiento de la célula hospedante y de N. aberrans. Los resultados obtenidos en la presente
investigacion sugieren que N. aberrans modifica la expresién de algunos genes de la ruta
mevaloénica, abatiendo la acumulacién de capsidiol y propiciando un abastecimiento adecuado de

esteroles para proveerse de condiciones favorables para su establecimiento y desarrollo.
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ANEXO 1

LA ESPECTROFOTOMETRIA COMO METODO ALTERNATIVO PARA LA
CUANTIFICACION DE CAPSIDIOL

Los métodos cominmente empleados para el estudio de fitoalexinas como el capsidiol, han
sido la cromatografia en capa fina, de gases (CG) y la de liquidos (HPLC). Estos dos ultimos métodos
permiten determinar de manera precisa la concentraciéon de capsidiol; sin embargo, ambos son
costosos y requieren de una gran infraestructura. La espectrofotometria por su parte, aunque no
goza de la misma fama que un GC o un HPLC, es un método eficiente, rapido y barato que también
permite conocer la concentracién de esta fitoalexina. Con base en esto, se planted a la
espectrofotometria como un método alternativo al HPLC, para el andlisis de la concentracién de

capsidiol en raices de chile CM-334 infectadas por N. aberrans. Ver metodologia en Capitulo 2.

En los extractos de las raices de chile infectadas por N. aberrans, el contenido de capsidiol
siempre fue menor en comparacién con el de las plantas testigo no infectadas. En el experimento
realizado en cadmaras de crecimiento, el contenido de la fitoalexina se redujo significativamente en
un 86y 85% alos 7 (Tukey, a= 0.01) y a los 14 dias (Tukey, a= 0.05), respectivamente (Fig. 2A; Ver
pag. 43); mientras que, en el experimento en invernadero las reducciones fueron de 96 y 77% a los
14 (Tukey, = 0.01) y a los 21 dias (Tukey, a= 0.05) después del transplante en suelo infestado con
el nematodo, respectivamente (Fig. 2B; Ver pag. 43). Las determinaciones de capsidiol por HPLC,
vainillina y metanol, aunque con valores distintos, mostraron una tendencia similar, tanto en el
experimento bajo condiciones de invernadero como en las cAmaras de crecimiento (Fig. 1). Con base
en el andlisis estadistico realizado, la cuantificacion de capsidiol mediante el método
espectrofotométrico utilizando vainillina no fue estadisticamente diferente al método convencional
(HPLC), indicando con ello, que la determinaciéon del compuesto en cuestién puede ser obtenida
indistintamente por cualquiera de ambos métodos sin detrimento del resultado. En las raices
provenientes del experimento en invernadero este hecho fue evidente y consistente en todos los
tiempos analizados, no asi en el caso de las raices provenientes de camaras de crecimiento, donde
las diferencias no fueron significativas s6lo en dos de los cuatro tiempos analizados (14 y 21 dias
posteriores a la inoculacién). Menci6n aparte es la determinacién por espectrofotometria utilizando

metanol, ya que en la mayoria de los tiempos analizados, e independientemente del origen del
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material (invernadero o cdmaras de crecimiento), la determinacién de capsidiol fue mayor en

comparacion con los otros dos métodos.

Con base en los resultados obtenidos, se sugiere que la espectrofotometria puede
considerarse como un método alternativo para la cuantificacién de capsidiol si se toma en cuenta
que la determinacioén de éste es similar a la de un método convencional como el HPLC, ademas de

ser menos costosa y relativamente rapida para su ejecucion.

A
3,00 ZHPLC
B Vainillina
N 2,50 [1MetOH
e
s 2,00
=
-
Lo 1,50
=
T 1,00 -
=%
*
(3]
&0 0,50 -
0,00 -
Control 7 14 21 28
ddt

Eln

ng capsidiol/g-1 de raiz

Control 2 7 14 21

ddi

Fig. 1. Concentracion de capsidiol en raices de chile CM-334 infectadas por N. aberrans. Experimento en
invernadero (A) y en camaras de crecimiento (B). ddt= dias después del transplante, ddi= dias después de la

inoculacion.
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ANEXO II

SECUENCIAS PARCIALES DE LOS GENES ANALIZADOS

Cuadro 2. Secuencias seleccionadas como oligonucledtidos para Hmg1, Hmg2 y Hmg3.

