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El genotipo de chile CM-334 es resistente al oomiceto Phytopthora capsici (Pc), pero
N. aberrans (Na) si esta presente inhibe su resistencia. Conocer los cambios
metabdlicos inducidos por Na, puede ayudar a entender el fendmeno de pérdida o
inhibicion de la resistencia. Asi, se compard la actividad enzimatica de peroxidasas,
fenilalanina amonio liasa (PAL), el contenido de fenoles solubles totales (FST) en
plantas CM-334 inoculadas con cada patégeno y con la combinacién de ambos; asi
como el contenido de acido clorogénico en plantas de chile resistente (CM-334) y
susceptible (J.E. Parker) al oomiceto inoculadas solamente con Na. En los
muestreos realizados durante las 96 h posteriores a la inoculacion con el oomiceto,
generalmente en las plantas inoculadas con el oomiceto, la mayor actividad de
peroxidasas, PAL y FST se registré en las plantas inoculadas unicamente con Pc; en
cambio la minima actividad correspondié a plantas inoculadas sélo con Na (P <
0.05). Las plantas inoculadas con ambos patdgenos (Na-Pc) y las del testigo sin
inocular (PSI) tuvieron un comportamiento similar (P < 0.05). Por otro lado, el
contenido de acido clorogénico en las plantas tanto de CM-334 como de J.E. Parker
inoculadas con Na, fue significativamente menor que el de las plantas de ambos
materiales de chile sin inocular. Los resultados obtenidos sugieren que la infeccién
por Na reduce las respuestas de defensa a P. ¢ en plantas de chile CM-334 y que
por lo tanto la pérdida o inhibicién de la resistencia a P. capsici inducida por N.
aberrans puede en parte asociarse con una reduccién en la actividad enzimatica de
las peroxidasas, la PAL, el contenido de fenoles solubles totales y de acido
clorogénico.

Palabras clave: Pérdida de resistencia, Peroxidasas, PAL, compuestos fendlicos,

acido clorogénico.



ENZYMATIC ACTIVITY AND TOTAL SOLUBLE PHENOLS IN CHILLI (Capsicum
annum L.) 'CM-334' DURING THE RESISTENCE BREAKDOWN TO Phytophthora
capsici INDUCED BY Nacobbus aberrans

Noé Lépez Martinez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2007

The genotype CM-334 of Chili (Capsicum annuun) is resistant to Phytopthora capsici
(Pc), but Nacobbus aberrans (Na) if is present breaks down its resistance. To know
the metabolic changes induced by Na can help to understand the phenomenon of
break down to resistance. Therefore, it was compared peroxidase and L-
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) activities and total soluble phenols (TSP) in chilli
plants CM-334 inoculated with N. aberrans, alone or in combination with P. capsici,
and chlorogenic acid concentration in resistant (CM-334) and susceptible (J.E.
Parker) plants to Pc inoculated only with Na. At different evaluation times during 96 h
after the inoculation with the oomycete, generally the highest POD and PAL activities,
and the content TSP were registered in plants inoculated only with Pc, while the
minimal activity corresponded to plants inoculated only with Na (P < 0.05). The non-
inoculated plants and those with both pathogens had similar, intermediate behavior.
Chlorogenic acid concentrations in CM-334 and J.E. Parker plants inoculated with Na
were significantly lower than in non-inoculated. These results suggest that the
infection by N. aberrans decreased defence to P. capsici in CM-334 chilli plants and
therefore, resistance break down to P. capsici induced by Na can be associated with
a reduction in peroxidase and PAL activities, the TSP and chlorogenic acid

concentration.

Kerywords: Resistance breakdown, Peroxidase, PAL, Phenol compounds,

Chlorogenic acid.
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I. INTRODUCCION

Como otros cultivos, el chile (Capsicum annum L.) es susceptible a diversos
patégenos que causan pérdidas en la produccion, siendo la pudricién radical y el
marchitamiento provocado por el oomiceto Phytophhthora capsici Leonina es una de
las enfermedades mas destructivas (Black et al., 1991; Mozzeti et al., 1995). El
genotipo de chile, “tipo serrano”, llamado Criollo de Morelos (CM-334) ha mostrado
resistencia a todas las cepas patogénicas de P. capsici probadas (Alcantara vy
Bosland, 1994). Sin embargo, se ha consignado que las plantas de chile CM-334
resistentes se comportan como susceptibles a P. capsici cuando previamente han
sido infectadas por el nematodo agallador de raices Nacobbus aberrans Thorne y
Allen, esta respuesta es conocida como rompimiento (o inhibicion o pérdida) de la

resistencia (Vargas et al., 1996; Truijillo et al., 2005).

