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CAPSIDIOL EN CHILE CM-344 RESISTENTE A Phytophthora capsici E
INFECTADO POR Nacobbus aberrans
Ernesto Fernandez Herrera, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2011

Se determind la acumulacion de transcritos de los genes POX, GLU, PR-1 (responsables de
codificar para peroxidasas, B-1,3-glucanasas y proteina PR-1, respectivamente) y EAS (5-
epiaristoloqueno sintasa, involucrada en la biosintesis de capsidiol), la actividad de B-1,3-
glucanasas, peroxidasas, y el contenido de capsidiol en raices de chile CM-334 infectadas por
N. aberrans, P. capsici y ambos patdgenos. Plantas de CM-334 se inocularon con 300, 000
zoosporas de P. capsici y/o 2000 J, del nematodo. A las 6, 12, 24 y 48 h posteriores a la
inoculacion (hpi) con el oomiceto se analiz6 por PCR en tiempo real la acumulacion de
transcritos de los genes mencionados y se determind la actividad de las enzimas B-1,3-
glucanasas y peroxidasas, y el contenido de capsidiol. En general, la inoculacion de chile CM-
334 con P. capsici incremento significativamente la acumulacion de los genes POX, GLU y
PR-1 desde las 6 hpi y los mayores incrementos se registraron a las 48 hpi. EAS alcanz6 sus
maximas acumulaciones a las 6 y 12 hpi. También, la actividad de glucanasas y peroxidasas, y
el contenido de capsidiol se incrementé significativamente (P < 0.05) en raices inoculadas con
P. capsici en comparacion con las no inoculadas. En la interaccibn CM-334-Na-Pc la
expresion de EAS fue tardia en comparacion con las plantas inoculadas sélo con el oomiceto.
La inoculacion de CM-334 con N. aberrans registrd niveles bajos de transcritos de EAS y de
los genes PRs, lo cual contrastd significativamente con la acumulacion en la interaccion CM-
334-P. capsici. La actividad de B-1,3-glucanasas y peroxidasas y el contenido de capsidiol en
plantas de CM-334 inoculadas con N. aberrans fue baja con respecto a las inoculadas con P.
capsici 0 ambos patogenos, donde la actividad fue significativamente mayor (P < 0.05) a las
12, 24 y 48 hpi.

Palabras clave: Capsicum annuum, Nacobbus aberrans, Phytophthora capsici, capsidiol,

genes EAS, GLU, POX y PR-1, proteinas relacionadas con patogénesis.
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DEFENSE GENES, ENZIMATIC ACTIVITY AND CONTENT OF CAPSIDIOL IN
CHILLI CM-334 RESISTANT TO Phytophthora capsici AND INOCULATED WITH
Nacobbus aberrans
Ernesto Fernandez Herrera, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2011

Transcripts accumulation of the genes POX, GLU, PR-1 (responsible to codify for peroxidase,
B-1,3-glucanase and protein PR-1, respectively) and EAS (5-epi-aristolocheno synthase,
involved in capsidiol biosynthesis), p-1,3-glucanase and peroxidase activity, and the content
of capsidiol in roots of chilli CM-334 infected by N. aberrans, P. capsici and both pathogens
were determinate. Plants of CM-334 were inoculated with 300, 000 zoosporas of P. capsici
and/or 2,000 J, of the nematode. At 6, 12, 24 and 48 h after the inoculation (hai) with the
oomycete the accumulation of the mentioned genes were analyzed by real time PCR, and the
activity of B-1,3-glucanase and peroxidase and the content of capsidiol were determinate.
Generally, the inoculation of chilli CM-334 with P. capsici significantly increased the
accumulation of POX, GLU and PR-1 genes from the 6 hpi and the higher increases were
registered at 48 hai. EAS transcripts were higher at 6 and 12 hai. Also, the activity of
glucanase and peroxidase, and the content of capsidiol was increased significantly (P < 0.05)
in roots inoculated with P. capsici as compare to those non-inoculated. In the interaction CM-
334-Na-Pc the EAS expression was delayed in comparison with the plants inoculated only
with the oomycete. The inoculation of CM-334 with N. aberrans registered low levels of EAS,
as well as of the PRs genes, which contrasted significantly with gene transcripts accumulation
in the interaction CM-334-P. capsici. The activity of B-1,3-glucanase and peroxidase, and the
content of capsidiol in plants of CM-334 inoculated with N. aberrans was low with respect to
those inoculated with P. capsici or both pathogens, where the activity was significantly
greater (P <0.05) at 12, 24 and 48 hai.

Palabras clave: Capsicum annuum, Nacobbus aberrans, Phytophthora capsici, capsidiol,
EAS, GLU, POX y PR-1, pathogenesis-related proteins.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

El Chile (Capsicum annuum L.) es originario de Mexico y con la llegada de los
espafioles esta hortaliza se extendio al viejo continente, y de ahi a todo el mundo
(Claridades Agropecuarias, 1998). En México, el chile, es de gran importancia econémica
y social, y la rentabilidad del cultivo depende de factores abidticos y bidticos, siendo estos
ultimos los que méas impactan el rendimiento del cultivo, destacando la marchitez del chile
inducida por el oomiceto Phytophthora capsici Leo., responsable del 70-80% de perdidas
en la produccién en El Bajio, Aguascalientes, San Luis Potosi, y Puebla (Mendoza y Pinto,
1983; Gonzélez-Pérez et al., 2004). EI manejo de esta enfermedad se ha realizado
mediante préacticas culturales y el empleo de fungicidas; no obstante, se considera que la
resistencia genética podria ser una estrategia de manejo préctica, econdémica y
ambientalmente sana. Sin embargo, se ha observado que en cultivares de hortalizas
resistentes a algunos fitopatdgenos con origen en el suelo, se vuelven susceptibles cuando
son infectados por nematodos fitopatogenos (Martin et al., 1956; Thomason et al., 1959;

Bowman y Bloom, 1966; Vargas-Escobedo et al., 1996).

Durante la interaccion de la planta con nematodos endoparasitos sedentarios ocurre
una reprogramacion de la expresion génica en el hospedante, que permite la diferenciacion
de estructuras especializadas de alimentacion (sincitios o células gigantes) necesarias para
que el nematodo complete su ciclo de vida (Gheysen y Fenoll, 2002). La modificacién en
la expresion de algunos de esos genes podrian estar asociados con el rompimiento de
resistencia (Zavaleta-Mejia et al., 2009). La linea Criollo de Morelos 334 (CM-334) del
chile tipo serrano, es altamente resistente a Phytophthora capsici y su resistencia se ha
mantenido aun cuando se ha inoculado con las cepas mas patogénicas (Bonnet et al., 2007;
Kim y Kim, 2009) y actualmente se le considera como el resistente universal a P. capsici
(Oelke et al., 2003; Glosier et al., 2008). Sy y colaboradores (2005) sugieren que en CM-
334 existen tres genes de resistencia a P. capsici que de manera independiente comandan
la resistencia a este patogeno, encontrandose éstos en raiz, tallo y follaje. CM-334
también es altamente resistente a potyvirus y a las tres principales especies del nematodo

agallador de la raiz: Meloidogyne arenaria, M. incognita, y M. javanica (Pegard et al.,



2005), sin embargo, CM-334 es susceptible al nematodo Nacobbus aberrans (Godinez-
Vidal et al., 2008; Lopez-Martinez et al., 2010).

En el caso particular de materiales de chile resistentes a P. capsici, la evidencia
experimental hasta ahora generada, indica que la resistencia al oomiceto puede explicarse
por diferentes mecanismos. Esta resistencia a P. capsici esta dada por el incremento en la
actividad de proteinas relacionadas con la patogénesis (PRs) como las B-1,3-glucanasas,
quitinasas y proteina PR-1 (Hong y Hwang, 2005), asi como, de la enzima fenil alanina
amonio liasa (PAL), acumulacién de compuestos fendlicos con propiedades toxicas
(Candela et al., 1995; Fernandez-Pavia, 1997); e incremento en el contenido de capsidiol
(Egea et al. 1996a). Ademas de los transcritos de la PR B-1,3-glucanasa (de la familia PR-
2), también se incrementan de manera rapida y abundante transcritos de las familias PR-1,
PR-3 (quitinasas) y PR-9 (peroxidasas) y por consiguiente se ubican como una parte
importante de los mecanismos de defensa contra el oomiceto (Egea et al., 1999; Kim y
Hwang, 2000; Hong y Hwang, 2005). En general las PRs se consideran uno de los
principales mecanismos de defensa de las plantas (Van Loon et al., 2006). También, en
plantas de chile infectadas con P. capsici se han observado incrementos en los niveles de
mensajeros de la sesquiterpeno ciclasa, enzima asociada en la sintesis del capsidiol (Sun-
Hwa et al., 2003). El capsidiol es la principal fitoalexina sesquiterpénica que se acumula
en las zonas de infeccién inhibiendo o restringiendo el crecimiento de P. capsici durante la
interaccion incompatible P. capsici-chile (Egea et al., 1996a; Candela et al., 2000). La
enzima clave en la biosintesis de este metabolito es la 5-epi-aristoloqueno sintasa,
codificada por el gen EAS (Bohlmann et al. 2002). La expresidn del gen EAS en plantas de
chile inoculadas con P. capsici o tratadas con elicitores (celulasa o Pep-13) fue reportada
por Zavala-Paramo et al. (2000) y Maldonado-Bonilla et al. (2008).

En chile CM-334 infectado con P. capsici también se ha observo una mayor y mas
rapida acumulacion de los mensajeros que codifican para la enzima PAL, tales
modificaciones se asociaron con cambios cuantitativos y cualitativos de compuestos
fenolicos que inhibieron a P. capsici en condiciones in vitro. Asimismo, la actividad de
peroxidasas acidicas fue mayor en plantas resistentes inoculadas con el oomiceto en
comparacion a las plantas susceptibles (Fernandez-Pavia, 1997). A pesar de que el chile
CM-334 presenta un alto grado de resistencia a P. capsici, las plantas de este genotipo se
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comportaron como susceptibles cuando fueron previamente infectadas por N. aberrans, es
decir, se rompi0 su resistencia (Hernandez et al., 1992; Vargas-Escobedo et al., 1996;
Trujillo-Viramontes et al., 2005). EI maximo grado de rompimiento de resistencia a P.
capsici en plantas de chile CM-334 se obtuvo cuando se inocularon 2000 juveniles de
segundo estadio (J;) de N. aberrans y 300, 000 zoosporas de P. capsici a los 21 dias

posteriores a la inoculacion con el nematodo (Trujillo-Viramontes et al., 2005).

Recientemente, nuestro grupo de trabajo reportd que en plantas de chile CM-344
inoculadas con N. aberrans se redujo la actividad enzimatica de la fenilalanina
amonioliasa (PAL), de peroxidasas y la concentracion de fenoles solubles totales y acido
clorogénico, en comparacion con aquellas inoculadas sélo con P. capsici (Godinez-Vidal
et al., 2008; Ldpez-Martinez et al., 2010); tales resultados sugieren que la pérdida de
resistencia podria asociarse con la reduccién de la actividad o el contenido de éstos
compuestos. Asi Zavaleta-Mejia et al. (2009) proponen que el fendbmeno de rompimiento
de resistencia a P. capsici en CM-334 podria asociarse con cambios en la expresion de
genes de defensa que codifican para peroxidasas, para enzimas de la ruta de
fenilpropanoides (PAL, C4H, 4CL, CCR) e isoprenioides [hmg (3-hidroxi-3-metilglutaril
CoA-reductasa), EAS (5-epi-aristoloqueno sintasa) y SS (escualeno sintasa), cuya
expresion o represion podria favorecer la acumulacion de metabolitos que inhiben o

favorecen la infeccion por P. capsici.

Con base en estos antecedentes y con la idea de aportar informacion que contribuya
al esclarecimiento del fenémeno de rompimiento de resistencia a P. capsici en plantas
CM-334 previamente infectadas con N. aberrans, el objetivo de la presente investigacion

fue.

» Comparar la acumulacion de transcritos de los genes POX, GLU, PR-1y EAS,y la
actividad enzimatica de peroxidasas, glucanasas y el contenido de capsidiol en
raices de plantas de chile CM-334 inoculadas sélo con P. capsici y en plantas

inoculadas con P. capsici y N. aberrans.



REVISION DE LITERATURA

En México, el chile (C. annuum) es una de las hortalizas mas importantes, tanto por
su importancia social y cultural, como por la gran cantidad de divisas que genera, ya que el
10% de su produccion se destina para exportar principalmente a Estados Unidos, Canada,
Alemania, Espafia, Suecia, Japon, Hong Kong y algunos paises de Centro y Sudamérica

(Claridades Agropecuarias, 1998).

La rentabilidad del cultivo depende de factores diversos como son; el ambiente
(luz, temperatura, humedad relativa, y ventilacion, entre otros), nutricion, sistema de riego,
potencial genético de la planta y control de plagas y enfermedades. El cultivo del chile
presenta problemas fitosanitarios diversos, ya que puede ser atacado por bacterias,
fitoplasmas, virus, viroides, hongos y oomicetos, siendo este Ultimo grupo de patégenos
uno de los que mas afectan al rendimiento del cultivo (Mendoza, 1996). En México,
Phytophthora capsici es uno de los patdgenos méas devastadores para el cultivo de chile y
puede causar pérdidas de hasta el 100% cuando las condiciones ambientales son favorables
y no se realiza ningin método de control oportuno (Gonzélez-Pérez et al., 2004). Se
considera que la resistencia genética podria ser una estrategia de manejo préactica,

econdmica y ambientalmente sana.