Hmg1
Oligo No. Secuencia Pb Tm* A+T G+C Tm** Tm#***
5 A CAATAG ATC AAG CAA AGA TGT 21 49 14 7 56 51
B CAATAGATCAAGCAAAGATGT TAC 24 50 16 8 64 59
C TA CAATAGATCAAGCAAAGATGT TAC 26 52 18 8 68 63
3’ A TTT CCA AGA AGT GAT ATC 18 44 12 6 48 43
B TTTCCAAGAAGTGATATC ATA TAA 24 48 18 6 60 55
C TTTCCAAGAAGTGATATC ATA TAA TAAA 28 50 22 6 68 63
Los oligos que se usaron para la PCR fueron: OLIGO 5°C + OLIGO 3°C = Amplicén de 169 pb (Tm de 63°C).
Hmg2
Oligo No. Secuencia Pb Tm* A+T G+C Tm** Tm#***
5 A GAT GTC ACC AAG GCA TCC 18 54 8 10 56 51
B AA GAT GTC ACC AAG GCATCC 20 10 10 60 55
3’ A CTT GTC TCT ACC CTC TTC TC 20 52 10 10 60 55
Los oligos que se usaron para la PCR fueron: OLIGO 5’B + OLIGO 3°A - Amplicén de 187 pb (Tm de 55°C).
Hmg3
Oligo No. Secuencia Pb Tm* A+T G+C Tm** Tm***
5 A GAG GAG GTG GTG AAG AAA GTG 21 56 10 11 64 59
3’ A ACA GTCTCCATCATA GTGATGCA 21 56 12 9 60 55
Los oligos que se usaron para la PCR fueron: OLIGO 5" + OLIGO 3" - Amplicén de 212 pb (Tm de 57°C).

Tm*= Temperatura de alineamiento (Tm) dada por el programa Oligo Analizer. Tm**= Tm obtenida mediante la férmula 2(A+T) + 4(G+C).
Tm***=Tm menos 5 grados, tomando la Tm obtenida con la férmula como referencia.

Hmg1. Region 3’-UTR

GTTAACAGTAACATGAAATACAATAGATCAAGCAAAGATGTTACATAGGAATCCTCCTAATGGACAGCTAATTCTCCT
GATCAAGCAATGTGATCAGTATGTTGTACTGAAGTGCTTTGTTAGTTAAAATACAATGGTTGTATTGATTGTTAA
TAAAATTTTATTATATGATATCACTTCTTGGAAATTTTACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Hmg2. Region 3’-UTR

AGATCTACCAAAGATGTCACCAAGGCATCCTCCTAAGCCGGGGAATACAATCCATTCCCCACCTTGTATTTGAAGCTG
TACACAGATGCTCCAGCAAGTAGCTTCCATTTAAGAATGATCAGTATTAGGAATAAATAAATATATAAAGCAAAA
TGAAAAAAGAAAACATAAAAATAAGAGAAGAGGGTAGAGACAAGTTTGAACAACTGTTGGAAGCTGAAAAAAGG
GAAGTCCTGGAGAAAGATCAGAAGACAAATACATCCAACTTCTTTTTCTTTGTGAAGATGGTAGGGGTCTCTCAG
TGATCTTGATGACATCTGTTAGCTGCCAACACTTAGTATCATCAATGTGCCAAATGAGATACCCTTTCGTTCTTTT
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GTATTGTTACTTTGTTTGTTAATTTGTCATTTCTTTGTAATTTCTGTTGGTGGGGTTGTCTGGATCTGATTGCAAA
GAGTGTGTTCTTGTATATGAAAATGAGTTCTTTTATTCAAATGAATTGTTGCGTCAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Hmg3. Region interna del exén 4

