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RESUMEN GENERAL 

Actividad de PAL, acumulación de fenoles y flavonoides en el chile CM-334 infectado 

por Nacobbus aberrans e inoculado en el follaje con Phytophthora capsici 

 

Dra. Ruth Sandoval Luna 

 

Se evaluó la respuesta del chile (Capsicum annuum) CM-334 infectado con Nacobbus 

aberrans (Na) y en el follaje inoculado con diferentes tipos de inoculación de Phytophthora 

capsici. En plantas completas o con el tallo decapitado se inoculo micelio, en el follaje 

zoosporas asperjadas, por inmersión en una suspensión de zoosporas y también en la raíz. Se 

tuvieron experimentos con plantas susceptibles (var. Joe E. Parker) y resistentes (CM-334), 

infectadas o sin infectar con N. aberrans y 21 días posteriores a la inoculación (pi) con el 

nematodo se inocularon con P. capsici; bajo un diseño completamente al azar en cámaras 

bioclimáticas. De los 5 a los 30 días pi con el oomiceto (pio) se registró la longitud de 

necrosis (cm), la colonización de hoja, tallo o raíz por el oomiceto y la severidad de la 

enfermedad. La actividad de PAL, acumulación de fenoles y flavonoides totales fue medida 

por espectofotometría y la acumulación de transcritos fue determinada por Northern blot.  Los 

datos se sometieron a análisis de varianza (P0.05) y prueba de Tukey. Con todos los tipos de 

inoculación las plantas susceptibles presentaron necrosis en el tallo o tizón en las hojas y 

murieron. La presencia de Na en raíces de las plantas resistentes CM-334 decapitadas 

inoculadas con micelio permitió que P. capsici lograra establecerse, pero en las plantas no 

decapitadas la presencia del nematodo aparentemente no abatió la resistencia del CM-334; en 

las raíces de las plantas resistentes inoculadas con ambos patógenos hubo muerte de plantas 

(11.1%) a los 45 días pio. En plantas inoculadas con micelio y Na, la necrosis y severidad 

fueron mayores que en las plantas resistentes inoculadas solo con micelio; pero en plantas 

infectadas por el nematodo e inoculadas por aspersión de zoosporas al follaje no se 

observaron síntomas. En contraste, con la inmersión en zoosporas, la lesión en las hojas fue 

macróscopica y como una respuesta de hipersensibilidad que se expresó en las plantas con o 

sin el nematodo. En plantas decapitadas inoculadas con micelio, la actividad de PAL 

incrementó en 39.1%, 29.6% y 55.7% en hojas, tallos y raíces a las 12 hpio y 24 hpio, 

respectivamente. Con la aspersión de zoosporas el incremento se observó a las 12 y 24 hpio, 

en hojas tallos y raíces (17.7%, 77.9% y 30.2%, respectivamente) en comparación con las 
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plantas infectadas con ambos patógenos. Similarmente, el contenido de fenoles solubles 

totales incrementó a las 12 hpio en los tres estratos de las plantas inoculadas con micelio y 

con zoosporas la acumulación se observó a las 6 y 12 hpi. El contenido de flavonoides 

incrementó en raíces y tallos de plantas inoculadas con micelio y Na, mientras que en las 

plantas inoculadas con zoosporas y el nematodo el incremento ocurrió sólo en las raíces. Con 

la inmersión en zoosporas la actividad de PAL incrementó en un 26.2% y en un 52.3% a las 6 

y 12 hpio en hojas y raíces, respectivamente, con relación a las plantas inoculadas con ambos 

patógenos; de manera similar a las 12 hpio la acumulación de transcritos en las hojas fue 

mayor 1.5 veces y en las raíces en un 1.9 veces en comparación con las plantas inoculadas 

con ambos patógenos. Con excepción de las plantas inoculadas por aspersión con zoosporas, 

en todas las demás P. capsici se reaisló de plantas infectadas por el nematodo e inoculadas 

con el oomiceto, probablemente por una disminución en la expresión en los mecanismos de 

defensa en las plantas infectadas por N. aberrans. La presencia de N. aberrans en las raíces 

redujo la actividad de PAL y la acumulación de transcritos en el follaje inoculado con P. 

capsici, sin embargo, la reacción de hipersensibilidad en el follaje no fue inhibida por la 

presencia del nematodo.  

 

Palabras clave: chile CM-334, fenoles, flavonoides, PAL, micelio, Phytophthora capsici, 

follaje, Nacobbus aberrans, zoosporas. 
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GENERAL ABSTRACT 

 

PAL activity, phenols and flavonoids acummulation in the pepper CM-3344 infected by 

Nacobbus aberrans and the foliage inoculated with Phytophthora capsici 

 

Dra. Ruth Sandoval Luna 

 

The response of pepper (Capsicum annuum) CM-334 infected with Nacobbus aberrans (Na) 

and in foliage was inoculated with different kinds of inoculums of Phytophthora capsici. In 

whole plants or the decapitated stem was inoculated with mycelium, the leaves inoculated 

with zoospores sprayed and inmmersion on suspension of zoospores, and zoospores at the 

root were evaluated. The experiments had susceptible plants (var. Joe E. Parker) and resistant 

(CM-334), infected or not infected with N. aberrans and 21 days post inoculation (pi) with 

the nematode, these were inoculated with P. capsici, under a completely randomized design 

in a bioclimatic chambers. From 5 to 30 days pi with the oomycete (pio) was recorded the 

length of necrosis (cm), the colonization of the leaf, stem or root by the oomycete and 

severity of the disease. PAL activity, accumulation of phenolics and total flavonoids were 

measured by spectrophotometry and the accumulation of transcripts by Northern blot 

analysis, data were subjected to analysis of variance (P0.05) and Tukey test. With all types 

of inoculation of susceptible plants showed necrosis on the stem or leaf blight and died. The 

presence of Na in roots of resistant plants decapitated CM-334 inoculated with mycelium 

allowed P. capsici failed to establish, but not decapitated plants the presence of nematode 

resistance apparently struck the CM-334, in the roots of resistant plants were inoculated with 

both pathogens death of plants (11.1%) at 45 days principle. In plants inoculated with 

mycelium and Na, necrosis and severity were higher than in resistant plants inoculated with 

mycelium alone, but in nematode-infected plants and zoospores inoculated by spraying the 

foliage symptoms were not observed. In contrast, with immersion in zoospores, damage to the 

leaves was a hypersensitive response was expressed in plants with or without the nematode. 

In decapitated plants inoculated with mycelium, PAL activity increased by 39.1%, 29.6% and 

55.7% in leaves, stems at 12 hpio and roots at 24 hpio, respectively. With the increasing 

zoospore spray was observed at 12 and 24 hpio, leaf stems and roots (17.7%, 77.9% and 

30.2% respectively) compared with plants infected with both pathogens. Similarly, the total 

soluble phenolic content decreased at 12 hpio in the three layers of plants inoculated with 
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mycelium and Na, Na and zoospores but the decrease was observed at 6 and 12 hpi. The 

flavonoid content increased in roots and stems of plants inoculated with mycelium and Na, 

whereas in plants inoculated with zoospores with the nematode the increase occurred only in 

the roots. Zoospores with immersion in PAL activity increased by 26.2% and 52.3% at 6 and 

12 hpio in leaves and roots, respectively, relative to plants inoculated with both pathogens 

similar to the 12 hpio the transcript accumulation in the leaves was increased 1.5 times and in 

the roots by 1.9-fold compared with plants inoculated with both pathogens. The presence of 

N. aberrans in the roots reduced the activity of PAL and the accumulation of transcripts in the 

leaves inoculated with P. capsici, however, the hypersensitivity reaction in the foliage was 

not inhibited by the presence of the nematode. With the exception of plants inoculated by 

spraying with zoospores, in all other P. capsici was reisolated from infected plants by the 

nematode and inoculated with the oomycete, probably by a decrease in expression of defense 

mechanisms in plants infected by N. aberrans. The presence of N. aberrans in the roots 

reduced the activity of PAL and the accumulation of transcripts in the leaves inoculated with 

P. capsici, however, the hypersensitivity reaction in the foliage was not inhibited by the 

presence of the nematode. 

 

Keywords: pepper CM-334, phenols, flavonoids, PAL, mycelium, Phytophthora capsici, 

foliage, Nacobbus aberrans, zoospores. 
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CAPITULO I 

REVISIÓN DE LITERATURA 

 

Origen e importancia del chile (Capsicum annuum L.) 

El chile Capsicum annuum L., es uno de los cinco chiles domesticados en América que tienen 

variaciones en forma, tamaño y color de sus frutos. Junto con el maíz, el chile forma parte de 

la dieta neotropical de México (Aguilar-Meléndez et al., 2009). De las 25 especies 

reconocidas del género Capsicum (familia Solanaceae), cinco son económicamente 

importantes C. annuum, C. frutescens L., C. baccatum L., C. pubescens Ruiz. y Pav., y C. 

chinense Jacq. (Perry et al., 2007). En Mesoamérica fueron domesticados C. annuum y C. 

frutescens, mientras que C. baccatum, C. pubescens y C. chínense se domesticaron en 

Sudamérica (Pickersgill, 2007). La evidencia arqueológica indica que el chile fue utilizado en 

México como fuente de alimento cerca del año 8000 A. C. (Smith, 1967), los chiles más 

antiguos fueron encontrados en el Valle de Tehuacán domesticados entre el 5000 y 6000 A. 

C. (Perry et al., 2007; Pickersgill, 2007). Durante miles de años, las variedades de chile 

fueron cultivadas junto a otros cultivos en el nuevo mundo, poco a poco se dispersaron 

principalmente al norte y sur de América, posteriormente fueron introducidas a Europa 

(Pickersgill, 1977; 1969). Actualmente, el chile (C. annuum) es considerado como una de las 

cinco hortalizas más importantes a nivel mundial y México ocupa el segundo lugar en 

producción del cultivo (FAOSTAT, 2011). Durante el ciclo agrícola 2010, los productores 

mexicanos sembraron 148,758.88 has, obteniendo una producción de 2,335,560.31 tons 

(SAGARPA, 2011).  

 

Marchitez del chile causada por Phytophthora capsici Leo. 

El cultivo de chile es afectado por plagas y enfermedades que limitan su desarrollo, la 

enfermedad conocida como marchitez del chile causada por el oomiceto Phytophthora capsici 

es de gran importancia debido a que puede provocar hasta el 40% de mortalidad de plantas 

(Velásquez-Valle et al., 2001) y en la época de lluvias la incidencia de la enfermedad 

aumenta del 20 al 80% (Guigón-López y González-González, 2001). Los síntomas son 

diferentes dependiendo del sitio de infección; en el cuello del tallo y en las raíces de la planta 

causa pudriciones, mientras que en el follaje las lesiones son circulares y de aspecto húmedo 

(Lee et al., 2001; Velásquez-Valle et al., 2001; Roberts et al., 1994). El manejo de la 

enfermedad se ha realizado principalmente mediante la aplicación de fungicidas como el 
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Mefenoxam; sin embargo, en los últimos años P. capsici ha desarrollado resistencia y por lo 

tanto se han implementado otras alternativas de control como el control biológico (Ezziyyani 

et al., 2004) y el uso de cultivares resistentes a P. capsici (Ristaino y Johnston, 1999; Walker 

y Bosland, 1999).  

 

Resistencia del chile a P. capsici  

En México, investigadores del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y 

Pecuarias (INIFAP), encontraron que la línea del chile “Criollo de Morelos 334” es altamente 

resistente a P. capsici. Se ha determinado que el chile CM-334 tiene resistencia a los tres 

síndromes causados por P. capsici: tizón de hojas y tallos, y pudrición de la raíz (Sy et al., 

2005; Redondo, 1985; Guerrero-Moreno y Laborde, 1980). Guerrero-Moreno y Laborde 

(1980) reportan que la resistencia en raíces es conferida por dos genes recesivos, en cambio, 

Gil Ortega et al., (1991), indican que son tres genes  dominantes. Tal resistencia se ha 

mantenido aún cuando se ha inoculado con las cepas más patogénicas del oomiceto bajo 

diferentes ambientes (Glosier et al., 2008; Alcántara y Bosland, 1994; Gil Ortega et al., 1991; 

Guerrero-Moreno y Laborde, 1980). Por otro lado, Reifschneider et al., (1992), concluyen 

que existen dos genes y la resistencia se manifiesta cuando un gen dominante y otro como 

recesivo en epistasis. Respecto a la herencia de la resistencia en el follaje, Walker y Bosland 

(1999) proponen que ésta, es conferida por dos genes diferentes dominantes independientes a 

los de la raíz. Por su parte, Sy et al., (2005), indican que los genes que confieren la resistencia 

en los tres estratos (raíz, tallo, hojas) son diferentes. Sin embargo, los resultados en híbridos 

de un análisis por mapas del loci de caracteres cuantitativos (QTLs por sus siglas en inglés) 

resultantes de cruzas del CM-334 y el genotipo susceptible Yolo Wonder, sugieren que la 

resistencia de CM-334 contra P. capsici es poligénica y parcial (Bonnet et al., 2007).  

 

Interacción molecular entre Plantas y Oomicetos 

Actualmente, la comunicación molecular entre plantas y oomicetos está siendo estudiada y la 

interacción del oomiceto P. capsici y las plantas de chile aún tiene mucho por descifrarse, sin 

embargo, los avances en otros oomicetos pueden en parte explicar lo que ocurre durante la 

interacción de P. capsici con el chile.  
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Los oomicetos son organismos eucarióticos que han colonizado muchos nichos ecológicos, a 

pesar de que su origen se encuentra en el ambiente marino, sólo el 5% de los oomicetos son 

parásitos marinos de algas, diatomeas, crustáceos y nematodos mientras que el 60% son 

patógenos de plantas (Thines y Kamoun, 2010). Dentro del grupo de los oomicetos, el orden 

Peronosporales reúne características evolutivas importantes, ya que los antecesores fueron 

oportunistas saprófitos parecidos al género Pythium que han ido gradualmente evolucionando 

a hemibiótrofos, como las especies de Phytophthora y posteriormente a necrótrofos. La 

expresión de los genes 156 ELIs y ELL, que codifican para las elicitinas, demuestra que las 

especies de Phytophthora provienen de un ancestro común (Jiang et al., 2006). La evolución 

de los oomicetos biotróficos a hemibiotróficos o necrotróficos ha sido acompañada por la 

expansión y diversificación de las proteínas efectoras, como las RXLR que sólo se han 

detectado en los Peronosporales (Haas et al., 2009; Tian et al., 2007; Tyler et al., 2006).  El 

ciclo de vida del género Phytophthora involucra hifas, las cuáles se diferencian en zoosporas 

para la dispersión e infección del hospedante, tal diferenciación se relaciona con la 

fosforilación de proteínas (Judelson et al., 2010), cambios de temperatura y disponibilidad de 

humedad. La penetración y colonización del hospedante se lleva a cabo regularmente por las 

zoosporas, que se enquistan y germinan directamente o forman un esporangio, se ha 

demostrado que los genes Car están involucrados con la síntesis de proteínas tipo mucinas 

que facilitan la adhesión y su síntesis fue inducida antes de la penetración del hospedante 

(Görnhardt et al., 2000). Posterior a la adhesión de la superficie de la planta, la penetración 

está dada por la secreción de enzimas degradadoras de la pared celular como cutinasas, 

proteasas, endoglucanasas, exoglucanasas y quitinasas (Bruner et al., 2002). Los genes CBEL 

(cellulose-binding elicitor por sus siglas en inglés, GenBank X97205), identificados en P. 

parasítica, también se relacionan con la adhesión y codifican para proteínas que se unen a la 

celulosa, tales genes se expresaron durante la adhesión a sustratos celulíticos, no obstante, su 

silenciamiento no detuvo a la infección (Gaulin et al., 2002).   

 

 

Interacción molecular entre el oomiceto P. capsici y el chile  

Desde que Leonian en 1922 describió a P. capsici la comprensión de la interacción del chile 

con este oomiceto ha ido avanzando y actualmente la importancia de P. capsici radica 

principalmente en su amplio rango de hospedantes, su rápida adaptación a diferentes 

condiciones ambientales y su alto grado resistencia a fungicidas (Ristaino y Johnston, 1999). 
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La resistencia del CM-334 contra P. capsici se menciona que es conferida por dos genes 

dominantes simples dependiendo de tejido que infecta el oomiceto; el primero de ellos es el 

gen Pfo responsable de la resistencia foliar y el gen Pfr que confiere la resistencia al fruto 

(Wang y Bosland, 2006; Sy et al., 2005; Walker y Bosland, 1999). Recientemente, el genoma 

de P. capsici se secuenció y algunos avances revelan que el genoma del oomiceto es de 65 

Mpb; contiene 420 genes RXLR, 146 genes RXLR+EER y 96 genes HMN relacionados 

como efectores en la traslocación de proteínas (Lamour et al., 2007). Asimismo, Muñoz y 

Baley (1998), identificaron los genes que codifican para las cutinasas, enzimas clave durante 

la penetración en la interacción del chile Ancho San Luis y P. capsici (cepa P1314-T1).  

 

Influencia del tipo de inóculo -zoosporas o micelio- y diferencias en la expresión de 

síntomas y genes  

La aparición de síntomas causados por los oomicetos es dependiente del tipo de inóculo que 

entra en contacto en la superficie de las plantas. Por ejemplo, la necrosis en el chile CM-334 

inoculado con el micelio de P. capsici es visible entre los 6 y 9 días posteriores a la 

inoculación; mientras que con zoosporas los síntomas se observan hasta los 15 y 35 días 

(Candela et al., 2004). Molecularmente, también existen diferencias en la expresión de genes 

dependiendo si la inoculación se hace con zoosporas o con micelio. Por ejemplo, en la 

interacción de Nicotiana tabacum cv Pitit Havana y P. nicotianae, la inoculación con 

zoosporas indujo la acumulación de transcritos de los genes que codifican para las celulasas, 

el transportador ABC, la enzima ribonucleotido reductasa y la enzima xilitol deshidrogenasa; 

en cambio en la inoculación con micelio no ocurrió la acumulación de transcritos (Skalamera 

et al., 2004). Las diferencias no sólo se observan en los genes expresados por la planta, sino 

también en los expresados por el patógeno dependiendo del tipo de inóculo; así, en 

condiciones in vitro el micelio de P. infestans expresó el gen inf1, pero no fue inducida su 

expresión en esporangióforos, zoosporas, zoosporas enquistadas ni en zoosporas germinadas 

(Kamoun et al., 1997).  

 

Respuestas de defensa del chile CM-334 contra P. capsici  

Las respuestas de defensa del chile CM-334 contra P. capsici son tanto estructurales como 

químicas. La defensa estructural de CM-334 contra P. capsici se ha relacionado con la 

presencia de tricomas en hojas y tallos, ya que la ausencia de tricomas en tallos y hojas en la 
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descendencia de cruzas entre CM-334 y el cultivar Americano (susceptible), predispuso a que 

las plantas fueran susceptibles al oomiceto (Egea-Gilabert et al., 2008).  

 

La defensa química del chile CM-334 a P. capsici se manifestó después de la penetración del 

oomiceto y la detención del avance del mismo fue producto del efecto fungistático ejercido 

por la acumulación de metabolitos tóxicos, más que por la presencia de barreras físicas 

(Fernández–Pavía, 1997). Las enzimas y metabolitos que se han relacionado con la resistencia 

a P. capsici en los genotipos de chile, incluyendo a CM-334, son las quitinasas, β-1,3-

glucanasas, peroxidasas, fenilalanina amonio liasa (PAL), β-D-glucosidasas, 

polifenoloxidasa, trans-cinamato 4-hidroxilasa (CA4H), compuestos fenólicos, especies 

reactivas de oxígeno y capsidiol (Koc et al., 2011; Alcázar et al., 1995; Candela et al., 1995; 

Lizzi et al., 1995; Mozzetti et al., 1995; Kim y Hwang, 1994). En las hojas de CM-334 

inoculadas con zoosporas de P. capsici, se observó la reacción de hipersensibilidad 

microscópicamente y fue asociada con un rápido incremento en la concentración de ácido 

jasmónico que disminuyó a las 2 h posteriores a la inoculación, mientras que el ácido 

salicílico se incrementó (Ueeda et al., 2006). Tanto en el chile CM-334 como en la línea 

Quadrato, ambos resistentes a P. capsici, la resistencia se asoció en parte con un incremento 

en la actividad de la enzima fenilalanina amonio-liasa (Koc et al., 2011; Fernández–Pavía, 

1997; Mozzetti et al., 1995). En las raíces de CM-334 infectadas con zoosporas de P. capsici, 

la acumulación de transcritos de los genes Pal ocurrió a las 6 h, tal acumulación se relacionó 

con cambios cualitativos y cuantitativos en los compuestos fenólicos y la actividad de 

peroxidasas acídicas también se incrementó; los compuestos fenólicos inhibieron el 

crecimiento del oomiceto in vitro (Fernández–Pavía, 1997). En las hojas de CM-334 

inoculadas con P. capsici se observó una inducción en la actividad de PAL a los 2 días 

posteriores a la inoculación, también se presentó un incremento en la producción de especies 

reactivas de oxígeno, H2O2, y una menor peroxidación de lípidos en la medida en que se 

incrementó la densidad de inóculo y transcurrió el tiempo durante la infección (Koc et al., 

2011). López-Martínez et al., (2011) encontró que las  hojas de chile CM-334 tuvieron un 

mayor contenido de ácido clorogénico (105%) más en comparación con un cv susceptible, y 

el ácido clorogénico se ha relacionado con la resistencia a patógenos (Wuyts et al., 2006; 

Pegard et al., 2005;  Shadle et al., 2003; Huang y Rhode, 1973).  
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Metabolismo secundario: La ruta fenilpropanoide 

Las plantas producen alrededor de 50,000 estructuras de bajo peso molecular, es probable que 

varios miles de compuestos del metabolismo secundario no sean aún conocidos (Berhow y 

Vaughn, 1999). Una clase importante de compuestos del metabolismo secundario en las 

plantas son los fenilpropanoides, los cuales tienen un papel en la interacción de las plantas 

con el ambiente incluyendo los factores bióticos y abióticos (Berhow y Vaughn, 1999). La 

síntesis de compuestos fenólicos inicia en la ruta del shikimato que es la que controla el flujo 

de entrada de carbono, en la ruta del shikimato intervienen los intermediarios eritrosa 4 

fosfato y el fosfoenolpiruvato del metabolismo de carbohidratos y glicólisis que son 

condensados a DAHP (3-deoxy-D-arabino-heptulosanato 7-fosfato) por la actividad de la 

enzima DAPH sintasa y este es el primer paso para que en esta ruta se produzca el 

aminoácido aromático L-fenilalanina, que es deaminado por la enzima fenilalanina amonio 

liasa (PAL; EC 4.3.1.5). PAL cataliza la deaminación no oxidativa de la L-fenilalanina 

formando el ácido trans-cinámico y un ión amonio libre (Vogt et al., 2010; Ferrer et al., 

2008). Con esta reacción inicia la síntesis de una amplia gama de compuestos como los ácidos 

fenólicos, flavonoides, isoflavonoides, coumarinas, ligninas, esteres de ácidos 

hidroxicinámicos y otros compuestos fenólicos (Fig. 1) (Jones, 1984).  