En México, desde 1966 se empezaron a realizar esfuerzos para tratar de originar
variedades resistentes a P. capsici (Heredia, 1966). Redondo (1979) en el periodo
comprendido de 1974 a 1979 evalué materiales de chile resistentes a P. capsici,
procedentes tanto del extranjero como del pais, y encontré que los materiales reportados
como resistentes en otros paises, se comportaron como susceptibles con la coleccion de
cepas del oomiceto que se tienen en México. Estos resultados indicaron que para la
obtencion de fuentes de resistencias a la mayor parte de aislamientos de P. capsici, era
necesario buscar la resistencia en los materiales criollos de México, ya que México por ser
centro de origen y domesticacion del género Capsicum presenta una gran diversidad
genética. Asi, en la década de los 80°s se colectd a lo largo de todo el territorio mexicano
una diversidad amplia de materiales de chile; de entre ellos 19 criollos provenientes del
Estado de Morelos fueron resistentes a P. capsici; sobresaliendo el “Criollo de Morelos
334” debido a que de manera consistente exhibia un alto grado de resistencia al patégeno

4



(Guerrero-Moreno y Laborde, 1980; Gil-Ortega et al., 1991). Hoy en dia tal material es
considerado como el resistente universal a P. capsici (Oelke et al., 2003; Glosier et al.,
2008). CM-334 ha sido utilizado en diferentes programas de mejoramiento genético de
varios paises para obtener variedades de chile resistentes a P. capsici (Candela et al.,
2000).

Mecanismos de defensa estructurales y bioquimicos en plantas

Las plantas han desarrollado diferentes estrategias de defensa contra estreses
bioticos y abioticos. Los mecanismos de defensa pueden ser divididos en dos categorias: 1)
mecanismos constitutivos y, 2) mecanismo inducidos en respuesta a la infeccion. Los
primeros incluyen barreras fisicas como cuticula y pared celular, y compuestos
constitutivos quimicos que inhiben el crecimiento del patégeno invasor, como fenoles,
alcaloides, diterpenoides, esteroides glicoalcaloides, entre otros. Los segundos incluyen la
respuesta de hipersensibilidad, la activacion de genes especificos de la ruta de los
isoprenoides (peroxidasas, fitoalexianas, etc), el incremento de 3 1-3 glucanasas,
quitinasas y proteinas relacionadas con la patogénesis, entre otros (Fernandez et al., 1998;

Sepulveda-Jiménez et al., 2003).

Mecanismos de defensa en variedades de chile resistentes a P. capsici

Los genotipos de chile resistentes a P. capsici reaccionan de forma hipersensitiva al
ataque por el oomiceto (Egea et al., 1996b; Candela et al., 2000); sin embargo, la
compatibilidad e incompatibilidad hospedante-patégeno esta determinada por el grado de
coordinacion entre las diferentes estrategias de defensa, la rapidez, y la magnitud con la
que ocurre la expresion de genes que codifican para la sintesis de metabolitos que inhiben
el crecimiento del patogeno (Silvar et al., 2008). En general, las respuestas de defensa son
mas rapidas y de mayor magnitud en las interacciones incompatibles chile-P. capsici, en

comparacion con las compatibles (Hwang, 2001).

La resistencia a P. capsici en materiales de chile se ha asociado a la induccion de
diferentes mecanismos de defensa. La resistencia a P. capsici estad dada por un incremento
en el contenido de capsidiol; principal fitoalexina sintetizada en plantas de chile cuando

éstas se exponen a la infeccion o ataque de algun agente bidtico o abiotico (Stoessl et al.,
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1973) y, su acumulacion en los tejidos de la planta inhibe el crecimiento o desarrollo de P.
capsici (Egea et al., 1996a). También se ha consignado que la resistencia a P. capsici esta
asociada con incrementos en la actividad de la fenil alanina amonio liasa (PAL) y
compuestos fenolicos con propiedades toxicas (Ferndndez-Pavia, 1997). Al respecto,
Candela et al. (1995) mencionan que en el cv Smith-5 la resistencia a P. capsici podria
estar asociada con cambios cualitativos y cuantitativos de los acidos fenolicos totales en
tallos infectados por el oomiceto, ya que los niveles de fenoles totales fueron bajos en el
cultivar susceptible Yolo Wonder después de la inoculacién con P. capsici.

En las interacciones incompatibles chile-P. capsici, ademas de existir un
incremento en la actividad de enzimas o compuestos relacionados con la defensa, ocurre
también un aumento rapido y abundante de la expresién génica de proteinas relacionadas
con patogénesis, tales como la proteina PR-1, PR-2 (B-1,3-glucanasa), PR-3 (quitinasas) y
PR-9 (peroxidasas) (Kim y Hwang, 2000; Hwang, 2001; Hong y Hwang, 2005) y por
consiguiente se ubican como una parte importante de los mecanismos de defensa contra el
oomiceto. Al respecto, Silvar y colaboradores (2008) encontraron que a las 24 h
posteriores a la inoculacion con P. capsici, en las plantas resistentes de chile CM-331 la
expresion del RNAm del gen CAPO1 que codifica para peroxidasa, se incrementé 11.6
veces respecto a las plantas sin inocular, mientras que en las plantas del cv susceptible
Yolo Wonder, la expresion del gen CAPOL1 fue tres veces menor que en el cultivar
resistente. Por su parte, Egea et al. (1999) reportan que la actividad total de pB-1,3-
glucanasas fue mayor y mas rapida en la interaccion incompatible Smith-5-P. capsici en
comparacién con la interaccion compatible Yolo Wonder-P. capsici, en esta Gltima la

acumulacion tardia de B-1,3-glucanasas no previno el crecimiento del patdgeno.

Resistencia de CM-334 a P. capsici

El chile CM-334 es uno de los materiales que ha mostrado mayor resistencia a P.
capsici aun cuando se inocula con las cepas mas patogénicas. Sin embargo, aun no hay un
consenso claro sobre el nimero de genes que estan involucrados en la resistencia de CM-
334 a P. capsici. Guerrero-Moreno y Laborde (1980) sugieren que la resistencia esta dada

por sélo dos genes, mientras que otros autores mencionan que la resistencia en CM-334



estd dada por tres genes los cuales de manera independiente confieren la resistencia a P.

capsici en raiz, tallo y follaje (Sy et al., 2005).

Ferndndez-Pavia (1997) al tratar de explicar la resistencia de CM-334 a P. capsici,
encontré que al inocular a este genotipo con el oomiceto hubo mayores niveles de los
mensajeros que codifican para la enzima PAL, lo cual se asoci6 con cambios cuantitativos
y cualitativos de compuestos fendlicos que inhibieron el crecimiento de P. capsici en
condiciones in vitro; también, la actividad de peroxidasas acidicas fue mayor en plantas
resistentes inoculadas, en comparacion con las plantas susceptibles inoculadas. Estos
resultados fueron confirmados posteriormente por Godinez et al. (2008) cuando al inocular
plantas de CM-334 observaron un incremento significativo en la actividad de PAL en
plantas inoculadas con P. capsici. Por otra parte, Ueeda et al. (2006) reportan que el acido
jasmonico (AJ) puede jugar un papel importante en la resistencia de CM-334, ya que
cuando este genotipo se inoculé con P. capsici los niveles de AJ se incrementaron

drasticamente en las hojas inoculadas.

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

La interacciones nematodo-hongo pueden resultar en efectos aditivos, neutrales o
negativos para la planta hospedante (Walker et al., 1999; Manzanilla-L6pez et al., 2002) o
bien, estas interacciones nematodo-hongo puede resultar en el fenémeno conocido como
“rompimiento de resistencia” (Zavaleta-Mejia, 2002). Este fendmeno de rompimiento de
resistencia a hongos fitopatégenos por nematodos fitoparasitos se conoce desde mediados
del siglo pasado (Martin et al., 1956; Powell 1971; Bergeson, 1975; Upadhyay y Dwivedi,
1987; Maheshwari et al., 1995). Por ejemplo; Upadhyay y Dwivedi (1987) reportaron la
pérdida de resistencia al hongo Fusarium oxysporun f. sp. ciceri en plantas de garbanzo de
la variedad “Avrodhi”, cuando previamente éstas fueron inoculadas con el nematodo

agallador Meloidogyne javanica.

El rompimiento de resistencia también se ha observado en genotipos de chile
resistentes a P. capsici (Hernandez et al. 1992; Pérez y Pérez, 1988). A pesar del alto
grado de resistencia del genotipo CM-334 al oomiceto, las plantas se mostraron
susceptibles cuando fueron previamente infectadas por el nematodo agallador N. aberrans
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(Pérez y Pérez, 1988; Vargas-Escobedo et al., 1996; Trujillo-Viramontes et al., 2005;
Godinez-Vidal et al., 2008). Por ejemplo, Pérez y Pérez (1988) reportaron que cuando
cuatro genotipos resistentes (CM-355, CM-329, BG-1504 y L-29) a P. capsici se
inocularon simultaneamente con N. aberrans (1500 huevos/planta) y P. capsici (180, 000
zoosporas/planta) las plantas presentaron infeccion y muerte, ocurriendo asi el
rompimiento de resistencia de los cultivares resistentes al oomiceto. Por su parte, Trujillo-
Viramontes y colaboradores (2005) determinaron que el maximo grado de rompimiento de
resistencia en plantas de CM-334 ocurrié cuando las plantas CM-334 fueron inoculadas
primeramente con 2000 J, de N. aberrans y 21 dias después con 300, 000 zoosporas de P.
capsici. En experimentos con plantas CM-334 con doble sistema radical, en donde existio
una separacion fisica entre el sistema radical inoculado con el nematodo y el inoculado con
el oomiceto, las planta mostraron susceptibilidad a este Gltimo; tales resultados sugieren
que los cambios metabolicos y/o fisiologicos inducidos por el nematodo pueden ser los
responsables del rompimiento de resistencia y no el dafio mecanico inducido por este en

las raices de la planta hospedante (Vargas-Escobedo et al., 1996).

Se ha consignado que la inoculacién de plantas CM-334 con N. aberrans reduce
considerablemente la actividad de la enzima PAL, en comparacion con las plantas no
inoculadas; en contraste, en las plantas inoculadas solamente con P. capsici la actividad se
incremento, indicando que tal reduccién podria estar involucrada en el rompimiento de
resistencia de CM-334 a P. capsici (Godinez-Vidal et al., 2008). PAL es una enzima
importante en la ruta de los fenilpropanoides, a través de la cual se sintetizan compuestos
con una diversidad amplia de funciones en las plantas, entre ellos los relacionados con la
defensa, como los compuestos fenolicos con propiedades antimicrobianas y las fitoalexinas
(Klessing y Malamy, 1994; Shadle et al., 2003). Ademas se ha determinado que en
presencia de N. aberrans se reduce la actividad total de peroxidasas, el contenido de acido
clorogénico y los fenoles solubles totales; lo cual podria estar asociado con el fendomeno de
rompimiento de resistencia a P. capsici en CM-334 cuando ha sido previamente infectado

con el nematodo (L6pez-Martinez et al., 2010).



Phytophthora capsici Leo

Este oomiceto se encontrd por primera vez en Nuevo México (Estados Unidos de
América) atacando cultivos de chile pimiento (Leonian, 1922). En México, Galindo (1960)
demostrd que la marchitez del chile anteriormente atribuida a Fusarium, en realidad era
causada por P. capsici. Esta enfermedad ocasiona dafios de hasta 80% en las zonas
productoras de chile en El Bajio, Aguascalientes y San Luis Potosi. También afecta a las
cucurbitaceas (calabaza, pepino, sandia, meldn) y, en tomate ocasiona dafios de hasta 50%
en Nayarit y Jalisco (Mendoza y Pinto, 1983).

La clasificacion taxondmica de P. capsici es la siguiente; Reino: Stramenopila o
Chromista, Phyllum: Oomycota, Clase: Oomycetes, Orden: Peronosporales, Familia:
Pythiaceae, Genero: Phytophthora, Especie: capsici (Kirk et al., 2001; Agrios, 2005).

P. capsici tiene apariencia finamente radiada, esporangios de forma muy variable,
predominan los ovoides, elipticos, oval-alargados y globosos, de 28 a 123 um de largo por
21 a 50 um de ancho, promedio 53.0 x 30.5 um con papila conspicua, a veces desviada,
frecuentemente con dos papilas; clamidosporas ausentes o raras; oogonios de esféricos a
subesféricos, con paredes lisas; anteridios basales anfigenos; oosporas apleroticas,
esféricas a subésferica, con pared gruesa y lisa y de color amarillo a castafio (Holliday,
1980; Romero-Cova, 1988).

La marchitez del chile generalmente se produce durante los periodos en los que el
ambiente calido y himedo es prolongado. P. capsici es diseminado hacia los 6rganos
aéreos de la planta por agua superficial y salpique por lluvia (Blancard et al., 2000). El
exceso de humedad en el suelo y temperaturas de 10 a 30 °C, con 6ptimas de 24 a 26 °C
son determinantes para el desarrollo de ataques severos y pérdidas extensas; la saturacion
del suelo con agua por un minimo de 5 horas es suficiente para favorecer la infeccion de

las plantas por el patogeno (Stevenson, 2001).

P. capsici penetra por estomas, lenticelas e hidatodos, o directamente rompiendo
las barreras de proteccidn de la cuticula de la planta, mediante la secrecion de enzimas
pectoliticas que reblandecen o maceran los componentes de dichas barreras (Redondo-
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Juérez, 1986). En la mayoria de los casos el patdgeno inicia su ataque a nivel del cuello de
la planta produciendo cancros de color café oscuro, al principio himedos y después se
vuelven blandos y secos, acompafiado de una ligera constriccion que avanza rapidamente;
esto ocasiona una marchitez progresiva del hospedante conforme avanza la enfermedad

hasta que la planta cae al suelo y muere (Cruz-Alcala, 1996).

La prevencion de esta enfermedad es posible mediante la rotacion de cultivos
evitando la siembra sucesiva de hospedantes susceptibles a P. capsici como chile, calabaza
y pepino, eliminando inmediatamente cualquier planta que empiece a mostrar marchitez,
uso de semillas sanas, sembrando en surcos altos, de tal manera que el agua de riego o
lluvia nunca llegue al cuello de la planta, nivelando el terreno para tener un buen drenaje
(Garcia-Morat6, 1996; Hausbeck y Lamour, 2004).

Los fungicidas que cominmente se han empleado con éxito para el control de P.
capsici son Ridomil Gold 4E (Metalaxil 48%), Tokat 240 (Metalaxil 25.3 %), Aliette
WDG (Fosetil-Al) y Previcur N (Propamocarb clorhidrato) (Ferndndez-Herrera et al.,
2007).