En algunas variedades de chile, la resistencia a P. capsici esta asociada a la
actividad de la enzima fenilalanina amonioliasa (PAL, por sus siglas en inglés
phenylalanine ammonia-lyase), y a mayor actividad de PAL mayor resistencia al
oomiceto (Mozzeti et al., 1995; Fernandez-Pavia, 1997). La PAL es una enzima clave
en la sintesis de los fenilpropanoides. En esta ruta se sintetizan metabolitos
secundarios, con diversas funciones en las plantas, como la proteccion mediante la
sintesis de lignina, que participa en el fortalecimiento de la pared celular, compuestos
con actividad antimicrobiana (acidos fendlicos, coumarinas y fitoalexinas
isoflavonoides), y mensajeros secundarios, como el acido salicilico (Anterola y Lewis,
2002; Shadle et.al, 2003; Goémez-Vasquez et al., 2004; Nugroho et. al. 2002). Los
compuestos fendlicos que se forman a través de esta ruta metabdlica se convierten
en formas mas reactivas por la oxidacion que sufren a causa de la actividad de las

enzimas peroxidasas y polifenol oxidasa (Gémez-Vasquez et al., 2004).

Se tiene evidencia experimental de la represion de la expresion del gen PAL, que
codifica para la sintesis de PAL, por el nematodo agallador Meloidogyne incognita

(Goddijn et al., 1993). En contraste con lo anterior, el mismo nematodo agallador



estimula la expresidén del gen hmg 2, responsable de codificar una de la enzimas, la
hidroximetil-glutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa), clave para la
sintesis de esteroles (Cramer et al., 1993). La importancia de esta estimulacién,
radica en el hecho de que el nematodo es incapaz de sintetizar sus propios esteroles
y por lo tanto, es totalmente dependiente de su hospedante para obtenerlos
(Chitwood y Lusby, 1991). En relacién con esto, se ha sefialado que también los
esteroles ejercen un profundo efecto en el ciclo de vida de Phytophthora spp.,
incluyendo a Phytophthora capsici. Los esteroles estimulan su crecimiento y su

reproduccion sexual y asexual (Elliot, 1983).

Se han realizado algunas investigaciones tendientes a explicar la resistencia de CM-
334 a P. capsici. Asi, Fernandez-Pavia (1997), al inocular con P. capsici plantas de
CM-334 y uno susceptible a la marchites, determin6 que la expresion del gen PAL en
CM-334 fue mas rapida que en el cultivar de chile susceptible y que la actividad de
HMGCoA reductasa fue mayor en las plantas susceptibles. Con base en estos
antecedentes Zavaleta-Mejia (2002) plante6 la hipotesis de que el rompimiento de la
resistencia a P. capsici en CM-334 por N. aberrans se debe, en parte, a un
incremento de la actividad de la HMGCoA reductasa y a una reduccion de la
actividad de la PAL, debidos a la estimulacion y represion respectivas de los genes

que las codifican.

Para dar sustento a esta hipdtesis, Godinez-Vidal et al. (2007) compararon la
actividad de la PAL del genotipo de chile CM-334, sin inocular e inoculadas con cada
uno de los patdgenos por separado y con la combinacion N. aberrans-P. capsici, y
encontraron que la actividad de la PAL fue menor en las plantas inoculadas solo con
el nematodo, en comparacion con el testigo no inoculado, y que la maxima reduccién
(48%), con respecto al testigo, se alcanzé después de 21 dias de la inoculacién. En
las plantas inoculadas unicamente con P. capsici hubo mayor actividad de la PAL
que en aquellas inoculadas solo con el nematodo o con ambos patégenos y las no

inoculadas (testigos). Lo anterior sustenta la idea de que la inhibicion de la



resistencia a P. capsici por N. aberrans en CM-334, puede deberse en parte a una

reduccion de la actividad enzimatica de la PAL inducida por N. aberrans.

Diferencias en la actividad de las peroxidasas acidicas también han sido asociadas
con la resistencia a P. capsici (Fernandez-Pavia, 1997). Al respecto se conoce que
las peroxidasas forman parte de los mecanismos de resistencia al ataque de
patégenos, por un lado participando en el fortalecimiento de la pared celular al
catalizar el ultimo paso de la biosintesis de lignina, y por otro generando especies
activas de oxigeno como parte del estrés oxidativo en interacciones incompatibles
planta-patégeno (Anterola y Lewis, 2002; Boudet, 2000; Hiraga et. al., 2001.)
Ademas, también participan en la oxidacion de compuestos fendlicos que
generalmente resulta en la produccion de quinonas (Thipyapong et al., 1995),
compuestos altamente toxicos generadores de especies activas de oxigeno. En el
caso particular de la interaccion Meloidogyne spp.-Capsicum annum CM334 se
sugiere que los compuestos fendlicos, particularmente el acido clorogénico, pueden
estar relacionados con la resistencia de CM334 a M. arenaria, M. incognita y M.
Javanica (Pegard et al., 2005). En relaciéon con esto, se ha sefalado que el acido
clorogénico en su forma oxidada puede inhibir la actividad de M. incognita y

probablemente afecta su respiracion (Huang y Rhode, 1973).