 

PAL es la enzima principal en la síntesis de compuestos fenólicos, se ha demostrado que 

existe una correlación entre los genes PAL/proteína expresión/actividad e incrementos en los 

compuestos fenólicos en respuesta a un estímulo. La regulación de la producción de estos 

compuestos se menciona que es vía síntesis de novo, pero también por retroalimentación 

(Blount et al., 2000) o modificaciones postranscripcionales (Cheng et al., 2001; Allwood et 

al., 1999). Stanfford (1974) menciona que PAL también participa en la formación de 

complejos enzimáticos responsables de la canalización metabólica específica para la 

biosíntesis de fenólicos, conocidos como los compartimentos metabólicos o metabolones 

(Rasmussen y Dixon, 1999). Experimentos recientes revelaron los metabolones en plantas de 

tabaco transgénicas en las que se expresaron dos isoformas de PAL independientes (PAL1 y 

PAL2) en relación con la enzima cinamato 4-hidroxilasa (C4H). Los resultados sugieren que 

la localización de las dos isoformas de PAL es diferente y depende de la cantidad de C4H 

capaz para organizar el complejo con PAL1 (Achnine et al., 2004). PAL1 fue ubicada en el 

retículo endoplasmático, mientras que PAL2 fue localizada en el citosol, ambas isoformas 
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producen ácido cinámico, pero la diferenciación en su colocalización permite la 

diversificación en la síntesis de los compuestos fenilpropanoides. Los metabolones también 

han sido evidenciados en Arabidopsis, esta planta tiene cuatro isoformas de la enzima 4-

coumarato CoA ligasa (4CL) y se ha observado que AtCL1 y AtCL2 tienen una ligera 

preferencia por el ácido cafeíco que por el p-coumarato en comparación con la isoforma 

AtCL3, el ácido cafeíco representa una ruta menor hacia la biosíntesis de lignina, sin embargo, 

el ácido p-coumarato sirve como un intermediario tanto para la síntesis de lignina como de 

flavonoides (Ethling et al., 1999). 

 

Los fenoles son compuestos que se componen de un un o varios alcoholes unidos a una anillo 

aromático (benceno) (Vermerris y Nicholson, 2008). Algunos fenólicos solubles están 

ampliamente distribuídos en las plantas (ejemplo: ácido clorogénico) pero otras estructuras de 

fenólicos están restringidos a un género o familias específicas y por lo tanto funcionan como 

biomarcadores en estudios taxonómicos (Vermerris y Nicholson, 2006). Los fenoles solubles 

de bajo peso molecular tienen una alta propiedad antifúngica en comparación con los de alto 

peso molecular (Harborne, 1980). Friend (1981) sugiere que los ácidos fenolicos que se 

enlazan en la pared celular, crean barreras físicas y químicas contra el patógeno invasor.  

 

Los flavonoides pueden encontrarse en las plantas como glicósidos o aglicones, pero 

principalmente como glicósidos libres en estructuras de quince carbonos C6-C3-C6; los 

flavonoides tienen funciones de señalización, protectantes contra la luz UV y como 

compuestos antimicrobianos (Berhow y Vaughn, 1999). Su acumulación tiene relación con la 

presencia de microorganismos, patógenos u organismos simbióticos (Gianinazzi-Pearson, 

1996; Spaink, 1995; Dixon et al., 1994).  
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Fig. 1. Ruta de los fenilpropanoides. Abreviaciones: C4H, cinamato 4-hidroxilasa; 4-CL, 4-

coumarato:CoA ligasa; PAL, L-fenilalanina amonia liasa (Dixon et al., 2002).  

 

PAL y compuestos fenilpropanoides contra oomicetos 

PAL es una enzima tetramérica que se acumula principalmente en células que responden 

hipersensitivamente (RH) y en algunos casos la acumulación de esta enzima determina si la 

interacción planta-patógeno será compatible o incompatible (Hahlbrock y Scheel, 1989). PAL 

presenta diferentes isoformas y es codificada por una familia de genes (Cramer et al., 1989), 

así en Solanum se reportan de 40 a 50 isoformas (Joos y Hahlbrock, 1992). La expresión de 

isoformas específicas se ha relacionado con la resistencia a un patógeno particular; así, en 
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plantas transgénicas de tabaco, Arabidopsis y papa, la infección foliar por Erwinia carotovora 

favoreció la expresión de la isoforma PAL3 (Shufflebottom et al., 1993).  

En papa, se determinó que reducciones en los niveles de expresión de PAL se relacionaron 

con disminuciones en el contenido de acido cinámico y un incremento en susceptibilidad a P. 

infestans (Yao et al., 1995). En Eucalyptus calophylla resistente a P. cinnamomi, PAL 

incrementó su actividad durante las primeras 48 h, pero al término de este periodo los niveles 

de PAL disminuyeron drásticamente respecto a las plantas sin inocular; mientras que la 

concentración de lignina y fenoles solubles aumento a las 96 h posteriores a la inoculación, 

(Cahl y McComb, 1992). Los flavonoides pueden tener efecto tóxico sobre algunos 

fitopatógenos, por ejemplo el flavonoide kaempferido triglicósido considerado como 

fitoalexina relacionada con la resistencia a F. oxysporum f. sp. dianthi, las plantas que 

presentaron un incremento en este flavonoide fueron resistentes a la infección (Curir et al., 

2001).  Sin embargo, no todos los patógenos responden igual al efecto de los flavonoides; por 

ejemplo, Steinkellner y Mammerler (2007), cuando probaron doce flavonoides en cinco 

concentraciones, no observaron una inhibición en el crecimiento o germinación de las esporas 

de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y estimularon la germinación de F. solani f. sp. pisi 

(Straney et al., 2002). Otros isoflavonoides, como la daidzeina y genisteina, funcionan como 

atrayentes durante la germinación de zoosporas de P. sojae (Morris et al., 1998).  

 

 

Fenilpropanoides contra P. capsici 

Dentro de los fenilpropanoides, los ácidos fenólicos son los que principalemente se han 

asociado con la defensa contra P. capsici al inhibir el crecimiento del oomiceto. Los ácidos 

fenólicos solubles como el ácido t-cinamico, el p-hidroxibenzoico, vaínilico y salicílico 

inhibieron in vitro el crecimiento del micelio de P. capsici (Candela et al., 1995). Alcázar et 

al., (1995), reportaron que en en el genotipo resistente Smith-5, en comparación con un cv 

susceptible, hubo tanto un incremento del 99% en la actividad de PAL (662 µmol mg
-1

 

proteína min
-1

) como en la concentración de peroxidasas; estas últimas fueron liberadas en el 

espacio intercelular generando condiciones adversas para el establecimiento del oomiceto. En 

el mismo chile Smith-5 inoculado con P. capsici se observó un engrosamiento de la pared 

celular relacionado con la acumulación de lignina y peroxidasas (Egea et al., 2001). 

Asimismo, en tallos decapitados del chile resistente Phyo 636 e inoculados con el oomiceto, 

se detectó una mayor concentración del ácido clorogénico y una menor concentración de los 
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flavonoides glucosilados apigenina y luteína, que en pruebas in vitro inhibieron el crecimiento 

del patógeno (Lizzi et al., 1995).  

 

Interacción del chile CM-334 con nematodos agalladores  

El chile CM-334 también es resistente a los nematodos agalladores Meloidogyne arenaria 

(Neal) Chitwood, M. incognita (Kofoid and White) Chitwood, y M. javanica (Treub) 

Chitwood dificultando la penetración de los juveniles de segundo estadío (J2) y bloqueando el 

desarrollo de aquellos J2 que logran penetrar, debido a la expresión del gen Me7 localizado en 

el cromosoma P9 (Pegard et al., 2005). En las raíces de plantas CM-334 se incrementó de 

manera significativa la concentración del ácido clorogénico en comparación con el chile 

susceptible (Djian-Caporalino et al., 2001; López-Martínez et al., 2011; Pegard et al., 2005). 

En contraste con lo anterior, el chile CM-334 es susceptible al nematodo Nacobbus abberrans 

y cuando las plantas fueron infectadas por el nematodo previo a la inoculación con P. capsici, 

éstas mostraron susceptibilidad al oomiceto, es decir se “rompió su resistencia” (Trujillo-

Viramontes et al., 2005; Vargas et al., 1996). 

 

 

El nematodo falso agallador N. aberrans Thorne y Allen 

El género Nacobbus Thorne y Allen, 1944 incluye nematodos endoparásitos de las especies 

N. aberrans y N. dorsalis, ambas formadores de agallas y endémicas del norte y sur de 

América. Nacobbus se desarrolla predominantemente en ambientes de secos a semisecos en 

altitudes altas y tiene un amplio rango de hospedantes. En México, N. aberrans fue reportado 

causando pérdidas económicas en los cultivos de jitomate, frijol y chile (Toledo et al., 1993).  

 

N. aberrans presenta dimorfismo sexual, la hembra es de forma globosa tiene un solo ovario y 

vulva terminal, cuando la hembra se encuentra en un estado inmaduro es vermiforme y de 

forma obesa-hinchada cuando madura; el macho es vermiforme, con bursa terminal, campo 

lateral con cuatro incisuras irregularmente areoladas, dehiridios ausentes, área labial 

redondeada y glándulas esofágicas sobrepuestas al intestino (Manzanilla-López et al., 2002).  

 

El ciclo de vida inicia con la movilidad del juvenil del segundo estadio (J2), el cuál penetra y 

muda invade intracelularmente las raíces formando cavidades o lesiones en los tejidos 

radicales durante su recorrido. Para completar su desarrollo es necesaria la formación del sitio 
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de alimentación denominado sincitio, inducido por la hembra inmadura vermiforme y por la 

hembra J4. La formación del sincitio inicia con la modificación estructural de algunas células 

alrededor del estilete, las células afectadas generalmente muestran citoplasma denso, núcleo y 

pared celular hipertrofiada, vacuolación, formación de gránulos y lísis celular (Manzanilla-

López et al., 2002). El ciclo tiene una duración de 28 a 95 días dependiendo de la temperatura 

y las hembras pueden ovopositar entre 1000 y 1500 huevecillos por saco (Clark, 1967; Prasad 

y Wibster, 1969; Quimí, 1979; Inserra et al., 1985; Manzanilla-López et al., 1997, 1999; 

Thorne y Allen, 1944).  

 

 

La formación del sitio de alimentación por nematodos agalladores 

Las interacciones de las plantas con los nematodos agalladores son complejas, ya que en este 

caso, los nematodos agalladores alteran la expresión génica de las células de la planta 

destinadas a formar el sitio especializado de alimentación, las células gigantes o el sincitio 

(Atkinson, 1994; Opperman et al., 1994; Niebel et al., 1993; Sijmons, 1993). Cuando el 

nematodo localiza las raíces de su hospedante, inserta el estilete por la pared celular sin dañar 

la membrana plasmática produciendo una invaginación y ocurre la deposición de calosa; en la 

membrana se origina un orificio muy pequeño por donde penetra el estilete (Hussey et al., 

1992). A través del estilete, el nematodo inyecta secreciones de las glándulas esofágicas que 

inducen la formación del sitio especializado, una vez formado el sitio de alimentación, el 

nematodo depende totalmente de él para completar su ciclo de vida (Gheynsen y Fenoll, 

2002). La formación del sincitio por los nematodos inicia con la disolución de la pared celular 

de una célula y posteriormente la fusión de las células adyacentes, conforme se desarrolla el 

nematodo el sincitio aumenta de tamaño y en algunos casos puede estar formado por cientos 

de células (Vanholme et al., 2004; Jones et al., 1981). Estructuralmente el sincitio consta de 

células hipertrofiadas y multinucleadas con citoplasma denso granular, una cantidad extensa 

de pequeñas vacuolas, proliferación de núcleos y un incremento en la cantidad de organelos 

como mitocondrias, plastidios, ribosomas libres, aparato de golgi y retículo endoplasmático 

(Wyss et al., 1992). Tales modificaciones muestran la alta actividad metabólica de estas 

células (Jones y Northcote, 1972) que principalmente cambian su ciclo celular (Goverse et al., 

2000; Niebel et al., 1996) y la estructura del citoesqueleto (de Almeida et al., 2004).  
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Se ha encontrado que durante la formación del sincitio se modificó la expresión de al menos 

24 genes en plantas de Arabidopsis thaliana infectadas por el nematodo Heterodera schachtii 

(Hermsmeier et al., 2000). Por ejemplo, en la interacción de M. incognita-Arabidopsis 

thaliana se detectó la sobreexpresión del gen de la enzima la D-ribulosa-5 fosfato-3 

epimerasa del ciclo de Calvin y de las pentosas fosfato, por lo que estos autores concluyen 

que durante la formación del sincitio existe una reprogramación de las rutas metabólicas 

primarias en el hospedante (Favery et al., 1998). Potenza et al., (2001) observaron que en 

plantas de Medicago sativa infectadas por M. incognita se expresaron los genes Mia1, Mia2, 

Mia3 y Mia4; la expresión de los genes Mia1 y Mia2 fue mayor en las raíces y en cotiledones 

durante la migración y la formación de agallas por el nematodo. Los genes Mia1 y Mia2 

codifican para una proteína con zonas ricas en glicina y para una fosfoenolpriruvato 

carboxicinasa, respectivamente. Las secuencias de aminoácidos de los genes Mia3 y Mia4 

fueron similares a la isoflavona reductasa y la de metalotionina, estas enzimas son 

importantes en el secuestro de radicales libres de oxígeno los cuales son el resultado del estrés 

oxidativo durante la interacción del nematodo con su hospedante susceptible (Potenza et al., 

2001)  

 

Otros reportes consignan incrementos en la expresión del gen que codifica para la síntesis de 

extensina (Vander Eycken et  al., 1992), proteína estructural de la pared celular y del gen 

TobRB7, responsable de la síntesis de proteínas formadoras de canales de membrana en raíces 

(Conkling et al., 1990). También se ha reportado la sobrexpresión de algunos genes 

implicados en la reorganización del citoesqueleto en células gigantes (Jammes et al., 2005; de 

Almeida Engler et al., 2004). Al respecto se reportaron que tres genes de forminas AtFH1, 

AtFH6 y AtFH10 (de Almeida et al., 2004) son específicamente inducidos en células 

gigantes. Las forminas son una familia de proteínas altamente conservada, que están 

implicadas en la polimerización de novo de filamentos de actina (Evangelista et al., 2003). De 

Almeida Engler et al., (2004) observaron que AtFH6 está uniformemente distribuido en 

membrana plasmática lo que podría regular el crecimiento isotrópico de la célula gigante, ello 

mediante el control del ensamblaje de los fibras de actina. En este caso, las fibras podrían 

ser requeridas para orientar el tráfico de vesículas en la biogénesis de la  membrana 

plasmática y pared celular de la célula gigante. 
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Durante la interacción entre las plantas y los nematodos sedentarios, las plantas también 

activan sus defensas. Los mecanismos de defensa consisten en incrementar la concentración 

de compuestos como peroxidasas, quitinasas, lipoxigenasas, extensinas, e inhibidores de 

proteinasas. En soya, se ha observado que la biosíntesis de fitoalexinas como la gliceolina 

incrementa en presencia de M. incognita (Kaplan et al., 1980), también aumenta la deposición 

de calosa o lignina que actúan como barreras físicas contra la penetración del nematodo 

Meloidogyne naasi (Balhadére y Evans, 1995). Se menciona que M. incognita puede reprimir 

la expresión del gen Pal (Goddijn et al., 1993) modificando la síntesis de fenoles, ligninas, 

coumarinas, flavonoides, compuestos fenólicos y fitoalexinas (Piñol y Palazón, 1996; 

Klessing y Malamy, 1994). Por ello, se ha determinado que los genes que se inducen durante 

esta interacción planta nematodo principalmente son de la ruta de isoprenoides hidroximetil-

glutaril CoA Reductasa (HMGCoA-R) (Cramer et al., 1993) y los genes de los 

fenilpropanoides, principalmente los genes que codifican a la enzima chalcona sintasa (CHS) 

(Hutangura et al., 1999).  

 

 

Rompimiento de Resistencia por N. aberrans en el chile CM-334 

El fenómeno de rompimiento de resistencia por nematodos agalladores en materiales 

resistentes a enfermedades por hongos y/o oomicetos ha sido documentado por varios 

investigadores (Trujillo-Viramontes et al., 2005, Vargas et al., 1996; Hernández et al., 1992; 

Pérez y Pérez, 1988; Powell, 1971; Bowman y Bloom, 1966; Thomason et al., 1959; Jenkins 

y Coursen, 1957; Martin et al., 1956; Sasser et al., 1955) y se explicaba por el daño mecánico 

causando por penetración del nematodo a las raíces; posteriormente se evidenció que es un 

proceso muy complejo que involucra cambios metabólicos y fisiológicos inducidos por el 

nematodo en el hospedante (Bowman y Bloom, 1966; Vargas et al., 1996).   

 

Se ha propuesto que el rompimiento de resistencia en el chile CM-334 se debe a la 

reprogramación génica que el nematodo produce en las células de la planta al inducir el 

desarrollo del sitio especializado de alimentación (Zavaleta-Mejía, 2002); Zavaleta-Mejía y 

colaboradores (2009) indican que el fenómeno de rompimiento de resistencia a P. capsici en 

CM-334 podría asociarse con cambios en la expresión de genes de las rutas de los 

fenilpropanoides e isoprenoides, cuya expresión o represión podría favorecer la acumulación 

de metabolitos que facilitarían  la infección por P. capsici.  
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El rompimiento de la resistencia en CM-334 ocurrió cuando las plantas se inocularon con un 

mínimo de 3 x 10
5 

zoosporas mL
-1

 a los 21 días después de haber inoculado 2000 J2 de N. 

aberrans por planta (Trujillo–Viramontes et al., 2005). Entonces, se observó que la actividad 

de PAL en las raíces del CM-334 se redujo en un 48% a los 21 días posteriores a la 

inoculación con el nematodo, en comparación con la determinada en plantas no inoculadas 

con N. aberrans (Godínez-Vidal et al., 2008). Asimismo, la actividad enzimática de PAL fue 

más baja en plantas inoculadas solo con el nematodo y en la interacción nematodo-oomiceto 

que en plantas inoculadas solo con el oomiceto (Godínez–Vidal et al., 2008). La disminución 

en la actividad de PAL y se asoció con un menor contenido de fenoles solubles totales y en 

particular del ácido clorogénico en las raíces inoculadas con N. aberrans sólo o en 

combinación con P. capsici (López–Martínez et al., 2011).  