Nacobbus aberrans (Thorne y Allen)

N. aberrans “el nematodo falso nodulador” es una especie fitoparasita que afecta
seriamente a una diversidad amplia de plantas horticolas, incluyendo plantas cultivadas y
no cultivadas, como la papa, remolacha, jitomate, tabaco, chile, zanahoria, calabaza, cardo
(Zamudio et al., 1990; Canto-Séenz et al., 1996). En México se le ha reportado en 10
estados, donde afecta a un nimero importante de plantas cultivadas y arvenses, en las
cuales induce la formacion de agallas en las raices parecidas a las inducidas por las
especies del género Meloidogyne. Las agallas, en general, son pequefias y separadas unas

de otras a manera de cuenta de rosario (Franco-Navarro, 2005).

El género Nacobbus esta representado por sélo dos especies, Nacobbus dorsalis y N.
aberrans. La primera, no parasita a plantas de interés agricola y solo se encuentra en
California (U.S.A) donde su importancia econdmica no es significativa. Mientras que N.
aberrans es una especie parasita de cultivos importantes como chile, jitomate, papa, frijol
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y remolacha. Los resultados de diversos estudios sobre hospedantes de N. aberrans indican
que las poblaciones de esta especie pueden separarse en los grupos de frijol, papa y
remolacha, donde las poblaciones de cada grupo tienen preferencia por hospedantes
diferentes; por ejemplo: el grupo de la remolacha, incluye poblaciones que atacan a la
remolacha y al tomate pero no a la papa; el grupo de la papa, incluye poblaciones que
atacan a la papa y también afectan a la remolacha y tomate, pero no al chile; y el grupo del
frijol, incluyen poblaciones que atacan al frijol y al chile pero no a la papa y a la remolacha
(Manzanilla-Lopez et al., 2002). N. aberrans se adapta a un amplio rango de condiciones
climaticas y su ciclo de vida esta ampliamente influenciado por la temperatura (Cid del
Prado-Vera, 1985).

Este patdgeno se caracteriza por su dimorfismo sexual; la hembra tiene forma
globosa, con un solo ovario y vulva terminal, mientras que el macho es vermiforme, con
bursa terminal, campo lateral con cuatro incisuras irregularmente areoladas, dehiridios
ausentes, area labial redondeada, glandulas esofagicas sobrepuestas al intestino, la hembra
inmadura es vermiforme y de forma obesa-hinchada cuando madura (Manzanillo-Lépez et
al., 2002).

Nacobbus aberrans, al igual que muchas especies de nematodos parasitos de
plantas tienen complejas relaciones con sus hospedantes, induciéndoles profundas
alteraciones en la morfologia de las células de las cuales se alimentan. Durante esta
interaccion ocurren modificaciones celulares e histologicas que sugieren que el nematodo
incita una serie de cambios fisicos, quimicos y fisioldgicos en su hospedante, dando como
resultado los sincitios (Parviz, 1985). El J2 invade intracelularmente las raices formando
cavidades o lesiones en los tejidos radicales durante su recorrido. Las células afectadas
generalmente muestran citoplasma denso, nucleo y pared celular hipertrofiada,
vacuolacion, formacion de granulos y lisis celular (Manzanilla-Lopez et al., 2002). Los
protoplastos se fusionan dando lugar a un continuo de células denominado sincitio
(Sijmons, 1993). Los sincitios son inducidos por la hembra inmadura vermiforme y por la
hembra J4.
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Sintesis de isoprenoides en las plantas

Los isoprenoides constituyen wuna familia grande de compuestos con
aproximadamente 20,000 miembros. La estructura de los isoprenoides es diversa, desde
cadenas hidrocarbonadas simples hasta estructuras ciclicas complejas. Terpenos vy
terpenoides son los términos mas adecuados y descriptivos para estos compuestos, ya que

su sintesis comienza con un compuesto de cinco carbonos, el isopreno (Chappell, 1995b).

Los compuesto terpénicos pueden ser clasificados en metabolitos primarios y
secundarios. Entre los primarios se encuentran los esteroles, carotenoides, clorofila,
reguladores del crecimiento (&cido abscisico, citocininas y giberelinas, asi como, los
brassinoesteroides) y quinonas los cuales son compuestos esenciales en la integridad de la
membrana celular, fotosintesis, regulacion del desarrollo celular, y transporte de
electrones. Los metabolitos secundarios incluyen a los monoterpenos, sesquiterpenos y
diterpenos, que son importantes sobre todo durante las interacciones planta-planta, planta-

insecto o planta-patogeno (Chappell, 1995a; Lange et al., 2000).

En las plantas, los isoprenoides se sintetizan por dos vias que operan en dos
diferentes compartimientos celulares, el citoplasma (ruta mevalonica [MVA]) y los
plastidos (ruta del 2C-metil-D-eritrol 4-fosfato [MEP]). La via MVA esta presente en
practicamente todos los eucariotas y la via MEP esta presente en eubacterias y organismos
fotosintéticos como algas y plantas superiores, aungue ausente en hongos, arqueobacterias
y animales (Leon y Guevara-Garcia, 2007). No obstante, aunque ésta Gltima via esta
presente también en las plantas superiores, no se ha identificado en C. annuum los genes
que codifican para enzimas importantes que participan en esta ruta (ejemplo: DXR: 1-
dioxi-D-xilulosa 5-fosfato reducto isomerasa; CDP-ME sintetasa: 4-difosfocitidil -2-C-
metil-D-eritritol 4 fosfato sintasa; CDP-ME cinasa: 4-difosfocitidil -2-C-metil-D-eritritol 4
fosfato cinasa y; HDS: 2C-metil-D-eritritol ciclo difosfato sintasa (Lichtenthaler, 2000).
Por lo tanto, la sintesis de isoprenoides en plantas de chile se lleva a cabo a través de la

ruta mevalénica.

Esteroles y sesquiterpenoides (capsidiol) en las plantas. La biosintesis de
esteroles y de fitoalexinas sesquiterpenicas (capsidiol) tienen lugar en la ruta de los
12



isoprenoides (Zavala-Paramo et al., 2000). La biosintesis de éstos compuestos por esta via
es referida, también, como la ruta del mevalonato. EI mevalonato es un intermediario de
seis carbonos, que aparece despues de la fusion de tres unidades de acetil-CoA para formar
3-hidroxi-3-metilglutaril Coenzima A (HMG-CoA). La HMG-CoA es convertida a
mevalonato en una reaccion irreversible catalizada por HMG-CoA reductasa (HMGR). El
mevalonato a su vez es fosforilado y descarboxilado para generar isopentenil difosfato
(IPP) por accion de las enzimas mevalonato kinasa y mevalonato 5-difosfato
decarboxilasa. A su vez, el IPP puede ser convertido a su isdmero dimetil-alil difosfato
(DMAPP) por accién de la enzima IPP isomerasa, en una reaccion reversible. La adicion
de una unidad de IPP a DMAPP forma geranil difosfato y la fusion de una segunda unidad
de IPP forma farnesil difosfato (FPP) y un tercer IPP, genera geranilgeranil difosfato
(GGPP) (Fig. 1).

Los esteroles son isoprenoides que tienen una funcion esencial en todos los
eucariontes, y particularmente en las plantas superiores. Estos compuestos forman parte de
la bicapa de fosfolipidos de las membranas y, ademas, son precursores de compuestos con
una alta actividad fisioldgica como los brassinoesteroides, que son una clase de hormonas

importantes para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Benveniste, 2004).

Los sesquiterpenos son compuestos formados por tres moléculas isoprénicas (Cs)
gue comprende compuestos producidos por las plantas con funciones de defensa como lo
es el capsidiol, el cual es la fitoalexina mas importante en solanaceas ya que puede
prevenir la germinacion y crecimiento de varias especies de hongos fitopatégenos (Stoessl
etal., 1973).
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Fig. 1. Ruta de la biosintesis de isoprenoides en plantas (Chappell et al., 1989; Newman y
Chappell, 1999; Lichtenthaler, 2000).

En la biosintesis de los esteroles, la enzima escualeno sintasa (SS) cataliza la
formacion de esterol a partir de FPP y es considerada un punto potencial de regulacion
(Devarenne et al., 1998). Mientras que la enzima 5-epi-aristoloqueno sintasa (EAS) y 5-
epi-aristoloqueno dihidroxilasa (EAH) son las enzimas que regulan la biosintesis de
capsidiol, principal fitoalexina en chile (Facchini y Chappell, 1992; Yin et al., 1997;
Takahashi et al., 2005). La EAS cataliza la ciclizacion de farnesil difosfato en el
intermediario biciclico 5-epiaristoloqueno y es responsable del desvio de farnesil difosfato,
en la ruta del mevalonato, hacia la biosintesis de compuestos antimicrobiales y la EAH,
caracterizada como citocromo P450, es una enzima que cataliza la hidroxilacion de EA en
los carbonos C-1 y C-3 (Fig. 2). La 5-epi-aristolocheno sintasa es una enzima que se
induce por el ataque de patdgenos o estimuladores externos, cuya actividad esta regulada
por el control transcripcional del gen. La EAS en chile esta codificada por una familia de
genes de ocho miembros, mientras que en tabaco, la familia es de alrededor 15 miembros
(Zavala-Paramo et al., 2005).
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Fig. 2. Ruta biosintetica de capsidiol en tabaco. IPP = isopentenil pirofosfato; FPP=
farnesil difosfato; EAS = 5-epiaristoloqueno sintasa; EA= epiaristoloqueno; EAH= 5-
epiaristoloqueno dihidroxilasa; OPP; pirofosfato (Takahashi et al., 2005).

Proteinas relacionadas con patogénesis (PRs)

Muchas plantas responden a estimulos externos como el estrés ambiental y el
ataque por patogenos. El ataque por organismos patogénicos induce una gran variedad de
mecanismos bioquimicos de defensa en las plantas, como lo son la acumulacion de
fitoalexinas, incremento de ciertas enzimas con actividad hidrolitica, asi como, la sintesis
de nuevas proteinas relacionados con los mecanismos de defensa. Gran parte de las
repuestas relacionadas con defensa de la plantas consisten de proteinas relacionadas con la
patogénesis (PRs), las cuales se han encontrado en plantas mono y dicotiledonales. El

término de PRs (pathogenesis-related proteins) fue acufiado en 1980 (Antoniw et al.,
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1980), para definir a aquellas proteinas codificadas por las plantas hospedantes pero

inducidas solo en situaciones patoldgicas o relacionadas.

Aunque las PRs son consideradas como proteinas que se expresan en respuesta al
ataque por un patdgeno, muchos reportes indican que proteinas PRs pueden ser detectadas
en tejido no infectado, sugiriendo que estas proteinas puedan estar presentes en tejido sano
en cantidades pequefias. Por lo tanto, Van Loon (1999) sugiere que las PRs sean mejor
definidas como proteinas que son facilmente detectadas en tejido infectado y no detectadas
en tejido sano. Estas proteinas se caracterizan por ser extraibles selectivamente a pH bajo,
tener peso molecular relativamente bajo, ser termoestables, se acumulan en el espacio

intercelular y tienen alta resistencia a actividad proteolitica (Van Loon et al., 1994).

AUn no esta del todo claro como estas proteinas pueden de forma individual o
combinada, participar en la defensa de las plantas frente a la infeccion por patdgenos, asi
se ha propuesto que las PRs pueden actuar de dos maneras diferentes: degradando
directamente la pared celular del patégeno, o indirectamente promoviendo la liberacion de
compuestos de la pared celular (oligosacaridos) que pudieran actuar como elicitores de las

reacciones de defensa de las plantas (\Van Loon et al., 1994; Van Loon et al., 2006).

Las PRs son inducidas no s6lo por patégenos flngicos, sino también por virus,
bacterias, viroides, insectos y nematodos (Bol y Linthorst, 1990). También, se ha
observado que estas proteinas se expresan bajo condiciones de estrés ambiental como la
temperatura, salinidad, sequia y luz, entre otros, y por la presencia de quimicos como
etileno, acido salicilico y 6xido nitrico (Hong et al., 2005; Hong y Hwang 2005). También
los dafios o heridas mecanicas inducen este tipo de respuestas. Al respecto, se ha
consignado que existe una activacion diferencial de los miembros de las familias de genes
PRs, asi en el ataque por patégeno predominantemente se expresan los genes de PRs de
formas &cida, mientras que el dafio mecanico estimula la expresion de las formas basicas
(Bol et al., 1996).

Clasificacion de PRs. Originalmente se caracterizaron cinco grandes grupos de
PRs en tabaco, cada uno con varios miembros con propiedades similares. Actualmente se
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ha unificado la nomenclatura para las PRs, formando grupos de familias que comparten
similaridades en la secuencia de aminoacidos, relaciones seroldgicas y actividad
enzimética y biologica. Para 1994 Van Loon y colaboradores reportaron 11 familias (PR-1
a PR-11) reconocidas en tabaco y tomate. Posteriormente, tres nuevas familias (PR-12,
PR-13 y PR-14) fueron identificadas en rabano, Arabidopsis y cebada, respectivamente;
mas recientemente se tienen clasificadas 17 clases de PR’s con base en sus propiedades
bioquimicas y bioldgicas (Cuadro 1). Las familias estdn numeradas de acuerdo al orden en
las cuales ellas fueron descubiertas (Van Loon et al., 2006; Vidhyasekaran, 2008).

Cuadro 1. Familias de proteinas relacionadas con patogénesis (PRs) detectadas en plantas

de interés agricola.

PR’s Planta en la que se detecto Funcién

PR-1 Arroz, cebada, maiz, tomate, tabaco. Engrosamiento de la pared celular

PR-2 Arroz, trigo, cebada, maiz, papa, tomate, R-1,3-glucanasa
tabaco, chile, frijol, soya, remolacha.

PR-3 Arroz, maiz, tomate, chile, remolacha. Quitinasa

PR-4 Tabaco, tomate, arbol de goma. Quitinasa

PR-5 Arroz, trigo, cebada, avena, sorgo, papa, Alteracion de la permeabilidad de la
tomate, tabaco. membrana del hongo.