La informacién concerniente a la actividad de la PAL y su relacion probable con la
inhibicion de la resistencia a P. capsici por N. aberrans en el chile CM-334 es
escasa; se desconoce la dinamica tanto de la actividad de las enzimas peroxidasas
y PAL, como de la acumulacién de fenoles solubles totales posteriores a la
inoculacién de plantas CM-334 con el nematodo y/o el oomiceto. Ademas es
necesario generar evidencia experimental que indique si el contenido de acido
clorogénico podria estar involucrado en la pérdida de la resistencia debido a la
presencia del nematodo El conocimiento de los cambios metabdlicos inducidos por el
nematodo en el hospedante, mismos que le permiten al oomiceto desarrollarse
exitosamente en la planta resistente, es relevante, ya que puede ayudar a entender

el fendmeno de inhibicion o pérdida de la resistencia.



Con base en estos antecedentes y con la finalidad de contribuir al esclarecimiento
del fendmeno de rompimiento o pérdida de la resistencia a P. capsici inducida por N.

aberrans, la presente investigacion tuvo por objetivos:

1. Conocer si en presencia del nematodo, N. aberrans, la actividad enzimatica
enzimatica de las peroxidasas y la PAL, y el contenido de fenoles solubles

totales se altera en plantas de chile CM-334 inoculadas con P. capsici.

2. Comparar el contenido de acido clorogénico en plantas de chile resistente y

susceptible a P. capsici inoculadas con N. aberrans.

En el presente trabajo se probd la siguiente hipétesis: la pérdida o inhibicion de la
resistencia a P. capsici en plantas de chile CM-334 infectadas por N. aberrans esta

relacionada con la alteracion del metabolismo de los compuestos fendlicos



Il. REVISION DE LITERATURA

Phytophthora capsici

Phytophthora capsici pertenece a la familia Pythiaceae, orden Peronosporales, y
clase Oomycetes. Los Oomycetos han sido colocados dentro del reino Stramenopila
(Chromista). Estan mas relacionados con las algas que con los hongos verdaderos.
Phytophthora capsici produce esporangios asexuales, zoosporas biflageladas,
oosporas sexuales y su micelio carece de septas, es decir es cenocitico; ademas se
distingue de otras especies de Phytophthora por presentar esporangio ancho,

pedicelo largo, esférico y con una base delgada (Aragaki y Uchida, 2001).

Phytophthora capsici tiene una distribucion geografica amplia, es el agente causal de
la marchitez del chile (Capsicum spp.) y puede infectar cualquier estructura en
cualquier fase del desarrollo de la planta. Las plantas infectadas comunmente
muestran pudricién en la base del tallo, acompafada con una mancha color castaino
oscuro y el follaje se torna amarillo hasta llegar al marchitamiento (Gayoso et al.,
2004). ElI marchitamiento avanza por el tallo principal y finalmente las plantas

susceptibles mueren (Egea et al., 1996).

El oomiceto P. capsici crece en un intervalo de temperatura de 10 a 36°C y su rango
de temperaturas optimas es de 24 a 33°C (Aragaki y Uchida, 2001). En México su
importancia es mayor en las zonas donde se presenta temporal con lluvias intensas.
En Delicias, Chihuahua y la Huasteca, P. capsici es un factor que limita la produccién
del cultivo de chile; también, se ha registrado en la comarca Lagunera, donde los
dafios causados no han sido documentados (Sandoval, 1993; Ramirez, 1998) y en
Papantla, Veracruz, los dafios alcanzaron hasta el 80% en los cultivares de chile tipo
jalapefio (Hernandez et al., 1991). Los estudios realizados por Cardona (1985),
sobre siniestros de plagas y enfermedades en la produccion de chile del estado de
Zacatecas, demostraron que la incidencia, localizacién y nivel de afecciéon por P.

capsici provoca los dafios mas cuantiosos a la economia de los productores de chile.