 

Fenilpropanoides en interacciones de plantas y nematodos 

La acumulación de flavonoides, isoflavonoides, y otros compuestos fenólicos son una 

respuesta típica de la defensa de la planta; sin embargo, los flavonoides inhiben el transporte 

de auxinas y su producción local podría disparar la acumulación de la auxina (Hutangura et 

al., 1999), regulador de crecimiento considerado importante para el desarrollo de las células 

gigantes o del sincitio. Se tiene también evidencia de que rutas específicas de defensa en la 

planta, pueden ser localmente reprimidas dentro de los sitios específicos. Por ejemplo, la 

acumulación de la fitoalexina gliceolina en plantas de soya aumenta después de la infección 

por M. incognita (Kaplan et al., 1980) y H. glycines (Huang y Barker, 1991), limitando el 

establecimiento de estos nematodos en los tejidos. En otra interacción de Pinus strobus-

Bursaphelenchus xylophilus se detectó la acumulación de estilbeno (3-O-

metildihidropinosilvin estilbenoide) y una flavona (2S-pinocembrina flavonona), ambos con 

propiedades que limitan el crecimiento del nematodo (Hanawa et al., 2001). En Phaseolus 

lunatus, la fitoalexina coumestrol incremento desde el primer día de la inoculación con 

Pratylenchus scribneri de 40 µg por g de raíz hasta 70 µg en el cuarto día posterior a la 

inoculación (Rich et al., 1977). El coumestrol tiene un efecto en la movilidad del nematodo 

con una DL50 =10-15 µg mL
-1

 contra P. scribneri pero no en Meloidogyne javanica (Veech, 

1982; Rich et al., 1977). También en las interacciones incompatibles del chile CM-334 con 

M. arenaria, M. incognita y M. javanica, se encontró que el contenido de fenoles solubles 



 

16 

 

totales se incrementó, especialmente el ácido clorogénico (Pegard et al., 2005). En contraste 

con lo anterior, en la interacción compatible del chile CM-334 con N. aberrans, la 

acumulación de fenoles solubles y del ácido clorogénico fueron reducidos (López-Martínez et 

al., 2011). En genotipos de Cajanus cajan resistentes a Fusarium udum se observaron 

disminuciones en la acumulación del isoflavonoide y fitoalexina cajanol después de la 

infección por M. incognita y M. javanica (Marley y Hillocks, 1994).  

 

Los resultados obtenidos hasta ahora por nuestro grupo de trabajo indican que N. aberrans 

abate algunos mecanismos de defensa de la planta, como son la actividad de las enzimas PAL 

(López-Martínez et al, 2011; Godínez-Vidal et al., 2008) y peroxidasas (López-Martínez et 

al, 2011; Fernández-Herrera, 2011), la acumulación de los transcritos de los genes EAS, PR-1, 

POX y GLU (Fernández-Herrera, 2011), y la acumulación de fenoles (López-Martínez et al, 

2011). Estos resultados sugieren que N. aberrans reduce las respuestas de defensa contra P. 

capsici en las raíces del chile CM-334. Por lo anterior y dado que la expresión de síntomas en 

CM-334 depende del tipo de inóculo de P. capsici (Candela et al., 2004) y de que los genes 

de resistencia de la raíz son diferentes a los del follaje (Sy et al., 2005), la presente 

investigación tuvo los siguientes objetivos e hipótesis: 

 

Objetivos 

• Evaluar la respuesta de resistencia de plantas CM-334 a la inoculación foliar con P. 

capsici e inoculadas previamente con N. aberrans. 

• Comparar la actividad de la fenilalanina amonio liasa (PAL), la expresión de genes 

PAL, y la acumulación de compuestos fenólicos en plantas de chile CM-334 infectadas 

y no infectadas con con N. aberrans e inoculadas en el follaje con P. capsici. 

 

Hipótesis 

• Las plantas de CM-334 inoculadas con N. aberrans muestran un menor grado de 

resistencia a diferentes tipos de inoculación de P. capsici.  

• En el follaje de plantas CM-334 inoculadas con N. aberrans solo o en combinación con 

P. capsici se presenta una disminución en la actividad de la fenilalanina amonio liasa 

(PAL), en la expresión de genes PAL, y en la acumulación de compuestos fenólicos en 

comparación con plantas inoculadas sólo con el oomiceto.  
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CAPITULO II 

RESPUESTA DEL CHILE CM-334 A LA INOCULACIÓN CON MICELIO DE 

Phytophthora capsici EN PLANTAS DECAPITADAS E INFECTADAS POR Nacobbus 

aberrans 

 

RESUMEN 

Se evaluó la respuesta del chile (Capsicum annuum) CM-334 inoculado en tallo con micelio 

de Phytophthora capsici en plantas completas o decapitadas, e inoculadas con Nacobbus 

aberrans. El experimento se estableció bajo un diseño completamente al azar en cámara 

bioclimática y constó de 12 tratamientos con tres repeticiones y cada repetición comprendió 

cuatro plantas. Plantas de chile susceptible a P. capsici (var. Joe E. Parker) y plantas 

resistentes de CM-334 infectadas sin infectar con N. aberrans fueron inoculadas con micelio 

en el tallo o zoosporas del oomiceto en la raíz a los 21 días posteriores a la inoculación (pi) 

con el nematodo. De los 5 a los 30 días pi con el oomiceto (pio) se registró la longitud de 

necrosis (cm), la colonización del tallo o raíz por el oomiceto y la severidad de la enfermedad. 

En las plantas susceptibles, con ambos tipos de inoculación, la lesión necrótica en el tallo fue 

de 6 cm, se observaron síntomas de marchitez y a los 25 días pio murieron. En plantas 

resistentes CM-334 infectadas por el nematodo e inoculadas con  zoosporas en  la raíz, hubo 

muerte de plantas (11.1%) a los 45 días pio. La presencia de N. aberrans no inhibió la 

respuesta de hipersensibilidad (RH) en los tallos de plantas CM-334 decapitadas o sin 

decapitar, pero la longitud de la lesión necrótica se incrementó en 96.6% con respecto a las 

plantas no decapitadas y la colonización y la severidad fueron mayores en plantas decapitadas 

e infectadas con ambos patógenos, en comparación con las plantas decapitadas inoculadas 

sólo con el micelio. Los resultados obtenidos indican que P. capsici logró establecerse 

únicamente en las plantas resistentes decapitadas e inoculadas previamente con N. aberrans, 

pero en las plantas no decapitadas la presencia del nematodo aparentemente no abatió la 

resistencia de CM-334, ya que el avance del patógeno fue finalmente detenido. Posiblemente 

el establecimiento de P. capsici en los tallos decapitados de CM-334 fue favorecido por una 

disminución de la expresión en los mecanismos de defensa en las plantas infectadas con N. 

aberrans. 

 

Palabras clave: Nacobbus aberrans, Nematodo falso agallador, Oomicetos, Phytophthora 

capsici, Respuesta de hipersensibilidad.  
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ABSTRACT 

The response of pepper (Capsicum annuum) CM-334 inoculated with mycelium of 

Phytophthora capsici on the stem on decapitated or not decapitated plants and inoculated with 

Nacobbus aberrans was evaluated. The experiment was set up under a completely 

randomized design in a growth chamber and consisted of 12 treatments with three replications 

and each replication consisted of four plants. Chile plants susceptible to P. capsici (var. Joe E. 

Parker) and resistant plants CM-334 infected or not with N. aberrans were inoculated with 

mycelium on the stem or zoospores of the oomycete on the roots, 21 days post inoculation 

(pi) with the nematode. From 5 to 30 days pi with the oomycete (pio) the length of necrosis 

(cm), stem or root colonization by the oomycete and severity of the disease were recorded. In 

susceptible plants, with both types of inoculation, the necrotic lesion in the stem was 6 cm 

long, there were signs of wilting and died 25 days pio. Death of the plants (11.1%) was 

observed 45 days pio only in resistant plants infected by the nematode and inoculated with 

zoospores at the roots The presence of N. aberrans did not inhibit the HR in the stems of 

decapitated and non-decapitated plants, but the length of the necrotic lesion was increased by 

96.6% as compared to non-decapitated plants and both colonization and severity were higher 

in plants decapitated and infected with both pathogens, as compared to decapitated plants 

inoculated only with mycelium. The results indicate that P. capsici managed to establish only 

in the resistant decapitated plants previously inoculated with N. aberrans, but in non-

decapitated plants the presence of the nematode apparently did not reduced the resistance of 

CM-334, as the progress of the pathogen was finally arrested. Perhaps, the establishment of P. 

capsici in the decapitated stems of CM-334 was favored by a less expression in the defense 

mechanisms in plants infected with N. aberrans. 

 

Keywords: Nacobbus aberrans, False root-knot nematode, Oomycetes, Phytophthora capsici, 

Hypersensitive response. 
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INTRODUCCIÓN 

La marchitez inducida por Phytophthora capsici Leo., es la enfermedad más destructiva en el 

cultivo de chile (Capsicum annuum L.) a nivel mundial (Oelke et al., 2003; Tyler, 2002) y en 

México, puede causar hasta 40% de mortalidad (Guigón-López y González-González, 2001). 

P. capsici causa principalmente pudriciones en raíces, pero también puede ocurrir la infección 

de tallos y hojas cuando las temperaturas oscilan entre 23 y 31º C (Schulb, 1983) y cuando el 

inóculo es dispersado por salpique (Ristaino y Johnston, 1999). En hojas las lesiones son de 

forma circular, de color café grisáceo y de aspecto húmedo, mientras que en fruto las lesiones 

son blanquecinas por la presencia de esporangios (Ristaino y Johnston, 1999). Para el manejo 

de la enfermedad se ha propuesto el uso de materiales resistentes a los tres síndromes 

causados por el oomiceto (Ristaino y Johnston, 1999; Walker y Bosland, 1999). La línea de 

chile tipo serrano conocida como Criollo de Morelos 334 (CM-334), ha mostrado resistencia 

a los tres síndromes causados por diferentes cepas de P. capsici en diversas partes del mundo 

y ha sido clasificado como el resistente universal (Glosier et al., 2008; Oelke et al., 2003). La 

resistencia al oomiceto se expresa en los tres estratos del chile CM-334, y según Sy et al., 

(2005) es conferida por un gen independiente diferente para cada estrato. Aunque en el chile 

CM-334 el tipo de resistencia ha sido un tema de discusión entre investigadores, 

recientemente en un estudio donde el análisis se hizo mediante QTLs, los autores concluyeron 

que la resistencia de CM-334 a P. capsici es incompleta y poligénica (Bonnet et al., 2007). Se 

menciona que la resistencia al oomiceto en CM-334 no es influenciada por la concentración 

de inóculo, la etapa de crecimiento ni la temperatura (Palloix et al., 1988); no obstante, el 

método de inoculación si parece influir en la respuesta de CM-334, pues tanto el tipo de 

síntomas como el tiempo de aparición de los mismos, varía dependiendo del método de 

inoculación. Así, la necrosis se presentó entre los 6 y 9 días después de la inoculación con 

micelio en plantas decapitadas (Bonnet et al., 2007; Candela et al., 2000); mientras que con la 

inoculación de zoosporas en plantas decapitadas, los síntomas se presentaron hasta los 15 y 35 

días (Candela et al., 2004). En contraste, en hojas inoculadas por aspersión de zoosporas (10
5
 

zoosporas mL
-1

) no se presentaron síntomas visibles de hipersensibilidad, aunque a nivel 

microscópico sí se observó muerte celular hipersensitiva (Ueeda et al., 2006). En las raíces 

del CM-334 la resistencia a P. capsici se asocia con muerte celular hipersensitiva, 

incrementos en la acumulación de transcritos de la enzima Fenilalanina amonio liasa (PAL) 

(Fernández-Pavia y Lidell, 1997), acumulación de fenoles (Fernández-Pavia, 1997), actividad 

de peroxidasas acídicas (Fernández-Pavia, 1997; Egea et al., 1996) e incremento en la 
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concentración de capsidiol (Arreola-Cortés et al., 2007; Egea et al., 1996; Molot et al., 1981). 

La resistencia al oomiceto en el follaje del chile CM-334 también se relacionó con la 

presencia de tricomas en hojas y tallos (Egea-Gilabert et al., 2008) y la reacción de 

hipersensibilidad (RH) se asoció con incrementos en los niveles de ácido salicílico y ácido 

jasmónico en hojas inoculadas con zoosporas (Ueeda et al., 2006). La resistencia de las 

plantas a un determinado patógeno es influenciada tanto por factores bióticos como abióticos. 

Así, en algunas variedades de plantas la resistencia a hongos u oomicetos puede ser abatida 

cuando son infectadas por nematodos fitoparásitos, particularmente por los endoparásitos 

sedentarios, como los agalladores y los formadores de quistes, que inducen cambios en las 

señales bioquímicas locales y sistémicas de la planta y provocan la reducción en la expresión 

de los mecanismos de defensa a nivel local y sistémico (Villar-Luna et al., 2009; Caillaud et 

al., 2008; López-Martínez et al.,  2011; Bezemer y van Dam, 2005). En los nematodos 

agalladores y formadores de quistes, generalmente el segundo estadio (J2) es el infectivo, el 

cual penetra la raíz directamente y migra hasta la zona de elongación (Hussey y Grundler, 

1998). Los J2 migran a través de la corteza de la raíz hasta alcanzar el cilindro vascular. 

Entonces las células del esófago del nematodo sintetizan y movilizan sus secreciones a través 

de su estilete, promoviendo la formación del sitio especializado de  alimentación consistente 

en el sincitio o células gigantes uninucleadas o multinucleadas (Hussey, 1989). Con la 

formación del sitio de alimentación los nematodos sedentarios inician su ciclo reproductivo 

(Davis y Mitchum, 2005). La secreción de la enzima Corismato Mutasa ha sido identificada 

en diferentes especies de nematodos sedentarios (Meloidogyne spp y Heterodera spp), y su 

actividad se ha relacionado con la modificación del metabolismo celular del hospedante, 

incrementando la síntesis de auxinas y disminuyendo los precursores de compuestos defensa 

(Long et al., 2006; Doyle y Lambert, 2003). Varios investigadores han reportado el 

incremento de susceptibilidad a fitopatógenos en plantas infectadas por nematodos 

fitoparásitos; por ejemplo, en las interacciones incompatibles alfalfa-P. megasperma f. sp. 

medicaginis y papa-Verticillium albo-atrum, la incidencia de plantas muertas y la severidad 

de síntomas foliares aumentaron en presencia de Meloidoyne hapla (Gray et al., 1990) y 

Pratylenchus penetrans (Burpee y Bloom, 1978), respectivamente. En el caso de 

Meloidogyne incognita en interacción con Fusarium oxysporium f. sp vasinfectum se 

incrementó la incidencia y la severidad de la enfermedad en algodón, y hubo una disminución 

en el rendimiento (De Vay et al., 1997). Las plantas de chile del genotipo CM-334 resistentes 

P. capsici, mostraron susceptibilidad al ser infectadas por Nacobbus aberrans, es decir se 
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rompió su resistencia al oomiceto (Trujillo-Viramontes et al., 2005; Vargas et al., 1996). El 

rompimiento de resistencia podría en parte explicarse por la reprogramación génica que 

induce el nematodo en las células hospedantes que se constituyen en el sitio especializado de 

alimentación, en particular de aquellos genes que codifican para la síntesis de enzimas clave 

en la ruta de los fenilpropanoides (PAL, fenilalanina amonio liasa) y de los isoprenoides, 

(HMGCoA-R, hidroximetilglutaril coenzima A reductasa), principales rutas de síntesis de 

metabolitos relacionados con la defensa de las plantas y la síntesis de esteroles que requiere el 

nematodo para su crecimiento y desarrollo (Zavaleta-Mejía, 2002). El rompimiento de 

resistencia en CM-334 ocurrió cuando se inocularon en la raíz 300,000 zoosporas y 2,000 J2 

por planta, éste se hizo más evidente cuando el oomiceto se inoculó 21 días después de haber 

inoculado el nematodo (Trujillo-Viramontes et al., 2005). Se ha determinado que en plantas 

de CM-334 infectadas por N. aberrans hay una reducción en la actividad de PAL y 

peroxidasas, y una disminución en el contenido de fenoles solubles totales, particularmente 

del ácido clorogénico (López-Martínez et al., 2011; Godínez-Vidal et al., 2008), disminución 

del capsidiol (Godínez-Vidal et al., 2010; Villar-Luna et al., 2009), incrementos en la 

acumulación del gen hmg1 asociado con la síntesis de fitoesteroles y disminución en el gen 

hmg2 relacionado con fitoalexinas sesquiterpenicas (Godínez-Vidal, 2010). Asimismo, las 

plantas CM-334 infectadas con el nematodo en la raíz y zoosporas infiltradas en las hojas 

(300,000 zoosporas mL
-1

) presentaron un retraso en la reacción de hipersensibilidad foliar y 

una disminución en el contenido de la fitoalexina capsidiol (Villar-Luna et al., 2009). Todos 

estos cambios probablemente afectan los mecanismos de defensa de las plantas contra el 

oomiceto no solamente en la raíz, sino también a nivel foliar. Con base en estos antecedentes 

el presente estudio tuvo por objetivo evaluar la respuesta del chile CM-334 inoculado en tallo 

con micelio de P. capsici en plantas decapitadas o no, e inoculadas con N. aberrans. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Material Vegetal 

Se sembraron semillas de chile CM-334 resistente a P. capsici y semillas de la variedad 

susceptibles Joe E. Parker. Las semillas se desinfestaron con hipoclorito de sodio (1%) por 1 

min seguido de tres lavados con agua destilada estéril. Se germinaron a 28ºC, cada plántula se 

trasplantó a una maceta conteniendo 150 cm
3
 de arena estéril y se mantuvieron en cámaras de 

crecimiento a una temperatura de 27 ± 3º C, con 14 h luz y 10 h de oscuridad, y una 

intensidad luminosa de 6,768 lux (luz fluorescente). Cada 24 h se regaron con agua estéril y 
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se fertilizaron tres veces por semana  aplicando una dilución de 1/10 de una solución 

preparada con 630 g de Nitrofoska (12:12:12:2) en 20 L de agua. 

Inoculación con N. aberrans 

El inóculo se obtuvo de masas de huevecillos extraídas de raíces agalladas de plantas de 

jitomate (Solanum lycopersicum Mill.). Para que eclosionaran los huevecillos, las masas se 

colocaron en agua destilada estéril con Captan 28
®
 y antibiótico Cloranfenicol

®
 al 0.1%. Se 

inocularon 2000 J2 en la base del tallo de cada planta cuando tuvieron desarrolladas la tercera 

y cuarta hoja verdaderas (Trujillo–Viramontes et al., 2005). 

 

Inoculación con P. capsici 

Se cultivó a P. capsici (cepa 6143 proporcionada por la Dra. Fernández-Pavía, Universidad 

Michoacana de San Nicolás de Hidalgo) en medio V-8. De cajas Petri con V-8 conteniendo 

crecimiento micelial de P. capsici se tomaron cilindros de aproximadamente 0.5 cm de 

diámetro y el cilindro se colocó en el tallo de las plantas decapitadas y no decapitadas bajo 

condiciones asépticas. El cilindro se cubrió con una toalla de papel estéril humedecida con 

agua destilada estéril y se fijó con parafilm. La decapitación de las plantas se realizó cortando 

a 0.5 cm por debajo del ápice (Fig. 2).   

 

  

Fig. 2. Localización de las secciones de tallo (de 0.5 cm cada una) tomadas de plantas de chile 

resistente a CM-334 en los que se determinó el avance de la colonización por P. capsici a los 

25 días posteriores de la inoculación del oomiceto en las plantas.  

 

Tratamientos 

Se analizaron doce tratamientos con tres repeticiones y cada repetición consistió de cuatro 

plantas. Los tratamientos fueron los siguientes:  

1) Plantas resistentes decapitadas e inoculadas con nematodo (Na) y micelio del oomiceto 

sobre el área decapitada (R+Na+Omd).  

5 cm 1a  

2a  
3a 

4 a  
5 a  

6 a  
7 a 

ma 8 a  
9 a  

10 a  

Secciones de 0.5 cm colocadas en 

cajas Petri con agua destilada estéril 
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2) Plantas completas resistentes e inoculadas con nematodo y micelio en planta (R+Na+Om).  

3) Plantas resistentes decapitadas sin nematodo e inoculadas sólo con micelio sobre el área 

decapitada (R+Omd). 

4) Plantas completas resistentes sin nematodo e inoculadas con micelio (R+Om). 

5) Plantas resistentes decapitadas, sin nematodo y sin micelio (R+d). 

6) Plantas completas resistentes sin nematodo ni oomiceto (R). 

7) Plantas completas susceptibles e inoculadas sólo con micelio (S+Om).  

8) Plantas completas susceptibles, sin micelio ni nematodo (S). 

9) Plantas completas susceptibles e inoculadas sólo con zoosporas en la raíz (S+Or). 

10) Plantas completas susceptibles sin zoosporas ni nematodo, con agua en la raíz (S+r). 

11) Plantas completas resistentes e inoculadas sólo con zoosporas en la raíz (R+Or). 

12) Plantas completas resistentes inoculadas con nematodo y zoosporas en la raíz (R+Na+Or).  

En los tratamientos testigo se colocó un cilindro de medio V8 sin micelio. El experimento se 

estableció bajo un diseño completamente al azar.  