PR-6 Cebada, tomate, papa, tabaco. Inhibidor de proteinasa

PR-7 Tomate Endoproteinasa

PR-8 Pepino Quitinasa

PR-9 Tomate, arroz, tabaco, trigo. Peroxidasa

PR-10  Papa, espéarrago, guisante, frijol, arroz. Ribonucleasa

PR-11  Tabaco Quitinasa

PR-12  Arabidopsis, guisante, rabano. Defensina

PR-13  Cebada Tionina

PR-14  Cebada LTP4 Transferencia intracelular de lipidos

PR-15  Cebada Oxalacetato oxidasa

PR-16  Cebaday trigo. Parecida a oxalacetato oxidasa sin

presentar esta actividad
PR-17  Trigo. Peptidasa
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El punto isoeléctrico de las PRs es usado para clasificar algunas PRs en subclases
(Koiwa et al., 1994). Sin embargo, los criterios usados para la inclusion de nuevas familias
de PRs son: 1) la proteina debe de ser inducida por un patégeno en tejidos que
normalmente no la expresan y, 2) la induccion debe ocurrir en al menos dos diferentes
interacciones planta-patdgeno o la expresion en una sola interaccion planta-patdégeno debe
ser confirmada en dos laboratorios independientes diferentes (Van Loon y Van Strien,
1999).

Proteinas PR-1. Es el grupo dominante de PR’s detectadas en un gran namero de
especies de plantas. Se han detectado en arroz, trigo, cebada, tomate, tabaco y en varias
otras especies de plantas dentro de las familias Gramineae, Solanaceae, Amaranthaceae y
Chenopodiaceae (Van Loon, 1985; Sarowar et al., 2006). Las PR-1 se mantienen solubles
en buffer acido (pH 3.0) al contrario de muchas otras proteinas de plantas que se degradan
bajo estas condiciones (Van Loon, 1976). El peso molecular de las proteinas PR-1 oscila
en un rango de 14 a 16 kDa y ambas isoformas (acidas y basicas) han sido detectadas en
plantas infectadas por patdégeno (Van Loon, 1999).

La funcion exacta de las proteinas PR-1 durante la patogénesis es desconocida. Sin
embargo, Benhamou et al. (1991) sugieren que estas proteinas pueden estar involucradas
en el engrosamiento de la pared celular y, por tanto, pueden ofrecer resistencia a la
dispersion del patégeno en el apoplasto. También, las PR-1 se han detectado en la parte
externa de la pared celular y en citoplasma, lo cual puede constituir una linea de defensa
primaria en contra de la hifa infectiva del patdgeno, lo que sugiere que estas proteinas
también puedan tener un efecto directo en el crecimiento del patégeno. Por ejemplo, Lee et
al. (2000) al inocular plantas de chile con P. capsici, las proteinas PR-1, se detectaron a las
24 h después de la inoculacién en la fraccion intercelular de las células del tallo de las
plantas inoculadas, lo cual sugiere que éstas podrian tener un papel importante como

mecanismo de defensa directo en contra de los patdgenos que crecen en esta area.

Proteinas PR-2 (3-1,3-glucanasas). Estas proteinas son cominmente expresadas
en varias plantas como resultado de la infeccion por varios patdgenos y presentan actividad
R, 1-3 glucanasa. Estas proteinas son capaces de realizar cortes hidroliticos endégenos en
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los enlaces B, 1-3 glucosidicos de los B, 1-3 glucanas (Leubner-Metzger y Meins, 1999).
Las 3, 1-3 glucanasas son consideradas como proteinas relacionadas con la patogénesis y

estan ampliamente distribuidas en distintas especies de plantas (Van Loon, 1999).

Las 3, 1-3 glucanasas hidrolizan el 3, 1-3 glucana que es el mayor componente de
la pared celular de los oomicetos. La enzima también puede mediar la respuesta de las
plantas a traves de la liberacién de fragmentos de glucanas de la pared celular del patégeno
0 de planta, lo cual funciona como elicitores que pueden activar otras respuestas de
defensa de las plantas (Takeuchi et al. 1990). Aunque el mayor interés en las 3, 1-3
glucanasas se ha centrado en su papel como mecanismo de defensa en contra de patdgenos,
existen evidencias claras de que estas enzimas también intervienen en diversos procesos
fisiologicos y del desarrollo de las plantas como, maduracion de frutos, division celular,
embriogénesis, germinacion de semillas, rompimiento de dormancia, respuestas a bajas
temperaturas, ozono, dafio mecanico y luz UV, entre otros (Félix y Meins 1986;
Castresana et al., 1990; Hoj y Fincher, 1995; Leubner-Metzger y Meins, 1999). Existen
maltiples isoformas estructurales de estas enzimas las cuales difieren en tamafio, punto
isoeléctrico, estructura primaria, localizacion celular y modelo de regulacion. Las
glucanasas son codificadas por una familia multigenica y son producidas como pre-
proteinas con un péptido sefial N terminal hidrofébico, que es removido co-
traduccionalmente y un extremo C-terminal N-glicosilado en un solo sitio (Leubner-
Metzger y Meins, 1999). La pro-proteina es transportada del reticulo endoplasmatico via
aparato de Golgi a la vacuola donde el extremo C-terminal es removido para que madure
(Shinshi et al., 1988). Indirectamente se ha identificado que el extremo C-terminal
contiene sefiales de envio a la vacuola (Bednarek y Raikhel, 1991; Neuhaus et al., 1991;).
Las proteinas de la clase | (aproximadamente de 33 kDa) son proteinas basicas localizadas
en la vacuola, mientras que las de la clase 11 y Il (aproximadamente de 34 a 36 kDa) son
proteinas acidas secretadas en los espacios extracelulares y que no contienen el extremo C-
terminal presente en las de la clase | (Stintzi et al., 1993; Leubner-Metzger y Meins,
1999).

Casi todos los genes de R, 1-3 glucanasas aislados de especies de plantas contienen
un unico intron, con la excepcion de un gen aislado de Nicotiana plumbaginifolia que
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contiene dos (Castresana et al., 1990). Las posiciones del intron tanto en glucanasas acidas
y basicas sugieren que la estructura de los genes de estas glucanasas esta altamente
conservada, y que deben haber surgido de un Unico ancestro comun (Linthorst, 1991; Hoj
y Fincher, 1995).

Proteinas PR-9 (peroxidasas). Las peroxidasas de las plantas son un grupo de
proteinas ampliamente estudiado y sus funciones bioquimicas basicas estdn bien
caracterizadas. Estas enzimas son glicoproteinas que contienen un grupo hemo y que
catalizan la oxidacion de un amplio rango de sustratos organicos e inorganicos por accion
del peroxido de hidrogeno (H20,) (Gomez-Vasquez et al., 2004). Este grupo de enzimas
contribuyen al control de la fotorrespiracion, a la respuesta de diferentes tipos de estrés, en
la biosintesis y deposicién de materiales que engrosan la pared celular como lignina,
suberina y extensina, entre otros (Passardi et al., 2005). También, algunas isoformas
pueden generar especies reactivas de oxigeno (ROS) como parte de la explosion oxidativa

durante una interaccion incompatible (Adam et al., 1995).

Las peroxidasas estan presentes en numerosas isomorfas tanto en plantas como en
animales y han sido clasificadas en dos grandes super-grupos; la super-familia de
peroxidasas de plantas y las super-familias de peroxidasas de animales. Las peroxidasas
encontradas en bacterias y hongos estan incluidas en la super-familia de las plantas ya que
tienen una alta similitud en sus estructuras primarias y terciarias (Chittoor et al., 1999). Asi
mismo, las peroxidasas de plantas pueden ser clasificadas como anidnicas, neutrales y
cationicas de acuerdo a su punto isoeléctrico. Las peroxidasas anionicas y neutrales se

encuentran principalmente en la pared celular y las cationicas en la vacuola central.

Las peroxidasas de plantas estan divididas en tres grandes clases. Las peroxidasas
de la clase I son intracelulares y estan presentes en procariontes (peroxidasas del citocromo
c, peroxidasas-catalasas bacterianas, ascorbato peroxidasa de cloroplastos y citosol). Las
clase Il incluyen peroxidasas extracelulares de hongos como las de Coprinus cinereus,
mientras que, en la clase Il se incluyen principalmente peroxidasas extracelulares de

plantas tipicamente representadas por la peroxidasa isoenzima C del rdbano (Howes et al.,
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1999; Passardi et al., 2005). Algunas peroxidasas de esta clase son enviadas a la vacuola al

contener un péptido C-terminal.

Las plantas contienen un ndmero alto de genes similares a los de peroxidasas, sin
embargo, no todos se expresan como resultado a estrés por patdgenos (expresion
diferencial), lo cual indica una adaptacion evolutiva de las plantas para responder a una
variedad de estimulos y asi evitar una expresion inapropiada de los genes (Chittoor et al.,
1999). Algunos estudios sobre la expresion de genes de peroxidasas que resultan del estrés
por patdgenos sefialan que éstos se expresan rapidamente y en mayores niveles con
respecto a las plantas testigos. Do et al. (2003) reportaron en la interaccién incompatible
chile cv. Hanbyul-P. capsici (aislamiento CBS178.26) un incremento fuerte del gen
CAPOL1 que codifica para una peroxidasa, en comparacién con la interaccién compatible
chile cv. Hanbyul-P. capsici (aislamiento S197) la cual solo mostr6 un ligera expresion de

dicho gen.
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CAPITULO I

GENES DE DEFENSA, ACTIVIDAD ENZIMATICA Y CONTENIDO DE
CAPSIDIOL EN CHILE CM-334 INOCULADO CON Phytophthora capsici

RESUMEN

Con la finalidad de aportar informacion que ayude al entendimiento de los
mecanismos que restringen la colonizacion y reproduccion del oomiceto Phytophthora
capsici en las raices de plantas de chile CM-334 resistente al oomiceto, la presente
investigacion tuvo por objetivos: 1) comparar mediante PCR en tiempo real la
acumulacién de transcritos de los genes POX (peroxidasa), GLU (B-1,3-glucanasa), PR-1
(proteina PR1) y EAS (5-epi-aristologueno sintasa), relacionados con la defensa, en raices
de plantas de chile CM-334 inoculadas y no inoculadas con el oomiceto; y 2) comparar la
actividad enzimatica total de peroxidasas y glucanasas, y el contenido de capsidiol. En las
raices de chile CM-334 inoculadas con P. capsici se incrementaron de manera significativa
los niveles relativos de los genes POX, GLU y PR-1 desde las 6 h posteriores a la
inoculacion (hpi) y los mayores incrementos (15.4, 10.1 y 8.5 veces mas, respectivamente)
se registraron a las 48 hpi en comparacion con las de las plantas no inoculadas. También el
gen EAS, se incrementd considerablemente desde las 6 hpi, (16.3 veces mas), pero a
diferencia de los otros genes la maxima acumulacion (23 veces) se registré a las 12 hpi. La
actividad de glucanasas y peroxidasas en las raices de las plantas inoculadas fue mayor
desde las 6 hpi y se incrementd a medida que transcurrié el tiempo posterior a la
inoculacion con el oomiceto. Para ambas enzimas el incremento de su actividad fue
significativo (P < 0.05) a las 12, 24 y 48 hpi en raices inoculadas con P. capsici. El
contenido de capsidiol en plantas CM-334 inoculadas fue significativamente mayor (P <
0.05) con respecto a las plantas no inoculadas; los incrementos fueron de 69.7 %, 165.1 %,
259.1 %, y 386.7 % a las 6, 12, 24 y 48 hpi, respectivamente.

Palabras clave: Capsicum annuum, Phytophthora capsici, capsidiol, genes EAS, GLU,

POXy PR-1, proteinas relacionadas con patogénesis.
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INTRODUCCION

En México, el chile (Capsicum annuum L.) es una las especies horticolas de gran
importancia econdmica y social. Sin embargo, un factor limitante en la productividad del
cultivo es la marchitez causada por el oomiceto Phytophthora capsici Leo. (Gonzélez-
Pérez et al., 2004). El control se ha realizado mediante préacticas culturales y el empleo de
fungicidas sintéticos; sin embargo, se considera que el uso de variedades resistentes
representa una estrategia alternativa amigable con el ambiente para el manejo de esta
enfermedad y de otras inducidas por fitopatdgenos con origen en el suelo (Pérez-Moreno et
al., 1990). La linea Criollo de Morelos 334 (CM-334) del chile tipo serrano, es altamente
resistente al oomiceto y su resistencia se ha mantenido aun cuando se ha inoculado con las
cepas mas patogénicas (Bonnet et al., 2007; Kim y Kim, 2009) y actualmente se le
considera como el resistente universal a P. capsici (Glosier et al., 2008; Oelke et al.,
2003).

Las plantas como resultado del proceso de coevolucion con sus patdgenos han
desarrollado diferentes mecanismos de defensa contra ellos, tanto de tipo constitutivo
como inducido; los mecanismos constitutivos incluyen barreras fisicas (como la cuticula y
la pared celular) y compuestos toxicos preexistentes que inhiben el crecimiento del
patégeno. Los inducidos, se disparan en el momento en que el patdgeno intenta invadir al
hospedante y consisten en la formacion de barreras fisicas (como capas de corcho y
deposicion de calosa, entre otras), la acumulacién de compuestos toxicos como las
fitoalexinas, y produccion de proteinas relacionadas con la patogénesis (PRs), todo lo
anterior como resultado de la activacion de la expresion de genes. En algunos casos la
planta presenta una respuesta de hipersensibilidad (RH), la cual es considerada la maxima
expresion de resistencia (Fernandez et al., 1998; Sepulveda-Jiménez et al., 2003). Todas
las plantas, tanto susceptibles como resistentes poseen dichos mecanismos, y la
compatibilidad e incompatibilidad hospedante-patogeno esta determinada por el grado de
coordinacion entre las diferentes estrategias de defensa, la rapidez, y la magnitud con la
gue ocurre la expresién de genes que codifican para las enzimas involucradas en la sintesis
de metabolitos que forman barreras fisicas y quimicas que restringen el crecimiento y

reproduccion del patogeno (Silvar et al., 2008).
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En el caso particular de materiales de chile resistentes a P. capsici, la evidencia
experimental hasta ahora generada, indica que su resistencia al oomiceto puede explicarse
por diferentes mecanismos, que involucran: incrementos en la actividad de las enzimas f-
1,3-glucanasa (Egea et al. 1999), fenil alanina amonio liasa (PAL) y peroxidasas acidicas;
cambios en compuestos fenodlicos con propiedades toxicas (Candela et al. 1995;
Fernandez-Pavia, 1997) e incremento en la sintesis de la fitoalexina capsidiol (Egea et al.
1996a). Ademas de los transcritos de la PR B-1,3-glucanasa (de la familia PR-2), también
se han reportado incrementos rapidos y abundantes de transcritos de otras PRs que son
miembros de las familias PR-1, PR-3 (quitinasas) y PR-9 (peroxidasas); y por consiguiente
se ubican como parte importante de los mecanismos de defensa contra el oomiceto (Egea
et al., 1999; Kim y Hwang, 2000; Hong y Hwang, 2005). Las PRs en general se consideran
como uno de los principales mecanismos de defensa de las plantas (Van Loon et al., 2006).

