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COMPARACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES DE DEFENSA EAS,
HMG2, WRKY-a, PR-1 Y POX, Y ACUMULACION DE CAPSIDIOL EN LA
INTERACCION COMPATIBLE CM334-Nacobbus aberrans E
INCOMPATIBLE CM334-Meloidogyne incognita

Hernan Villar Luna, MC.
Colegio de postgraduados, 2014

La linea de chile serrano CM334 es altamente resistente al oomiceto
Phytophthora capsici y a las tres principales especies de nematodos
agalladores (Meloidogyne arenaria, M. incognita y M. javanica), pero
susceptible a M. enterolobii y Nacobbus aberrans. Su resistencia a
Meloidogyne spp se asocia con la sobre-expresion de genes que codifican para
los factores de transcripcion WRKY2 y WRKY-a y con la acumulacion de
acido clorogénico, y en el oomiceto con la sobre-expresion de varios genes de
defensa y una elevada acumulacion de la fitoalexina capsidiol. El objetivo de
este trabajo fue estimar mediante qPCR los niveles de expresion de los genes
de defensa EAS, HMG2, WRKY-a, PR-1 y POX, en la interaccion compatible
CM334/N. aberrans y en la incompatible CM334 /M. incognita; y comparar
los niveles de acumulacion de la fitoalexina capsidiol en ambas interacciones.
Todos los genes de defensa se sobre-expresaron en las dos interacciones,
pero, tanto la sobre-expresion como la acumulacion de capsidiol siempre fue
mayor en las plantas inoculadas con M. incognita, en comparaciéon con la
interaccion compatible CM334/N. aberrans; aunque las diferencias en la
sobreexpresion no siempre fueron significativas (P= 0.095). Los mayores
incrementos inducidos por M. incognita, se relacionaron con la restriccion en
su establecimiento y reproduccion, como lo indica el hecho de que solamente
el 0.1% de los juveniles se encontrara dentro de la raiz a los 21 dias después
de haber realizado la inoculacion.

Palabras clave: Capsicum annuum, PCR, factores de transcripcion,
nematodos agalladores, ruta mevalonica.



COMPARISON OF EXPRESSION OF DEFENSE GENES EAS, HUG2, WRKY-
a, PR-1 AND POX, AND ACCUMULATION OF CAPSIDIOL IN THE
COMPATIBLE INTERACTION CM334-Nacobbus aberrans AND
INCOMPATIBLE CM334-Meloidogyne incognita.

Hernan Villar Luna, MC.

Colegio de postgraduados, 2014

The line chili pepper CM334 is highly resistant to the oomycete Phytophthora
capsici and the three major species of root-knot nematodes (Meloidogyne
arenaria, M. incognita and M. javanica), but susceptible to M. enterolobii and
Nacobbus aberrans. Resistance to Meloidogyne spp is associated with the
overexpression of genes encoding the transcription factors WRKY and
WRKY2-a and the accumulation of chlorogenic acid, and in the oomycete
with the overexpression of several genes of defense and high accumulation of
the phytoalexin capsidiol. The objective of this study was to estimate by
gPCR the expression levels of the defense genes EAS, HMG2, WRKY-a, PR-1
and POX in the compatible interaction CM334 / N. aberrans and the
incompatible CM334 / M. incognita;, and to compare the accumulation of
capsidiol in both interactions. All defense genes were overexpressed in the
two interactions, but in both overexpression and the accumulation of
capsidiol was always higher in plants inoculated with M. incognita compared
to the compatible interaction CM334 / N. aberrans; although overexpression
differences were no always significant (P=0.05). The highest increases
induced by M. incognita were associated with the restriction in its
establishment and reproduction, indicated by the fact that only 0.1% of the
juveniles were found within the root at 21 days after inoculation.

Keywords: Capsicum annuum, qPCR, transcription factor WRKY-a, root-knot
nematodes, mevalonic pathway.
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I. INTRODUCCION

La linea de chile serrano “Criollo de Morelos” CM334 es altamente resistente a
las tres principales especies de nematodos agalladores: Meloidogyne arenaria,
M. incognita, y M. javanica (Pegard et al, 2005); pero susceptible a los
nematodos agalladores Nacobbus aberrans (Vargas et al., 1996; Trujillo-
Viramontes et al., 2005) y M. enterolobii (Villar-Luna, 2013). En relacion con la
resistencia de CM334, se conoce que la respuesta de hipersensibilidad (HR) de
CM334 se desarrolla a los 3 dias posteriores a la inoculacion con M. incognita
(Pegard et al., 2005). Los mecanismos moleculares asociados con la resistencia
a Meloidogyne spp en algunos genotipos de chile involucran la sobre-expresion
de genes que codifican para factores de transcripcion WRKY2 y WRKY-a y la
acumulacion de acido clorogénico (Pegard et al.,, 2005; Li et al., 2008). Los
factores de transcripcion WRKY son una familia multigénica de proteinas
(Eulgem y Somssich, 2007) asociadas con la respuesta a estrés bidtico y
abidtico que se unen a elementos promotores de genes relacionados con la
defensa y regulan su expresion (Eulgem, 2005). El gen WRKY-a, se indujo en
una interaccion incompatible entre chile pimiento y Tobacco mosaic virus (TMV)
o Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) (Park et al., 2006); los autores
asociaron la sobre-expresion de dicho gen con rutas de senalizacion
relacionadas con defensa. La sobre-expresion de los genes WRKY-a y WRKY 2
también se reporta en interacciones incompatibles entre chile y M. incognita (Li

et al., 2008).



El genotipo de chile CM334 muestra ademas resistencia al oomiceto
Phytophthora capsici que se manifiesta como una HR a nivel de raiz, tallo y
follaje (Gil-Ortega et al., 1991, Fernandez-Pavia, 1997; Candela et al, 2000;
Ueeda et al., 2006; Glosier et al., 2007). Los mecanismos moleculares asociados
con su resistencia al oomiceto implican la sobre-expresion de genes de defensa
que codifican para la 5-epi-aristoloqueno sintasa (EAS) y proteinas relacionadas
con patogénesis [PR1 (PR-1) y peroxidasas (POX)]; y la acumulacion de
compuestos con propiedades antimicrobianas, como el acido trans-cinamico
(Candela et al., 1995; Fernandez-Pavia, 1997; Zavala-Paramo et al., 2000) y la
fitoalexina sesquiterpénica capsidiol, frecuentemente utilizada como marcador
de resistencia (Candela et al, 1995). La biosintesis de esta fitoalexina, es
regulada por la enzima 3-hidroxi-3-methilglutaril-CoA reductasa (HMGR)
especifica de la ruta del mevalonato, via biosintética de fitoalexinas
sesquiterpénicas (Ha et al., 2003). La HMGR es codificada por una familia
multigénica y en chile se encuentran los genes HMGI, HMG2 y HMG3
involucrados en la biosintesis de diversos tipos de isoprenoides, tanto esteroles
como fitoalexinas sesquiterpenicas (Ha et al., 2003; Chappell et al., 1991). El
gen HMGI1 probablemente esta asociado con las sintesis de esteroles mientras
que HMG2 con las respuestas de defensa (Weissenborn et al, 1995); por
ejemplo, al comparar una interaccion incompatible entre Solanum
tuberosum/ Phytophthora infestans con una comptible, se encontré que en la
primera se suprimio la expresion de HMGI mientras que la de HMG2 y HMG3

se increment6 en comparacion con la interaccion compatible (Choi et al., 1992).