Mecanismos de resistencia a P. capsici en el genotipo de chile CM-334

Los mecanismos que pueden estar involucrados en la resistencia a P. capsici han
sido estudiados en varios cultivares de chile resistentes (Kim y Kook, 1994; Mozzeti
et al., 1995; Fernandez-Pavia, 1997; Gayoso et al., 2004). En la interaccion de C.
annuum con P. capsici la resistencia probablemente se debe a la reaccién de
hipersensibilidad que ocurre a nivel del tallo, donde la infeccidon parece ser detenida
debido a la inhibicién del crecimiento del oomiceto (Alcazar et al., 1993; Candela et
al., 1995). Sin embargo, de acuerdo con Fernandez-Pavia (1997), en el caso del
cultivar de chile CM-334 la resistencia a P. capsici se presentd en la raiz y aun
cuando el oomiceto penetrod y fue reaislado del primer centimetro apical de la raiz, el
desarrollo de la lesidn en las raices laterales se detuvo en los primeros 5 cm, a partir
del apice, 72 horas después de la inoculacion. En la raiz de CM-334 se registraron
cambios cuantitativos y cualitativos en el contenido de fenoles (Fernandez-Pavia,
1997).

Esos resultados proveen alguna evidencia que soporta a la hipétesis de que la
resistencia a P. capsici en CM-334 se localiza en la raiz, es de naturaleza bioquimica
y expresada durante la colonizacion; descartandose la posibilidad de que la
resistencia se deba a barreras fisicas. Resultados similares a los de Fernandez-
Pavia (1997) fueron obtenidos por Candela et al. (1995), y Egea et al. (1996), con el
cultivar de chile Smith-5, resistente a P. capsici, la inhibicion del crecimiento del
oomiceto en este cultivar se asocid con la acumulacion de acidos fendlicos vy
capsidiol (Candela et al., 1995; Egea et al., 1996).

Por otro lado, se tiene el reporte de que el follaje de plantas CM-334 es susceptible
P. capsici y que la resistencia al oomiceto solamente se expresa en la raiz
(Fernandez-Pavia, 1997; Walker, 1997). Asi en CM-334 la resistencia a P. capsici
en el follaje y la raiz parecers estar controlada por diferentes genes (Walker, 1997);
aparentemente dos mecanismos diferentes estan confiriendo la resistencia, uno a la
raiz y el otro al follaje (Walker, 1997). Sin embargo, en un estudio reciente, al

comparar la respuesta del material susceptible California Wonder (CW) con la



presentada por CM-334 a la inoculacion con P. capsici en el follaje, se observd que
la invasion de las hifas en la hoja fue mas lenta en el material resistente, el micelio
fue identificado en la cuticula de la hoja a las 48 horas después de la inoculacion,
mientras que en el material susceptible la germinacion de zoosporas e invasién
posterior del micelio en la hojas ocurrié entre las 8 y 12 horas después de la
inoculacién (Ueeda et al., 2006). Los autores proponen que este comportamiento
probablemente se deba a diferencias en la morfologia de la planta, pues CM-334
presenta tricomas pubescentes en toda la planta que pueden restringir la habilidad
del patégeno a adherirse facilmente al tejido del hospedante. Ademas, en las plantas
susceptibles hubo muerte celular a las 24 horas después de la inoculacion con el
oomiceto, manifestandose una mancha de color café oscuro, mientras que en las
hojas de CM-334 solamente se observaron algunas células con la coloracién oscura,
48 horas después de la inoculacion con P. capsici, y finalmente se detuvo la invasion
celular por el micelio. El cambio de coloracion en CM-334 estuvo acompafiado de un
incremento en el contenido de acido jasmonico, inmediatamente después de la
inoculacién con el oomiceto, y cuando disminuyd su contenido, se incremento el nivel
de acido salicilico e inmediatamente hubo respuesta hipersensitiva (Ueeda et al.,
2006). Esta discrepancia podria resolverse con estudios en los que se evalue el
comportamiento del follaje del material resistente CM-334, inoculado con P. capsici, y
que permitan conocer con mayor profundidad cuales son los mecanismos

involucrados en la respuesta y contrastarlos con los de la raiz.

Fernandez-Pavia (1997) encontrd que una vez que el oomiceto penetré las raices de
CM-334, el nivel de mRNA que codifica para la enzima fenilalanina amonioliasa
(PAL) se incrementd en comparacion con el cultivar susceptible. Tal incremento en el
nivel de mMRNA se asocié con cambios cuantitativos y cualitativos de los fenoles en el
chile resistente y algunos compuestos fendlicos que estuvieron presentes en las
raices del material resistente inhibieron el crecimiento in vitro de P. capsici. En el
mismo estudio, Fernandez-Pavia (1997) evalu6 el efecto de diferentes acidos
fendlicos comerciales en el crecimiento in vitro de P. capsici encontrando que el

mayor y menor porcentaje de inhibicion se obtuvo con el acido t-cinamico y p-



coumarico, respectivamente. Lo anterior sugiere que el acido t-cinamico podria
encontrarse en mayor cantidad en las raices del cultivar resistente, ser mas téxico
para el patégeno o ambas posibilidades. Fernandez-Pavia (1997) también encontré
que la actividad de las peroxidasas acidicas fue mayor en las plantas de CM-334 que

en las susceptibles.