El capsidiol es la fitoalexina sesquiterpenica mas importante en chile y su
acumulacion en las zonas de infeccion inhibe o restringe el crecimiento de P. capsici
durante la interaccion incompatible P. capsici-chile (Egea et al., 1996a; Candela et al.,
2000). La enzima clave en la biosintesis de la fitoalexina es la 5-epi-aristologueno sintasa,

codificada por el gen PEAS (Zavala-Paramo et al., 2000).

Con base en estos antecedentes y con la idea de aportar informacion que ayude al
entendimiento de los mecanismos que restringen la colonizacion y reproduccion de P.
capsici en las raices de plantas de chile CM-334 resistente al oomiceto, la presente
investigacion tuvo por objetivos: 1) comparar mediante PCR en tiempo real la
acumulacion de transcritos de los genes POX, GLU, PR-1 y EAS relacionados con la
defensa, en raices de plantas de chile CM-334 inoculadas y no inoculadas con el
oomiceto; y 2) comparar la actividad enzimatica total de peroxidasas y glucanasas, y el

contenido de capsidiol.

MATERIALES Y METODOS
Establecimiento de los experimentos. Plantulas de chile CM-334 se crecieron en
macetas conteniendo arena esterilizada y se mantuvieron en camara de crecimiento a 26 °C
+ 1° C con un fotoperiodo de 14 h luz y 10 h oscuridad. El aislamiento 6143 de P. capsici
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usado en este trabajo fue proporcionado por la Dra. Sylvia Patricia Fernandez-Pavia
(Profesora de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo). El cultivo del
oomiceto, la induccién de la esporulacion y la cuantificacién de zoosporas se realizd de
acuerdo a lo reportado por Villar-Luna y colaboradores (2009). En cada ensayo se tuvieron
dos tratamientos, plantas inoculadas con P. capsici y plantas testigo no inoculadas, para
cada tratamiento se establecieron 52 plantas. Las plantas se inocularon con 300,000
zoosporas cuando presentaron de cinco a seis hojas verdaderas. Para corroborar, tanto la
patogenicidad del aislamiento como la eficacia de la inoculacién, 10 plantas de chile del
cv. J. E. Parker susceptible a P. capsici fueron también inoculadas. El experimento
completo se repitidé una vez. A las 6, 12, 24 y 48 horas posteriores a la inoculacion (hpi)
con el oomiceto, de cada tratamiento se tomaron 13 plantas para cada tiempo, se cortaron

las raices, se lavaron, se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C.

Extraccion de RNA, sintesis de cDNA y PCR en tiempo real. EI RNA total de
raices de chile se extrajo a partir de 0.5 g de tejido congelado usando el Kit RNeasy®
(QIAGEN) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. EI RNA se almacend a -80 °C.

La calidad e integridad del RNA se verifico en gel de agarosa desnaturalizante al 1.2%.

La sintesis de cDNA se realiz6 en dos pasos: 1) la primera mezcla de reaccion
estuvo constituida por 2 ug de RNA total, 0.4 uL de oligo dT1,.15 (Invitrogen®), se aford a
un volumen de 12 puL con agua libre de RNAsas y DNAsas y se incubd a 70 °C por 10
min, al terminar se coloc6 la mezcla en hielo, 2) a esta primera mezcla de reaccién se le
adicionaron 8 pL de una segunda mezcla, la cual consistié de 4 uL de amortiguador 5x
para retrotranscripcion, 2 uL de ditiotreitol (0.1 M), 1 uL dNTP mix (10 mM) y 1 uL de la
retrotranscriptasa (M-MLV Reverse transcriptase -Promega®-). La mezcla se colocé en un
termociclador (BIO-RAD®) durante 60 mina 37 °C y 10 min a 70 °C.

Los pares de oligonucleotidos utilizados en el estudio se muestran en el Cuadro 1;
con excepcion de los oligos para el gen PR-1, los demas se disefiaron usando la opcion de
Primer Select del programa DNASTAR® a partir de las secuencias de genes disponibles
en el GenBank del NCBI. La mezcla de reaccion de PCR en tiempo real consistié de 2.5
uL de buffer 10X para PCR, 1.5 mM de MgCl,, 10 pm de cada primer, 2 mM de dNTP
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mix, 1:40,000 SYBR® Green (Molecular Probe, Eugene, OR), 10 nM de fluoresceina, 1
pL de cDNA, 0.125 uL de Amplicasa (Biogenica®) y se aforé a un volumen de 25 uL con
agua libre de RNAsas y DNAsas, en un sistema estandar de PCR en tiempo real ABI7500
(Applied Biosystems). Las condiciones de amplificacion consistieron de una
desnaturalizacion inicial a 94 °C/4 min, seguido de 30 ciclos a 94 °C/0.30 s, 60 °C/30 s y
72 °C/30 s extension. Las identidades de los productos que se amplificaron con los
oligonuclettidos que se disefiaron en el presente estudio, se corroboraron mediante la
purificacion de los productos de PCR con el Kit QIAquick PCR Purification (QIAGEN) y
su posterior secuenciacion en el IBT (UNAM). El gen de gliceraldehido 3-P
deshidrogenasa (GAPDH) se us6 como gen de expresion constitutiva para normalizar la
expresion y las plantas no inoculadas representaron la expresion 1x del gen de interés. El

célculo de la expresion relativa de cada gen se realizé mediante el método 24

(Livak y
Schmittgen, 2001). Para cada tratamiento se realizaron seis determinaciones por tiempo

evaluado.

Cuadro 1. Oligonucleotidos usados para analizar la acumulacion de algunos genes

relacionados con la defensa en plantas de CM-334 inoculadas con P. capsici.

Primer
Gen Acceso Referencia
Nombre Secuencia primer (5”- 3") Amplicon
Gliceraldehido 3-P
deshidrogenasa AJ246011 DPE GLIFW GGCCTTATGACTACAGTTCACTCC 217 pb
(GAPDH) GLIRV GATCAACCACAGAGACATCCACAG
PR-1 AF053343 Gayoso et  PRIFW GTTGTGCTAGGGTTCGGTGT 301 pb
(CABPR1) al., 2007 PR1IRV CAAGCAATTATTTAAACGATCCA
Peroxidasa POXFW CCAGTACGTGCCCAAGAGCTG 560 pb
AF442386 DPE
(CAPO1) POXRV GGATGCGTCGATTGAAGGGTC
B- 1,3-glucanasa GLUFW GAGGCTCCAACATTGAAGTTATG 480 pb
AF227953 DPE
(CABGLU) GLURV CATCTTGTACCACCACATTAGGTGC
5-epi-aristoloqueno EASFW GCTCAAGAAATTGAACCGCCGAAG
) AJ005588 DPE
sintasa (PEAS) EASREV TCTTCATTATAGACATCGCCCTCG 200 pb

DPE: disefiados en el presente estudio. CABPR1=PR-1; CAPO1=POX;
CABGLU=GLU; PEAS=EAS.
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Extraccion de proteina y actividad enzimatica de peroxidasas. La extraccion de
proteina se hizo a partir de 0.2 g de tejido macerandolo en un mortero que contenia buffer
frio de Tris-HCL 50 mM, pH 7.5. El extracto se centrifugd a 12,000 ga 4 °C por 5 miny
el sobrenadante recuperado se almacené a -20 °C. La concentracion de proteinas se
determind con el Kit Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) para lo cual se
utilizé albumina sérico-bovina, fraccion V (Sigma), como estandar. La actividad de
peroxidasas se determiné con el incremento de absorbancia a 470 nm debido a la
formacion de tetraguaiacol (Hammerschmidt et al., 1982). La mezcla de reaccidn consistio
de 220 pL de amortiguador de Tris-HCI (50mM, pH 7.5), 15 uL de peroxido de hidrdgeno
a 0.25 %, 25 pL de guaiacol 0.1 M y 5 ug de proteina total. La actividad enzimatica se
reportd como umoles de tetraguaiacol pg™ de proteina. Se realizaron dos extracciones por
cada tiempo de cada tratamiento y cada extraccion se cuantifico por triplicado.

Extraccion de proteina y actividad enzimatica de glucanasas. Se macer6 0.25 g
de tejido de raices usando como buffer acetato de sodio 0.05 M, pH 5.2. El extracto se
centrifugdé a 15,000 g a 4 °C por 10 min y el sobrenadante recuperado se almaceno a -20
OC. La actividad de p-1,3-glucanasas se determiné usando el ensayo de laminarina-acido
dinitrosalicilico de Abeles y Forrence (1970) con algunas modificaciones. A 25 pL de
extracto crudo de la enzima se le adiciond 25 pL de laminarina al 1% y se incub6 a 40 °C
durante 10 min. La reaccion se detuvo adicionando 375 pL de acido dinitrosalicilico y
calentando por 5 min en agua hirviendo (100 °C). Enfriada la solucion ésta se agitd en
vortex y se leyo la absorbancia a 500 nm. El blanco consistié del extracto de la enzima y
laminarina con cero tiempos de incubacion. La reduccion de azucar se calcul6 usando una
curva estandar de glucosa. Una unidad de actividad de -1,3-glucanasa se definié como la
cantidad de enzima que libera 1 pmol de glucosa por 10 min, bajo las condiciones arriba
citadas (Pan et al. 1991). Se realizaron dos extracciones por cada tiempo de cada

tratamiento, y cada extraccion se cuantifico por triplicado.

Extraccién y cuantificacién de capsidiol. El capsidiol se extrajo de acuerdo a la
metodologia descrita por Egea et al. (1996b), con algunas modificaciones. De cada
tratamiento y tiempo se tomé una muestra de 0.5 g de tejido radical, se macero6 por 30 s en
N liquido y posteriormente por 1 min en una mezcla de cloroformo y metanol (2:1). Cada
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extracto se filtr6 y evaporé a sequedad a temperatura ambiente y se redisolvieron en
cloroformo para su andlisis por cromatografia en capa fina, la cual se desarrollo con una
mezcla de hexano:acetato de etilo (1:6) utilizando placas cromatogréficas de silica gel 60
Fas4 (Merck®). Las muestras fueron cromatografiadas en banda y eluidas conjuntamente
con una muestra de capsidiol puro. Se recortd la porcidn correspondiente al estandar, la
cual se revel6 con una disolucion de sulfato cérico amoniacal 2N en H,SO, y se confrontd
fisicamente con la porcion eluida y no revelada de cada tratamiento, las regiones
correspondientes al Rf = 0.28 caracteristico del capsidiol se rasparon, se lavaron con

cloroformo, se filtraron y evaporaron a sequedad.

La estimacion del contenido de capsidiol se realizd siguiendo la metodologia
descrita por Chavez y Lozoya (1996), con algunas modificaciones. Las muestras se
redisolvieron en 250 pL de metanol y, para la cuantificacion se prepardé una mezcla de
reaccion de extracto y vainillina 2% en acido sulfurico en relacién 1:1, la cual se incub6 a
temperatura ambiente durante 40 min y se leyd a una longitud de onda de 640 nm en un
Nanodrop®. Para la cuantificacion de la fitoalexina se utiliz6 una curva estandar
previamente preparada con concentraciones conocidas de capsidiol puro, aislado e

identificado por nuestro grupo de investigacion (Villar-Luna et al. 2009).

Anélisis estadistico. Los datos obtenidos se sometieron a anélisis de varianza para
un modelo completamente al azar con el paquete estadistico SAS (SAS Institute, 1999), y

para la comparacion de medias de tratamiento se aplicé la prueba de Tukey (P < 0.05).

RESULTADOS

Niveles relativos de genes relacionados con la defensa. En comparacion con las
plantas testigo no inoculadas, en raices de chile CM-334 tratadas con P. capsici, se registrd
una acumulacién significativamente mayor de transcritos de los genes evaluados (EAS, 5-
epi-aristoloqueno sintasa; POX, peroxidasa; GLU, B-1,3-glucanasa; y PR-1, proteina PR1);
de ellos el gen EAS presentd el mayor incremento, 23 veces con respecto al testigo (Fig. 1).
Los transcritos de los genes POX, GLU y PR-1 se detectaron desde las 6 hpi en el
tratamiento con el oomiceto, incrementandose gradualmente hasta las 48 hpi cuando se
registro el maximo valor. De igual manera, el gen EAS, responsable de codificar para la
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enzima 5-epi-aristoloqueno sintasa clave en la sintesis de la fitoalexina capsidiol, se
incremento considerablemente desde las 6 hpi, 16.3 veces respecto al testigo, pero alcanzo
la maxima acumulacién (23 veces) a las 12 hpi y posteriormente declind drasticamente a
9.4y 5.5 veces a las 24 y 48 hpi, respectivamente.

De los genes que codifican para la sintesis de proteinas relacionadas con la
patogénesis, el gen POX destacd con un incremento de 15.4 veces, seguido por GLU (10.1
veces) y PR-1 (8.5 veces) a las 48 hpi con el oomiceto.
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Fig. 1. Niveles relativos de expresion de genes relacionados con la defensa en raices de
plantas de chile CM-334 inoculadas con P. capsici respecto a las plantas no inoculadas.
EAS = 5-epi-aristoloqueno sintasa, POX= peroxidasa, GLU= B-1,3-glucanasa y PR-1. Cada
barra representa el promedio de dos experimentos independientes con seis determinaciones

cada uno. La linea de cada barra representa la desviacion estandar.