GATAAGAAGCCTGCAGCAGTCAATTGGATTGAGGGGAGAGGAAAATCAGTAGTTTGCGAGGCAATAATCAAGGAGGA
GGTGGTGAAGAAAGTGTTGAAAACAGAGGTTGCTTCTCTAGTGGAGCTGAACATGCTTAAAAACCTTACTGGTTC
AGCCATGGCTGGTGCTCTTGGTGGCTTCAATGCTCATGCCAGCAACATTGTCTCTGCTGTATATTTGGCCACTGGC
CAAGACCCTGCTCAGAATGTTGAGAGCTCTCACTGCATCACTATGATGGAGACTGTAAATGATGGCAAGGACCTCC
ATGTTTCTGTAACAATGCCATGCATCGAAGTGGGTACA

Secuencias de oligonucledtidos para los genes SS a partir del cDNA de CASS.

*ATGGGGACTTTGAGAGCGATTTTGAAGAATCCAGATGATTTGTATCCATTGATAAAGCTAAAACTAGCGGCTCGA
CATGCCGAAAAGCAGATCCCGCCGGAGCCACATTGGGGATTCTGTTACTTAATGCTTCAAAAAGTCTCTCGTAGTTTT
GCTCTCGTCATTCAACAGCTTCCTGTCGAGCTTCGTGATGCTGTATGCATATTCTATTTGGTCCTTAGAGCACTTGACA
CTGTCGAGGATGATACCAGCATTCCCACGGATGTTAAAGTACCTATTCTGATCTCTTTTCATCAGCATATCTATGATC
GTGAATGGCACTTTTCATGTGGTACAAAGGAGTACAAGGTTCTCATGGACCAGTTCCATCATGTCTCAACTGCTTTTC
TGGAACTTGGAAAAAATTATCAGCAAGCAATTGAGGATATTACCATGAGGATGGGTGCAGGAATGGCAAAATTTATA
TGCAAGGAGGTGGAAACAACCGATGATTATGACGAATATTGTCACTACGTAGCTGGGCTTGTTGGGCTAGGATTGTCA
AAACTGTTCCATGCATCTGGGAAAGAAGATCTGGCTTCAGATTCTCTCTCCAACTCCATGGGTTTATTTCTTCAGAAA
ACAAACATCATTAGAGATTATCTGGAAGACATAAATGAAGTACCCAAGTGCCGTATGTTTTGGCCCCGTGAGATTTGG
AGTAAATATGTTAACAAGCTTGAGGAGTTAAAGTATGAGGAGAACTCGGTCAAGGCAGTGCAATGTCTTAATGACAT
GGTCACCAATGCTTTGTCACATGTAGAAGATTGTTTGATTTACATGTCCAATTTGCGTGATCCTGCCATCTTTCGATT
CTGTGCTATTCCACAGGTCATGGCAATTGGGACTTTAGCTATGTGCTATGACAACATTGAAGTCTTCAGAGGAGTGGT
TAAAATGAGACGTGGTCTGACAGCTAAGGCCATTGACCGGACTAGAACTATGGCTGATG*TATATGGTGCTTTTTTT
GACTTCTCTTGTATGCTGAAATCCAAGGTTAATAATAATGATCCAAATGCAACAAAAACTTTGAAGAGGCTTGAAGCA
ATCCTGAAAACTTGCAGAGACTCGGGAACCTTGAATAAAAGGAAATCTTACGTAATCAAGAGCGAGCCTACTTACAGT
CCAGTTCTGATCTTTGTCATCTTCATCATACTGGCTATTATTCTTGCACACCTATCTGGAAACCGCTCTTAG
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“Hay una fuerza motriz mas poderosa que el vapor, la electricidad y
la energia atémica: la voluntad”

Albert Einstein
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