Resistencia de CM-334 a nematodos

Las plantas de chile CM-334 son susceptibles al nematodo Nacobbus aberrans
(Vargas et al., 1996; Trujillo-Viramontes, 2005) pero resistentes a Meloidogyne spp
(Pegard et al., 2005). Pegard et al. (2005); encontraron que CM-334 es resistente a
M. arenaria, M. incognita y M. javanica, aunque el nivel de resistencia vario en
dependencia de la especie de Meloidogyne. Con base en los resultados de su
estudio, estos autores concluyen que CM-334 tiene por lo menos dos tipos de
resistencia a Meloidogyne spp., uno que reprime la penetracién de las larvas en su
segundo estadio (J2) al sistema radical y otro que bloquea el desarrollo después de
la penetracién. En el primer caso las larvas de M. arenaria fueron reconocidas
rapidamente y la penetracion se detuvo en la epidermis; esto podria ser evidencia de
la presencia de barreras fisicas. Por otro lado los estadios J, de M. javanica y M.
incognita que lograron penetrar no llegaron al cilindro vascular de la raiz, fueron
confinadas en la corteza, no se desarrollaron, murieron y no formaron células
gigantes; esto indica que en esas regiones anatdmicas del sistema radical del
genotipo de chile CM-334, existe un mecanismo bioquimico de proteccién capaz de
bloquear la migracién, desarrollo y reproduccion del nematodo. Aun mas, los J;
fueron rodeadas por células necraéticas, lo que se considera una respuesta clasica de
hipersensibilidad (Pegard et al., 2005). Los mismos autores también, sugieren que
los compuestos fendlicos, especialmente el acido clorogénico podria estar
involucrado en la resistencia del material de chile CM-334 a Meloidogyne spp.,
debido a que las raices inoculadas con diferentes especies de Meloidogyne
contenian 59 veces mas acido clorogénico por gramo de tejido que el tejido no

inoculado y siete veces mas que el tejido del cultivar susceptible inoculado.



La informacion que se tiene actualmente sobre la interaccion entre el cultivar de
chile CM-334 y el nematodo agallador de raices Nacobbus aberrans sehala que la
actividad de la enzima PAL, de plantas del CM-334 inoculadas con N. aberrans,
permanecié baja durante casi todo el periodo de evaluacién de 21 dias, en
comparacioén con las no inoculadas (Godinez-Vidal et al., 2007). Por lo anterior se ha
sugerido que el nematodo podria ser responsable de la inhibicion de la expresion del
gen correspondiente y por lo tanto de la reduccién de la actividad de la enzima
(Godinez-Vidal et al., 2007).

Nematodos fitoparasitos involucrados en la inhibicion o perdida de la
resistencia
Los nematodos que frecuentemente se han asociado con el fendmeno de pérdida de
la resistencia, como los agalladores de las raices (Meloidogyne spp. y Nacobbus
spp.) y los formadores de quistes (Globodera spp. y Heterodera spp.), se
caracterizan por inducir en sus hospedantes la formacion de estructuras
especializadas para su alimentacion (células gigantes o sincitios) (Jones, 1981;
Goddijn et al., 1993; Sijmons, 1993; Williamson y Hussey, 1996). La formacién de
estas estructuras resulta de la interaccion compleja entre el patégeno y la planta
hospedante, en la cual el nematodo altera los patrones de expresién génica de las
células vegetales destinadas a la alimentacion del nematodo (Sijmons, 1993;
Zavaleta-Mejia, 2002).

Los juveniles de segundo estadio (J2) de los nematodos formadores de agallas son
atraidas a la zona de elongacién, donde penetran la raiz, y entonces migran
intercelularmente, mientras separan la lamina media entre las células del tejido
cortical. Este proceso parece requerir fuerza mecanica y secreciones enzimaticas
del nematodo. En Arabidopsis, los J, migran del apice de la raiz, de alrededor de la
region del meristemo apical, hacia la zona de diferenciacion, ahi en respuesta a las

sefales del nematodo, las células procambiales adyacentes a la cabeza del



nematodo son transformadas a células gigantes, y obtienen nutrientes del floema via

simplasto (Williamson y Hussey, 1996).

Nacobbus aberrans se distingue por su marcado dimorfismo sexual y por las
hembras obesas. Las hembras en su ciclo de vida presentan cuatro estadios
juveniles y uno adulto migratorio. Los juveniles del tercero y cuarto estadio (J3 y Ja)
se encuentran enrollados en el interior de las raices y son relativamente inactivos, a
diferencia de los juveniles del segundo estadio (J2) que son migratorios activos. La
hembra se convierte en sedentaria una vez que ha inducido un sitio especializado de
alimentacion, produce una matriz gelatinosa que es atrayente de los machos y en la
cual deposita sus huevos después de la fertilizacién (Inserra et al., 1983; Del Prado-
Vera, 1985).