Actividad enzimatica. La actividad de glucanasas y peroxidasas en las raices de
las plantas testigo no inoculadas, se mantuvo relativamente constante a lo largo de los

cuatro tiempos evaluados (Fig. 2A y 2B); en contraste, en las plantas de chile CM-334
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inoculadas con el oomiceto la actividad de las enzimas se incrementd desde las 6 hpi y fue
acrecentandose a medida que transcurrié el tiempo posterior a la inoculacion. Para ambas
enzimas el incremento de su actividad fue significativo (P < 0.05) a las 12, 24 y 48 hpi en

raices inoculadas con P. capsici.
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Fig. 2. Actividad enzimatica total de B-1,3-glucanasas (A), peroxidasas (B) y contenido de
la fitoalexina capsidiol (C) en raices de chile CM-334 inoculadas (P. ¢) y no inoculadas
con P. capsici (Testigo). Cada punto representa el promedio de dos experimentos
independientes, de cada uno se realizaron dos extracciones y de cada extraccion se
hicieron tres lecturas; la linea en cada punto representa la desviacion estandar. Para cada
tiempo el asterisco indica diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre el tratamiento

testigo y el infectado por el oomiceto.
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Contenido de capsidiol. El contenido de capsidiol en las raices de plantas CM-334
no inoculadas se mantuvo mas 0 menos constante sin incrementos significativos durante el
periodo de evaluacion; en cambio los niveles de esta fitoalexina fueron significativamente
mayores (P < 0.05) en las plantas inoculadas con P. capsici (Fig. 2C). Los incrementos
fueron de 69.7 %, 165.1 %, 259.1 % y 386.7 % a las 6, 12, 24 y 48 hpi, respectivamente.

DISCUSION

Las plantas exhiben defensas constitutivas e inducidas contra el ataque por
patdgenos. Sin embargo, la compatibilidad e incompatibilidad hospedante-patogeno esta
determinada por el grado de coordinacion entre las diferentes estrategias de defensa, la
rapidez y la magnitud con la que ocurre la expresion de genes que codifican para la sintesis
de metabolitos que inhiben el crecimiento del patégeno (Silvar et al., 2008). En general, en
las interacciones chile-P. capsici tanto de tipo compatibles como incompatibles ocurren
cambios en: la acumulacion de PRs (Kim y Hwang, 1994; Egea et al., 1999; Lee et al.,
2000), el contenido de capsidiol (Egea et al., 1996a) y la expresion de genes (Hong y
Hwang, 2005; Silvar et al., 2008); asi como alteraciones citoldgicas (Hwang, 2001). Tales
cambios son mas rapidos y de mayor magnitud en las interacciones incompatibles. En la
interaccién incompatible CM-334-P. capsici del presente estudio, también hubo
diferencias importantes en la expresion de transcritos de genes de defensa, el contenido de
la fitoalexina capsidiol, y en la actividad de p-1,3-glucanasas y peroxidasas, con respecto a

las plantas no inoculadas.

En la interaccion incompatible CM-334-P.capsici, hubo una sobre expresion de los
transcritos de los genes GLU y POX, la cual se asocio con incrementos significativos en la
actividad de las enzimas respectivas. También se obtuvieron incrementos significativos de
transcritos de los genes PR-1 y EAS, y de la fitoalexina capsidiol. En congruencia con lo
reportado por varios investigadores para otros genotipos de chile resistentes al oomiceto
(Egea et al., 1999; Jung y Hwang, 2000; Lee et al., 2000; Do et al., 2003; Silvar et al.,
2008), nuestros resultados soportan la idea de que tales genes y compuestos podrian estar

directamente involucrados en la resistencia de CM-334 a P.capsici.
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La acumulacion de transcritos del gen POX y el correspondiente incremento en la
actividad de peroxidasas sugiere que este gen esta involucrado en la repuesta de defensa de
CM-334 contra P. capsici. Se ha consignado que la expresion de POX vy la actividad de
peroxidasas se incrementa en las plantas como resultado del ataque por patogenos (Van
Loon et al., 2006). Las peroxidasas contribuyen a la resistencia de las plantas al crear un
ambiente toxico por la acumulacion de especies reactivas de oxigeno y al participar en el
reforzamiento de la pared celular por la deposicion de los polimeros lignina y suberina,
que constituyen una barrera fisica al avance del patdgeno (Passardi et al. 2005). Silvar y
colaboradores (2008) al inocular plantas de chile (cv. CM-331) resistente a P. capsici,
encontraron que a las 24 hpi la expresion del RNAm del gen CAPO1 que codifica para
peroxidasa, se incrementd11.6 veces respecto a las plantas sin inocular, mientras que en las
plantas del cv susceptible Yolo Wonder, la expresién del gen CAPOL fue tres veces menor
que en el cultivar resistente. De igual forma, Do et al. (2003) reportaron que en plantas de
chile del cv Hanbyul inoculadas con los aislamientos de P. capsici S197 (compatible) y
CBS178.26 (incompatible), la expresion del gen CAPO1 fue més rapida y abundante en la

interaccion incompatible en comparacion con la compatible.

El incremento significativo en la expresion de transcritos del gen PR-1 en la
interaccion CM-334-P. capsici obtenido en nuestro estudio, concuerda con lo reportado
por Kim y Hwang (2000). Estos investigadores observaron que en la interaccion
incompatible chile cv. Hanbyul-Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (aislamiento
Bv5-4a) la acumulacion de los RNAm del gen CABPR-1, que codifica para una proteina
PR-1, fue mas rapida, méas prolongada y de mayor magnitud que aquella de la interaccién
compatible chile cv. Hanbyul-X. campestris pv. vesicatoria (aislamiento Ds1). La funcién
y el mecanismo de accion de las proteinas PR-1 en patogénesis es todavia desconocida, sin
embargo, el hallazgo consignado por Lee y colaboradores (2000) respecto a que las
proteinas PR-1 se acumularon en los espacios intercelulares y en la interface entre el
patogeno (P. capsici) y las células de la planta de chile (cv. Hanbyul), sugiere que éstas
podrian participan en la defensa contra el oomiceto, ejerciendo un efecto toxico directo

que retrasa el desarrollo del patdgeno.
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Por un lado, el incremento tanto de la acumulacion de transcritos del gen GLU
como de la actividad de la enzima correspondiente en la interaccion chile-P. capsici, y por
el otro, el marcado incremento que ocurre en las interacciones incompatibles comparado
con aquel de las compatibles, sustentan la idea de que las B-1,3-glucanasas estan asociadas
con las respuestas de defensa (Kim y Hwang, 1997; Jung y Hwang, 2000). Egea et al.
(1999) al contrastar la expresion del gen que codifica para B-1,3-glucanasa en la
interaccion incompatible Smith-5-P. capsici con la compatible Yolo Wonder-P. capsici,
encontraron que la expresion fue de mayor magnitud y méas duradera en las plantas del cv
Smith-5 con respecto a la interaccion compatible, la cual disminuy6 a los 3 dpi; también, la
actividad total de p-1,3-glucanasas fue mayor en la interaccion incompatible en
comparacion con la compatible y en esta tltima, la acumulacion tardia de B-1,3-glucanasas
no previno el crecimiento del patdégeno. Las B, 1-3 glucanasas degradan la pared celular de
los oomicetos al hidrolizar la B, 1-3 glucana que es su mayor componente. Ademas del
efecto directo sobre el patdgeno, la enzima también puede mediar las respuestas de defensa
de las células vecinas, ya que los fragmentos de glucana liberados de la pared celular del
patégeno o de la planta, pueden funcionar como elicitores para activar otras respuestas de
defensa (Takeuchi et al., 1990).

De los genes estudiados, EAS destacé por su mayor y méas rapida acumulacion,
sugiriendo que este gen es uno de los primeros que se expresa en las plantas CM-334 en
respuesta a la inoculacién con P. capsici. La expresion del gen EAS como consecuencia de
la inoculacion con P. capsici en plantas de chile de diferentes cultivares ha sido reportada
por varios autores (Zavala-Paramo et al., 2000; Sun-Hwa et al., 2003). Por ejemplo,
Zavala-Paramo y colaboradores (2000) mencionan que la inoculacion de P. capsici en
plantas de chile de la var. Sonora Anaheim, indujo una expresion fuerte del gen EAS
(PEAS) a las 24 h después de haber sido inoculadas con el oomiceto, mientras que en las
plantas no inoculadas no se detectd la expresion del gen. Por su parte, Mandujano y
colaboradores (2000) en investigaciones con cultivos celulares de tabaco tratados con un
elicitor fungico, determinaron que a las 36 h posteriores a la estimulacion se incremento la
actividad de una sesquiterpeno ciclasa, la cual se correlaciond con la acumulaciéon de

capsidiol.
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La continua acumulacion del capsidiol en raices de CM-334 inoculadas con P.
capsici, registrada a lo largo de las evaluaciones, indica la importancia de la fitoalexina
como parte de los mecanismos de resistencia de este genotipo al oomiceto. Se considera
que el capsidiol es la principal fitoalexina sintetizada en chile, y la magnitud de su
acumulacién se asocia con el grado de resistencia a P. capsici en diversos genotipos de
chile (Egea et al., 1996a; Candela et al., 2000). La toxicidad del capsidiol a P. capsici ha

sido demostrada por varios investigadores (Ward et al., 1974; Egea et al., 1996a).

En la interaccion incompatible chile CM-334-P.capsici estudiada, las plantas
inoculadas con el oomiceto mostraron un incremento significativo en la acumulacion de
transcritos de los genes GLU y POX, hecho que se asoci6 con incrementos considerables
en la actividad de B-1,3-glucanasas y peroxidasas, respectivamente. De igual manera, los
transcritos de los genes PR-1 y EAS (5-epi-aristoloqueno sintasa) y el contenido de la

fitoalexina capsidiol, se incrementaron significativamente.
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CAPITULO Il

GENES DE DEFENSA, ACTIVIDAD ENZIMATICA Y CONTENIDO DE
CAPSIDIOL EN CHILE CM-334 RESISTENTE A Phytophthora capsici E
INFECTADO POR Nacobbus aberrans

RESUMEN

En el presente trabajo se determind la acumulacion de transcritos de los genes POX
(peroxidasa), GLU (B-1,3-glucanasa), PR-1 (proteina PR1) y EAS (5-epi-aristoloqueno
sintasa), la actividad enzimética de peroxidasas, glucanasas y el contenido de capsidiol en
raices de CM-334 inoculadas con N. aberrans (Na), P. capsici (Pc) y la combinacion de
ambos patogenos. Cada planta de CM-334 se inocul6 con 2000 J, de N. aberrans y/o 300,
000 zoosporas de P. capsici. A las 6, 12, 24 y 48 h posteriores a la inoculacion (hpi) con el
oomiceto se analiz6 por PCR en tiempo real la acumulacion de los genes mencionados, y
se determind la actividad de las enzimas y el contenido del capsidiol. En chile CM-334
inoculado s6lo con Pc los transcritos de EAS mostraron la maxima acumulacion (23.4
veces) a las 6 hpi, mientras que en la interacciéon Na-Pc para este mismo tiempo, se
registrd una reduccion significativa (6.9 veces) de los transcritos del gen. En el tratamiento
de Na-Pc la maxima acumulacion de EAS fue de 12 veces, después declind a 7.3 y 6.5
veces a las 24 y 48 hpi, respectivamente. En la interaccibn CM-334-N. aberrans se
observa niveles bajos de transcritos de EAS, asi como de los genes PRs, lo cual contrastd
significativamente con la acumulacion en la interaccion CM-334-P. capsici. Los
transcritos de PRs se detectaron desde las 6 hpi, incrementandose gradualmente hasta las
48 hpi. La actividad de B-1,3-glucanasas y peroxidasas en CM-334 inoculadas con Na fue
baja con respecto a las inoculadas con Pc o ambos patdgenos, donde la actividad fue
significativamente mayor (P < 0.05) a las 12, 24 y 48 hpi. En las raices de plantas CM-334
inoculadas sélo con el nematodo se encontraron reducciones en el contenido de capsidiol
de 31.6, 54.4, 57.2 y 66.6% con respecto a las inoculadas s6lo con Pc; en cambio en las
raices en donde estuvo presente el oomiceto, tratamientos Pc y Na-Pc, se encontraron

niveles significativamente (P < 0.05) mas altos.

Palabras clave: Capsicum annuum, Nacobbus aberrans, Phytophthora capsici, capsidiol,

genes EAS, GLU, POX y PR-1, proteinas relacionadas con patogénesis.
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INTRODUCCION

La marchitez del chile (Capsicum annuum L.) ocasionada por el oomiceto
Phytophthora capsici es una de las enfermedades mas devastadoras para el cultivo de chile
(Gonzélez-Pérez et al., 2004), y se considera que la mejor estrategia para el manejo de la
enfermedad seria la resistencia genética. La linea de chile tipo serrano Criollo de Morelos
334 (CM-334) es altamente resistente a Phytophthora capsici y su resistencia se ha
mantenido aln cuando se ha inoculado con las cepas méas patogénicas (Kim y Kim 2009);
actualmente se le considera como el resistente universal a P. capsici (Oelke et al., 2003;
Glosier et al., 2008). En este sentido, Sy y colaboradores (2005) sugieren que en CM-334
existen tres genes de resistencia a P. capsici que de manera independiente confieren la
resistencia en la raiz, el tallo y el follaje. El chile CM-334 también es altamente resistente
a potyvirus y a las tres principales especies del nematodo agallador de la raiz: Meloidogyne
arenaria, M. incognita, y M. javanica (Pegard et al., 2005), sin embargo, CM-334 es
susceptible al nematodo Nacobbus aberrans (Vargas-Escobedo et al., 1996; Trujillo-
Viramontes et al., 2005). En estudios previos, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que
el genotipo CM-334 se comporta como susceptible al oomiceto cuando previamente es
infectado por el nematodo N. aberrans (Hernandez et al., 1992; Vargas-Escobedo et al.,
1996). EI maximo grado de rompimiento de resistencia a P. capsici en plantas de chile
CM-334 ocurrié cuando 2000 juveniles de la segunda etapa (J;) de N. aberrans fueron
inoculados en las plantas de CM-334 y 21 dias después con 300,000 zoosporas de P.

capsici (Trujillo-Viramontes et al., 2005).