La enzima clave para la biosintesis del capsidiol es la 5-epi-aristoloqueno
sintasa codificada por el gen EAS. En chile y tabaco la expresion del gen EAS se
induce por el ataque de patéogenos o tratamiento con elicitores abidticos
(Zavala-Paramo et al., 2000; Bohlmann et al., 2002). En chile inoculado con P.
capsici, la sobre-expresion de EAS se asocia con una acumulacion elevada de
capsidiol (Zavala-Paramo et al., 2000).

La respuesta de defensa de las plantas también incluye a las proteinas
relacionadas con la patogénesis (PRs) que podrian modificar a la pared celular y
proporcionar resistencia a la invasion por patégenos (Benhamou et al.,, 1991) o
mostrar actividad antifingica (Niderman et al., 1995). La expresion de los genes
PR-1 y de POX (peroxidasas) también se asocia con los mecanismos de defensa
de CM334 frente a P. capsici (Fernandez-Pavia, 1997; Fernandez-Herrera et al.,
2012). Melillo et al.,, (2006) mencionan que durante una interaccion
incompatible planta-nematodo, las peroxidasas juegan un papel fundamental
en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que se asocian con el
desarrollo de la HR. Las peroxidasas brindan proteccion, fortaleciendo la pared
celular mediante la deposicion de lignina y suberina o contratacando con una
alta produccion de ROS (Croft et al., 1990; Passardi et al., 2005; Cavalcanti et
al., 2006).

Por otra parte, durante la formacion del sitio especializado de alimentacion
inducido por nematodos endoparasitos sedentarios, ocurre una alteracion
drastica en la expresion de genes (Kyndt et al., 2013; Rodiuc et al., 2014). En la

interaccion compatible de chile CM334/N. aberrans se redujo la acumulacion



de transcritos de genes relacionados con defensa, como EAS, POX, GLU y PR-1
(Fernandez-Herrera et al., 2012) y en presencia del nematodo la expresion de la
HR de CM334 se retraso (Villar-Luna et al., 2009). De igual forma, Sandoval-
Luna (2011) observo que en plantas de CM334 infectadas por N. aberrans e
inoculadas con P. capsici, la actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa
(PAL) v el contenido de fenoles solubles totales se redujo en presencia del
nematodo.
La escasa informacion que a la fecha se tiene en relacion con las respuestas de
defensa del chile CM334 en interacciones compatibles e incompatibles que
involucren a los nematodos agalladores N. aberrans y M. incognita, motivo la
realizacion de la presente investigacion que tuvo por objetivos:

1. Estimar mediante qPCR los niveles de expresion de los genes de defensa

EAS, HMG2, WRKY-a, PR-1 y POX, en la interaccion compatible CM334/N.

aberrans y en la incompatible CM334/ M. incognita.

2. Comparar los niveles de acumulacion de la fitoalexina capsidiol durante

la interaccion compatible y la incompatible.



II. REVISION DE LITERATURA

Genes de defensa de las plantas
Las plantas han desarrollado diversos mecanismos para defenderse del ataque
de patogenos, la eficacia de las respuestas de defensa dependera de la velocidad
y magnitud con la que la planta responda al ataque (Glazebrook, 2001). La
maxima expresion de defensa se expresa como una muerte celular programada,
conocida como respuesta de hipersensibilidad (RH) (McDowell y Woffenden,
2003); las células sacrificadas durante este fenomeno pueden limitar el avance
del patogeno causandole la muerte. La RH involucra numerosas respuestas
bioquimicas y acumulacion de sustancias antimicrobianas producto de una
reprogramacion génica de las células hospedantes (Agrios, 2005). Entre las
respuestas tempranas esta la acumulacion de moléculas senal como el acido
salicilico (AS), el etileno (ET) y acido jasmonico (AJ). El AS promueve la sobre-
expresion de genes que codifican para proteinas relacionadas con patogénesis
(PRs) (Shah, 2003), involucradas en la defensa de las plantas (Antoniw, 1980).
En la biosintesis del ET es clave la enzima acido-1-carboxilico 1-
aminociclopropano sintasa (ACC sintasa) regulada por una familia multigénica
(genes ACC) (Mathooko, 1996), mientras que la acumulacion del AJ se induce a
partir de la expresion del gen OPR3 que codifica para la enzima 12-
Oxofitodienoato reductasa 3 necesaria para su biosintesis (Schaller et al,

2000). En plantas atacadas por patogenos se incrementa la ruta de biosintesis



de los fenilpropanoides a través de la cual se generan diversos compuestos
antimicrobianos como fenoles y fitoalexinas, entre otros (Hammond-Kosack y
Jones, 1996); tal incremento es posible gracias a la sobre-expresion de los
genes PAL que codifican para la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL).
También la ruta mevalonica, a través de la cual se sintetizan fitoalexinas
sesquiterpénicas, se incrementa debido a la sobre-expresion de los genes HMG
(3-hidroxi-3-methilglutaril-CoA reductasa, HMGR) (Chappell et al.,, 1991). Por
otro lado los factores de transcripcion conocidos como proteinas WRKY
codificadas por una familia multiétnica (genes WRKY), se unen a elementos
promotores de genes relacionados con defensa para regular su expresion

(Eulgem, 2005; Eulgem y Somssich, 2007; Pandey y Somssich, 2009).

Nematodos endoparasitos sedentarios
Todos los nematodos parasitos de plantas son patéogenos biotréficos obligados,
estos organismos provocan cambios drasticos en la morfologia y fisiologia de
sus hospedantes (Williamson y Gleason, 2003); los géneros de nematodos
endoparasitos sedentarios de mayor importancia econémica comprenden a los
que se enquistan Heterodera y Globodera, y a los que inducen la formacion de
agallas Meloidogyne sp y Nacobbus aberrans (Sijmons et al., 1994; Williamson y
Gleason, 2003). Estos nematodos se caracterizan por tener la capacidad de
inducir la formacion de sincitios o células gigantes, respectivamente, que
constituyen los sitios especializados de alimentacion a partir de los cuales

obtienen los nutrientes necesarios para completar su ciclo de vida (Sijmons et



al., 1994; Baum et al, 2007). Los nematodos agalladores provocan la
nodulacion de las raices de sus hospedantes, debido a la hipertrofia e

hiperplasia que sufren las células de la raiz (Karssen y Moens, 2013).

El género Meloidogyne es el de mayor importancia econéomica a nivel mundial,
con mas de 90 especies que parasitan a mas de 3000 especies de plantas (Abad
et al., 2003; Moens et al., 2009). Las especies de mayor importancia son cuatro:
Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenaria, y M. hapla (Sikora y Fernandez,
2005). Sin embargo, recientemente ha emergido una especie altamente
agresiva, Meloidogyne enterolobii (=M. mayaguensis) (Brito et al., 2007) capaz de
reproducirse e inducir agallas en la raiz de cultivares de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill) y pimiento (Capsicum annuum L.) que poseen genes de
resistencia a los nematodos M. incognita, M. javanica y M. arenaria (Kiewnick et
al., 2009). Actualmente se le considera como una de las especies mas
patogénicas (Kiewnick et al., 2008).

Para el género Nacobbus, conocido como “falso agallador”, solamente se han
reportado dos especies: N. aberrans y N. dorsalis. N. aberrans es la mas
importante y parasita a mas de 80 especies de plantas (Manzanilla-Lopez et al.,
2002).

Meloidogyne incognita

Es una especie cosmopolita ampliamente distribuida en el mundo, considerada
como la de mayor importancia economica por las grandes pérdidas que

ocasiona en los cultivos (Sasser, 1980).