Respuestas moleculares del hospedante a la invasién por nematodos
fitoparasitos

Los complejos cambios morfoldgicos vy fisioldégicos que ocurren durante el desarrollo
de los sitios de alimentacion por los nematodos, son el reflejo de la alteracion de la
expresion génica en el hospedante (Sijmons, 1993; Atkinson, 1994; Niebel et al.,
1994). Las respuestas moleculares del hospedante incluyen las inducidas por el
dafio mecanico o estrés provocado por la infeccion por el nematodo, asi como las
dirigidas a la iniciacién y mantenimiento de los sitios de alimentacion. Muchos de los
genes involucrados en las respuestas son miembros de familias de genes con
regulacion compleja, por lo que, es dificil de interpretar su regulacién (Williamson vy
Hussey, 1996). También, los niveles de algunas hormonas vegetales son alterados
en raices infectadas por nematodos agalladores, tales como auxinas, etileno y
citocininas. Muchos de los cambios que ocurren en las raices cuando son infectadas
por nematodos como Meloidogyne también son inducidos con la aplicaciéon de
auxinas en la raiz, esos cambios incluyen la endoduplicacion, alargamiento celular,
rompimiento de la pared celular y formacién de raices laterales (Godelieve y Fenall,

2002). Las auxinas inducen la sintesis de la enzima 1-amino ciclopropano-1-
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carboxilico sintasa (ACC), clave en la biosintesis del etileno (Goverse et al., 2000). El
etileno juega un papel importante en la formacién de quistes e induce la degradacién
de pared celular (Goverse et al., 2000). El etileno también puede modificar la forma
de la célula, como resultado de cambios en el citoesqueleto (Shibaoka, 1994). En el
caso de las citocininas el mecanismo de accién en la formacién de los sitios de
alimentacion para los nematodos, ha sido poco estudiado, y lo que se conoce al
respecto es que altos niveles de citocininas se correlacionan con la susceptibilidad
de la planta a nematodos agalladores, ademas se sabe que Meloidogyne spp. es

capaz de producir citocininas (Kochba y Samish, 1972; Bird y Loveys 1980).

En cuanto a la alteracion de la expresion génica del hospedante, se tiene evidencia
que en raices de jitomate en las que se estimuld la expresion de genes relacionados
con el sistema de proteccion de la planta, 12 horas después de la inoculacion con
nematodos agalladores, los genes activados involucrados en la “proteccién”, fueron
los que codifican para las peroxidasas, quitinasas, lipogenasas, extensina e
inibidores de proteasas (Williamson y Hussey, 1996; Godelieve y Fenoll, 2002).
También, en jitomate, después de inocular el sistema radical con Meloidogyne
incognita y M. hapla, se indujo la expresion del gen hmg2 que codifica para la
enzima hidroxi-metil-glutaril-Co A reductasa (HMGCoA reductasa); esta enzima
cataliza la biosintesis de fitoesteroles y fitoalexinas sesquiterpenoides, (Cramer et al.,
1993). Al respecto, se conoce la existencia de familias de genes que codifican para
la sintesis de HMGCoA reductasa, la expresion de ellos depende de los factores
ambientales, entre otros, del estrés causado por patdgenos; en jitomate la expresion
del gen HMG 1 llevo a la sintesis de esteroles, mientras que la expresion del HMG 2
a la sintesis de fitoalexinas sesquiterpénicas y se activa cuando la planta esta herida
o infectada (Weissenborn, et al., 1995). La importancia de esta estimulacion, radica
en el hecho de que el nematodo es incapaz de sintetizar sus propios esteroles y por
lo tanto, es totalmente dependiente de su hospedante para obtenerlos (Chitwood y
Lusby, 1991). En relacion con esto, se ha sefialado que también los esteroles

ejercen un profundo efecto en el ciclo de vida de Phytophthora spp. que incluye a
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Phytophthora capsici; ademas, los esteroles son necesarios para su crecimiento y

reproduccion, sexual y asexual (Elliot, 1983).

Por otro lado, en plantas de Arabidopsis inoculadas con M. incognita y Heterodera
shachti, hubo un decremento en la expresion del gen que codifica la enzima PAL
(Goddijn et al., 1993). Asi, la disminucion de la actividad de la PAL podria

representar una respuesta de susceptibilidad del hospedante.