La resistencia a P. capsici en cultivares de chile se ha asociado a incrementos en la
actividad las enzimas B-1,3-glucanasa (Egea et al., 1999), peroxidasas (Fernandez-Pavia,
1997) y proteinas PR-1. Las B-1,3-glucanasas, peroxidasas y proteinas PR-1 son proteinas
relacionadas con la patogénesis (PRs) que se inducen como respuesta al ataque por
patogenos (Vidhyasekaran, 2008). La funcion de las pB-1,3-glucanasas durante la
interaccion planta-patdgeno es hidrolizar la B, 1-3 glucana que es el mayor componente de
la pared celular de los oomicetos (Selitrennikoff, 2001). En interacciones incompatibles
chile-P. capsici, se ha observado una mayor actividad de p-1,3-glucanasas, asi como una
mayor y mas duradera expresion del gen que codifica para dicha enzima, en comparacion
con las compatibles (Egea et al., 1999). Por otra lado, las peroxidasas participan en el
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reforzamiento de la pared celular por la deposicion de los polimeros lignina y suberina,
que constituyen una barrera fisica al avance del patdgeno (Passardi et al., 2005). Silvar et
al., 2008 reportaron que la expresion del gen CAPO1, que codifica para la sintesis de una
peroxidasa, fue tres veces mayor en la interaccion incompatible chile-P. capsici en
comparacion con la interaccion compatible. El incremento en la actividad de peroxidasas
en chile CM-334 ha sido asociado con la resistencia a P. capsici (Fernandez-Pavia, 1997).
Por otra parte, las proteinas PR-1 también se asocian con la resistencia a P. capsici en
chile, y aunque su funcion exacta es todavia incierta (Hong y Hwang, 2005) algunos
autores como Benhamou et al. (1991) sugieren que estas proteinas estan involucradas en el
engrosamiento de la pared celular y, por tanto, pueden ofrecer resistencia a la diseminacion
de patégenos, mientras que Niderman et al. (1995) sugieren que las PR-1 pueden tener un
efecto directo en contra de los patdgenos. Lee et al. (2000) reportaron una fuerte y rapida
acumulacién de transcritos del gen CABPR1, que codifica para una proteina PR-1, en
interacciones incompatibles chile-P. capsici. Ademas, la sobre-expresion del gen PR-1 en
plantas transgénicas de jitomate (Licopersicum esculentum cv. House Momotaro)
mostraron un aumento en resistencia al oomiceto Phytophthora capsici, en contraste, las
plantas testigos (no transformadas) mostraron sintomas severos de la enfermedad (Sarowar
et al., 2006). En general, las PRs se consideran como uno de los principales mecanismos

de defensa de las plantas (Van Loon et al., 2006).

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

Recientemente nuestro grupo reportd que la inoculacion de N. aberrans en plantas
de chile CM-344 reduce la actividad de la enzima fenilalanina amonioliasa (PAL) y de
peroxidasas, asi como la concentracion de fenoles solubles totales y acido clorogénico, en
comparacion con aquellas plantas inoculadas s6lo con P. capsici, las cuales mostraron una
mayor actividad enzimética o concentracion, sugiriendo que la perdida de resistencia
podria asociarse con la reduccion de la actividad o el contenido de éstos compuestos
(Godinez-Vidal et al., 2008; Lopez-Martinez, 2010). En este sentido, Zavaleta-Mejia et al.
(2009) indican que el fendmeno de rompimiento de resistencia a P. capsici en CM-334
podria también asociarse con cambios en la expresion de genes de defensa que codifican
para peroxidasas, enzimas de la ruta de fenilpropanoides (PAL, C4;H, 4CL, CCR) e
isoprenoides [hmg (3-hidroxi-3-metilglutaril CoA-reductasa), EAS (5-epi-aristologueno
sintasa) y SS (escualeno sintasa)], cuya expresién o represion podria favorecer la

acumulacién de metabolitos que inhiben o favorecen la infeccion por P. capsici.

Con base en estos antecedentes y con la idea de aportar informacion que ayude a
entender la influencia o cambios inducidos por N. aberrans en la expresion de genes de
defensa en chile CM-334, el objetivo de la presente investigacion fue comparar por PCR
en tiempo real la acumulacion de transcritos de los genes POX, GLU, PR-1 y EAS, y
determinar la actividad enzimatica de peroxidasas, glucanasas y el contenido de capsidiol
en raices de plantas de CM-334 inoculadas con P. capsici, N. aberrans y la combinacién

de ambos patdgenos.

MATERIALES Y METODOS
Establecimiento de los experimentos. Plantulas de chile CM-334 se crecieron en
macetas conteniendo arena esterilizada y se mantuvieron en camara de crecimiento a 26
°C £ 1° C con un fotoperiodo de 14 h luz y 10 h oscuridad. Cada experimento constd de
cuatro tratamientos: 1) plantas de CM-334 no inoculadas (Testigo), 2) plantas de CM-334
inoculadas con P. capsici (Pc), 3) plantas de CM-334 inoculadas con N. aberrans (Na) y
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4) plantas de CM-334 inoculadas con N. aberrans y P. capsici (Na-Pc), cada tratamiento
consto 60 plantas. Las plantas de chile con cuatro a cinco hojas verdaderas se inocularon
con 2000 J, del nematodo y 21 dias después con 300,000 zoosporas del oomiceto. Para
corroborar, tanto la patogenicidad del aislamiento como la eficacia de la inoculacion, 10
plantas de chile del cv J. E. Parker susceptible a P. capsici fueron también inoculadas. El
aislamiento 6143 de P. capsici usado en este trabajo fue proporcionado por la Dra. Sylvia
Patricia Fernandez-Pavia (Profesora de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo). El cultivo del oomiceto, la induccion de la esporulacion y la cuantificacion de
zoosporas, asi como, la obtencién e inoculacion de N. aberrans se realizé de acuerdo a lo
reportado por Villar-Luna y colaboradores (2009). El experimento completo se repitié una

vez, bajo las mismas condiciones.

A las 6, 12, 24 y 48 h posteriores a la inoculacion (hpi) con el oomiceto, se
tomaron de cada tratamiento 15 plantas para cada tiempo, se cortaron las raices, se lavaron,

se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a - 80 °C.

Extraccién de RNA, sintesis de cDNA y PCR en tiempo real. El RNA total de
raices de chile se extrajo a partir de 0.5 g de tejido congelado usando el Kit RNeasy®
(QIAGEN) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. EI RNA se almacen¢ a -80 °C.

La calidad e integridad del RNA se verifico en gel de agarosa desnaturalizante al 1.2%.

La sintesis de cDNA se realiz6 en dos pasos: 1) la primer mezcla de reaccion
estuvo constituida por 2 ug de RNA total, 0.4 uL de oligo dT12.15 (Invitrogen®), y se aford
a un volumen de 12 pL con agua libre de RNAsas y DNAsas para incubarse a 70 °C por 10
min, al terminar se colocé la mezcla en hielo, 2) a la primer mezcla de reaccion se le
adicionaron 8 pL de una segunda mezcla, la cual consistié de 4 uL de amortiguador 5x
para retrotranscripcion, 2 uL de ditiotreitol (0.1 M), 1 uL dNTP mix (10 mM) y 1 uL de la
retrotranscriptasa (M-MLV Reverse transcriptase -Promega®-). La mezcla se colocé en un
termociclador (BIO-RAD®) durante 60 mina 37 °Cy 10 mina 70 °C.

Los pares de oligonucleotidos utilizados en el estudio se muestran en el Cuadro 1;
con excepcion de los oligos para el gen PR-1, los demas se disefiaron usando el programa
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DNASTAR® a partir de las secuencias de genes disponibles en el GenBank del NCBI. La
mezcla de reaccion de PCR en tiempo real consistio de 2.5 pL de buffer 10X para PCR,
1.5 mM de MgCl,, 10 pM de cada primer, 2 mM de dNTP mix, 1:30,000 SYBR® Green
(Molecular Probe, Eugene, OR), 10 nM de fluoresceina, 1.5 pL de cDNA, 0.125 uL de
Amplicasa (Biogenica®) y se aford a un volumen de 25 pL con agua libre de RNAsas y
DNAsas, en un sistema estandar de PCR en tiempo real ABI7500 (Applied Biosystems).
Las condiciones de amplificacion consistieron de una desnaturalizacion inicial a 94 °C/4
min, seguido de 30 ciclos a 94 °C/0.30 s, 60 °C/35 s y 72 °C/35 s extension. Las
identidades de los productos que se amplificaron con los oligonucle6tidos que se disefiaron
en el presente estudio, se corroboraron mediante la purificacion de los productos de PCR
con el Kit QIAquick PCR Purification (QIAGEN) y su posterior secuenciacion en el IBT
(UNAM). El gen de gliceraldehido 3-P deshidrogenasa (GAPDH) se usé como gen de
expresion constitutiva para normalizar la expresion y las plantas no inoculadas
representaron la expresion 1x del gen de interés. El calculo de la expresion relativa de cada

gen se realizé mediante el método 2! (Livak y Schmittgen, 2001).

Cuadro 1. Oligonucle6tidos usados para analizar la acumulacion de algunos genes

relacionados con la defensa en plantas de CM-334 inoculadas con N. aberrans y P.

capsici.
Primer
Gen Acceso Referencia
Nombre Secuencia primer (5°- 3") Amplicén
Gliceraldehido 3-P
deshidrogenasa AJ246011 DPE GLIFW GGCCTTATGACTACAGTTCACTCC 217 pb
(GAPDH) GLIRV GATCAACCACAGAGACATCCACAG
PR-1 AF053343 Gayoso et PR1FW GTTGTGCTAGGGTTCGGTGT 301 pb
(CABPR1) al. 2007 PR1RV CAAGCAATTATTTAAACGATCCA
Peroxidasa POXFW CCAGTACGTGCCCAAGAGCTG 560 pb
AF442386 DPE
(CAPO1) POXRV GGATGCGTCGATTGAAGGGTC
- 1,3-glucanasa GLUFW GAGGCTCCAACATTGAAGTTATG 480 pb
AF227953 DPE
(CABGLU) GLURV CATCTTGTACCACCACATTAGGTGC
5-epi-aristologueno SESFW GCTCAAGAAATTGAACCGCCGAAG 200 pb
) AJ005588 DPE
sintasa (PEAS) SESREV TCTTCATTATAGACATCGCCCTCG

DPE: disefiados en el presente estudio. CABPR1=PR-1; CAPO1=POX;
CABGLU=GLU; PEAS=EAS.
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Extraccion de proteina y actividad enzimatica de peroxidasas. La extraccion de
proteina se hizo a partir de 0.25 g de tejido macerandolo en un mortero que contenia buffer
frio de Tris-HCL 50 mM, pH 7.5. El extracto se centrifugd a 12,000 ga 4 °C por 5 miny
el sobrenadante recuperado se almacené a -20 °C. La concentracion de proteinas se
determind con el Kit Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) para lo cual se
utilizé albumina sérico-bovina, fraccion V (Sigma), como estandar. La actividad de
peroxidasas se determiné con el incremento de absorbancia a 470 nm debido a la
formacion de tetraguaiacol (Hammerschmidt et al., 1982). La mezcla de reaccién consistio
de 220 pL de amortiguador de Tris-HCI (50mM, pH 7.5), 15 uL de peroxido de hidrdgeno
a 0.25 %, 25 pL de guaiacol 0.1 M y 5 ug de proteina total. La actividad enzimatica se
reportd como pmoles de tetraguaiacol ug™ de proteina. Para cada experimento de cada
tratamiento y para cada tiempo se realizaron dos extracciones y cada extraccion se

cuantifico por triplicado.

Extraccion de proteina y actividad enzimatica de p-1,3-glucanasa. Se macero
0.25 g de tejido de raices usando como buffer acetato de sodio 0.05 M, pH 5.2. El extracto
se centrifugd a 15,000 g a 4 °C por 10 min y el sobrenadante recuperado se almaceno a -
20 °C. La actividad de B-1,3-glucanasas se determind usando el ensayo de laminarina-
acido dinitrosalicilico de Abeles y Forrence (1970) con algunas modificaciones. A 25 pL
de extracto crudo de la enzima se le adicionaron 25 L de laminarina al 1% y se incub6 a
40 °C durante 10 min. La reaccion se detuvo adicionando 375 pL de &cido dinitrosalicilico
y calentando por 5 min en agua hirviendo (100 °C). Se enfri6 la solucién, se agitd en
vortex y se leyo la absorbancia a 500 nm. El blanco consisti6 del extracto de la enzimay el
laminarina con cero tiempos de incubacion. La reduccion de azucar se calculo usando una
curva estandar de glucosa. Una unidad de actividad de R-1,3-glucanasa se definié como la
cantidad de enzima que libera 1 pmol de glucosa por 10 min, bajo las condiciones arriba
citadas (Pan et al., 1991). Para cada experimento se realizaron dos extracciones por cada
tiempo de cada tratamiento, y cada extraccion se cuantifico por triplicado.

Extraccién y cuantificacion de capsidiol. El capsidiol se extrajo de acuerdo a la
metodologia descrita por Egea et al. (1996b), con algunas modificaciones. De cada
tratamiento y tiempo se tomd una muestra de 0.5 g de tejido radical, se macero6 por 30 s en
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N liquido y posteriormente por 1 min en una mezcla de cloroformo y metanol (2:1). Cada
extracto se filtr0 y evapor0 a sequedad a temperatura ambiente y se redisolvio en
cloroformo para su anélisis por cromatografia en capa fina, la cual se desarrollo con una
mezcla de hexano:acetato de etilo (1:6) utilizando placas cromatograficas de silica gel 60
F2s4 (Merck®). Las muestras fueron cromatografiadas en banda y eluidas conjuntamente
con una muestra de capsidiol puro. Se recortd la porcidn correspondiente al estandar, la
cual se revel6 con una disolucién de sulfato cérico amoniacal 2N en H,SO, y se confrontd
fisicamente con la porcion eluida y no revelada de cada tratamiento, las regiones
correspondientes al Rf = 0.28 caracteristico del capsidiol se rasparon, se lavaron con

cloroformo, se filtraron y evaporaron a sequedad.