 

Avance de la necrosis y colonización del tejido por P. capsici 

Las plantas de CM-334 inoculadas con P. capsici en presencia y ausencia de N. aberrans 

fueron evaluadas cada 5 días posteriores a la inoculación con el oomiceto (pio); para ello, se 

midió la longitud de la necrosis (cm) por abajo del sitio de inoculación y se estimó la 

severidad con una escala de 0 (planta sana) a 5 (planta muerta) propuesta por Silvar et al., 

(2005). Con la finalidad de determinar si el micelio había avanzado sistémicamente a lo largo 

del tallo de las plantas de chile, a los 25 días posteriores a la inoculación con micelio o 

zoosporas del oomiceto se retiraron tres plantas decapitadas y tres no decapitadas e infectadas 

o no con N. aberrans. De cada planta se obtuvo un fragmento de tallo de aproximadamente 5 

cm a partir del sitio de inoculación con el micelio; en raíces inoculadas con zoosporas el 

procedimiento fue similar, pero se seleccionaron puntas de la raíz con necrosis. El fragmento 

de 5 cm a su vez fue fraccionado en secciones de 0.5 cm, obteniendo 10 fragmentos de cada 

planta (Fig. 2). Las secciones de tejido se lavaron tres veces durante 1 min con agua destilada 

estéril y se colocaron en cajas Petri (60x15 mm). Durante 15 días, cada 24 h se realizaron 

observaciones para registrar en qué segmentos tanto de tallo como de raíz había colonización 

por el oomiceto. La identidad de P. capsici en cada segmento se confirmó por el micelio 

cenocítico, la presencia de esporangios y zoosporas. 
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Infección por N. aberrans 

Treinta días posteriores a la inoculación con el micelio del oomiceto, se cuantificó el número 

de agallas por planta en tres plantas de los tratamientos infectados con N. aberrans.  

Análisis estadístico 

Los datos de las variables necrosis y severidad se sometieron a un análisis de varianza y 

cuando éste indicó diferencias significativas (P≤0.05) entre tratamientos, se realizó la 

comparación de medias de tratamiento mediante la prueba de Tukey (P≤0.05) usando el 

paquete SAS versión 9.2 para Windows (SAS Institute, 2008).  

 

 

RESULTADOS 

Respuesta de las plantas resistentes y susceptibles a la infección con P. capsici 

La respuesta de hipersensibilidad (RH) se observó en las plantas de chile CM-334 resistentes 

al oomiceto e inoculadas con micelio, independientemente de que éstas hubieran sido o no 

sometidas a decapitación. En las plantas resistentes decapitadas la RH fue visible 24 h pio y 

en las no decapitadas después de los 15 días de haber sido inoculadas, tanto en las plantas 

infectadas como en las no infectadas con N. aberrans (Fig. 3).  

Por otro lado, las plantas susceptibles no decapitadas e inoculadas con micelio (S+Om), 

inicialmente mostraron flacidez y manchas acuosas en las hojas superiores cercanas al sitio de 

inoculación, la lesión necrótica avanzó hasta las hojas inferiores causando tizones en las hojas 

y tallos (Fig. 4d) y finalmente las plantas murieron a los 25 días pio.  

En las plantas susceptibles inoculadas en la raíz con zoosporas (S+Or), la marchitez se 

presentó en toda la planta, hubo necrosis y crecimiento del micelio en la base del tallo y las 

plantas también murieron a los 25 día pio (Fig. 4e).  

 

Necrosis causada por el micelio de P. capsici en plantas de CM-334 completas y 

decapitadas  

La lesión necrótica, fue mayor en las plantas decapitadas en comparación con las no 

decapitadas. A los 30 días pio la lesión necrótica fue mayor 30% en las plantas decapitadas e 

inoculadas con el nematodo y micelio (R+Na+Omd) en comparación con las plantas 

decapitadas inoculadas con micelio en ausencia del nematodo (R+Omd) (Fig. 3). En 

contraste, en las plantas de chile CM-334 no inoculadas con el nematodo pero si con micelio 
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de P. capsici (R+Omd), la lesión incrementó su longitud a los 5 días pio y avanzó hasta 2 cm 

a partir del sitio de inoculación, sólo que la necrosis fue detenida y ya no infectó más tejidos 

por abajo del sitio de inoculación en el tallo (Fig. 3). 

En el tallo de las plantas resistentes no decapitadas (R+Na+Om, R+Om), como se mencionó 

anteriormente, la RH fue visible macroscópicamente hasta después de los 15 días pi con el 

oomiceto en presencia o ausencia del nematodo y la lesión necrótica empezó a incrementar su 

longitud a partir de los 20 días pio, pero el avance de la lesión se detuvo y fue menor a 1 cm 

(Fig. 3). En contraste, en las plantas susceptibles no decapitadas e inoculadas con el micelio 

en el tallo (S+Om) desde el primer día pio se observó la necrosis y marchitamiento, a los 5 

días pio los síntomas fueron más severos, la lesión necrótica descendió a lo largo del tallo e 

invadió las hojas superiores e inferiores y fue mayor en comparación con la desarrollada en 

las plantas resistentes inoculadas con micelio en el tallo e infectadas o no con el nematodo 

(R+Na+Omd, R+Na+Om, R+Omd, R+Om; Fig. 3).  
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Fig. 3. Necrosis en cm de plantas completas o decapitadas e infectadas con micelio o 

zoosporas en la raíz en presencia y ausencia de N. aberrans. R+Na+Omd: Chile R decapitado 

e inoculado con el nematodo y micelio del oomiceto sobre el área decapitada. R+Omd: Chile 

resistente (R) decapitado e inoculado sólo con micelio sobre el área decapitada. R+Na+Om: 

Chile R completo e inoculado con el nematodo y micelio del oomiceto. R+Om: Chile R 

completo, inoculado con micelio del oomiceto. R+d: Chile R decapitado sin micelio y sin 

nematodo. R: Chile R completo, sin nematodo y sin micelio. R+Na+Or: Chile R completo e 

inoculado con el nematodo y zoosporas del oomiceto en la raíz. S+Om: Chile susceptible (S) 

completo e inoculado con micelio del oomiceto. S+Or: Chile S completo e inoculado con 

zoosporas del oomiceto en la raíz. S+r: Chile S con aplicación de agua destilada estéril en la 

raíz. S: Chile S completo no inoculado. R=Chile CM-334, S=Chile var J. E. Parker. *Indica 

diferencias significativas (Tukey, P≤0.05) entre tratamientos R+Na+Omd y R+Omd y 

**R+Na+Om y R+Om a ese tiempo posterior a la inoculación. 
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Fig. 4. Síntomas desarrollados en plantas de chile resistente (R) y susceptible (S), decapitadas 

(d) o completas e inoculadas con micelio de P. capsici (Om) en presencia o ausencia de N. 

aberrans (Na) a los 20 días posteriores a la inoculación con el oomiceto (pio). a) Chile 

resistente (R) decapitado e inoculado con el nematodo y micelio del oomiceto sobre el área 

decapitada (R+Na+Omd), nótese la magnitud del área necrosada (flechas blancas). b) Chile R 

decapitado e inoculado sólo con micelio sobre el área decapitada (ROmd), nótese el tamaño 

reducido del área necrosada (flecha blanca). c) Chile R completo e inoculado con el nematodo 

y micelio del oomiceto (R+Na+Om), nótese el tamaño reducido del área necrosada (flecha 

blanca). d) Chile susceptible (S) completo e inoculado con el nematodo y micelio del 

oomiceto (S+Om), nótese la magnitud del área necrosada en el tallo (flechas blancas) y el 

tizón foliar. e) Chile S completo inoculado con zoosporas del oomiceto en la raíz (S+Or), 

nótese la severa marchitez mostrada por la planta. f) Chile R completo e inoculado con el 

nematodo y zoosporas del oomiceto en la raíz (R+Na+Or), nótense las agallas en la raíz 

(flechas amarillas) y el avance de la necrosis en el tallo (flechas blancas) a partir del cuello de 

la planta a los 45 días pio con el oomiceto. R= Chile CM-334, S= variedad J. E. Parker.  
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Severidad causada por P. capsici en plantas de CM-334 completas y decapitadas 

En plantas resistentes decapitadas e inoculadas con el nematodo y micelio (R+Na+Omd), la 

severidad incrementó a partir de los 15 días pio en comparación con las plantas decapitadas 

inoculadas con micelio pero sin nematodo (R+Omd), y en plantas resistentes infectadas con 

ambos patógenos (R+Na+Omd) la severidad fue significativamente mayor en un 58.9% con 

respecto a las plantas inoculadas sólo con el micelio (R+Omd). En algunas plantas 

R+Na+Omd hubo abscisión del ápice del tallo en presencia o ausencia de N. aberrans a los 15 

días pio y a los 30 días posteriores a la inoculación, la lesión necrótica fue mayor en un 96.3% 

y presentaron un incremento en la severidad del 95.5% con respecto a las plantas resistentes 

no decapitadas inoculadas solo con el oomiceto (R+Om) (Fig. 5). En contraste, en las plantas 

resistentes no decapitadas e inoculadas con micelio (tratamientos R+Na+Om, R+Om) el 

oomiceto no logró establecerse aún en presencia de N. aberrans (Cuadro 1).  

La severidad en plantas susceptibles (tratamientos S+Om y S+Or) se incrementó 

exponencialmente, hasta que finalmente con los dos tipos de inóculo de P. capsici las plantas 

murieron (Fig. 5). En oposición a lo anterior, en las plantas CM-334 resistentes con y sin 

decapitación (R+Na+Omd, R+Omd, R+Na+Om, R+Om) e inoculadas con micelio no hubo 

muerte de plantas; sin embargo, cuando la raíz se inoculó con zoosporas en presencia del 

nematodo (R+Na+Or) sí murieron algunas de ellas (Fig. 4f). 

En las plantas resistentes no decapitadas e inoculadas en la raíz con el nematodo y con 

zoosporas (R+Na+Or) la lesión necrótica se desarrolló en el cuello de la planta hasta después 

de los 30 días pi con el oomiceto y solamente en este tratamiento se registró una mortalidad 

de plantas del 11.1%, 45 días pi. En cambio en las plantas resistentes no decapitadas e 

inoculadas con zoosporas en la raíz pero sin el nematodo (R+Or), no se observó el desarrollo 

de necrosis en la base del tallo ni muerte de plantas (Fig. 3). Sin embargo, en plantas no 

decapitadas e infectadas con ambos patógenos (R+Na+Omd), la presencia del nematodo no se 

asoció con un incremento en la severidad (Fig. 5). En las plantas testigo resistentes 

decapitadas o no (R+d, R) no se observaron daños o necrosis en el tallo (Fig. 5). 
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Fig. 5. Porcentaje de severidad en plantas decapitadas o completas e infectadas con micelio o 

zoosporas en la raíz en presencia y ausencia de N. aberrans. R+Na+Omd: Chile R decapitado 

e inoculado con el nematodo y micelio del oomiceto sobre el área decapitada. R+Omd: Chile 

resistente (R) decapitado e inoculado sólo con micelio sobre el área decapitada. R+Na+Om: 

Chile R completo e inoculado con el nematodo y micelio del oomiceto. R+Om: Chile R 

completo inoculado con micelio del oomiceto. R+d: Chile R decapitado sin micelio y sin 

nematodo. R: Chile R completo, sin nematodo y sin micelio. R+Na+Or: Chile R completo e 

inoculado con el nematodo y zoosporas del oomiceto en la raíz. S+Om: Chile susceptible (S) 

completo e inoculado con micelio del oomiceto. S+Or: Chile S completo e inoculado con 

zoosporas del oomiceto en la raíz. S+r: Chile S con aplicación de agua destilada estéril en la 

raíz. S: Chile S completo no inoculado. R=Chile CM-334, S=Chile var J. E. Parker. *Indica 

diferencias significativas (Tukey, P≤0.05) entre tratamientos R+Na+Omd y R+Omd y 

**R+Na+Om y R+Om a ese tiempo posterior a la inoculación. 
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Colonización del micelio de P. capsici en plantas del CM-334 completas o decapitadas 

La colonización por P. capsici en el tallo sólo avanzó en aquellos tratamientos donde las 

plantas fueron decapitadas, tratamientos R+Na+Omd y R+Omd, pero en este último el avance 

fue limitado, el oomiceto sólo llegó hasta los 2 cm, mientras que en presencia del nematodo el 

avance del oomiceto invadió cerca de 3.5 cm y a los 30 días pio presentó un incremento del 

64.2% (Cuadro 1).   

De manera similar, en la raíz la colonización por P. capsici sólo llegó hasta 1.5 cm en 

ausencia de N. aberrans (R+Or), en contraste en presencia del nematodo (R+Na+Or) la 

colonización del oomiceto avanzó hasta los 5 cm y se presentó un incremento del 78.2% 

(Cuadro 1). También se observó de manera consistente que los porcentajes de segmentos de 

tallo y de raíz colonizados por el oomiceto siempre fueron más altos en las plantas 

previamente inoculadas con el nematodo (Cuadro 1). En plantas resistentes decapitadas e 

infectadas con ambos patógenos (R+Na+Omd), el oomiceto fue detectado en los tallos a los 

25 y a los 50 días pio; pero en plantas resistentes inoculadas sólo con el oomiceto (R+Omd) a 

los 50 días pio el oomiceto ya no fue aislado. 

 

 

Infección por N. aberrans 

En las raíces de plantas inoculadas con N. aberrans hubo un número reducido de agallas, de 5 

a 10 agallas por planta a los 50 días después de la inoculación con el nematodo. 
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Cuadro 1. Colonización de P. capsici en segmentos de tallo
1 

y de raíz a los 25 días después de 

la inoculación con micelio en tallos y zoosporas en raíces de plantas de chile CM-334 en 

presencia o ausencia de N. aberrans.  

 

Tratamiento
x 

Órgano 

de la 

planta 

% Secciones con esporangios
w 

y micelio de P. capsici
z 

Distancia en cm 
v 

0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 

R+Na+Omd
 

Tallo 

100 
w
(E, 

M) 

+
 

100 

(E, 

M) 

++ 

100 

(E, 

M) 

++ 

100 

(E, 

M) 

++ 

88.7 

(E, 

M)

+ 

63.1 

(M) 

56.8 

(M) 

11.3 

(M) 

10.9 

(M) 

1.3 

(M) 

R+Na+Om Tallo 
y
ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

R+Omd Tallo 

85.7 

(M) 

74.2 

(E, 

M) 

+ 

53.8 

(E, 

M) 

+ 

35.2 

(E, 

M) 

+ 

10.1 

(M) 

2.7 

(M) 
ND ND ND ND 

R+Om Tallo ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

R+Na+Or Raíz 

100 

(E, 

M) 

++ 

100 

(E, 

M) 

++ 

100 

(E, 

M) 

++ 

100 

(E, 

M) 

++ 

100 

(E, 

M)

+ 

100 

(E, 

M)

+ 

100 

(E, 

M)

+ 

35.9 

(E, 

M)

+ 

10.3 

(M) 

1.8 

(M) 

R+Or Raíz 

76.5 

(E, 

M) 

+ 

63.1 

(E, 

M) 

+ 

23.2 

(E, 

M) 

+ 

ND ND ND ND ND ND ND 

 
v
Segmentos de 0.5 cm de tallo o raíz tomados a partir del sitio de inoculación o de la punta de 

la raíz, respectivamente de acuerdo con la Fig. 1.  
w
(+)=Presencia de micelio y esporangios de P. capsici (<10 esporangios/cm

2
).  

(++)=Abundante presencia de micelio y esporangios de P. capsici (>10 esporangios/cm
2
). 

E=Esporangios, M=Micelio de P. capsici. 
x
R+Na+Omd: Chile resistente (R) decapitado e inoculado con el nematodo y micelio del 

oomiceto sobre el área decapitada. R+Omd: Chile R decapitado e inoculado sólo con micelio 

sobre el área decapitada. R+Na+Om: Chile R no decapitado e inoculado con el nematodo y 

micelio del oomiceto. R+Om: Chile R inoculado con micelio del oomiceto. R+Na+Or: Chile 

R no decapitado e inoculado con el nematodo y zoosporas en la  raíz. R= genotipo CM-334.  
y
ND=No detectado. 

z
Promedio de tres plantas por tratamiento con 10 segmentos cada una. 
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DISCUSIÓN 

Los síntomas en plantas resistentes no decapitadas e inoculadas con micelio de P. capsici 

fueron similares a los reportados en genotipos de chile resistentes, incluyendo al CM-334, en 

los que la lesión necrótica no avanzó más allá de 1 cm por abajo del sitio de inoculación 

(Sanzón-Gómez, 2010; Bonnet et al., 2007; Candela et al., 2004; Allagui y Lepoivre, 1996; 

Egea et al., 1996; Candela et al., 1995). Sólo en las plantas decapitadas con y sin nematodo la 

lesión necrótica provocó la caída del ápice en algunas plantas a los 15 días pio (R+Na+Omd, 

R+Omd); por su parte Sanzón-Gómez (2010) menciona que en plantas CM-334 más jóvenes 

la abscisión del ápice ocurrió a los 5 días posteriores a la inoculación con el micelio de P. 

capsici, debido posiblemente a la severa necrosis que se desarrolló en el sitio de inoculación. 

La abscisión del ápice no ocurrió en las plantas susceptibles a pesar de que la necrosis se 

incrementó en forma exponencial, en cambio en algunas de las plantas resistentes 

decapitadas, tanto en presencia como en ausencia de N. aberrans, hubo abscisión del ápice, 

posiblemente como una respuesta de defensa para limitar el avance del oomiceto.  

 

Los resultados obtenidos evidenciaron que las plantas de CM-334 no decapitadas, fueron 

resistentes a la inoculación con micelio de P. capsici, ya que el oomiceto no consiguió 

establecerse como lo indica el hecho de que no se logró aislar de los segmentos de tallo 

(Cuadro 1, Fig. 3a); en cambio en plantas resistentes decapitadas, posiblemente el daño 

mecánico eliminó las primeras barreras físicas de defensa como tricomas, pues Egea-Gilabert 

et al. (2008) reportan que la resistencia (medida en longitud de necrosis) de  CM-334 al 

oomiceto, estuvo relacionada con la presencia de tricomas en las hojas y tallos. La 

susceptibilidad mostrada por CM-334 fue aún mayor cuando las plantas decapitadas fueron 

previamente infectadas por el nematodo (R+Na+Omd).  

 

Aparentemente el nematodo no influyó en la rapidez con la que las plantas decapitadas e 

inoculadas con micelio mostraron la RH (24 h pio); este resultado contrasta con lo reportado 

por Villar-Luna et al. (2009), quienes observaron que en plantas previamente infectadas con 

N. aberrans la respuesta de hipersensibilidad se retrasó cuando las hojas de CM-334 se 

inocularon con zoosporas. Sin embargo, en el presente estudio el fuerte daño mecánico 

infligido al decapitar la planta y el tipo de inóculo utilizado (micelio en lugar de zoosporas) 
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pudo haber enmascarado las posibles diferencias, por lo que el daño mecánico infligido al 

decapitar quizás favoreció una reacción mucho más extensiva en la planta.  

 

Fue evidente que las plantas no decapitadas, inoculadas con el nematodo o sin inocular  

(R+Na+Om y R+Om), así como aquellas decapitadas no infectadas por el nematodo 

(R+Omd) mantuvieron su resistencia; mientras que, las que sufrieron daño mecánico y fueron 

infectadas por N. aberrans (R+Na+Omd) el oomiceto logró establecerse a lo largo del tallo, 

así las plantas CM-334 mostraron cierto grado de susceptibilidad. Una tendencia similar se 

presentó en las plantas no decapitadas inoculadas con zoosporas en la raíz (R+Or y 

R+Na+Or), donde la susceptibilidad solamente se manifestó en presencia del nematodo 

(R+Na+Or), pudiéndose recuperar al oomiceto a partir de todos los segmentos de raíz y en 

donde ocurrió la muerte de algunas plantas. Aunque la inoculación con micelio en los tallos 

de CM-334 decapitados eliminó la primera barrera de defensa, que son los tricomas (Egea-

Gilbert et al., 2008), las respuestas bioquímicas propias de este material probablemente 

fueron inducidas (Fernández-Pavia, 1997; Molot et al., 1994). La respuesta de las plantas 

CM-334 a la inoculación de tallos decapitados con micelio no evitó su colonización por el 

oomiceto pero permitió la sobrevivencia de las plantas aún en presencia de N. aberrans. Con 

anterioridad, Villar-Luna et al., (2009) reportaron que con la inoculación de zoosoras en el 

follaje, se redujo el contenido de la fitoalexina capsidiol en CM-334 inoculado con N. 

aberrans y aunque hubo un retraso en la respuesta de hipersensibilidad, esto no fue suficiente 

para permitir el establecimiento del oomiceto en el follaje. Era de esperarse que el 

abatimiento de los mecanismos de defensa inducido por el nematodo sea mayor en la raíz, en 

donde está ocurriendo el contacto físico entre el fitonemátodo y la planta, y consecuentemente 

las condiciones sean favorables para que P. capsici se pueda establecer en la raíz (Vargas et 

al., 1996, Trujillo-Viramontes et al., 2005). De ahí que únicamente se observara la muerte de 

plantas resistentes, cuando las plantas infectadas por el nematodo fueron inoculadas con 

zoosporas en la raíz (R+Na+Or). La presencia solamente de 5 a 10 agallas por planta indica 

que el nivel de infección por el nematodo fue incipiente (Manzanilla-López et al., 2002) y esa 

pudiera ser la razón por la cual no se dieron los cambios con la suficiente magnitud, para que 

se expresara con intensidad el rompimiento de resistencia en las plantas inoculadas con 

zoosporas en las raíces. La diferencia entre el grado de susceptibilidad a P. capsici mostrado 

por CM-334 al realizar la inoculación en el tallo o en la raíz, también podría deberse a la 

acumulación de metabolitos en los sitios especializados de alimentación, como los esteroles 
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indispensables para el desarrollo tanto del nematodo (Cramer et al., 1993) como del oomiceto 

(Ribiero, 1983), las cuáles favorecerían el desarrollo de P. capsici en la raíz. 