Otros cambios de la expresion génica han sido observados en plantas de tabaco
inoculadas con M. incognita ; entre ellos, esta el incremento, respecto al testigo no
inoculado, de la expresion del gen TobRB7, que codifica para una proteina (Prb7)
membranal intrinseca especifica aparentemente de raices, la que se cree es una
acuaporina (Opperman et al., 1994). Lo anterior sugiere que la sobre expresion del

gen es requerida para el desarrollo exitoso o mantenimiento del sitio de alimentacion.

Actualmente, no existe informacion respecto al efecto de N. aberrans en la expresion
génica de sus células hospedantes; sin embargo, no se descarta la posibilidad de
que tenga un efecto similar al ejercido por Meloidogyne spp., debido a que también
induce la formacién de un sitio especializado de alimentacion acompafiado de
hipertrofia e hiperplasia y formacién de agallas en el tejido radical (Del Prado-Vera,
1985). Estos cambios en la raiz  probablemente involucran también una
reprogramacion de la expresidn génica de las células afectadas. Al respecto, la
actividad de la enzima PAL en la raiz de plantas del chile CM-334, fue menor que la
del testigo, 21 dias después de la inoculacion; lo cual podria estar asociado con la
represion de la expresion del gen que codifica la sintesis de PAL por el nematodo
(Godinez-Vidal, 2007).

No todos los genes que participan en una determinada ruta metabdlica, son
inducidos durante la formacién de los sitios de alimentacién del nematodo, este
parece afectar puntos intermedios de las rutas metabdlicas y no el punto inicial en el

que la ruta es normalmente controlada por la planta; asi utilizan la mayor parte de las
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rutas metabdlicas propias de la planta y las modifican, para su beneficio (Godelieve y
Fenoll, 2002). Por ejemplo, los nematodos pueden alterar localmente los niveles de
auxinas al cambiar el transporte polar de las mismas a través de la induccion de la
ruta de los flavonoides, como se ha descrito para Rhizobium leguminosarum
(Mathesius et al., 1988; Hutangura et al., 1999). Esto, cobra sentido si se considera
que en las secreciones del nematodo se ha detectado las enzimas corismato mutasa
y chalcona sintetasa, involucradas en la sintesis de flavonoides (Hutangura et al.,
1999).

Mecanismos de proteccion bioquimica en las plantas

Con la evolucién, las plantas han desarrollado mecanismos para sobrevivir a
condiciones adversas; entre ellos estdn los mecanismos de resistencia a
enfermedades, con los que se protegen de algunos de los agentes infectivos de su
ambiente. Al respecto, se ha propuesto que todas las plantas poseen el potencial
genético para defenderse del ataque de patégenos bidticos y que la resistencia o la
susceptibilidad esta determinada por la velocidad y la magnitud con que ese
potencial se expresa, asi como la actividad de los productos de los genes (Egea et
al., 1996). Una manera en que las plantas reaccionan ante la invasion de los
patégenos es el incremento de la actividad de varias enzimas que llevan a la sintesis
de diversos compuestos. Algunos de esos compuestos sintetizados son fitoalexinas,

fenoles y lignina (Fernandez-Pavia, 1997).

Ruta de los fenilpropanoides

La ruta de los compuestos fenilpropanoides esta considerada como una de las mas
importantes de las plantas, debido a que, a lo largo de ella se sintetizan una amplia
variedad de productos que intervienen en las respuestas contra los patégenos. Entre
esos compuestos estan los flavonoides, isoflavonoides, monolignoles y lignina
(Dixon, 2001). La lignina es un polimero que puede funcionar como una barrera fisica

contra el ingreso de patégenos (Mitchell et al., 1999).
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El primer paso de la biosintesis de los fenilpropanoides es catalizado por la enzima
fenilalanina amonioliasa (PAL, EC 4.3.1.5), que transforma la L-fenilalanina a acido
trans-cinamico. La L-fenilalanina deriva del corismato, de una reaccion catalizada
por la corismato mutasa (CM, EC 5.4.99.5) y el prefanato como intermediario (Figura
1.) (Nugroho et al., 2002). Estudios de compartamentalizacién demostraron que la
PAL esta localizada principalmente en el citoplasma y también puede estar asociada
a la membrana de algunos organelos. Ademas, un estudio desarrollado para
determinar la localizacion de la PAL demostré que la sintesis de antocianinas vy
flavonoides se lleva a cabo en la epidermis, mientras que la sintesis de la lignina se

lleva a cabo en otros tejidos (Jones, 1984).
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Figura 1. Ruta de biosintesis de productos fenilpropanoides derivados de
fenilalanina. Tomado de Nugroho et al., 2002.