La clasificacion de Meloidogyne mas actual descrita por Decraemer y Hunt
(2013), se muestra a continuacion:
PHYLUM: Nematoda
CLASE: Chromadorea
ORDEN: Rhabditida
Suborden: Tylenchina
Infraorden: Tylenchomorpha

SUPERFAMILIA: Tylenchoidae

FAMILIA: Hoplolaimidae
Subfamilia: Meloidogyninae
Género: Meloidogyne

El ciclo de vida inicia con la etapa de huevecillo, seguido de cuatro estadios
juveniles y finaliza con la etapa adulta (Abad et al., 2009); el primer estadio
juvenil o Ji1, permanece dentro del huevecillo, donde se lleva a cabo la primera
muda que va de Ji1 a J2. Los J2 emergen de los huevecillos cuando las
condiciones de temperatura y humedad son adecuadas e invaden la raiz en la
parte cercana al apice. La penetracion y migracion en los tejidos la realizan
mediante mecanismos fisicos (estilete) y bioquimicos (secrecion de enzimas
pectinoliticas y celuloliticas). La migracion es intercelular y se alojan cerca del
cilindro vascular donde inducen la formacion de células gigantes e inician su
etapa sedentaria. Después de aproximadamente 14 dias ocurre la segunda

muda, pasando de J2 a J3 y al poco tiempo muda a Js4. Los estadios J3 y J4



carecen de un estilete funcional por lo tanto no se alimentan, el nematodo J4
pasa al estado adulto (Moens et al., 2009; Abad y Williamson, 2010). La hembra
adulta puede o no ser fertilizada y sus huevecillos son depositados en una
matriz gelatinosa compuesta principalmente de una glicoproteina producida en
las glandulas rectales del nematodo, es visible en la superficie de las agallas y
protege a los huvecillos de condiciones ambientales adversas y depredadores
(Moens et al., 2009). Existe un marcado dimorfismo sexual, los machos adultos
permanecen vermiformes y las hembras se hinchan adquiriendo una forma
globosa, en especies partenogénicas los machos se pueden desarrollar cuando
las condiciones no son favorables para el desarrollo de hembras (Moens et al.,
2009). Dependiendo de las condiciones ambientales y del hospedante, el ciclo
puede completarse entre 21 y 42 dias (Baicheva et al.,, 2002; Abad y
Williamson, 2010).

Todas las especies del género Meloidogyne establecen una interaccion muy
compleja y sofisticada con sus hospedantes, que les permite obtener los
nutrimentos necesarios para su supervivencia (Gheysen y Mitchum, 2009). En
las raices de sus hospedantes inducen la formacion de agallas que contienen a
las células gigantes multinucleadas, hasta con 80 ntucleos polinucleolados cada
una y con un aumento de hasta ocho veces el numero de cromosomas (Moens
et al., 2009).

En la planta hospedante agallada se alteran sus funciones vitales como

absorcion, transporte de nutrientes y transporte de agua, provocando



enanismo, clorosis, marchitez y en algunas ocasiones la muerte de la planta
(Sikora y Fernandez, 2005; Moens et al., 2009).
Nacobbus aberrans
Comunmente conocido como el nematodo “falso agallador”, es un nematodo
endoparasito sedentario cuya hembra madura induce la formacion de agallas
en las raices de sus hospedantes. Se considera un nematodo econémicamente
importante ya que provoca pérdidas principalmente en los cultivos tropicales y
subtropicales como chile, jitomate, frijol, papa y remolacha azucarera; las
plantas afectadas expresan sintomas como: reduccion del sistema radical,
clorosis, enanismo y marchitez (Manzanilla-Lopez et al.,, 2002; Scurrah et al.,
20095). El nematodo se encuentra en Norteamérica (México y Estados Unidos) y
en Sudameérica (Argentina, Chile, Peru, Bolivia y Ecuador) (Manzanilla-Lopez et
al., 2002).La clasificacion mas actual es la propuesta por Decraemer y Hunt
(2013):
PHYLUM: Nematoda
CLASE: Chromadorea
ORDEN: Rhabditida
Suborden: Tylenchina
Infraorden: Tylenchomorpha

SUPERFAMILIA: Tylenchoidae

FAMILIA: Pratylenchidae
Subfamilia: Nacobbinae
Género: Nacobbus
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El ciclo de vida de N. aberrans inicia en la etapa de huevecillo, el primer estadio
(J1) se desarrolla en el interior del huevo, muda y pasa a J»; el J2 eclosiona e
invade a través de los apices de las raices y el nematodo puede permanecer
dentro o salir de la raiz con frecuencia; la migracion es intracelular y la muda
de J2 a J3 puede ocurrir en el suelo o dentro de la raiz; el J3 muestra menos
actividad y tiende a permanecer en forma de “C” o espiral en la corteza de la
raiz (Clark, 1967; Manzanilla-Lopez et al., 2002). La muda de J3z a J4 y a
hembra inmadura también puede llevarse a cabo dentro o fuera de la raiz
(Manzanilla-Lopez et al., 2002).

Una vez dentro de la raiz, la hembra inmadura se aloja cerca del cilindro
vascular e inicia la formacion del sitio especializado de alimentacion (sincitio),
esta estructura también puede ser inducida por la hembra J4 (Manzanilla-Lopez
et al., 2002); los sincitios formados por la fusion de varias células pueden llegar
a medir de 2 a 8 mm (Finetti, 1990). La hembra adopta un estado sésil y
posteriormente alcanza la madurez; es fecundada y oviposita los huevecillos en
una matriz gelatinosa que es visible en la superficie de las agallas (Scurrah et
al., 2005; Manzanilla-Lopez et al., 2002), el ciclo completo de N. aberrans
concluye entre 28 y 95 dias, dependiendo de las condiciones ambientales y el
hospedante (Manzanilla-Lopez et al., 2002).

N. aberrans durante su ciclo de vida combina habitos parasiticos que son
caracteristicos de miembros de la familia Pratylenchidae y de las subfamilias
Meloidogyninae y Heteroderinae; el habito migratorio de todos los estadios

juveniles, hembras inmaduras y machos son caracteristicos de la familia
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Pratylenchidae; y de las subfamilias Meloidogyninae y Heteroderinae el
establecimiento de un sitio especializado de alimentacion; en N. aberrans la
hembra J4 y la hembra inmadura son las responsables de inducir la estructura
(Manzanilla-Lopez et al,, 2002), mientras que en los nematodos que se
enquistan y en las especies de Meloidogyne el J2 es el inductor (Sobczak y

Golinowski, 2009; Abad et al., 2009).

Sitios especializados de alimentacion

Los nematodos pertenecientes al grupo de endoparasitos sedentarios, son
considerados los de mayor importancia por el grado de dano que causan en los
cultivos (Williamson y Gleason, 2003; De Waele y Elsen, 2007). En este grupo
se incluye a los que se enquistan y a los agalladores, estos nematodos
establecen una interaccion muy compleja y sofisticada con sus hospedantes
(Gheysen y Mitchun, 2009) y para completar su ciclo de vida de manera exitosa
han desarrollado la capacidad de inducir la diferenciacion de sitios
especializados de alimentacion, conocidos como células gigantes y sincitios
(Gheysen y Fenoll, 2002).