 

La respuesta de hipersensibilidad en el chile CM-334 ha sido inducida al inocular tanto 

zoosporas como micelio de P. capsici (Villar-Luna et al., 2009; Ueeda et al., 2006; 

Fernández-Pavia, 1997). La defensa en el chile CM-334 contra P. capsici involucra una 

rápida síntesis de compuestos con propiedades antimicrobianas como son los compuestos 

fenólicos (Fernández-Pavia, 1997) y el capsidiol (Molot et al., 1981), un incremento en los 

transcritos de la fenilalanina amonio liasa (PAL) enzima clave en la síntesis de compuestos de 

defensa, aumento en la actividad de peroxidasas (Fernández-Pavia, 1997), así como 

modificaciones celulares y la acumulación de polifenoles (Sanzón-Gómez, 2010). Tales 

mecanismos de defensa parecen no ser eficaces para impedir el establecimiento del oomiceto, 

cuando las plantas CM-334 son previamente infectadas por N. aberrans, ya que en presencia 

de este nematodo  las plantas han mostrado susceptibilidad a P. capsici (Trujillo-Viramontes 

et al., 2005; Vargas et al., 1996). La infección por N. aberrans en CM-334 se ha asociado con 

la disminución en las actividades de las enzimas PAL (López-Martínez et al., 2011; Godínez-

Vidal et al., 2008) y peroxidasas, un menor contenido de fenoles solubles totales, y en 

particular del ácido clorogénico (López-Martínez et al., 2011), y de la fitoalexina capsidiol en 

las raíces (Godínez-Vidal et al., 2010) y en las hojas del CM-334 (Villar-Luna et al., 2009). 

De manera similar a como ocurre con otros nematodos endoparásitos sedentarios 

(Hermsmeier et al., 2000; Goddijn et al., 1993), N. aberrans también lleva a cabo una 

reprogramación de la expresión génica de las células hospedantes para inducir la formación 

del sitio especializado de alimentación; por ejemplo Godínez-Vidal et al. (2010) encontraron 

modificaciones en la acumulación de trascritos de las isoformas del gen hmg, responsable de 

codificar para la enzima HMGCoA-R clave en la ruta de síntesis de compuestos terpenoides, 

como los esteroles y el capsidiol. La expresión del gen hmg1, asociado con la síntesis de 

fitoesteroles, se incrementó mientras que disminuyó la de hmg2, relacionado con la síntesis de 

la fitoalexina capsidiol. Dado que los fitoesteroles son fundamentales para el desarrollo del 

nematodo (Cramer et al., 1993) y de P. capsici (Ribiero, 1983), se ha propuesto que estos 

cambios podrían favorecer no solo al nematodo sino también volver a la raíz de CM-334 un 

substrato apropiado para el establecimiento del oomiceto (Zavaleta-Mejía, 2002). Los 

resultados obtenidos hasta ahora por nuestro grupo de trabajo indican que N. aberrans abate 

algunos mecanismos de defensa de la planta, como son la actividad de las enzimas PAL 
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(López-Martínez et al, 2011; Godínez-Vidal et al., 2008) y peroxidasas (López-Martínez et 

al, 2011; Fernández-Herrera, 2011), la acumulación de los transcritos de los genes EAS, PR-1, 

POX  y  GLU (Fernández-Herrera, 2011), y la acumulación de fenoles (López-Martínez et al, 

2011).  

Todo esto puede ayudar a explicar el hecho de que en las plantas decapitadas e inoculadas con 

ambos patógenos, el oomiceto se haya establecido y avanzado a lo largo del tallo, indicando 

que la respuesta inicial de hipersensibilidad no fue lo suficientemente eficaz para impedir el 

establecimiento del oomiceto. 

Los resultados obtenidos en esta investigación mostraron que P. capsici logró establecerse 

solamente en las plantas de CM-334 decapitadas e inoculadas previamente con N. aberrans, y 

que la presencia del nematodo aparentemente no afectó la resistencia foliar de CM-334 

cuando las plantas no fueron decapitadas.  
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CAPITULO III 

ACTIVIDAD DE PAL, ACUMULACIÓN DE FENOLES Y FLAVONOIDES EN EL 

CHILE CM-334 INFECTADO POR Nacobbus aberrans E INOCULADO CON 

Phytophthora capsici 

 

RESUMEN 

La actividad de PAL, fenoles y flavonoides totales en el chile Criollo de Morelos 334 (CM-

334) resistente a Phytophthora capsici (Pc) en presencia y ausencia del nematodo Nacobbus 

aberrans (Na) fueron evaluados. Veintiún días posteriores a la inoculación con Na las plantas 

fueron inoculadas con micelio en plantas decapitadas o con zoosporas de Pc asperjadas al 

follaje de plantas no decapitadas. A las 1, 6, 12 y 24 horas posteriores a la inoculación (hpio) 

con el oomiceto, se tomaron 10 plantas por tiempo. La actividad de PAL, fenoles y 

flavonoides fueron medidos por espectrofotometría y los datos se sometieron a análisis de 

varianza y prueba de Tukey (P0.05). En plantas inoculadas con micelio y Na, la necrosis y 

severidad fueron mayores que en las plantas resistentes inoculadas solo con micelio; pero en 

plantas infectadas por el nematodo e inoculadas por aspersión de zoosporas al follaje no se 

observaron síntomas. En plantas infectadas por Na e inoculadas con micelio, la actividad de 

PAL disminuyó en 39.1%, 29.6% y 55.7% , esta reducción se observó en hojas (12 hpio), 

tallos (24 hpio) y raíces (12 hpio), respectivamente. En las inoculadas con Na y con zoosporas 

la reducción fue de 17.7%, 77.9% y 30.2%, respectivamente; en hojas y raíces la reducción 

ocurrió a las 12 hpio y en tallos a las 24 hpio. Similarmente, el contenido de fenoles solubles 

totales disminuyó a las 12 hpio en los tres estratos de las plantas inoculadas con micelio y Na, 

pero con Na y zoosporas la disminución se observó a las 6 y 12 hpio. El contenido de 

flavonoides incrementó en raíces y tallos de plantas inoculadas con micelio y Na, mientras 

que en las plantas inoculadas con zoosporas con el nematodo el incremento ocurrió sólo en las 

raíces.  

 

 

Palabras clave: Chile CM-334, fenoles, flavonoides, PAL, Nacobbus aberrans, Phytophthora 

capsici. 

 

 



 

54 

 

 

 

ABSTRACT 

PAL activity, total phenols and flavonoids were evaluated in the pepper resistant to 

Phytophthora capsici (Pc) Criollo de Morelos 334 in presence or absence of nematode 

Nacobbus aberrans (Na). Twenty days after inoculation with Na, decapitated plants were 

challenged with mycelium or zoospores of Pc sprayed on the foliage of non-decapitated 

plants. At 1, 6, 12 and 24 hours after inoculation (hpio) with Pc, 10 plants were sampled. PAL 

activity, phenolics and flavonoids were measured by spectrophotometry and the data were 

subjected to analysis of variance and Tukey test (P0.05). Plants infected by Na and 

inoculated with mycelium, necrosis and severity were higher than in resistant plants 

inoculated only with mycelium; but in those infected by Na and inoculated with zoospores 

sprayed to the foliage showed no symptoms. In plants infected by Na and inoculated with 

mycelium, PAL activity decreased by 39.1%, 29.6% and 55.7% in leaves, stems and roots, 

respectively; this decreased was observed in leaves and roots at 12 hpio and in stems at 24 

hpio. And in those inoculated with Na and zoospores the reductions were of 17.7%, 77.9% 

and 30.2%, respectively, the reduction occurred in leaves and roots at 12 hpio and in stems at 

24 hpio. Similarly, total soluble phenols decreased at 12 hpio in the three strata of plants 

inoculated with mycelium and Na, but with Na and zoospores the decreases were observed at 

6 and 12 hpio. The flavonoid content increased in roots and stems of plants inoculated with 

mycelium and Na, whereas in plants inoculated with zoospores and the nematode, the 

increase occurred only in the roots. 

 

Key words: pepper CM-334, phenols, flavonoids, PAL, Nacobbus aberrans, Phytophthora 

capsici. 
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INTRODUCCIÓN 

La línea de chile (Capsicum annuum L.) tipo serrano conocida como Criollo de Morelos 

(CM-334) se ha considerado como el resistente universal a Phytophthora capsici Leonian 

(Glosier et al., 2008; Oelke et al., 2003). Según algunos investigadores consideran la 

resistencia de CM-334 a P. capsici de tipo poligénica y parcial, y los componentes de la 

resistencia se localizan principalmente en cuatro cromosomas (Bonnet et al., 2007; 

Ogundiwin et al., 2005; Lefebvre y Palloix, 1996). La resistencia del chile CM-334 a P. 

capsici se manifiesta en toda la planta (Sy et al., 2005). En tallos y hojas la infección por P. 

capsici es limitada por la presencia de tricomas en los tallos (Egea-Gilabert et al., 2008), 

además la respuesta de hipersensibilidad, misma que se ha asociado con incrementos en los 

niveles de ácido salicílico y ácido jasmónico (Ueeda et al., 2006). Se ha demostrado que la 

resistencia del chile CM-334 al oomiceto no es influenciada por la concentración de inóculo, 

la etapa de crecimiento del cultivo, ni la temperatura (Palloix et al., 1988), pero si por el 

método de inoculación (Bonnet et al., 2007; Ueeda et al., 2006; Candela et al., 2004; Candela 

et al., 2000). La sintomatología y el tiempo de aparición de la misma en CM-334, fue 

diferente dependiendo del tipo de inoculación realizada; en la inoculación con micelio la 

necrosis fue visible entre los 6 y 9 días posteriores a la inoculación en plantas decapitadas 

(Bonnet et al., 2007; Candela et al., 2000) y en plantas inoculadas con zoosporas, los 

síntomas se observaron hasta los 15 y 35 días (Candela et al., 2004). En contraste, Ueeda et 

al. (2006) reportan que en las hojas inoculadas por aspersión de zoosporas (10
5
 zoosporas mL

-

1
) no se desarrolló ningún síntoma visible, aunque a nivel microscópico fue evidente la muerte 

celular hipersensitiva. 

La respuesta de hipersensibilidad se ha asociado con los incrementos en la actividad de la 

enzima fenilalanina amonio liasa (PAL, EC. 4.3.1.5) y en algunas interacciones planta-

patógeno, PAL determina si la interacción terminará siendo de tipo compatible o incompatible 

(Hahlbrock y Scheel, 1989; Ride, 1985). La enzima PAL, clave en la ruta de los 

fenilpropanoides, es de gran importancia ya que a través de ella se sintetizan una variedad de 

compuestos como ligninias, salicilatos, coumarinas, amidas hidroxicinamicas, flavonoides, 

fenoles, pigmentos, protectores de luz UV y antioxidantes; algunos de ellos con funciones de 

defensa contra patógenos (Dixon y Paiva, 1995). PAL es una enzima tetramérica con una 

estructura compleja y su actividad catalítica corresponde a la expresión de una familia de 

genes (Hahlbrock y Scheel, 1989). La inducción de los genes PAL depende de la planta y del 

estímulo, se ha reportado que los genes PAL son activados trascripcionalmente después de la 
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inoculación o de la infiltración de elicitores provenientes de microbios (Edwards et al., 1985; 

Lawton et al., 1983). En tabaco (Nicotina tabacum L.) y en frijol (Phaseolus vulgaris L.) se 

han identificado dos familias en cada especie y en cada familia dos isoformas del gen PAL 

cuyas diferencias se basan en algunos nucleótidos (Nagai et al., 1994; Pelligrini et al., 1994; 

Cramer et al., 1989). En Arabidopsis thaliana se reportan cuatro isoformas que se expresan en 

diferentes condiciones y partes de la planta, las isoformas Atpal 1, 2 y 4 se presentaron en 

tallos mientras que Atpal3 se encontró en todos los tejidos de la planta pero más en hojas, y 

durante el desarrollo se observó un incremento de transcritos de las isoformas Atpal 1 y 2 

(Cochrane et al., 2004). En plantas transgénicas de tabaco, Arabidopsis y en papa (Solanum 

tuberosum L.), se indujo la acumulación de la isoforma PAL3 en hojas infectadas con Erwinia 

carotovora (Shufflebottom et al., 1993). En la interacción entre Verticillium albo-atrum y 

jitomate (Solanum lycopersicum L.) se expresaron cinco isoformas de PAL, mientras que en el 

tratamiento control solo se expresó una isoforma de la enzima (Bernards y Ellis, 1991). En 

Arabidopsis thaliana el promotor del gen PAL1 fue inducido durante la interacción 

incompatible con Peronospora parasitica y Pseudomonas syringae pv. tomato (Rookes y 

Cahill, 2003). También en frijol (Phaseolus vulgaris L.) en la interacción incompatible con 

Colletotrichum lindemuthianum se observó una acumulación temprana de transcritos de PAL 

y de chalcona sintasa (CHS) localizadas en el sitio de infección a las 50 hpio, en contraste, en 

la interacción compatible la acumulación de estos transcritos ocurrió hasta las 150 hpio (Bell 

et al., 1986). En las raíces del chile CM-334 la inducción de los transcritos que codifican para 

la enzima PAL se han relacionado con la muerte celular hipersensitiva resultado de la 

infección por zoosporas de P. capsici (Fernández-Pavia y Lidell, 1997). En la interacción de 

CM-334 con P. capsici se observó un incremento en la acumulación de fenoles en las raíces y 

un aumento en la actividad de peroxidasas acídicas (Fernández-Pavia, 1997). En el chile 

resistente Smith 5 inoculado en el tallo con micelio de P. capsici se observó un incremento en 

la concentración de los ácidos fenólicos, los cuáles inhibieron el crecimiento micelial del 

oomieto in vitro destacando el ácido t-cinámico, seguido del p-hidroxibenzoico, vaínilico y 

salicílico (Candela et al., 1995). Contrariamente, Lizzi et al., (1995) en el chile resistente 

Phyo636, encontraron que la concentración del ácido clorogénico y los glucósidos de los 

flavonoides apigenina y luteolina disminuyeron probablemente por la actividad glucósidica 

atribuida al micelio de P. capsici. Cambios en el contenido de los compuestos 

fenilpropanoides también se han consignado en la interacción planta-nematodo; sin embargo, 

no todos los compuestos fenilpropanoides afectan negativamente al nematodo pues se tienen 
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reportes que los flavonoides inhiben el transporte de auxinas y la acumulación local de este 

regulador de crecimiento favorece el desarrollo de los sitios especializados de alimentación 

(células gigantes y sincitio) inducidos por el nematodo (Brown et al., 2001; Hutangura et al., 

1999; Jacobs y Rubery, 1988). En la interacción de Pinus strobus-Bursaphelenchus xylophilus 

se detectó la acumulación de estilbeno (3-O-metildihidropinosilvin estilbenoide) y una 

flavona (2S-pinocembrina flavonona), ambos con propiedades que limitan el desarrollo del 

nematodo (Hanawa et al., 2001). En plantas de soya ocurrió la acumulación de la fitoalexina 

fenilpropanoide gliceolina después de la infección por M. incognita (Kaplan et al., 1980) y H. 

glycines (Huang y Barker, 1991), lo que limitó el establecimiento de estos nematodos en los 

tejidos. En Phaseolus lunatus, la fitoalexina coumestrol incrementó desde el primer día de la 

inoculación con Pratylenchus scribneri de 40 µg por g de raíz hasta 70 µg en el cuarto día 

posterior a la inoculación (Rich et al., 1977). El coumestrol inhibió la movilidad de 

Pratylenchus scribneri con una DL50 de 10-15 µg mL
-1

 pero no la de Meloidogyne javanica 

(Veech, 1982; Rich et al., 1977). En genotipos de Cajanus cajan resistentes a Fusarium udum 

se observaron disminuciones en la acumulación del isoflavonoide y la fitoalexina cajanol 

después de la infección por M. incognita y M. javanica (Marley y Hillocks, 1994). También 

en las interacciones incompatibles del chile CM-334 con M. arenaria, M. incognita y M. 

javanica, se encontró que el contenido de fenoles solubles totales se incrementó, 

especialmente el ácido clorogénico (Pegard et al., 2005). En contraste con lo anterior, en la 

interacción compatible del chile CM-334 con N. aberrans, la acumulación de fenoles solubles 

y del ácido clorogénico fueron reducidos (López-Martínez et al., 2011). Y aún cuando el CM-

334 es altamente resistente a P. capsici, las plantas mostraron susceptibilidad al oomiceto 

cuando fueron inoculadas con 2000 juveniles del segundo estadio (J2) de N. aberrans y 21 

días después se inocularon 300,000 zoosporas mL
-1

 a la raíz (Trujillo-Viramontes et al., 

2005). Los cambios bioquímicos inducidos por N. aberrans en las raíces de CM-334 incluyen 

la disminución en la actividad de PAL (López-Martínez et al., 2011; Godínez-Vidal et al., 

2008) y peroxidasas; así como en el contenido de fenoles solubles totales, en particular del 

ácido clorogénico (López-Martínez et al., 2011). De igual manera, el contenido de la 

fitoalexina sesquiterpenica capsidiol, reportada como inhibidora del crecimiento de P. capsici 

(Villar-Luna et al., 2009; Egea et al., 1996), disminuyó en las raíces y en las hojas del CM-

334 (Godínez-Vidal et al., 2010; Villar-Luna et al., 2009) infectadas por N. aberrans. Todos 

estos cambios son inducidos por el nematodo en las plantas CM-334, y podrían ser en parte 
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responsables de la susceptiblidad que muestran a P.  capsici una vez que son infectadas por el 

nematodo.  

Con base en estos antecedentes se plantea la hipótesis de que los cambios metabólicos 

inducidos por N. aberrans en las raíces de las plantas CM-334, también se manifiestan de 

manera sistémica. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue comparar la actividad de 

la fenilalanina amonio liasa (PAL), la acumulación de fenoles solubles y flavonoides en 

plantas infectadas por N. aberrans e inoculadas en el follaje con zoosporas y en tallos con 

micelio de P. capsici. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Material Vegetal 

Se sembraron semillas de chile CM-334 resistente a P. capsici y semillas de la variedad 

susceptible Joe E. Parker como se describe en el Capítulo II en la sección de materiales y 

métodos. 

Preparación del inóculo de P. capsici e inoculación 

Se cultivó a P. capsici (cepa 6143 proporcionada por la Dra. Fernández-Pavía, Universidad 

Michoacana de San Nicolás de Hidalgo) en medio V-8. Cuando las cajas se cubrieron 

completamente con micelio, el medio fue fragmentado en cuatro partes y cada segmento fue 

transferido a cajas Petri estériles con agua destilada estéril. La liberación de las zoosporas fue 

inducido con la intercalación de tiempos por cuatro veces entre la temperatura de -20º C (15 

min) y temperatura ambiente (20 min). Se cuantificó el número de zoosporas en la suspensión 

con un hematocitometro (Marienfeld
®

), se ajustó a 3x10
5 

zoosporas mL
-1

 y la inoculación se 

realizó utilizando un aspersor. Para la inoculación con micelio, se obtuvieron discos de 

aproximadamente de 0.5 cm de diámetro proveniente de cajas Petri con crecimiento micelial 

de P. capsici y se colocó en el tallo en plantas de CM-334 decapitadas como se describió en el 

Capítulo II. Tanto el micelio como las zoosporas se inocularon a los 21 días después de la 

inoculación con N. aberrans (Trujillo–Viramontes et al., 2005). 

 

Establecimiento de los experimentos 

Experimento 1. Inoculación por aspersión de zoosporas 

El sustrato de las macetas fue cubierto previamente con un plástico para evitar el contacto de 

las zoosporas con éste y con las raíces de la planta. Para favorecer la infección por las 
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zoosporas, las plantas se mantuvieron en cámaras de crecimiento con humedad relativa entre 

40 y 60% por 24 h y riegos constantes a saturación. Se establecieron los siguientes 

tratamientos: 1) plantas resistentes (R) inoculadas con nematodo (Na) y zoosporas 

(R+Na+Za), 2) plantas resistentes inoculadas sólo con zoosporas (R+Za), 3) plantas 

resistentes sin Na, sin zoosporas y asperjadas con agua (R+a). Como referencia de la eficacia 

de la inoculación por aspersión se tuvieron plantas susceptibles asperjadas con zoosporas 

(S+Za) y plantas susceptibles asperjadas con agua (S+a). 