La estimacion del contenido de capsidiol se realizé siguiendo la metodologia
descrita por Chavez y Lozoya (1996), con algunas modificaciones. Las muestras se re-
disolvieron en 250 pL de metanol y para la cuantificacion se preparé una mezcla de
reaccion de extracto y vainillina 2% en &cido sulfarico en relacién 1:1, la cual se incubd a
temperatura ambiente durante 40 min y se leyd a una longitud de onda de 640 nm en un
Nanodrop®. Para la cuantificacién de la fitoalexina se utiliz6 una curva estandar
previamente preparada con concentraciones conocidas de capsidiol puro, aislado e

identificado por nuestro grupo de investigacion (Villar-Luna et al., 2009).

Analisis estadistico. Los datos obtenidos se sometieron a analisis de varianza para
un modelo completamente al azar usando el paquete estadistico SAS (SAS Institute, 1999)

y para la comparacion de medias de tratamientos se aplico la prueba de Tukey (P < 0.05).

RESULTADOS

Niveles relativos de genes relacionados con la defensa. En comparacién con las
raices de las plantas testigo, en las de chile CM-334 tratadas con P. capsici (P.c) o con la
interaccion de N. aberrans y P. capsici (Na-Pc), se registr0 una acumulacion
significativamente mayor de los transcritos de los genes evaluados (EAS, 5-epi-
aristoloqueno sintasa; POX, peroxidasa; GLU, B-1,3-glucanasa; y proteina PR-1) después

de la inoculacion con el oomiceto; de ellos el gen EAS presento el mayor incremento 23.4
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veces a las 6 hpi y después declind drasticamente a 9.7, 8.8 y 4.2 veces a las 12, 24 y 48

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

significativamente diferente (Tukey, P <0.05).

En raices de chile CM-334 inoculadas sélo con P.c los transcritos del gen EAS,
responsable de codificar para la enzima 5-epi-aristologueno sintasa clave en la sintesis de
capsidiol, mostraron la maxima acumulacion (23.4 veces) a las 6 hpi, mientras que en el

tratamiento de la interaccion Na-Pc para este mismo tiempo, se registré una reduccién
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significativa (6.9 veces) de los transcritos del gen en comparacion con las plantas testigo.
En el tratamiento de Na-Pc la maxima acumulacion del gen EAS fue de 12 veces y se

detectd a las 12 hpi, después decliné a 7.3 y 6.5 veces a las 24 y 48 hpi, respectivamente.

En la interaccion compatible de plantas de chile CM-334-Na fue baja la
acumulacién de transcritos del gen EAS, asi como la de los genes que codifican para las
proteinas relacionadas con patogénesis para las cuales codifican los genes POX, GLU y
PR-1, lo cual contrasto significativamente con la acumulacion de transcritos observada en
la interaccidn incompatible CM-334-P. capsici, donde los transcritos de los genes POX,
GLU y PR-1 se detectaron desde las 6 hpi, incrementandose gradualmente hasta las 48 hpi,
tiempo en el que se registré el méximo valor. La expresion de los genes POX, GLU y PR-1
en las plantas inoculadas s6lo con el nematodo fue ligeramente mayor a la observada en las

plantas testigo.

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

48 hpi, respectivamente, en comparacion con las plantas testigo.
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Fig. 2. Actividad enzimatica total de -1,3-glucanasas (A), y peroxidasas (B) y contenido
de la fitoalexina capsidiol (C) en raices de chile CM-334 no inoculadas (Testigo) e
inoculadas con P. capsici (Pc), N. aberrans (Na) o ambos patogenos (Na-Pc). Cada punto
representa el promedio de dos experimentos independientes, con dos extracciones y tres
lecturas por extraccion; la linea en cada punto representa la desviacion estandar. Para cada
tiempo, los puntos con diferente letra fueron significativamente diferentes (Tukey, P <
0.05). Para el tiempo de 6 h, puntos con una sola letra indica que no hubo diferencias
significativas (Tukey, P < 0.05).
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Contenido de capsidiol. En las raices de las plantas testigo y en las inoculadas con
nematodo se detectaron contenidos bajos de la fitoalexina a lo largo de los cuatro tiempos
evaluados, sin diferencias significativas entre ambos (Fig. 2C). En comparacién con las
plantas inoculadas solo con P. capsici, con las inoculadas Unicamente con el nematodo y
con las plantas testigo el contenido de capsidiol se redujo en 31.6, 54.4, 57.2 y 66.6%, y en
41, 62.3, 74y 74.5% a las 6, 12, 24 y 48 hpi, respectivamente. En cambio en las raices en
donde estuvo presente el oomiceto, tratamientos Pc y Na-Pc, se encontraron niveles
significativamente (P < 0.05) mas altos. Ambos tratamientos no mostraron diferencias
significativa (P < 0.05) en el contenido de capsidiol a las 6 y 12 hpi; sin embargo, a las 24
y 48 hpi, las plantas inoculadas solamente con el oomiceto presentaron incrementos

significativos de 28.2 y 33.3%, respectivamente.

DISCUSION

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

cambios mas rapidos y de mayor magnitud en las interacciones incompatibles.

La sobre expresion de los transcritos de los genes POX en la interaccion de CM-
334 con Pc o con Na-Pc se asoci6é con incrementos en la actividad de la enzima respectiva,
en contraste en la interaccion compatible CM-334-N. aberrans tanto la acumulacion de
transcritos del gen, como la actividad de peroxidasas fue baja. Se ha consignado que la
expresion de POX vy la actividad de peroxidasas se incrementan en las plantas como
resultado del ataque por patdgenos (Chittoor et al., 1999; Van Loon et al., 2006). Las
peroxidasas contribuyen a la resistencia de las plantas al crear un ambiente téxico por la
acumulacién de especies reactivas de oxigeno y al participar en el reforzamiento de la
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pared celular por la deposicion de los polimeros lignina y suberina, que constituyen una
barrera fisica al avance del patdégeno (Passardi et al., 2005). Do et al. (2003) reportaron
que en plantas de chile del cv Hanbyul inoculadas con los aislamientos de P. capsici S197
(compatible) y CBS178.26 (incompatible), la expresion del gen CAPO1 que codifica para
una peroxidasa, fue mas rapida y abundante en la interaccion incompatible en comparacion
con la compatible. La mayor expresion del gen POX y la mayor actividad de las
peroxidasas en las plantas inoculadas con Pc podrian estar implicadas en el reforzamiento
de la pared celular de las raices de CM-334; en cambio, la baja expresion y menor
actividad de la enzima en las plantas inoculadas con Na podria favorecer el
establecimiento del nematodo, facilitando su avance en el tejido radical al no ocurrir el
reforzamiento de la pared celular. También Zacheo et al. (1993) observaron que hubo un
ligero incremento en la actividad de peroxidasas en lineas de tomate (Licopersicon
esculentum) susceptibles a M. incognita, mientras que, en la interaccion incompatible la
actividad enzimatica se incrementé en un 100% en comparacion con la interaccion
compatible. Segin Zinov’eva et al. (2004), en las interacciones planta-nematodo se ha
observado que la actividad de ciertas isoformas de peroxidasas son capaces de suprimir
tanto enzimas hidroliticas, mientras que otras pueden oxidar a las toxinas producidas por

los nematodos convirtiéndolas en compuestos indcuos para la planta.

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

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

acido salicilico (SA) o etefdn, si hubo acumulacién de estas proteinas.

La acumulacion de transcritos del gen PR-1 se incrementd significativamente
siempre que las plantas fueron inoculadas con Pc, independientemente de que estuviera o
no presente el nematodo; esto sugiere que para este gen el nematodo no ejerce ninguna
represion en presencia del oomiceto. Kim y Hwang (2000) observaron que en la
interaccion incompatible chile cv. Hanbyul-Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(aislamiento Bv5-4a) la acumulacion de los RNAm del gen CABPR-1, que codifica para
una proteina PR-1, fue mas rapida, mas prolongada y de mayor magnitud que aquella de la
interaccion compatible chile cv. Hanbyul-X. campestris pv. vesicatoria (aislamiento Ds1).
Aln cuando la funcion y el mecanismo de accion de las proteinas PR-1 son todavia
desconocidos, se ha propuesto que, debido a que ellas se acumulan en los espacios
intercelulares y en la interface entre el patdgeno (P. capsici) y las células de la planta de
chile (cv. Hanbyul), tales proteinas podrian participar en la defensa contra el oomiceto,
ejerciendo un efecto toxico directo que retrasa el desarrollo del patdgeno (Lee et al., 2000).

La informacién sobre el efecto protectivo de las proteinas PRs en contra de los
nematodos fitoparasitos también es escasa y en algunos casos contradictoria. Varios
autores reportan la ausencia de induccién de proteinas PRs en las interacciones
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compatibles planta-nematodo (Oka et al., 1997), mientras que otros, indican que durante la
interaccion compatible entre Cucumis sativum-M. incognita se inducen las PRs 3, 1-3
glucanasas en la raices del hospedante (Zinov’eva et al., 2001). En general, se considera
que la produccion de proteinas PRs es un mecanismo importante de defensa y se les
relaciona con la resistencia a fitopatogenos (Linthorst, 1991; Van Loon, 1999); sin
embargo, en las interacciones planta-nematodo no se ha observado una correlacion directa
entre la acumulacién de PRs y el grado de resistencia (Rahimi et al., 1993; Rahimi et al.,
1996), aunque en otros si existen evidencias de que existe tal relacién (Qiu et al., 1997).

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

al., 2003), entre otros.

La expresion de EAS en raices de chile CM-334 inoculadas con ambos patégenos
(CM-334-Na-Pc) fue tardia en comparacion con las plantas inoculadas sélo con el
oomiceto. La tardia acumulacion de los transcritos de EAS durante la interaccion CM-334-
Na-Pc por un lado, y la mayor acumulacion de EAS en la interaccion CM-334-Pc por el
otro, sugiere que N. aberrans modifico el patron de expresion de este gen en las raices de
las plantas de chile. El incremento en la expresion EAS como resultado de la inoculacion
con P. capsici ha sido reportada previamente (Zavala-Paramo et al., 2000). EAS codifica
para la 5-epi-aristologueno sintasa (EAS), que es la enzima clave en la biosintesis del
capsidiol, la principal fitoalexina sintetizada en chile. Los resultados obtenidos indicaron
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una estrecha relacion entre la expresion de EAS y la acumulacion de capsidiol en las raices
de chile, asi en las plantas infectadas con Pc hubo una mayor acumulacion de capsidiol,
en comparacion con aquellas inoculadas con ambos patdgenos y con las inoculadas sélo
con el nematodo. La magnitud en la acumulacién del capsidiol se ha asociado con el grado
de resistencia a P. capsici en diversos genotipos de chile (Egea et al., 1996a; Candela et
al., 2000). Ademas, varios investigadores han demostrado in vitro los efectos deletéreos
del capsidiol sobre P. capsici (Ward et al., 1974; Molot et al., 1980) y en el nematodo N.
aberrans (Godinez-Vidal et al., 2010).

El hecho de que en plantas inoculadas s6lo con el nematodo y con ambos
patdégenos (Na-Pc) haya habido tanto una menor expresion de EAS como un menor
contenido de capsidiol, en comparacion con aquellas inoculadas solamente con el
oomiceto, permite especular que N. aberrans abate éste y otros mecanismos de defensa en
plantas de chile CM-334, lo que podria redundar en la creacion de un ambiente favorable
tanto para el establecimiento del nematodo como del oomiceto; con frecuencia se
menciona que el grado de resistencia de los genotipos de chile estd estrechamente
relacionado con la rapidez y la magnitud con la que acumulan a la fitoalexina capsidiol
(Candela et al., 2000). Godinez-Vidal et al. (2010) mencionan que en raices de chile CM-
334 infectadas con el nematodo N. aberrans tuvieron un menor contenido capsidiol en
comparacion con las no inoculadas, y que la fitoalexina causé la inmovilizacion de los J;
del nematodo en condiciones in vitro. Por otra parte, Villar-Luna et al. (2009) encontraron
que en plantas de chile CM-334 infectadas con N. aberrans se redujo la acumulacion de
capsidiol en hojas infiltradas con P. capsici o Pseudomonas syringae pv. tagetis, en
comparacion con las inoculdas solamente con el oomiceto o la bacteria. Se ha consignado
gue la inoculacién con N. aberrans reduce otras respuestas de defensa en las plantas de
CM-334; como son la menor expresion del gen Hmg2 involucrado en la sintesis de
capsidiol (Godinez-Vidal et al., 2009), menor actividad de la enzima PAL (Godinez-Vidal
et al., 2008) y una acumulacién menor de fenoles solubles totales en comparacion con las
plantas no inoculadas (Lopez-Martinez et al., 2010). Este Gltimo autor también encontrd
que en plantas de CM-334 la actividad de peroxidasas se redujo tanto en las plantas
inoculadas solo con Na como en aquellas inoculadas con los dos patogenos (Na-Pc), estos
resultados difieren de lo que se encontrd en la presente investigacion. Se ha sugerido que
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el abatimiento de estas respuestas de defensa podria explicar en parte, el fendbmeno de
rompimiento de resistencia de las plantas de chile CM-334 a P. capsici, cuando son
previamente infectadas por N. aberrans. La mayor y méas rapida acumulacién tanto de EAS
como del capsidiol en raices de CM-334 inoculadas con solo P. capsici, da sustento a la
idea de que la fitoalexina es un mecanismo importante en la defensa de este genotipo al
oomiceto. La tardia y expresion tanto de EAS como del capsidiol en presencia de N.
aberrans, sugieren que el nematodo altera el patron de expresion de EAS y por tanto, la
sintesis de la fitoalexina capsidiol, con el fin de evitar su efecto negativo.

La mayor acumulacion de los transcritos de los genes EAS, de las PRs GLU y POX
y los incrementos en la actividad de las enzimas correspondientes (B-1,3-glucanasas y
peroxidasas), asi como la mayor acumulacion de los transcritos de PR-1 obtenida en la
interaccion CM-334-Pc indican que estos genes y enzimas estan asociadas con la respuesta
de defensa de CM-334 en contra de P. capsici. En presencia de N. aberrans se abati6 la
acumulacion de los transcritos de las PRs y EAS, la actividad de las enzimas B-1,3-
glucanasa y peroxidasa, y el contenido de capsidiol en las raices de las plantas de CM-334;
sin embargo, en las plantas inoculadas con ambos patdgenos Unicamente se reprimié la
expresion de EAS que se asocié con una reduccién significativa en la acumulacion de

capsidiol.
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