Las especies del género Meloidogyne inducen la formacion de células gigantes,
muy similares para todas las especies del género (Jones y Goto, 2011); los J2
son los principales inductores del sitio especializado de alimentacion (Berg et
al., 2009; Abad et al.,, 2009). El nematodo penetra y migra intercelularmente
hasta llegar al cilindro vascular y su cabeza queda embebida en la periferia del

tejido vascular (Berg et al., 2009). Cada J2 induce la rediferenciacion de cinco a
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siete células del parénquima (Abad et al., 2009), transformandolas en células
gigantes multinucleadas, resultantes de divisiones nucleares repetidas sin
citocinesis (Abad et al., 2003) y cuya funcion es la de proveer al nematodo los
nutrientes necesarios para su desarrollo y reproduccion (Abad et al., 2009). Las
células son metabodlicamente activas, poseen un citoplasma muy denso con
numerosos plastidios, ribosomas, mitocondrias, aparato de Golgi y reticulo
endoplasmico liso, la vacuola central es modificada, desapareciendo y dando
lugar a un gran numero de vacuolas de menor tamano; tales cambios generan
hiperplasia e hipertrofia en las células vecinas, induciendo la formacion de
agallas (Abad et al., 2003).

Los nematodos que se enquistan (Globodera y Heterodera) al igual que N.
aberrans inducen la formacion de sitios especializados de alimentacion
conocidos como sincitios (Baum et al., 2007); pero en el caso de los nematodos
que se enquistan unicamente el J2 es el que penetra la raiz del hospedante,
migra de forma intracelular y se aloja cerca del cilindro vascular, elije a una
sola célula y comienza a modificarla (Williamson y Gleason, 2003; Sobczak y
Golinowski, 2011). En esta célula ocurre el ensanchamiento progresivo de los
plasmodesmos que la conectan con las células vecinas, iniciando asi la fusion
de los protoplastos (Grundler et al., 1998). Las paredes de las células
involucradas se desintegran de manera gradual durante la formacion del
sincitio, que proveera al nematodo de los nutrientes necesarios para completar

su ciclo de vida (Turner y Rowe, 2006).
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El sincitio se caracteriza por el incremento de citoplasma, reduccion del
volumen de las vacuolas, hipertrofia del nucleo y nucléolo, incremento del
reticulo endoplasmico, ribosomas, plastidios, mitocondrias, microtubulos y
microfilamentos (Sobczak y Golinowski, 2011).

El género Nacobbus presenta algunas similitudes con Meloidogyne spp y con los
nematodos que se enquistan. Nacobbus induce la formacion de un sincitio y
como consecuencia de la hiperplasia e hipertrofia de la células vecinas se
desarrollan las agallas en las raices hospedantes, el sincitio es inducido por la

hembra J4 o por la hembra inmadura (Manzanilla-Lopez et al., 2002).

Reprogramacion génica inducida por nematodos
Las plantas cuando son atacadas por nematodos poseen la capacidad de
responder y activar los mecanismos de defensa; esta respuesta se puede dar
durante una interaccion compatible e incompatible, caracterizandose por ser
mas rapidas y de mayor intensidad en la interaccion incompatible, mientras
que en la interaccion compatible se da de manera lenta y débil (Gheysen y
Fenoll, 2002). En la interaccion compatible, la reprogramacion génica de la
célula hospedante, inducida por el nematodo, implica la sobre-expresion de
genes que favorecen la formacion del sitio especializado de alimentacion y la
represion de aquellos implicados en la sintesis de moléculas que pueden
restringir el establecimiento y reproduccion del nematodo (Jammes et al.,
2005). Durante la formacion de los sitios especializados de alimentacion

ocurren cambios en la arquitectura de la pared celular, producto de la sobre-
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expresion de genes que codifican para enzimas como las endoglucanasas y
poligalacturonasas las cuales degradan paredes celulares (Williamson y
Gleason, 2003). La represion de genes que podrian interferir con el
establecimiento exitoso del nematodo ha sido consignada. Caillaud et al., (2008)
mencionan que de los genes involucrados en defensa en Arabidopsis thaliana, el
70% de ellos fueron reprimidos localmente por M. incognita. Las enzimas
corismato mutasas secretadas por los nematodos endoparasitos sedentarios,
suprimen mecanismos de defensa al interferir con la sintesis de flavonoides,
acido salicilico y fitoalexinas (Caillaud et al., 2008; Abad et al, 2010). En
Globodera rostochiensis la secrecion de proteinas con dominio SPRY
(SPRYSEC19) por la glandula esofagica dorsal, se asocia con la regulacion de
respuestas de defensa del hospedante (Sacco et al., 2009). En sincitios
inducidos por Heterodera glycines y Heterodera schachtii, las proteinas
efectoras con dedos de zinc 10A06 secretadas por el nematodo, interaccionan
con la espirmidina sintasa 2 generando un ambiente protector antioxidante
(Hassan et al., 2010). Nematodos como Meloidogyne incognita y Globodera
rostochiensis producen peroxiderroxina codificada por los genes prx, proteina
que elimina el peroxido de hidrogeno, y que los protege contra la explosion

oxidativa generada por el hospedante (Dubreuil et al., 2011).

Respuestas de defensa del chile “Criollo de Morelos 334” (CM334)
El genotipo de chile tipo serrano conocido como Criollo de Morelos 334

(CM334), destaca por su alto nivel de resistencia hacia una de las
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enfermedades de mayor importancia en el cultivo de chile, la “marchitez”
inducida por Phytophthora capsici. CM334 es altamente resistente a
aislamientos del oomiceto de diferentes partes del mundo (Gil-Ortega et al.,
1991; Glosier et al., 2007) y a otros patogenos como los potyvirus: Pepper mottle
virus (PepMoV) y varios aislamientos del Potato virus Y (PVY) (Janzac et al,
2009), Ecuadorian rocoto virus (ERV) y el Papper yellow mosaic virus (PepYMV)
(Dogimont et al., 1996; Janzac et al., 2009). La resistencia de CM334 a las tres
especies de nematodos fitoparasitos agalladores mas importantes Meloidogyne
incognita, M. arenaria y M. javanica también ha sido consignada (Pegard et al.,
2005).

La resistencia hacia el oomiceto P. capsici se manifiesta a nivel de raiz, tallo y
follaje como una RH (Fernandez-Pavia, 1997; Ueeda et al.,, 2006), asociada con
una serie de cambios en la expresion de genes involucrados en defensa (Silvar
et al.,, 2008), como aquellos responsables de la sintesis de fitoalexinas
sesquiterpénicas incluyendo al capsidiol (Zavala-Paramo et al., 2000; Ha et al.,
2003; Silvar et al., 2008). Los genes clave para la sintesis del capsidiol son: EAS
que codifica para la enzima 5-epi-aristoloqueno sintasa (Zavala-Paramo et al.,
2000), HMG2 para 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A reductasa (Ha et al,
2003), y SC para sesquiterpeno ciclasa (Silvar et al.,, 2008). Otros genes que
también se sobre-expresan son los que codifican para proteinas relacionadas
con patogénesis (PRs) como: PR-1 (proteina relacionada con patogénesis 1), POX
que codifica para peroxidasas, y GLU para -1, 3-glucanasas (Silvar et al,

2008; Fernandez-Herrera et al.,, 2012); y aquellos involucrados en las rutas de
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senalizacion como el 6xido nitrico (Requena et al., 2005), acido salicilico (Ueeda
et al., 2000) y el gen OPR-3 que codifica para la 12-oxofitodienoato reductasa
que se asocia con la biosintesis del acido jasmonico (Ueeda et al, 20006).
Ademas del capsidiol, en respuesta al ataque por el oomiceto también se
acumulan otros compuestos con propiedades antimicrobianas como el acido
trans-cinamico (Candela et al., 1995).