 

Experimento 2. Inoculación con micelio en plantas decapitadas 

Las plantas inoculadas con micelio fueron mantenidas en las cámaras de crecimiento bajo las 

condiciones anteriormente descritas en la inoculación con zoosporas. Los tratamientos fueron 

los siguientes: 1) plantas resistentes decapitadas e inoculadas con nematodo (Na) y micelio 

(R+Na+Md); 2) plantas resistentes decapitadas e inoculadas sólo con micelio (R+Md); y 3) 

plantas resistentes decapitadas, sin nematodo y con cilindro de V8 sin micelio (R+d). Para 

corroborar la eficiencia de la inoculación con micelio se tuvieron plantas susceptibles 

decapitadas con micelio (S+Md) y plantas susceptibles decapitadas con cilindro de V8 sin 

micelio (S+d). 

 

Evaluación de los experimentos 

Avance de la necrosis y colonización del tejido por P. capsici 

Las plantas de CM-334 inoculadas con P. capsici en presencia y ausencia de N. aberrans 

fueron evaluadas cada 5 días posteriores a la inoculación con el oomiceto (pio). Para ello, se 

midió la longitud de la necrosis (cm) por abajo del sitio de inoculación y se estimó la 

severidad con una escala de 0 (planta sana) a 5 (planta muerta) propuesta por Silvar et al., 

(2005). Con la finalidad de determinar si el micelio había avanzado sistémicamente en los 

tejidos de las plantas de chile, a los 20 días posteriores a la inoculación con micelio o 

zoosporas del oomiceto se muestrearon tres plantas por tratamiento con y sin N. aberrans. De 

cada planta inoculada en el tallo se obtuvo un fragmento de tallo de aproximadamente 5 cm a 

partir del sitio de inoculación con el micelio y de las inoculadas con zoosporas se muestrearon 

tres hojas de cada planta. El fragmento de 5 cm se fraccionó en secciones de 1 cm, obteniendo 

5 fragmentos de cada planta los cuáles se procesaron como se describió del Capítulo II (Fig. 

2). Las hojas de plantas inoculadas con zoosporas fueron disectadas en 10 fragmentos y 
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sembradas en medio de cultivo. La identidad de P. capsici se confirmó por la presencia de 

esporangios y zoosporas.  

 

Toma de muestra para las determinaciones de la actividad de PAL y contenido de fenoles 

solubles y flavonoides 

Las muestras de tejido de hojas, tallos y raíces se muestrearon a las 1, 6, 12 y 24 horas 

posteriores a la inoculación (hpio) con las zoosporas o micelio de P. capsici. Para cada 

tratamiento y tiempo se muestrearon10 plantas resistentes y cada estrato se congeló y 

pulverizó por separado en nitrógeno líquido. Los muestras se almacenaron a -80º C hasta su 

utilización. De cada tratamiento se realizaron tres extracciones y de cada extracción se 

hicieron seis lecturas. 

 

Cuantificación de la actividad de PAL 

La extracción de la enzima y la determinación de su actividad se realizó de acuerdo con el 

protocolo descrito por Reyes y Cisneros-Zevallos (2003) con algunas modificaciones. Se 

maceraron 250 mg de hojas, tallos o raíces con nitrógeno líquido en un mortero previamente 

enfriado. Al tejido molido como polvo fino se le adicionó 0.02 g de polivinilpolipirrolidona 

(PVPP), se homogenizó la muestra a baja velocidad con 2 mL de buffer de borato (50 mM, 

pH 8.5) que contenía 50 mM de 2-mercaptoetanol L
-1

. Se centrifugó a 14,000 rpm a 4º C por 

20 min dos veces y se transfirió el sobrenadante a tubos nuevos previamente etiquetados y 

enfriados. La cuantificación se realizó en un espectrofotómetro Synergy 2 (BioTeK). El 

blanco fue el buffer de borato y se colocaron 270 µL del extracto en la placa de lectura de 

UV. La placa con las muestras fue calentada a 40º C por 5 min y posteriormente fue 

dispensada la L-fenilalanina y el agua. Cada dispensador adicionó 30 µL de agua desionizada 

y 30 µL de L-fenilalanina (100 mM). La absorbancia fue medida a los 5 y 60 minutos. Se 

calculó la actividad de la fenilalanina amonio liasa en µmol de ácido trans-cinámico (Sigma-

Aldrich Co.) por g de proteína por minuto. La cuantificación de proteínas se realizó por el 

método de Bradford (1976) a partir de la curva desarrollada con albumina de suero bovino 

(Sigma-Aldrich Co
®
).  
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Cuantificación de fenoles solubles totales 

En un mortero previamente enfriado se agregaron 1.5 mL de Metanol 80% y se agregó 0.25 g 

de tejido vegetal se maceró hasta polvo fino y la mezcla se pasó a un tubo eppendorf de 2 mL. 

Se aforó a 2 mL, se centrifugó a 14,000 rpm por 15 min y se extrajo el sobrenadante. 60 µL 

del extracto crudo se colocaron en una placa para espectro visible. Cada dispensador del 

espectrofotómetro Synergy 2 (BioTek) agregó 150 µL de Folin Ciocalteu 0.25 N y 90 µL de 

Carbonato de Sodio 1 M. Después de la adición de los reactivos se incubó la mezcla durante 

30 min y se leyó a una absorbancia de 725 nm. Los resultados fueron expresados en µg de 

ácido clorogénico g
-1 

de peso fresco con base a una curva estándar de ácido clorogénico 

(Sigma-Aldrich Co
®
). 

 

Cuantificación de flavonoides totales 

Del extracto preparado para la determinación de fenoles solubles totales se tomó 1 mL para la 

cuantificación de flavonoides. El contenido de ellos se determinó en 400 µL del extracto de 

hojas y en  600 µL del extracto de tallos y raíces. El extracto se colocó en un tubo eppendorf 

de 1.5 mL y se agregaron 200 µL de Acetato de Potasio 1M y 200 µL de Cloruro de Aluminio 

al 10%. La mezcla se dejó reposar por 30 min. La absorbancia fue medida a 337 nm para 

apigenina (de Rijke et al., 2006), los resultados fueron expresados en µg de apigenina g
-1 

de 

peso fresco con base a la curva de apigenina (Aldrich Chem Co
®
).  

 

Análisis estadístico 

Los datos obtenidos de las diferentes variables evaluadas por fechas y por estrato por 

separado (hojas, tallos, raíces) se sometieron a un análisis de varianza y cuando esté indicó 

diferencias significativas, se realizó la comparación de medias de Tukey (P≤0.05) usando el 

paquete SAS versión 9.2 (SAS Institute, 2008). 

 

Infección por N. aberrans 

A los 30 días posteriores a la inoculación con el oomiceto se cuantificó el número de agallas 

por planta de tres plantas de los tratamientos previamente infectados con el nematodo. 
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RESULTADOS 

Experimento 1. Inoculación por aspersión de zoosporas 

En las plantas resistentes inoculadas con zoosporas (R+Na+Za, R+Za) no se observaron 

lesiones (Fig. 6); pero las plantas susceptibles (S+Za) que fueron asperjadas con las zoosporas 

de P. capsici mostraron los síntomas típicos de marchitamiento y necrosis. En las plantas 

susceptibles se observaron manchas acuosas aleatorias en las hojas que se tornaron necróticas 

y la necrosis se extendió a lo largo de los tallos provocando el 100% de severidad a los 25 

días posteriores a la inoculación con el oomiceto (pio) y el oomiceto se aisló de todos los 

cortes de tallos estos resultados indicaron que la inoculación fue exitosa (Fig. 7, 8a). En las 

hojas de las plantas resistentes, independientemente de la presencia o ausencia de N. 

aberrans, no se observaron lesiones macroscópicas en las hojas (Fig. 7) y no se logró aislar al 

oomiceto del tejido foliar.  

Sin embargo, aunque no se presentaron los síntomas macroscópicamente, se observó una 

reducción significativa en la actividad de PAL en plantas infectadas con N. aberrans e 

inoculadas con zoosporas asperjadas (R+Na+Za). La reducción se observó en en las hojas, 

tallos y raíces (17.7%, 77.9% y 30.2%, respectivamente) a las 12 hpio en hojas y raíces y 24 

hpio en los tallos, en comparación con las plantas inoculadas solo con zoosporas (R+Za) (Fig. 

8a). Asimismo, en comparación con las plantas asperjadas solo con zoosporas, el contenido 

de fenoles solubles disminuyó, en las hojas y tallos a las 12 hpio (9.11% y 16.9%, 

respectivamente), y en raíces (27.4%) a las 6 hpio (Fig. 8b). El contenido de flavonoides 

también disminuyó (16.9%) en las hojas a las 6 hpio y en los tallos (16%) a las 12 hpio; 

mientras que en las raíces ocurrió un incremento del 15.2% a las 24 hpio (Fig. 8c). 
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Fig. 6. Síntomas desarrollados en plantas no decapitadas de chile resistente (R) y susceptible 

(S), inoculadas con zoosporas asperjadas de P. capsici (Za) en presencia o ausencia de N. 

aberrans (Na), a los 35 días después de la inoculación con el oomiceto. R+Na+Za: Chile 

resistente (R) inoculado con el nematodo y con zoosporas del oomiceto asperjadas al follaje, 

nótese la ausencia de lesiones o de la respuesta de hipersensibilidad (RH). R+Za: Chile R 

inoculado con zoosporas asperjadas al follaje, nótese la ausencia de lesiones o de la respuesta 

de hipersensibilidad. S+Za: Chile S inoculado por aspersión de zoosporas del oomiceto al 

follaje, nótese la severa marchitez mostrada por la planta. R+a: Chile R asperjado con agua 

destilada estéril. S+a: Chile S asperjado con agua destilada estéril. R= Chile CM-334.  S= 

variedad J. E. Parker. 
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Fig. 7. Porcentaje de severidad (a) y necrosis (b) en plantas completas e inoculadas con 

zoosporas asperjadas (Za) al follaje en presencia y ausencia de N. aberrans (Na). R+Na+Za: 

Chile R inoculado con el nematodo y con zoosporas asperjadas. Za: plantas inoculadas con la 

aspersión con zoosporas. Na: plantas inoculadas con N. aberrans. a: aspersión con agua sin 

zoosporas. R= Chile CM-334, S=Chile var J. E. Parker. Letras diferentes indican diferencias 

significativas entre tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (P≤0.05). 
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Actividad de PAL 

                                      Hojas                              Tallos                                Raíces 

a 
hpio 

 

Fenoles solubles totales 

b 
hpio 

 

Flavonoides totales 

c 
hpio 

Control                Za             Na+Za 

 

Fig. 8. Actividad de PAL (a), concentración de fenoles solubles (b) y flavonoides totales (c) 

en hojas, tallos y raíces del chile CM-334 no decapitado infectado con Nacobbus aberrans 

(Na) e inoculado por aspersión (a) de zoosporas (Z) de Phytophthora capsici. Valores 
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promedio de tres extracciones con seis lecturas cada una (n=18). Letras diferentes señalan 

para cada estrato y por tiempo la diferencia significativa entre tratamientos (Tukey, P≤0.05). 

 

Experimento 2. Inoculación con micelio en plantas decapitadas  

En plantas resistentes inoculadas con el micelio de P. capsici en presencia o ausencia de N. 

aberrans se observó una lesión necrótica a las 48 hpio (R+Na+Md, R+Md). Las plantas 

susceptibles infectadas con el micelio (S+Md) en los tallos decapitados, también presentaron 

síntomas de necrosis por abajo del sitio de inoculación; la necrosis afectó las hojas de forma 

descendente y a los 15 días pio las plantas murieron (Fig. 9, 10). En contraste, las plantas 

resistentes infectadas con micelio con o sin el nematodo (R+Na+Md y R+Md) no murieron a 

causa de la lesión (Fig. 9, 10), aunque el ápice del tallo presentó necrosis y en algunas plantas 

inoculadas sólo con el oomiceto (R+Md) el ápice se desprendió a los 15 días pio, mientras 

que en las plantas con ambos patógenos (R+Na+Md) la abscisión del ápice ocurrió hasta los 

25 días pio, estos resultados sugieren que la respuesta de hipersensibilidad fue más rápida en 

ausencia del nematodo. En las plantas resistentes inoculadas con ambos patógenos 

(R+Na+Md), el avance de la lesión fue mayor pues alcanzó hasta las seis hojas verdaderas a 

los 20 días pio (cerca de 10 cm, Fig. 10b), en cambio en las plantas resistentes inoculadas sólo 

con el micelio la lesión sólo abarcó hasta las cuatro hojas verdaderas (8 cm aproximadamente, 

Fig. 10b). En plantas resistentes infectadas con N. aberrans e inoculadas con micelio 

(R+Na+Md) hubo un incremento en la longitud de la necrosis de 2 cm y un incremento en la 

severidad del 19% (Fig. 10). El oomiceto fue recuperado del tejido de plantas resistentes 

inoculadas con el micelio y el nematodo en el 75% de los cortes; en contraste en ausencia del 

nematodo (R+Md) el oomiceto no se recuperó.  

En las plantas inoculadas con ambos patógenos (R+Na+Md), se observó una disminución 

significativa en la actividad de PAL a las 12 hpio en hojas y raíces del 39.1% y 55.7%; y en 

tallos en un 29.6% a las 24 hpio (Fig. 11a). Asímismo, en plantas decapitadas inoculadas con 

ambos patógenos, la concentración de fenoles también disminuyó significativamente a las 12 

hpio en las hojas y tallos (31.5% y 19.7%, respectivamente), y en raíces a las 6 hpio en un 

16% en comparación con las plantas inoculadas sólo con micelio del oomiceto (Fig. 11b). En 

cuanto a la concentración de flavonoides, se observó una disminución del 26.1% a las 12 hpio 

en las hojas, pero en los tallos la concentración de flavonoides disminuyó a las 6 hpio en un 

2.2% en comparación con la plantas con micelio; en contraste en las raíces del mismo 

tratamiento (R+Na+Md), se encontró un incremento del 52.14% desde la 1 hpio (Fig. 11c).   
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Infección por N. aberrans. A los 50 días posteriores a la inoculación con el nematodo, se 

cuantificó un promedio de 23 agallas por raíz en plantas resistentes inoculadas con micelio y 

25 agallas por raíz en plantas inoculadas con zoosporas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9. Síntomas desarrollados en plantas de chile resistente (R) y susceptible (S), decapitadas 

(d) e inoculadas con micelio de P. capsici (Md) en presencia o ausencia de N. aberrans (Na), 

a los 35 días posteriores a la inoculación con el oomiceto. R+Na+Md: Chile resistente (R) 

decapitado e inoculado con el nematodo y micelio del oomiceto sobre el área decapitada, 

nótese la magnitud del área necrosada (flechas negras) y la ausencia del ápice del tallo 

principal. R+Md: Chile R decapitado e inoculado sólo con micelio sobre el área decapitada, 

nótese la ausencia del ápice del tallo principal y el tamaño reducido del área necrosada 

(flechas negras). S+Md: Chile susceptible (S) decapitado e inoculado con micelio del 

oomiceto, nótese la magnitud del área muerta en el tallo y hojas. R+d: Chile R decapitado y 

con cilindro de medio V-8 sin micelio del oomiceto. R= Chile CM-334, S= variedad J. E. 

Parker. 
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Fig. 10. Porcentaje de severidad (a) y necrosis (cm) (b) en plantas decapitadas (d), e 

inoculadas con micelio (M) en el tallo en presencia y ausencia de N. aberrans (Na). Na: 

plantas inoculadas con N. aberrans. Md=plantas decapitadas e inoculadas con micelio. d: 

plantas decapitadas, sin micelio. R=Chile CM-334, S=Chile var. J. E. Parker. Letras 

diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo con la prueba de 

Tukey (P≤0.05). 
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Actividad de PAL 

                                    Hojas                              Tallos                                 Raíces 

                                                                                                                                                     a 

hpio 

 

Fenoles solubles totales 

b 
hpio 

 

Flavonoides totales 

c 
hpio 

Control                 Md             Na+Md 

 

Fig. 11. Actividad de PAL (a), concentración de fenoles solubles (b) y flavonoides totales (c) 

en hojas, tallos y raíces del chile CM-334 decapitado infectado con Nacobbus aberrans (Na) e 

inoculado con micelio de Phytophthora capsici. hpio: horas posteriores a la inoculación del 

oomiceto. Valores promedio de tres extracciones con seis lecturas cada una (n=18). Letras 
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diferentes señalan para cada estrato y por tiempo, la diferencia significativa entre tratamientos 

(Tukey, P≤0.05). 

DISCUSIÓN 

El incremento en la necrosis y la severidad en plantas resistentes infectadas con el nematodo y 

el micelio (R+Na+Md) se asoció con reducciones en la actividad de PAL y la concentración 

de fenoles (Fig. 11 a y b). En el caso de las plantas de CM-334 inoculadas sólo con micelio 

(R+Md), la necrosis desarrollada muy probablemente fue producto de una respuesta de 

hipersensibilidad que logró confinar al patógeno, como lo sugiere el hecho de que en estas 

plantas se registró tanto una mayor actividad de PAL como contenido de fenoles (Fig. 8 a y 

b). En plantas inoculadas con el nematodo (R+Na+Md), la muerte del tejido probablemente 

no fue producto de una muerte celular programada, sino más bien el resultado de los 

mecanismos de ataque del oomiceto. Con anterioridad, Sanzón-Gómez (2010) encontró que 

en la interacción incompatible CM-334-P. capsici el avance de la necrosis y la colonización 

por el oomiceto se confinó al sitio de la inoculación en el tallo y en la interacción compatible 

CM-334-Fusarium oxysporum, el patógeno colonizó todo el tallo y en las células necrosadas 

la degradación de las paredes celulares fue evidente, en cambio en la interacción incompatible 

solamente hubo colapso de células sin evidencia de degradación de paredes celulares. En las 

plantas resistentes inoculadas por aspersión con zoosporas de P. capsici, no se observó el 

desarrollo de lesiones macroscópicas (Fig. 6); sin embargo, muy probablemente se expresó 

una RH a nivel microscópico como lo reportaron Ueeda et al., 2006. Con esta forma de 

inoculación del oomiceto, aparentemente el nematodo no tuvo un efecto significativo en la 

expresión de la resistencia foliar. No obstante, se observó una disminución tanto en la 

actividad de PAL como en la concentración de fenoles (Fig. 9 a y b); tales resultados sugieren 

que la presencia del nematodo abatió de manera sistémica estos mecanismos de defensa en 

CM-334, sin embargo, tal abatimiento no fue de la magnitud suficiente para que las plantas 

mostraron susceptibilidad al oomiceto. Algo similar fue reportado por Villar-Luna y 

colaboradores (2009), quienes encontraron que en presencia del nematodo la reacción de 

hipersensibilidad foliar se retrasó de manera significativa en plantas CM-334 previamente 

infectadas con N. aberrans. La disminución en la actividad de PAL y fenoles solubles totales, 

entre ellos el ácido clorogénico, en las raíces del chile CM-334 infectadas con N. aberrans e 

inoculadas con zoosporas de P. capsici fue reportada con anterioridad por López-Martínez et 

al. (2011) y Godínez-Vidal et al. (2008). El menor contenido de ácidos fenólicos, como el 

vaínilico,  transcinámico y coumarico en las raíces del CM-334, muy probablemente beneficia 



 

71 

 

 

al nematodo, en virtud de que esos ácidos tienen un efecto nematicida contra N. aberrans 

(López-Martínez et al., 2011). La relación entre los compuestos fenólicos y la resistencia de 

las plantas a nematodos (Baldridge et al., 1998; Chiang-Ling y Rohde, 1973) y a P. capsici 

(Fernández-Pavia, 1997; Candela et al., 1995) ha sido documentada. Los compuestos 

fenólicos además de tener un efecto tóxico sobre los patógenos (López-Martínez et al., 2011; 

Fernández-Pavia, 1997; Candela et al., 1995; Edens et al., 1995; Graham y Graham, 1991) 

pueden contribuir con el engrosamiento de la pared celular y limitar el avance del patógeno 

(Koc et al., 2011); la lignificación de las paredes celulares se ha considerado como un 

mecanismo de defensa de las plantas resistentes a la invasión por patógenos (Goodman et al., 

1986). Posiblemente la disminución de ácidos fenólicos en las plantas de CM-334 inoculadas 

con N. aberrans, favoreció el avance del micelio de P. capsici en sus tallos.  

Contrario a lo observado con los fenoles, la acumulación de flavonoides fue mayor en las 

raíces y tallos de plantas infectadas con el nematodo e inoculadas  con el micelio o zoosporas 

(R+Na+Md, R+Na+Za), en comparación con las plantas inoculadas sólo con el micelio o 

zoosporas (Fig. 8c y 11c). Este incremento en la concentración de los flavonoides totales 

resulta probablemente en el bloqueo del transporte de auxinas al inhibir a los transportadores 

de este regulador del crecimiento, favoreciendo la acumulación local de auxinas (Ithal et al., 

2007; Hutangura et al., 1999). El papel de los flavonoides en la interacción planta-nematodo 

tiene relevancia, ya que en parte las secreciones esofágicas de los nematodos controlan la 

distribución de las auxinas en la raíz y los flavonoides pueden ser los responsables de 

controlar la acumulación de auxinas (Hutangura et al., 1999). Las auxinas regulan la 

expresión de genes involucrados en el desarrollo de células gigantes y del sincitio (Mathesius, 

2003). Goverse y colaboradores (2000) demostraron que inhibiendo el transporte de auxinas, 

el sincitio no se desarrolla y por lo tanto los nematodos Globodera rostochiensis y H. 

schachtii no completan su ciclo de vida, por lo que concluyen que la acumulación local de las 

auxinas es inducida por los nematodos y tienen un papel crucial en la morfogenésis del 

sincitio.  

En esta investigación, la disminución en la actividad de PAL y el contenido de fenoles, en los 

tres estratos de las plantas CM-334, se asoció con el establecimiento del micelio de P. capsici 

y con una mayor severidad y necrosis en plantas decapitadas infectadas con el nematodo e 

inoculadas con micelio de P. capsici (R+Na+Md). En contraste, en las plantas inoculadas con 

zoosporas aparentemente el nematodo no afectó la expresión de la resistencia, pero si redujo 

la actividad de PAL y la concentración de fenoles. Los resultados de la presente investigación 
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indican, que los cambios metabólicos inducidos por N. aberrans en las raíces de CM-334, se 

expresaron a nivel sistémico en plantas inoculadas en el follaje con zoosporas y micelio de P. 

capsici.  
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CAPITULO IV 

ACTIVIDAD DE PAL EN EL CHILE CM-334 INFECTADO CON Nacobbus aberrans 

Y EL FOLLAJE INOCULADO POR INMERSIÓN EN ZOOSPORAS DE Phytophthora 

capsici 

 

RESUMEN 

Se evaluó el desarrollo de necrosis, severidad, la acumulación de transcritos y la actividad de 

PAL en el chile (Capsicum annuum L.) Criollo de Morelos 334 (CM-334) resistente a 

Phytophthora capsici (Pc) en presencia y ausencia del nematodo Nacobbus aberrans (Na). Pc 

se inoculó a los 21 días después de que se inoculó Na, sumergiendo a las plantas en una 

suspensión de zoosporas (Zi). A las 2, 6 y 12 horas posteriores a la inoculación (hpio) con el 

oomiceto, se tomaron 10 plantas por tiempo. La actividad de PAL se midió por 

espectofotometría y la acumulación de transcritos se determinó en un Northern blot. Los datos 

obtenidos de todas las variables se sometieron a un análisis de varianza (P0.05) y prueba de 

Tukey. En la necrosis y el porcentaje de severidad no se observaron diferencias significativas 

en plantas inoculadas con ambos patógenos (R+Na+Zi) con respecto a las plantas inoculadas 

sólo con el oomiceto (R+Zi). La lesión en las hojas fue una respuesta de hipersensibilidad que 

se expresó en las plantas con o sin el nematodo. En plantas infectadas por Na e inoculadas 

con zoosporas, la actividad de PAL disminuyó en un 26.2% y en un 52.3% a las 6 y 12 hpio 

en hojas y raíces respectivamente, con relación a las plantas inoculadas solo con zoosporas. A 

las 12 hpio en las hojas y raíces de plantas del tratamiento R+Zi la acumulación de transcritos 

incrementó 1.5 veces y 1.9 veces, en comparación con las plantas inoculadas con ambos 

patógenos. La presencia de N. aberrans en las raíces redujo la acumulación de transcritos y la 

actividad de PAL en el follaje inoculado con zoosporas de P. capsici; sin embargo, la 

reacción de hipersensibilidad no fue inhibida por la presencia del nematodo.  

 

Palabras clave: Chile CM-334, PAL, Phytophthora capsici, Nacobbus aberrans, zoosporas 

por inmersión. 
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ABSTRACT 

Development of necrosis, severity, accumulation of transcripts and the activity of PAL were 

evaluated in the chile (Capsicum annuum L.) Criollo de Morelos 334 (CM-334) resistant to 

Phytophthora capsici (Pc) in the presence and absence of the nematode Nacobbus aberrans 

(Na). Pc was inoculated at 21 days after inoculation with Na, submerging the plants in a 

suspension of zoospores (Z). At 2, 6 and 12 hours post inoculation (hpio) with the oomycete, 

10 plants were sampled at each time. PAL activity was measured by spectrophotometry and 

the accumulation of transcripts was determinated by Northern blot analysis. Data from all 

variables evaluated were subjected to analysis of variance (P0.05) and Tukey's test. No 

significant differences were detected neither in necrosis or severity in plants inoculated with 

both pathogens (R+Na+Zi) as compared to plants inoculated only with the oomycete (R+Zi). 

The lesion in the leaves was a hypersensitive response expressed in plants with or without the 

nematode. In plants infected by the nematode and inoculated with zoospores, the activity of 

PAL decreased by 26.2% and 52.3% at 6 and 12 hpio in leaves and roots, respectively, as 

compare to plants inoculated with zoospores only. At 12 hpio in leaves and roots of plants 

from the R+Zi treatment the transcripts accumulation was 1.5 times and 1.9 times higher than 

plants inoculated with both pathogens. The presence of N. aberrans in the roots reduced the 

accumulation of transcripts and the activity of PAL in the leaves inoculated with zoospores of 

P. capsici; however, the hypersensitivity reaction was not inhibited by the presence of the 

nematode. 

 

Keywords: pepper CM-334, PAL, Phytophthora capsici, Nacobbus aberrans, zoospores by 

immersion. 

 

INTRODUCCIÓN 

La resistencia en el chile (Capsicum annuum L.) se ha encontrado principalmente en 

materiales silvestres y actualmente el chile tipo serrano Criollo de Morelos 334 (CM-334), 

identificado por investigadores del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas 

y Pecuarias (INIFAP) de México se ha clasificado como el resistente universal (Glosier et al., 

2008; Bonnet et al., 2007). Guerrero y Laborde (1980) identificaron dos genes recesivos 

asociados con la resistencia de este genotipo al oomiceto; en cambio, Gil Ortega et al., (1991) 

mencionan que son tres genes dominantes los involucrados. Por otro lado, Reifschneider y 
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colaboradores (1992), concluyen que existen dos genes y que la resistencia se manifiesta 

cuando un gen se comporta como dominante y otro como recesivo en epistasis. La resistencia 

del chile CM-334, se ha mantenido aún cuando se ha inoculado con las cepas más patogénicas 

del oomiceto (Glosier et al., 2008; Alcántara y Bosland, 1994; Gil Ortega et al., 1991; 

Guerrero-Moreno y Laborde, 1980). CM-334 es resistente a los tres síndromes causados por 

P. capsici: tizón de hojas y tallos, y pudrición de la raíz (Sy et al., 2005; Redondo, 1985; 

Guerrero-Moreno y Laborde, 1980). Respecto a la herencia de la resistencia en el follaje, 

Walker y Bosland (1999) proponen que ésta, es conferida por dos genes diferentes 

dominantes independientes a los de la raíz. Por su parte, Sy y colaboradores (2005), indican 

que los genes que confieren la resistencia en los tres estratos (raíz, tallo, hojas) son diferentes. 

Sin embargo, el análisis por mapas del loci de caracteres cuantitativos (QTLs por sus siglas en 

inglés) en híbridos resultantes de cruzas del resistente CM-334 y el susceptible Yolo Wonder, 

sugiere que la resistencia de CM-334 contra P. capsici es poligénica y parcial (Bonnet et al., 

2007).  

 

La resistencia del chile CM-334 contra P. capsici se ha relacionado con incrementos en la 

acumulación de transcritos de la fenilalanina amonio liasa (PAL), la actividad de peroxidasas, 

un mayor contenido de fenoles y con la reacción de hipersensibilidad tanto en raíces 

(Fernández-Pavia, 1997) como en follaje (Ueeda et al., 2006). La ruta de los fenilpropanoides 

en las plantas es responsable de la síntesis de una amplia variedad de metabolitos secundarios 

como ligninias, salicilatos, coumarinas, amidas hidroxicinamicas, flavonoides, pigmentos, 

protectores de luz UV y antioxidantes (Dixon y Paiva, 1995). El primer paso para la 

biosíntesis de estos compuestos es la conversión de la L-Fenilalanina (L-Phe) en ácido trans-

cinámico, reacción llevada a cabo por la enzima PAL (EC 4.3.1.5). PAL es una enzima 

tetramérica que se acumula principalmente en células con reacción de hipersensibilidad (RH) 

y en algunos casos, determina si la interacción entre las plantas y el patógeno será compatible 

o incompatible (Hahlbrock y Scheel, 1989). Los genes PAL son activados trascripcionalmente 

después de una infección microbiológica o por los elicitores derivados de patógenos (Edwards 

et al., 1985; Lawton et al., 1983). La enzima PAL es codificada por una familia de genes y en 

tabaco (Nicotina tabacum), papa (Solanum tuberosum L), jitomate (Solanum lycopersicum 

L.), frijol (Phaseolus vulgaris L.) y Arabidopsis thaliana se han identificado algunas 

isoformas. En tabaco y papa sobresalen dos isoformas de la enzima PAL1 y PAL2 (Nagai et 

al., 1994; Pelligrini et al., 1994). En frijol se reportan formas polimórficas de la enzima que 
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se diferencian entre sí por el marco de lectura abierto (ORF) mayor en dos aminoácios en la 

isoforma gPAL2 (clase II) en comparación con la isoforma gPAL3 (clase III) (Cramer et al., 

1989). En A. thaliana se reportan cuatro isoformas que se expresan en diferentes condiciones 

y partes de la planta; las isoformas Atpal 1, 2 y 4 fueron inducidas en los tallos, mientras que 

Atpal3 se encontró en todos los tejidos de la planta siendo más abundante en las hojas, y 

durante el desarrollo de la planta se observó un incremento de transcritos de las isoformas 

Atpal 1 y 2 (Cochrane et al., 2004). En plantas transgénicas de tabaco, Arabidopsis y papa la 

isoforma PAL3 se expresó en hojas inoculadas con Erwinia carotovora (Shufflebottom et al., 

1993). En la interacción Verticillium albo-atrum-jitomate se expresaron cinco isoformas de 

PAL, mientras que en el control solo se expresó una isoforma de la enzima (Bernards y Ellis, 

1991). 

 

La resistencia de CM-334 se rompe cuando las plantas son previamente infectadas por 

Nacobbus aberrans (Trujillo-Viramontes et al., 2005; Vargas et al., 1996). Este fenómeno es 

conocido como rompimiento de la resistencia y en un principio se explicó por el daño 

mecánico que el nematodo produce en las raíces de la planta durante la penetración; sin 

embargo, existe evidencia de que los cambios metabólicos y/o fisiológicos inducidos por el 

nematodo son los responsables del rompimiento de la resistencia (Vargas et al., 1996; 

Bowman y Bloom, 1966). Los nematodos sedentarios formadores de agallas como 

Meloidogyne spp y Nacobbus spp son capaces de inducir la formación de sitios especializados 

de alimentación, células gigantes y sincitios, respectivamente (Atkinson, 1994; Opperman et 

al., 1994; Niebel et al., 1993; Sijmons, 1993) que involucran la reprogramación de la 

expresión génica de las células hospedantes. Al respecto se ha demostrado que M. incognita 

reprime la expresión del gen Pal (Goddijn et al., 1993) indispensable para la síntesis de 

fenoles, ligninas, coumarinas, flavonoides, compuestos fenólicos y fitoalexinas (Klessing y 

Malamy, 1994; Piñol y Palazón, 1996).  

 

También se reporta que  Meloidogyne modificó la expersión del gen hmg que codifica para la 

hidroximetil glutaril coenzima A reductasa (HMG-CoAR), enzima involucrada en la síntesis 

de esteroles; compuestos  indispensables para el desarrollo del nematodo, el cual es 

totalmente dependiente de las plantas hospedantes para obtener estos compuestos (Cramer et 

al., 1993; Chitwood y Lusby, 1991). El chile CM-334 tiene resistencia a M. arenaria, M. 

incognita, y M. javanica expresando dos tipos de resistencia, uno responsable de la supresión 
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de la penetración de los juveniles del segundo estadio (J2) y el otro del bloqueo del desarrollo 

post-penetración del nematodo. Este último se ha relacionado con la presencia del gen Me7 

(Pegard et al., 2005) y con la acumulación del ácido clorogénico, metabolito sintetizado a 

través de la ruta de los fenilpropanoides y que tiene propiedades tóxicas contra especies de 

Meloidogyne (Djian-Caporalino et al., 2001). En contraste con lo anterior, en la interacción 

compatible del chile CM-334 con N. aberrans, la acumulación de fenoles solubles y del ácido 

clorogénico fue disminuida (López-Martínez et al., 2011). Los cambios bioquímicos 

inducidos por N. aberrans en las raíces de CM-334 incluyen la reducción en la actividad de 

PAL (López-Martínez et al., 2011; Godínez-Vidal et al., 2008) y peroxidasas; así como en el 

contenido de fenoles solubles totales, en particular del ácido clorogénico (López-Martínez et 

al., 2011). De igual manera, el contenido de la fitoalexina sesquiterpenica capsidiol, reportada 

como inhibidora del crecimiento de P. capsici (Villar-Luna et al., 2009; Egea et al., 1996), 

disminuyó en las raíces y en las hojas del CM-334 (Godínez-Vidal et al., 2010; Villar-Luna et 

al., 2009) infectadas por N. aberrans. Todos estos cambios inducidos por el nematodo en las 

plantas CM-334, podrían ser en parte responsables de la susceptiblidad que muestran a P.  

capsici una vez que son infectadas por el nematodo. Con base en estos antecedentes, el 

objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad y la acumulación de transcritos de PAL 

en el chile CM-334 infectado por N. aberrans y el follaje inoculado por inmersión en una 

suspensión de zoosporas de P. capsici.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Material Vegetal  

Las plantas resistentes a P. capsici Leo., del chile serrano Criollo de Morelos 334 (CM-334) y 

las plantas susceptibles variedad Joe E. Parker (JEP) se obtuvieron siguiendo la metodología 

descrita en el Capítulo II en la sección de Materiales y Métodos.  

 

Obtención de inóculo de Nacobbus aberrans 

 El inóculo utilizado provino de masas de huevecillos colectadas de raíces agalladas de 

jitomate (Solanum lycopersicum Mill.) infestadas naturalmente. El procedimiento para la 

eclosión de los huevecillos y la inoculación de las plantas fue igual al descrito en el Capítulo 

II en la sección de Materiales y Métodos. 
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Obtención de inóculo e inoculación con zoosporas por inmersión 

 La siembra del oomiceto y la obtención de zoosporas se hicieron como se indicó en el 

Capítulo II. El conteo del número de zoosporas en la suspensión se se hizo la ayuda de un 

hemacitometro (Marienfeld
®
) y se ajustó la suspensión a 100,000 zoosporas mL

-1
. Enseguida 

las plantas se inocularon por inmersión de la parte aérea en la suspensión durante 20 

segundos. La inoculación con el oomiceto se realizó 21 días después de la inoculación con N. 

aberrans (Trujillo–Viramontes et al., 2005). El substrato de las macetas previamente fue 

cubierto con un plástico para evitar el contacto del inóculo con las raíces y el sustrato de la 

planta. Se mantuvieron las plantas en las cámaras de crecimiento bajo las condiciones antes 

mencionadas en el Capítulo II (Materiales y Métodos).  

 

Establecimiento del experimento 

Se tuvieron cinco tratamietos: 1) plantas resistentes inoculadas con nematodo y zoosporas 

(R+Na+Zi), 2) plantas resistentes inoculadas con zoosporas (R+Zi), 3) testigo resistente sin 

nematodo con inmersión en agua destilada estéril (R+i), 4) plantas susceptibles inoculadas 

con zoosporas (S+Zi), y 5) plantas susceptibles con inmersión en agua destilada estéril (S+i). 

Los tratamientos 4) y 5) se establecieron con la finalidad de verificar la efectividad de la 

inoculación.  

 

Avance de la necrosis 

En 10 plantas de cada tratamiento se registró el número de hojas infectadas y el tamaño de las 

lesiones (largo y ancho en cm). La evaluación se hizo cada cinco días durante los siguientes 

30 días posteriores a la inoculación con el oomiceto; para determinar si P. capsici había 

colonizado los tejidos a los 25 días se tomaron tres plantas por tratamiento con zoosporas con 

o sin el nematodo y se sembraron en cajas de petri con agua destilada estéril para determinar 

si P. capsici había colonizado los tejidos.   

 

Cuantificación de la actividad de PAL 

La cuantificación de PAL se realizó siguiendo la metodología descrita en la sección de 

Materiales y Métodos del Capitulo III. 
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Acumulación de transcritos de PAL 

Extracción de RNA total 

La extracción de RNA total de hojas y raíces se realizó de muestras con 10 plantas por 

tratamiento, con base en la metodología de Longeman y colaboradores (1987) con 

modificaciones. El RNA total fue cuantificado con el espectrofotómetro Nanodrop 1000 

versión 3.2.1 y su integridad y pureza se determinó por electroforesis (10µg/µL) en geles de 

agarosa (SIGMA) desnaturalizados con formaldehido al 1.2%. El RNA de los geles de 

agarosa se transfirió por capilaridad (Sambrook et al., 1989) a membranas de Nylon Hybond 

N+ (Amersham Life Science) mediante la solución salina de Citrato SSC 10x. Después de 18 

h la transferencia del RNA total del gel de agarosa a la membrana fue verificada bajo luz UV 

con un fotodocumentador (Gel Doc 2000, Bio-Rad). Posteriormente la membrana de nylon se 

fijó con UV en el equipo UV-Stratalinker 1800 (Stratgene) a 1200 µJoulesX100.  

 

Generación de la Sonda Homóloga para PAL 

Con los iniciadores previamente diseñados por Godínez-Vidal (2004) (GenBank:X63103) 

fueron generadas dos sondas homologas del chile CM-334 para PAL (Fig. 12), mediante la 

retrotranscripción y la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) a partir de RNA total 

obtenido de muestras de hojas y raíces del chile CM-334. Con la metodología descrita por 

Kotewicz y colaboradores (1985) se realizó la generación del cDNA utilizando el Oligo dT12-

18 (Invitrogen) para corroborar la presencia de mensajeros. Para la amplificación del cDNA 

obtenido, las condiciones de reacción fueron: 35 ciclos de 94°C por 15 seg, 55°C por 15 seg 

min y 72°C por 1.5 min. La integridad y pureza de los productos de la PCR se determinó en 

geles de agarosa (SIGMA) al 1%, utilizando como marcador de peso molecular a λPst I. 

 

 

 

                                                                                      1.4 kb 

Fig. 12. Región de amplificación del exón 2 del gen PAL de Solanum tuberosum, las flechas 

indican la posición de los iniciadores o primers (PAL1Fow: Foward, PAL1Rev: Reverse) 

(Godínez-Vidal, 2004). 

 

 

Exón 1 Exón 2 

PAL1Fow                          PAL1Rev 

RevREV 
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Hibridación 

Las membranas de nylon con el RNA transferido  se incubaron por 3 h a 65ºC en un 

amortiguador de hibridación (Amortiguador de fosfatos pH 7.2 [1 M], SDS 10% y EDTA [0.5 

M]) antes de adicionar la sonda marcada radiactivamente con α-
32

P dCTP (Amersham 

Megaprime DNA Labeling Systems RPN1606/7). Después de adicionar la sonda, las 

membranas se incubaron a 65º C durante 18 horas, con la finalidad de remover la marca no 

inocrporada y la sonda que no hibridó al termino de este tiempo se realizó un primer lavado 

con la solución SSC 4X y SDS 0.1% durante 20 min a 65º C y un segundo lavado con SSC 

0.4X y SDS 0.1% durante 30 min a 65º C. Finalmente las membranas fueron expuestas 

durante 18 horas en películas X OMAT (Kodak) a -70ºC el tiempo necesario hasta detectar 

señal. Las imágenes fueron analizadas con el procesador de imágenes IMAGEJ. 

 

Toma de muestras 

Para el análisis de la actividad enzimática y la acumulación de transcritos se muestrearon 10 

plantas resistentes por tratamiento a las 2, 6 y 12 horas después de la inoculación con el 

oomiceto y fueron almacenadas por estrato (hojas y raíces) a -80º C hasta su utilización. 

Análisis estadístico 

Con los datos obtenidos de las diferentes variables evaluadas por fechas y por estrato por 

separado (hojas y raíces) se sometieron a un análisis de varianza y cuando indicó diferencias 

significativas entre tratamientos se realizó la comparación de medias con la prueba de Tukey 

(P0.05), usando el paquete SAS versión 9.2 (SAS Institute, 2008). 

Infección por N. aberrans 

A los 30 días posteriores a la inoculación con el oomiceto se cuantificó el número de agallas 

por planta de tres plantas de los tratamientos previamente infectados con el nematodo. 