La resistencia del chile CM334 a virus también implica una reaccion de
hipersensibilidad, la cual inhibe o imposibilita la replicacion del virus, la
resistencia esta conferida por la presencia del gen dominante Pur4. Del mismo
modo, su resistencia a nematodos se debe a una RH asociada con el gen Me7
(Pegard et al., 2005). En particular la resistencia de CM334 a Meloidogyne spp
involucra la sobre-expresion de genes que codifican para los factores de
transcripcion WRKY2 y WRKY-a, asi como una marcada acumulacion de acido

clorogénico (Pegard et al., 2005; Li et al., 2008).

Respuestas de defensa inducidas por N. aberrans en chile CM334.
Dentro de los cambios que N. aberrans induce en la planta esta la modificacion
en los niveles de transcritos de genes relacionados con defensa, los cuales se
reprimen, como es el caso de los genes EAS, POX, GLU y PR-1 (interaccion
compatible), en contraste en plantas inoculadas con P. capsici (interaccion
incompatible) estos genes se sobre-expresan (Fernandez-Herrera et al.,, 2012).
Villar-Luna et al., (2009) observaron que la RH se retrasé en plantas de chile

CM334 inoculadas con N. aberrans. La reprogramacion génica que el nematodo

17



induce provoca importantes cambios en los mecanismos de defensa de la
planta reduciendo la actividad de las peroxidasas (Fernandez-Herrera et al.,
2012), el contenido de capsidiol (Godinez-Vidal et al., 2010), el contenido de
fenoles solubles totales y la actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa
(PAL) (Lopez-Martinez et al.,, 2011) en comparacion con plantas inoculadas
Unicamente con P. capsici.

Recientemente se evidencio que CM334 es susceptible al nematodo agallador
Meloidogyne enterolobii (Villar-Luna, 2013), el cual induce una reprogramacion
génica similar a la inducida por N. aberrans para abatir los mecanismos de
defensa. En plantas CM334 inoculadas con N. aberrans o con M. enterolobii, los
niveles de transcritos de los genes de la ruta mevalonica (HMG2, HMG3, EAS y
SS) y la acumulacion de capsidiol fueron significativamente reducidos, en
comparacion con aquellas inoculadas con el oomiceto (Godinez-Vidal et al.,
2010; Villar-Luna, 2013). Godinez-Vidal et al, (2010) demostraron que el
capsidiol es toxico para los Jo de N. aberrans.

Todos estos antecedentes demuestran que tanto N. aberrans como M.
enterolobii abaten los mecanismos de defensa de la planta, lo cual les permite
establecerse y completar su ciclo de vida exitosamente (Godinez-Vidal et al.,
2010; Lopez-Martinez et al.,, 2011; Fernandez-Herrera et al., 2012; Villar-Luna,

2013).
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Biosintesis de isoprenoides (Ruta Mevalonica)

Los isoprenoides, son un grupo de metabolitos secundarios con una gran
diversidad estructural y funcional, siendo las plantas los organismos que
presentan la mayor variedad (Rodriguez-Concepcion, 2014). Estos metabolitos
se dividen en metabolitos primarios y secundarios; dentro de los primeros se
ubican a los esteroles, carotenoides, reguladores del crecimiento, quinonas y
proteinas, entre otros, y en los secundarios aquellos que juegan un papel muy
importante en la defensa de las plantas e incluyen a los monoterpenos (Cio),
sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cz0) y triterpenos (Czo) (Chappell, 1995; Kirby
y Keasling, 2009). A pesar de la gran diversidad estructural y funcional que
presentan, todos los isoprenoides se derivan a partir de dos bloques de
construccion de cinco carbonos (Cs) conocidos como unidades isoprénicas, el
pirofosfato de isopentenilo (IPP) y su isomero pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP)
(Rodriguez-Concepcion, 2014). Estos precursores pueden ser producidos por
dos rutas diferentes, la del mevalonato (MVA) que tiene lugar en el citosol y la
del 5-fosfato de 1-desoxi-D-xilulosa (DXP) que se localiza en los plastidios
(Kirby y Keasling, 2009).

Para la sintesis de isoprenoides en el citosol (via mevalonica) la biosintesis
inicia cuando dos moléculas de Acetil CoA reaccionan para formar acetoacetil-
CoA, posteriormente por adicion de una tercer molécula de acetil CoA se da la
formacion de B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) catalizada por la HMG-
CoA sintasa. Enseguida, el grupo carboxilo esterificado de HMG-CoA es

reducido por dos moléculas de NADPH a un grupo hidroxilo, asi el mevalonato
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se sintetiza en una reaccion irreversible catalizada por la HMG-CoA reductasa
(Heldt y Piechulla, 2011); éste tiene tres fosforilaciones sucesivas, las primeras
dos son directas y ocurren por reacciones de sustitucion nucleofilica en el
fosforo terminal del ATP, de esta forma el mevalonato es convertido a
fosfomevalonato en una reaccion catalizada por la mevalonato cinasa (MK),
posteriormente el fosfomevalonato reacciona con un segundo ATP para generar
difosfomevalonato, reaccion catalizada por la fosfomevalonato quinasa (PMK) y
a continuacion la mevalonato difosfato descarboxilasa (MDD) cataliza la
descarboxilacion del difosfomevalonato para dar lugar a la formacion del
pirofosfato de isopentenilo (IPP). En seguida el IPP es isomerizado a pirofosfato
de dimetilalilo (DMAPP) mediante reaccion catalizada por la isopentenil
pirofosfato isomerasa (IPPI); después, se da la condensacion del IPP y DMAPP
para formar pirofosfato de geranilo (GPP) (Ci0), reaccion catalizada por la
geranil pirofosfato sintasa (GPPS), enseguida por accion de la fernesil
pirofosfato sintasa (FPPS) ocurre la adicion de una molécula de IPP al GPP para
dar lugar a la formacion del pirofosfato de fernesilo (FPP), que es el precursor
principal para la formacion de esteroles, triterpenos y sesquiterpenos (Miziorko,
2011; Heldt y Piechulla, 2011).

Los esteroles son de suma importancia en las células vegetales, ya que forman
parte de los componentes basicos de la membrana celular, ademas regulan la
fluidez y permeabilidad de ésta (Dufoure, 2008). En las plantas los mas

comunes son el sitosterol, campesterol y estigmasterol (Benveniste, 2004).
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La biosintesis de los esteroles parte de la condensacion de dos moléculas de
pirofosfato de fernesilo (FPP) para formar escualeno, dicha reaccion es
catalizada por la escualeno sintasa (SS), considerada como la enzima clave en
la regulacion de la biosintesis de esteroles (Busquets et al, 2008).
Posteriormente otra enzima conocida como escualeno epoxidasa (SE) cataliza la
oxidacion del escualeno a 2, 3-oxidoescualeno, para finalmente, después de
una ciclizacion, convertirse en cicloartenol por accion de la cicloartenol sintasa
(CAS) (Bouvier et al., 2005; Suzuki y Muranaka, 2007). El metabolismo del
cicloartenol conduce a la sintesis de los fitoesteroles, principalmente el -
sitosterol, estigmasterol y campesterol (Arnqvist et al., 2003). La acumulacion
de campesterol y B-sitoesterol es determinada por la actividad de las esterol
metil transferasas 1 y 2 (SMT1 y SMT2), la primera cataliza la metilacion del
cicloartenol para formar 24-metil-cicloartenol, que después de una serie de
modificaciones es convertido en 24-metil lofenol, pasando a 24-metil colesterol,
precursor inmediato del campesterol. La SMT2 es la responsable de la
metilacion de 24-metil lofenol generarando 24-etiliden lofenol, que sera
canalizado a la formacion de B-sitosterol, a partir del cual se deriva el
estigmasterol (Benveniste, 2004).

La biosintesis de la fitoalexina sesquiterpenica capsidiol esta regulada
principalmente por la enzima 5-epiaristoloqueno sintasa (EAS) (Fig. 1), que
cataliza la ciclizacion del difosfato de fernesilo (FPP) para formar el
intermediario biciclico 5-epiaristoloqueno (EA), que es regio- y estéreo-

especificamente hidroxilado en los carbonos 1 y 3 por una segunda enzima la
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epi-aristoloqueno dihidroxilasa (EAH) para dar lugar a la formacion de capsidiol

(Takahashi et al., 2005).

IPP

EAS

Sterols
EAH

HO™

1B(OH)EA 30(OH)EA

| |
!

HO"

capsidiol

Fig. 1. Ruta biosintetica de capsidiol en tabaco. Pirofosfato de isopentilo (IPP),
difosfato de farnesilo (FPP), pirofosfato (OPP), 5-epiaristoloqueno sintasa (EAS),

epiaristoloqueno (EA), 5-epiaristoloqueno dihidroxilasa (EAH).
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III. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Semillas de chile “tipo serrano” CM334, se desinfestaron con
una solucion de hipoclorito de sodio (1% p/v), y se germinaron a 28+1°C. Las
plantulas se trasplantaron en macetas conteniendo 25 mL de arena estéril (una
plantula por maceta) y se mantuvieron en camaras de crecimiento a 26+1°C,
con un fotoperiodo de 14 h a una intensidad luminosa de 6768 lux (luz
fluorescente) y 10 h de obscuridad. Los riegos se realizaron cada 24 h con agua
estéril y semanalmente se fertilizo aplicando una soluciéon nutritiva (3.15 g de

Nitrofoska® 12-12-12 disuelto en un litro de agua estéril).

Inoculaciéon con N. aberrans y con M. incognita. El in6culo se obtuvo de
raices agalladas de jitomate (Solanum lycopersicum). La extraccion de
huevecillos se efectu6é segiun Vrain (1977) y para la obtencion del inéculo
(juveniles del segundo estadio, J2) los huevecillos se incubaron a 28%+1°C en
cajas Petri conteniendo agua destilada estéril. Cuando las plantas presentaron
entre cuatro y cinco hojas verdaderas, se inocularon con una suspension de

500 Jz por planta del nematodo correspondiente.

Establecimiento del experimento. El experimento consté de tres
tratamientos: 1) plantas de CM334 inoculadas con N. aberrans, 2) plantas de
CM334 inoculadas con M. incognita y 3) plantas de CM334 sin nematodo

(Testigo), para cada tratamiento se establecieron 48 plantas. A los 2, 7y 21 dias
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posteriores a la inoculacion (dpi) se tomaron 12 plantas/tratamiento/tiempo
para evaluar la expresion génica; y 12 plantas/tratamiento a los 7 dpi para
determinar el contenido de capsidiol. Se separd la raiz, se congelé con N
liquido y se mantuvo a -80° C hasta su utilizacion. El experimento se repitio
una vez mas.

En los tratamientos que involucraron nematodos se incluyeron plantas
adicionales para verificar la invasion de raices a los 2, 7 y 21 dpi (4
plantas/tiempo), las raices se tineron por el método hipoclorito de sodio-fucsina
acida (Bybd et al., 1983). El numero de individuos por raiz se contabilizé bajo

un microscopio optico.

Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA. El RNA total de raices de
CM334 se extrajo utilizando el RNeasy® Plant mini kit (Qiagen), de acuerdo al
protocolo del fabricante y en seguida se mantuvo bajo una digestion con DNasa
(Qiagen). La pureza e integridad del RNA se verifico por espectrofotometria (ND-
1000, Nanodrop Technologies) y por electroforesis en gel de agarosa
desnaturalizante a 1.2%, respectivamente. La sintesis de cDNA se desarrollo a
partir de 2 png de RNA total utilizando oligo dTi2-18 (Invitrogen) y la enzima M-
MLV transcriptasa reversa (Promega). Dos ug de RNA total se mezclaron con 0.5
ul de oligo dTi2-18 aforando a un volumen de 12 ul con agua libre de RNasas y
DNasas y la mezcla se incubo a 65°C por 10 min; a esta reaccion se le
adicionaron 8 ul de una segunda mezcla, que contenia 6 ul de buffer 5x para

retrotranscripcion, 1 pul de dNTP mix (10 mM) y 1 ul de la retrotranscriptasa. La
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mezcla resultante se incub6 en un termociclador (TC-3000 Techne) durante 60
min a 37 °C y 10 min a 70 °C. El cDNA generado se utilizé para medir los

niveles de expresion génica relativa, mediante PCR en tiempo real.

PCR en tiempo real. La PCR cuantitativa se desarrollé en un sistema ABI7500
(Applied Biosystems). La mezcla de reaccion de un volumen final de 25 uL,
consistio de buffer 10X, MgCl> 1.5 mM, de cada oligonucleétido 0.4 uM, de
dNTPs 0.2 mM, amplificasa (Biotecmol), SYBR Green I (1:75000) (Molecular
Probes, Eugene, OR) como fluoréforo, fluoresceina 10 nM como referencia
pasiva, y 2 uL de cDNA. Las caracteristicas de los oligonucleotidos utilizados se
muestran en el Cuadro 1.

Las condiciones de amplificacion consistieron de una desnaturalizacion inicial a
95° C por 4 min, seguida de 35 ciclos a 95° C por 15 s, alineamiento a 60° C
(55°C para WRKY-a) por 35 s, y extension a 72° C por 35 s. Los datos se
colectaron durante el paso de extension. Adicionalmente se incluyé una curva
de disociacion para descartar la formacion de productos inespecificos. La
expresion relativa se calculo mediante el método 2-2ACt (Schmittgen y Livak,
2008), utilizando como referencia interna el gen que codifica para 3-fosfato
Gliceraldehido deshidrogenasa (GAPDH) para normalizar la expresion del gen de
interés, y las plantas testigo para calibrar los niveles de expresion. Los niveles
de transcritos del gen de interés se expresaron en numero de “veces” en
respuesta al tratamiento y en relacion al nivel basal de transcritos en las

plantas testigo (1X).
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Cuadro 1. Oligonucleé6tidos utilizados.

#Oligonucleotido Producto
3 Numero de de PCR
Proteina Gen (pb)
accesof ;
Secuencia
(5> 3)
GAPDH GAPDH AJ246011 ftFw  GGCCTTATGACTACAGTTCACTCC 217
Rv  GATCAACCACAGAGACATCCACAG
EAS EAS AJ0O05588 fFw GCTCAAGAAATTGAACCGCCGAAG 200
Rv  TCTTCATTATAGACATCGCCCTCG
WRKY-a WRKY-a  AY391747 tFw  CATTACCGTCAACCATCTCA 377
Rv  TCAACATCCTCATCTCCAAA
HMG2 HMG2 AF110383 tFw  ATTACCTTCAGAATGAATACGCT 316
Rv  CTCTCTATGTTTTGTGCTGGGT
POX POX AF442386 tFw CCAGTACGTGCCCAAGAGCTG 560
Rv  GGATGCGTCGATTGAAGGGTC
PR-1 PR-1 AF053343 AFw GTTGTGCTAGGGTTCGGTG 301

Rv  CAAGCAATTATTTAAACGATCCA

INCBI (National Center for Biotechnology Information); GAPDH: 3-fosfato gliceraldehido
deshidrogenasa; EAS: 5-epiaristoloqueno sintasa. HMGR: hidroximetilglutaril-CoA reductasa.
POX: peroxidasa. PR-1: proteina relacionada con patogénesis 1. {Disefiados por nuestro grupo
de trabajo. AGayoso et al., (2007).