 

RESULTADOS  

Las plantas susceptibles mostraron los síntomas típicos de tizón desde el primer día posterior 

a la inoculación y a los 5 días murieron (Fig. 13a y b; Fig. 14); en cambio, las plantas 

resistentes presentaron menor severidad y necrosis y ninguna murió a causa de las lesiones 

(Fig. 13 a y b). Las lesiones en las hojas de plantas resistentes (CM-334) se observaron a las 6 

hpio en plantas resistentes infectadas por inmersión en la suspensión de zoosporas; tal 
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respuesta se observó tanto en presencia como en ausencia de N. aberrans (Fig. 14 a y b). La 

lesión en plantas resistentes (R+Na+Zi, R+Zi) fue irregular y de crecimiento limitado, 

inicialmente con una coloración verde olivo en el centro (Fig. 14 a y b) y al final con borde 

necrótico y centro blanco de aspecto quebradizo (Fig. 14d y e); la apariencia de la lesión fue 

similar a la que se observa durante la respuesta de hipersensibilidad. En las plantas resistentes 

CM-334 inoculadas solo con el oomiceto (R+Zi) en ninguno de los cortes de hoja se 

desarrolló P. capsici; mientras que en aquellas inoculadas con N. aberrans (R+Na+Zi) y el 

oomiceto, este se detectó en un 73% del total de cortes de hojas a los 25 días pio. En las 

plantas susceptibles el oomiceto se recuperó en el 99% de los segmentos de hoja. 

 

Actividad y acumulación de transcritos de PAL en las hojas del CM-334 

La acumulación de transcritos de PAL en las hojas del CM-334 sumergidas en la suspensión 

de zoosporas fue inducida a partir de las 2 hpio. En los tratamientos con zoosporas con o sin 

el nematodo (R+Na+Zi, R+Zi) la acumulación de transcritos fue mantenida hasta las 12 hpio 

(Fig. 15a). A las 6 hpio se observó un incremento de 1.5 veces en las hojas de plantas 

inoculadas con las zoosporas (R+Zi) con relación a las hojas de plantas infectadas con ambos 

patógenos (R+Na+Zi) (Fig. 15a). La acumulación de transcritos tuvo relación con la actividad 

de PAL, ya que se observó un incremento del 26.2% a las 6 hpio en las hojas de plantas 

resistentes inoculadas con zoosporas sin el nematodo (R+Zi) (Fig. 16a).  

 

Actividad y acumulación de transcritos de PAL en las raíces del CM-334 

En las raíces de plantas infectadas solo con zoosporas (R+Zi) el incremento en la 

acumulación de transcritos y en la actividad de PAL se observó a las 12 hpio (Fig. 15b y 16b). 

La acumulación de transcritos incrementó en un 1.9 veces a las 12 hpio con relación a las 

raíces de plantas infectadas con ambos patógenos (R+Na+Zi) (Fig. 16b). Asímismo, la 

actividad de PAL incrementó en un 52.3% a las 12 hpio en las raíces de plantas con zoosporas 

en comparación con las que estaban infectadas con el nematodo. 
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Fig. 13. Necrosis (cm) (a) y porcentaje de severidad (b) de las plantas del chile CM-334 

infectadas con Nacobbus aberrans y el follaje inoculado por inmersión con una suspensión de 

zoosporas de P. capsici. S+Zi: Plantas susceptibles (var. Joe E. Parker) inmersas en la 

suspensión de zoosporas de P. capsici. S+i: plantas susceptibles inmersas en agua destilada 

estéril. R+Na+Zi: plantas resistentes (CM-334) inoculadas con Nacobbus aberrans (Na) e 

inmersas en la suspensión de zoosporas de P. capsici. R+Zi: plantas resistentes sin Na, 

inmersas en la suspensión de zoosporas de P. capsici. R+i: plantas resistentes inmersas en 

agua destilada estéril. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos 

por fechas de acuerdo con la prueba de Tukey (P0.05).  
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Fig. 14. Síntomas de las plantas del chile CM-334 infectadas con Nacobbus aberrans e 

inoculadas por inmersión en una suspensión de zoosporas de P. capsici a las 6 h y a los 15 

días pio. Nótese la respuesta de hipersensibilidad a las 6 h pio y a los 15 días pio (flecha 

blanca) en las plantas infectadas con P. capsici. R+Na+Zi: plantas resistentes (CM-334) 

inoculadas con Nacobbus aberrans (Na) e inmersas en la suspensión de zoosporas de P. 

capsici. R+Zi: plantas resistentes sin Na, inmersas en la suspensión de zoosporas de P. 

capsici. R+i: plantas resistentes inmersas en agua destilada estéril. S+Zi: plantas susceptibles 

(var. Joe E. Parker) inmersas en la suspensión de zoosporas de P. capsici. S+i: plantas 

susceptibles inmersas en agua destilada estéril. 
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Fig. 15. Acumulación de transcritos de PAL en hojas (a) y raíces (b) del chile CM-334 

infectado con N. aberrans (Na) y el follaje inoculado por inmersión con zoosporas de P. 

capsici (Zi), en presencia o ausencia de a las 2, 6 y 12 horas posteriores a la inoculación con 

el oomiceto (hpio). i: Plantas inmersas en agua, Zi: plantas resistentes inmersas e una 
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suspensión de zoosporas, Na+Zi: plantas resistentes infectadas con Na e inmersas en 

zoosporas. Resultado de tres extracciones diferentes analizadas con dos sondas diferentes de 

PAL. Letras diferentes muestran la diferencia significativa entre tratamientos por tiempo y 

estrato con la prueba de Tukey (P0.05).  
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Fig. 16. Actividad de PAL en las hojas (a) y raíces (b) del chile CM-334 infectado con N. 

aberrans (Na) y el follaje inoculado por inmersión con una suspensión de zoosporas de P. 

capsici (Zi). La toma de muestra fue realizada a las 2, 6 y 12 horas posteriores a la 

inoculación con el oomiceto. i: Plantas resistentes inmersas en agua destilada estéril, Zi: 

plantas resistentes inmersas e una suspensión de zoosporas, Na+Zi: Plantas resistentes 
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infectadas con Na e inmersas en la suspensión de zoosporas. Valores promedio de tres 

extracciones con seis lecturas cada una (n=18). Letras diferentes muestran la diferencia 

significativa entre tratamientos por tiempo y estrato con la prueba de Tukey (P0.05). 

DISCUSIÓN  

Las lesiones en las plantas resistentes (Fig. 14) causadas por las zoosporas de P. capsici 

fueron de menor tamaño en comparación con las lesiones de las susceptibles (Fig. 14f). Las 

lesiones desarrolladas en las hojas del chile CM-334 podrían considerarse producto de una 

respuesta de hipersensibilidad microscópica, como lo reportan Ueeda y colaboradores (2006). 

En hojas de CM-334 se demostró que la aspersión con zoosporas produce una respuesta de 

hipersensibilidad a nivel microscópico acompañada de incrementos en los ácidos jasmónico y 

salícilico (Ueeda et al., 2006). En hojas de CM-334 asperjadas con zoosporas, se observó a 

nivel miscroscópico una respuesta de hipersensibilidad que estuvo asociada con incrementos 

en el contenido de ácido jásmonico y salícilico (Ueeda et al., 2006). En contraste, con la 

inoculación por inmersión en la suspensión de zoosporas, la reacción de hipersensibilidad 

(RH) fue macroscópica y ocurrió a las 6 hpio tanto en presencia como en ausencia del 

nematodo (Fig. 14 b y c). 

 

La resistencia a P. capsici en CM-334 se ha relacionada con la acumulación de transcritos de 

PAL (Fernández-Pavia, 1997) y con una mayor actividad de la enzima (López-Martínez et al., 

2011); los resultados obtenidos en plantas del tratamiento R+Zi en el presente estudio, son 

congruentes con este reporte. En contraste, en las plantas inoculadas con ambos patógenos 

(R+Na+Zi) la acumulación fue menor (Fig. 15a y 15b). La disminución en la acumulación de 

transcritos y en actividad de PAL en el follaje de plantas inoculadas con ambos patógenos 

(R+Na+Zi), podría en parte explicar la presencia del oomiceto en las hojas hasta los 25 días 

posteriores a la inoculación con el oomiceto. Estos resultados sugieren que la presencia del 

nematodo abatió de manera sistémica la actividad de PAL en las plantas CM-334, sin 

embargo, tal abatimiento no fue de la magnitud suficiente para que las plantas mostraron 

susceptibilidad al oomiceto. Algo similar fue reportado por Villar-Luna y colaboradores 

(2009), quienes encontraron que en presencia del nematodo la reacción de hipersensibilidad 

foliar se retrasó de manera significativa en plantas CM-334 previamente infectadas con N. 

aberrans.  
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En las plantas las isoformas de PAL varían dependiendo de la especie (Butland et al., 1998), 

por ejemplo Arabidopsis contiene cuatro isoformas de PAL (Rohde et al., 2004; Ohl et al., 

1990,) y tres isoformas de 4-coumarato:CoA cuyos patrones de expresión varían (Ehlting et 

al., 1999), estas isoformas de las enzimas funcionan en distintos metabolones, cada uno 

responsable de la producción de una clase de fenilpropanoides (Shirley 1996; Koes et al., 

1994; Stafford, 1990). Rhode et al., (2004) y Raes et al., (2003) mencionan que PAL1, PAL2 

y PAL4 son importantes para la síntesis de lignina, mientras que PAL3 generalmente se 

relaciona con la síntesis de flavonoides (Ehlting et al., 1999). En tabaco existen caracterizadas 

dos isoformas de PAL y solo la isoforma 1 es localizada en el retículo endoplasmático, PAL1 

se asoció fuertemente con la enzima Coumarato 4-hidroxilasa (C4H) (Achnine et al., 2002); 

metabolon relacionado con la síntesis de fenoles, los cuáles son tóxicos para P. capsici 

(Fernández-Pavia, 1997; Candela et al., 1995). 

 

La disminución en la actividad de PAL y fenoles solubles totales, entre ellos el ácido 

clorogénico, en las raíces del chile CM-334 infectadas con N. aberrans e inoculadas con 

zoosporas de P. capsici fue reportada con anterioridad por López-Martínez et al. (2011) y 

Godínez-Vidal et al. (2008). Probablemente al disminuir la actividad de PAL el contenido de 

ácidos fenólicos, que son tóxicos tanto para el nematodo (López-Martínez et al., 2011) como 

para el oomiceto (Fernández-Pavía, 1997; Candela et al., 1995), también disminuyó. 

En esta investigación la infección de raíces de CM-334 por N. aberrans, se asoció con una 

reducción tanto en la acumulación de transcritos como de la actividad de PAL en plantas 

inoculadas foliarmente con P. capsici. Sin embargo, la reacción de hipersensibilidad no fue 

inhibida por la presencia del nematodo.  
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	Fig. 3. Necrosis en cm de plantas completas o decapitadas e infectadas con micelio o zoosporas en la raíz en presencia y ausencia de N. aberrans. R+Na+Omd: Chile R decapitado e inoculado con el nematodo y micelio del oomiceto sobre el área decapitada. R+Omd: Chile resistente (R) decapitado e inoculado sólo con micelio sobre el área decapitada. R+Na+Om: Chile R completo e inoculado con el nematodo y micelio del oomiceto. R+Om: Chile R completo, inoculado con micelio del oomiceto. R+d: Chile R decapitado sin micelio y sin nematodo. R: Chile R completo, sin nematodo y sin micelio. R+Na+Or: Chile R completo e inoculado con el nematodo y zoosporas del oomiceto en la raíz. S+Om: Chile susceptible (S) completo e inoculado con micelio del oomiceto. S+Or: Chile S completo e inoculado con zoosporas del oomiceto en la raíz. S+r: Chile S con aplicación de agua destilada estéril en la raíz. S: Chile S completo no inoculado. R=Chile CM-334, S=Chile var J. E. Parker. *Indica diferencias significativas (Tukey, P≤0.05) entre tratamientos R+Na+Omd y R+Omd y **R+Na+Om y R+Om a ese tiempo posterior a la inoculación.
	Fig. 4. Síntomas desarrollados en plantas de chile resistente (R) y susceptible (S), decapitadas (d) o completas e inoculadas con micelio de P. capsici (Om) en presencia o ausencia de N. aberrans (Na) a los 20 días posteriores a la inoculación con el oomiceto (pio). a) Chile resistente (R) decapitado e inoculado con el nematodo y micelio del oomiceto sobre el área decapitada (R+Na+Omd), nótese la magnitud del área necrosada (flechas blancas). b) Chile R decapitado e inoculado sólo con micelio sobre el área decapitada (ROmd), nótese el tamaño reducido del área necrosada (flecha blanca). c) Chile R completo e inoculado con el nematodo y micelio del oomiceto (R+Na+Om), nótese el tamaño reducido del área necrosada (flecha blanca). d) Chile susceptible (S) completo e inoculado con el nematodo y micelio del oomiceto (S+Om), nótese la magnitud del área necrosada en el tallo (flechas blancas) y el tizón foliar. e) Chile S completo inoculado con zoosporas del oomiceto en la raíz (S+Or), nótese la severa marchitez mostrada por la planta. f) Chile R completo e inoculado con el nematodo y zoosporas del oomiceto en la raíz (R+Na+Or), nótense las agallas en la raíz (flechas amarillas) y el avance de la necrosis en el tallo (flechas blancas) a partir del cuello de la planta a los 45 días pio con el oomiceto. R= Chile CM-334, S= variedad J. E. Parker.
	Fig. 5. Porcentaje de severidad en plantas decapitadas o completas e infectadas con micelio o zoosporas en la raíz en presencia y ausencia de N. aberrans. R+Na+Omd: Chile R decapitado e inoculado con el nematodo y micelio del oomiceto sobre el área decapitada. R+Omd: Chile resistente (R) decapitado e inoculado sólo con micelio sobre el área decapitada. R+Na+Om: Chile R completo e inoculado con el nematodo y micelio del oomiceto. R+Om: Chile R completo inoculado con micelio del oomiceto. R+d: Chile R decapitado sin micelio y sin nematodo. R: Chile R completo, sin nematodo y sin micelio. R+Na+Or: Chile R completo e inoculado con el nematodo y zoosporas del oomiceto en la raíz. S+Om: Chile susceptible (S) completo e inoculado con micelio del oomiceto. S+Or: Chile S completo e inoculado con zoosporas del oomiceto en la raíz. S+r: Chile S con aplicación de agua destilada estéril en la raíz. S: Chile S completo no inoculado. R=Chile CM-334, S=Chile var J. E. Parker. *Indica diferencias significativas (Tukey, P≤0.05) entre tratamientos R+Na+Omd y R+Omd y **R+Na+Om y R+Om a ese tiempo posterior a la inoculación.
	Fig. 6. Síntomas desarrollados en plantas no decapitadas de chile resistente (R) y susceptible (S), inoculadas con zoosporas asperjadas de P. capsici (Za) en presencia o ausencia de N. aberrans (Na), a los 35 días después de la inoculación con el oomiceto. R+Na+Za: Chile resistente (R) inoculado con el nematodo y con zoosporas del oomiceto asperjadas al follaje, nótese la ausencia de lesiones o de la respuesta de hipersensibilidad (RH). R+Za: Chile R inoculado con zoosporas asperjadas al follaje, nótese la ausencia de lesiones o de la respuesta de hipersensibilidad. S+Za: Chile S inoculado por aspersión de zoosporas del oomiceto al follaje, nótese la severa marchitez mostrada por la planta. R+a: Chile R asperjado con agua destilada estéril. S+a: Chile S asperjado con agua destilada estéril. R= Chile CM-334. S= variedad J. E. Parker.
	Fig. 7. Porcentaje de severidad (a) y necrosis (b) en plantas completas e inoculadas con zoosporas asperjadas (Za) al follaje en presencia y ausencia de N. aberrans (Na). R+Na+Za: Chile R inoculado con el nematodo y con zoosporas asperjadas. Za: plantas inoculadas con la aspersión con zoosporas. Na: plantas inoculadas con N. aberrans. a: aspersión con agua sin zoosporas. R= Chile CM-334, S=Chile var J. E. Parker. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (P≤0.05).
	Fig. 8. Actividad de PAL (a), concentración de fenoles solubles (b) y flavonoides totales (c) en hojas, tallos y raíces del chile CM-334 no decapitado infectado con Nacobbus aberrans (Na) e inoculado por aspersión (a) de zoosporas (Z) de Phytophthora capsici. Valores
	Fig. 9. Síntomas desarrollados en plantas de chile resistente (R) y susceptible (S), decapitadas (d) e inoculadas con micelio de P. capsici (Md) en presencia o ausencia de N. aberrans (Na), a los 35 días posteriores a la inoculación con el oomiceto. R+Na+Md: Chile resistente (R) decapitado e inoculado con el nematodo y micelio del oomiceto sobre el área decapitada, nótese la magnitud del área necrosada (flechas negras) y la ausencia del ápice del tallo principal. R+Md: Chile R decapitado e inoculado sólo con micelio sobre el área decapitada, nótese la ausencia del ápice del tallo principal y el tamaño reducido del área necrosada (flechas negras). S+Md: Chile susceptible (S) decapitado e inoculado con micelio del oomiceto, nótese la magnitud del área muerta en el tallo y hojas. R+d: Chile R decapitado y con cilindro de medio V-8 sin micelio del oomiceto. R= Chile CM-334, S= variedad J. E. Parker.
	Fig. 10. Porcentaje de severidad (a) y necrosis (cm) (b) en plantas decapitadas (d), e inoculadas con micelio (M) en el tallo en presencia y ausencia de N. aberrans (Na). Na: plantas inoculadas con N. aberrans. Md=plantas decapitadas e inoculadas con micelio. d: plantas decapitadas, sin micelio. R=Chile CM-334, S=Chile var. J. E. Parker. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (P≤0.05).
	Fig. 11. Actividad de PAL (a), concentración de fenoles solubles (b) y flavonoides totales (c) en hojas, tallos y raíces del chile CM-334 decapitado infectado con Nacobbus aberrans (Na) e inoculado con micelio de Phytophthora capsici. hpio: horas posteriores a la inoculación del oomiceto. Valores promedio de tres extracciones con seis lecturas cada una (n=18). Let
	Fig. 12. Región de amplificación del exón 2 del gen PAL de Solanum tuberosum, las flechas indican la posición de los iniciadores o primers (PAL1Fow: Foward, PAL1Rev: Reverse) (Godínez-Vidal, 2004).
	Fig. 13. Necrosis (cm) (a) y porcentaje de severidad (b) de las plantas del chile CM-334 infectadas con Nacobbus aberrans y el follaje inoculado por inmersión con una suspensión de zoosporas de P. capsici. S+Zi: Plantas susceptibles (var. Joe E. Parker) inmersas en la suspensión de zoosporas de P. capsici. S+i: plantas susceptibles inmersas en agua destilada estéril. R+Na+Zi: plantas resistentes (CM-334) inoculadas con Nacobbus aberrans (Na) e inmersas en la suspensión de zoosporas de P. capsici. R+Zi: plantas resistentes sin Na, inmersas en la suspensión de zoosporas de P. capsici. R+i: plantas resistentes inmersas en agua destilada estéril. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos por fechas de acuerdo con la prueba de Tukey (P0.05).
	Fig. 14. Síntomas de las plantas del chile CM-334 infectadas con Nacobbus aberrans e inoculadas por inmersión en una suspensión de zoosporas de P. capsici a las 6 h y a los 15 días pio. Nótese la respuesta de hipersensibilidad a las 6 h pio y a los 15 días pio (flecha blanca) en las plantas infectadas con P. capsici. R+Na+Zi: plantas resistentes (CM-334) inoculadas con Nacobbus aberrans (Na) e inmersas en la suspensión de zoosporas de P. capsici. R+Zi: plantas resistentes sin Na, inmersas en la suspensión de zoosporas de P. capsici. R+i: plantas resistentes inmersas en agua destilada estéril. S+Zi: plantas susceptibles (var. Joe E. Parker) inmersas en la suspensión de zoosporas de P. capsici. S+i: plantas susceptibles inmersas en agua destilada estéril.
	Fig. 15. Acumulación de transcritos de PAL en hojas (a) y raíces (b) del chile CM-334 infectado con N. aberrans (Na) y el follaje inoculado por inmersión con zoosporas de P. capsici (Zi), en presencia o ausencia de a las 2, 6 y 12 horas posteriores a la inoculación con el oomiceto (hpio). i: Plantas inmersas en agua, Zi: plantas resistentes inmersas e unaPALRNAr 25sPALRNAr 25sa b bb a ab a ba b aba a ab a bAbundancia relativa de RNAmAbundancia relativa de RNAm90suspensión de zoosporas, Na+Zi: plantas resistentes infectadas con Na e inmersas en zoosporas. Resultado de tres extracciones diferentes analizadas con dos sondas diferentes de PAL. Letras diferentes muestran la diferencia significativa entre tratamientos por tiempo y estrato con la prueba de Tukey (P0.05).Hojas
	Fig. 16. Actividad de PAL en las hojas (a) y raíces (b) del chile CM-334 infectado con N. aberrans (Na) y el follaje inoculado por inmersión con una suspensión de zoosporas de P. capsici (Zi). La toma de muestra fue realizada a las 2, 6 y 12 horas posteriores a la inoculación con el oomiceto. i: Plantas resistentes inmersas en agua destilada estéril, Zi: plantas resistentes inmersas e una suspensión de zoosporas, Na+Zi: Plantas resistentes
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