Extraccion y cuantificacion del contenido de capsidiol. La extraccion se
efectud a partir de 1 g de tejido de raices de plantas de CM334, siguiendo la
metodologia descrita por Egea et al., (1996). El tejido se maceré en un mortero
conteniendo N> liquido, el macerado se transfirio a tubos de vidrio y se le agrego
una mezcla de CH2Cl2:MeOH (2:1). Cada extracto se filtro y evaporo a sequedad
a temperatura ambiente, posteriormente se disolvio con la mezcla antes
mencionada para separar las fracciones mediante cromatografia en capa
delgada (placas cromatograficas de silica gel 60 Fas4, Merck®) utilizando una

mezcla de hexano:acetato de etilo (1:6). Para cada tratamiento, las muestras se

26



cromatografiaron en banda y eluyeron conjuntamente con una muestra de
capsidiol puro extraido y purificado por nuestro grupo de trabajo. Se recorto la
porcion correspondiente al estandar, la cual se reveldo con una disolucion de
sulfato cérico amoniacal 2N en H2SO4 y se confronté fisicamente con la porcion
eluida y no revelada de cada tratamiento. Las regiones correspondientes al
Rf=0.28 caracteristico del capsidiol se rasparon, se extrajeron con CH2CLa,
filtraron y evaporaron a sequedad. Las determinaciones del contenido de
capsidiol se efectuaron siguiendo la metodologia descrita por Chavez-
Moctezuma y Lozoya-Gloria (1996) con algunas modificaciones. Las muestras
se redisolvieron en metanol, preparandose una mezcla de reaccion en la
proporcion 1:1, extracto:vainillina al 2% en acido sulfurico. Las muestras
tratadas se incubaron por l1h a temperatura ambiente y se cuantificaron por
espectrofotometria (ND-1000, Nanodrop Technologies) a una longitud de onda
de 640 nm, utilizando una curva de calibracion previamente elaborada con
capsidiol puro. Los datos obtenidos se expresaron en ug g'! de tejido fresco de

raiz.

Analisis estadistico. Los datos obtenidos de todas las variables evaluadas se
sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y a un analisis de comparacion
de medias con el método de Tukey (P<0.05) utilizando el programa SAS version

9.0 (SAS Institute Inc., 2002).
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IV. RESULTADOS

Infeccion de raices de chile CM334 por N. aberrans y por M. incognita. En
todos los tiempos posteriores a la inoculacion se encontré que el porcentaje de
individuos que penetraron las raices de CM334 siempre fue mayor para N.
aberrans (30.9-57.9 %) en comparacion con M. incognita (0.1-10 %) (Fig. 2). A
los 21 dpi, en raices infectadas por N. aberrans, se observaron nematodos con
la forma de “C” o de espiral (Fig. 3 c), tipica de los juveniles del tercer estadio
(J3). La mayor invasion de raices por J2 de M. incognita se registro a los 2 dpi
(50.5 J, 10.1%) y a los 7 y 21 dpi el numero de individuos descendié a 10.5

(2.1%) y 0.5 (0.1%) individuos por planta (Fig.2).
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Fig. 2. Numero de nematodos que ingresaron en raices de chile CM334. Na, Nacobus
aberrans; Mi, Meloidogyne incognita. Cada barra representa el promedio de cuatro
raices analizadas y la linea en cada barra la desviacion estandar. El experimento se
repitio una vez.
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Fig. 3. A) Nacobbus aberrans. B) Meloidogyne incognita. Invasion de raices de
chile CM334 a 2 dias posteriores a la inoculacion (dpi) (a) y (d); 7 dpi; (b) y (e) ¥

21 dpi (¢) y (f).
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Acumulacion de transcritos en raices de plantas CM334 infectadas por
nematodos agalladores. En las dos interacciones y a los tres tiempos
posteriores a la inoculacion, todos los genes se sobre-expresaron en las raices
de las plantas de chile CM334 (Fig. 4); sin embargo, la sobre-expresion
invariablemente fue mayor en las raices de plantas inoculadas con M. incognita,
aunque las diferencias entre la interaccion compatible (CM334-Na) y la
incompatible (CM334-Mi), no siempre fueron significativas (P<0.05).

Para ambos nematodos la mayor acumulacion de los genes EAS y HMG2 se
registro a los 7 dpi, siendo significativamente mayor en la interaccion
incompatible; el incremento de EAS fue de 5.03 y 7.14 veces y el de HMG2 de
2.02 y 3.20 veces en los tratamientos CM334-Na y CM334-Mi, respectivamente.
El gen WRKY-a presento los niveles de acumulacion mas altos a los 2 dpi en
ambos tratamientos (CM334-Na 1.85 y CM334-Mi 2.95 veces) y el incremento
también fue significativamente mayor en la interaccion incompatible; a los 7 y
21 dpi las diferencias entre tratamientos no fueron significativas.

Los incrementos en los niveles de transcritos del gen PR-1 en la interaccion
incompatible (CM334-Mi) fueron muy similares en los tres tiempos evaluados
(2.39, 2.32 y 2.08 veces a los 2, 7 y 21 dpi, respectivamente) y fueron
significativamente diferentes a los de CM334-Na (1.63 veces) solo a los 7 dpi,
para los dias 2 y 21 no hubo diferencias significativas (1.39 y 1.73 veces). La
sobreexpresion del gen POX en CM334-Mi (2.82, 2.28 y 2.27 veces) alos 2, 7y
21 dpi, fue significativamente mayor que en CM334-Na (1.73, 1.75 y 1.66,

respectivamente) en los tres tiempos evaluados. La mayor acumulacion de
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transcritos se registro a los 2 dpi en la interaccion incompatible, mientras que
en la compatible (tratamiento CM334-Na) los niveles fueron muy parecidos en

los tres tiempos.
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Fig. 4. Niveles relativos de transcritos de los genes EAS, HMG2, PR-1, POXy WRKY-a
en raices de chile CM334 resistente a Meloidogyne incognita. Na: inoculadas con
Nacobbus aberrans; Mi: inoculadas con M. incognita. Cada barra representa el
promedio de tres réplicas y la linea en cada barra la desviacion estandar. Los niveles
de transcritos se expresaron como cambios en veces en respuesta al tratamiento con
relacion al nivel basal de transcritos en las plantas testigo (1x) y se calculé mediante el
meétodo 2-44Ct (Schmittgen y Livak, 2008), utilizando como referencia interna el gen que
codifica para 3-fosfato Gliceraldehido deshidrogenasa (GAPDH) para normalizar la
expresion, y las plantas testigo para calibrar los niveles de expresion del gen de
interés. Barras con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey,
P<0.05). El experimento se repitiéo una vez.
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Acumulacion de capsidiol en raices de plantas CM334 inoculadas con
nematodos agalladores. En la interaccion incompatible el contenido de
capsidiol fue mayor (2.73 pg gl de tejido fresco de raiz), en comparacion al
encontrado en la interaccion compatible (1.97 ug g1 de tejido fresco de raiz)
(Cuadro 2). Las diferencias en el contenido de la fitoalexina fueron significativas

(P<0.05).

Cuadro 2. Acumulacion de capsidiol en raices de plantas de chile CM334
resistentes a Meloidogyne incognita. Control: sin nematodo; Na: inoculadas con
Nacobbus aberrans; Mi: inoculadas con M. incognita. A 7 dpi con el nematodo.

Tratamiento Capsidiol
(ug gt de raiz)

Control 1.90%0. 10b
Na b
1.97+0.26
Mi
2.73+0.292

Cada valor representa el promedio de tres extracciones, valores con la misma letra no son
significativamente diferentes (Tukey, p<0.05). El experimento se repitié una vez.
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V. DISCUSION

El genotipo de chile CM334 es resistente a las tres principales especies de
nematodos agalladores (Meloidogyne incognita, M. arenaria y M. javanica) y su
resistencia se manifiesta como una reaccion de hipersensibilidad asociada con
incrementos en los niveles de acido clorogénico (Pegard et al., 2005). Sin
embargo, CM334 es susceptible al nematodo falso agallador Nacobbus aberrans
y en plantas infectadas por este nematodo se han reportado niveles reducidos
de acido clorogénico, en comparacion con las inoculadas con M. incognita
(Lopez-Martinez, et al.,, 2011). En la presente investigacion, los maximos niveles
de expresion de los genes de defensa EAS, HMG2, WRKY-a, PR-1 y POX, y se
registraron en raices de CM334 inoculadas con M. incognita (interaccion
incompatible), en comparacion con las inoculadas con N. aberrans (interaccion
compatible).

En C. annuum los genes EAS y HMG2, codifican para las enzimas 5-epi
aristoloqueno sintasa e hidroximetilglutaril-CoA reductasa 2, respectivamente,
implicadas en la biosintesis de fitoalexinas sesquiterpénicas como el capsidiol
(Zavala-Paramo et al., 2000; Ha et al., 2003). La mayor sobre-expresion de estos
genes en la interaccion incompatible (CM334-Mi) estuvo asociada con un mayor
incremento en la acumulacion de capsidiol, lo cual contrasté con los cambios
registrados en la interaccion compatible (CM334-Na), donde los niveles de
expresion y el contenido de la fitoalexina fueron bajos. El efecto toxico de esta

fitoalexina sobre juveniles del segundo estadio de N. aberrans fue demostrado
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por Godinez-Vidal et al. (2010). En interacciones incompatibles chile-P. capsici,
los incrementos en el contenido de este metabolito se asocian frecuentemente
con la resistencia (Egea et al., 1996; Candela et al., 2000). La sobre-expresion
de HMG2 ocurre cuando las plantas son atacadas por patégenos, asi Ha et al.
(2003) observaron la activacion de este gen en plantas de C. annuum en
respuesta al ataque por el oomiceto; de igual forma Villar-Luna, (2013) registro
altos niveles de transcritos del gen EAS en plantas de chile CM334 inoculadas
con P. capsici. Se tiene evidencia de que N. aberrans reduce la expresion de
genes implicados en la defensa de la planta abatiendo y retrasando las
respuestas de defensa, para proveerse de condiciones adecuadas que le
permitan establecerse y completar su ciclo exitosamente (Fernandez-Herrera et
al., 2012; Villar-Luna et al.,, 2009; Godinez-Vidal et al., 2013). Los niveles de
expresion de los genes EAS y HMG?2 fueron reducidos en plantas de chile
CM334 inoculadas con N. aberrans tanto a nivel local (Fernandez-Herrera et al.,
2012) como sistémico (Villar-Luna, 2013).

En el presente trabajo los niveles de transcritos del gen WRKY-a, fueron
significativamente mayores en la interaccion incompatible (CM334-Mij, en
comparacion con la compatible (CM334-Na). Diversos miembros de la familia
multigénica de factores de transcripcion WRKY, asociados con defensa, se
sobre-expresan en respuesta a patégenos. Se menciona que la sobre-expresion
del gen WRKY-a se asoci6 con la respuesta de hipersensibilidad en plantas de
C. annuum inoculadas con el Tobacco mosaic virus (TMV) y Xanthomonas

campestris pv. vesicatoria (Park et al,, 2006). También en la interaccion
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incompatible C. annuum/M. incognita los niveles de expresion de los genes
WRKY-a y WRKY2 se elevaron (Li et al., 2008). En chile CM334 la sobre-
expresion de WRKY-a fue superior en la interaccion incompatible CM334-P.
capsici en comparacion con la compatible CM334-N. aberrans (Villar-Luna,
2013).

En la interaccion incompatible (CM334-Mj), la mayor sobre-expresion de genes
que codifican para proteinas relacionadas con patogénesis como PR-1 y POX
(peroxidasas) contrasté con los niveles inferiores registrados en raices de
plantas CM334 infectadas por N. aberrans. La implicacion de estas proteinas en
respuesta al ataque por patéogenos esta bien documentada (Van Loon et al,
20095). Fernandez-Herrera et al.,, (2012) encontraron que en plantas de chile
CM334, los niveles de acumulacion de transcritos del gen POX se
incrementaron significativamente desde las 6 hpi con P. capsici dandose una
mayor acumulacion a las 48 hpi; esto podria contribuir a la restriccion del
patogeno durante la reaccion de hipersensibilidad en raices de CM334
(Fernandez-Pavia, 1997), dado que las peroxidasas participan en el
reforzamiento de paredes celulares (Passardi et al,, 2005). Ademas, las
peroxidasas estan involucradas en una amplia gama de procesos fisiologicos
durante todo el ciclo de vida de la planta, debido posiblemente al elevado
numero de isoformas (isoenzimas) y a la versatilidad de las reacciones que
catalizan. Estan involucradas en el metabolismo de las auxinas, lignina,
especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno (RNS), asi como en la

formacion de suberina y en la sintesis de fitoalexinas (Almagro et al., 2009). En
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interacciones incompatibles entre cultivares resistentes de Caupi (Vigna
unguiculata) a M. incognita, se registraron niveles mas elevados de actividad de
peroxidasas en comparacion con las compatibles (Oliveira et al., 2012). De igual
manera, en la interaccion compatible CM334-N. aberrans los niveles de
expresion de POX se redujeron (Villar-Luna, 2013).

Niveles bajos de transcritos de otros genes asociados con defensa también se
han reportado en la interaccion chile CM334-N. aberrans. Fernandez-Herrera et
al., (2012) encontro que en plantas CM334 inoculadas con este nematodo, los
niveles de transcritos de los genes GLU y PR-1 fueron mas bajos, en
comparacion con las inoculadas con P. capsici. La sobre-expresion de PR-1 se
asocia con los mecanismos de defensa en chile; por ejemplo la acumulacion del
gen CABPR-1, que codifica para una proteina PR-1, fue mayor en la interaccion
incompatible chile cv. Hanbyul-Xantomonas campestris pv. vesicatoria
(aislamiento Bv5-4a), en comparacion con la registrada en la interaccion
compatible chile cv. Hanbyul-X. campestris pv. vesicatoria (aislamiento Ds1)
(Kim y Hwang, 2000). La relacion de PR1 con resistencia a nematodos
fitoparasitos también se ha consignado; por ejemplo en plantas de tomate
resistentes a M. incognita, se incremento la expresion del gen PR-1 cuando se
inocularon con el nematodo (Molinari et al., 2013). Todo lo anterior sugiere que
la modulacion de la expresion del gen PRI llevada a cabo por N. aberrans
podria estar favoreciendo su establecimiento exitoso.

Los resultados obtenidos prueban que tanto en presencia de N. aberrans como

de M. incognita, se incremento la sobre-expresion de los diversos genes de
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defensa evaluados y el contenido de capsidiol en plantas de chile CM334; sin
embargo, los incrementos fueron mayores en la interaccion incompatible
(CM334-M. incognita). Los altos incrementos inducidos por M. incognita, se
relacionaron con la restriccion de su establecimiento y reproduccion, como lo
indica el hecho de que solamente el 0.1% de los juveniles se encontrara dentro

de la raiz a los 21 dias después de haber realizado la inoculacion.
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