La actividad de la fenilalanina amonioliasa parece modificarse notablemente en
respuesta a los estados fisioldgicos de la planta y durante los eventos patoldgicos. Al
respecto, los tratamientos con inductores (“elicitores”) y heridas en papa
incrementaron la actividad de la PAL. En leguminosas, el virus del mosaico del
tabaco (TMV) indujo la actividad de la PAL seguida por la induccion de fitoalexinas
antimicrobianas (Jones, 1984). En papa la sintesis de compuestos relacionados con

los mecanismos de proteccion al ataque de patégenos esta acompafiada de sintesis
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nueva de proteinas o enzimas involucradas con su produccion; la PAL es una de
esas enzimas (Yoshioka y Doke, 1994). En hojas de papa inoculadas con razas
compatibles e incompatibles de P. infestans la activacion transcripcional del gen pal

ocurrié 30 minutos después de la inoculacion (Fritzemeier et al., 1987).

Ademas, se ha inducido la acumulacién de mRNA de PAL en tubérculos de papa al
ser inoculados con razas incompatibles de P. infestans, mientras que solamente se
detectd una pequefa acumulacion de mRNA cuando se inoculdé con una raza
compatible (Yoshioka y Doke, 1994). Se han obtenido resultados similares en
tubérculos de papa elicitados con glucanos provenientes de la pared celular de las
hifas del oomiceto (Yoshioka y Doke, 1994).

Por otro lado se ha demostrado la correlacion directa entre la actividad de la PAL y el
nivel de resistencia del hospedante a los patdgenos, asi como los incrementos en
otros patosistemas después de la inoculacidn con diferentes especies de
Phytophthora (Friend et al., 1973). Mozzetti et al. (1995), demostraron que la
actividad de la PAL no incrementd en las hojas de lineas isogénicas del cultivar de
chile Quadrato, susceptibles y resistentes, después de la inoculaciéon con P. capsici.
En contraste, los mismos autores observaron el incremento de la actividad de la PAL
en los extracto de células, de isolineas emparentadas, cultivadas en suspension 6
horas después de la inoculacién con P. capsici. La explicacion que dan los autores a
este comportamiento es que las células cultivadas en suspension, estuvieron
expuestas de manera mas homogénea al contacto con el patdégeno; mientras que en
las hojas, el ataque del patdégeno y la respuesta de resistencia expresada como

actividad de PAL quizas solo sucedi6 en algunas células.

La participacion de la enzima PAL en el desarrollo de la resistencia, es un paso
preeliminar para la biosintesis y acumulacién de compuestos aromaticos con
propiedades antimicrobiales vy lignificacion. Algunos de los compuestos con
propiedades téxicas a P. capsici que se forman en esta ruta de biosintesis son los

compuestos fendlicos, y se ha demostrado la correlacion del contenido de fenoles
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con la acumulacién de mRNA que codifica para la sintesis de PAL (Fernandez-Pavia,
1997). En plantas de chile del cultivar resistente Smith-5 hubo una relacion entre el
incremento del contenido de fenoles y la inhibicidn de la infeccién provocada por P.

capsici (Candela et al., 1995).

Algunos compuestos fendlicos que se incrementaron durante la infeccion del
oomiceto se detectaron solamente en el espacio intercelular de las hojas,
especialmente en el cultivar de chile resistente Phoyo 636 (Lizzi et al., 1995). De los
acidos fendlicos que inhiben el crecimiento micelial de P. capsici destaca el acido
transcinamico, seguido de los acidos p-hidroxibenzoico, vanilico y salicilico (Candela
et al., 1995). Sollars et al. (1993), reportan que los acidos caféico, coumarico, ferulico

e hidroxibenzadico, e hidroxiquinona fueron toxicos para P. capsici.

También algunos compuestos fendlicos son toxicos a nematodos, entre ellos destaca
el acido transcinamico, seguido por el pirogalol, el acido 2-OH naftoico y el
etilgalato. Después de la auto-oxidacién, los compuestos como el acido a-resorcilico,
3,4 hidroxibenzdico, acido ferulico y acido caféico presentaron alta actividad toxica
contra M. incognita; sin embargo, éstos acidos presentaron actividad nematicida
limitada antes de la auto-oxidacion (Mahajan et al., 1985). Lo anterior sugiere que la
actividad de los compuestos fendlicos se debe a su estado de oxido-reduccion, y que
ciertas enzimas deben intervenir para oxidarlos. Las oxidaciones son reacciones que
ocurren durante la invasion de las plantas por patégenos, y es un mecanismo comun
de resistencia (Goémez-Vasquez et al., 2004). La oxidacion de ciertos compuestos
fendlicos ha sido asociada a los mecanismos de reaccidon del hospedante en la
interaccién planta-nematodo. Huang y Rhode (1973) realizaron pruebas
histoquimicas en la raiz del cultivar de jitomate Nemared, resistente a M. incognita, e
identificaron una gran cantidad de compuestos fendlicos, acumulados en el tejido
dafiado, principalmente acido clorogénico en su forma oxidada. La resistencia del
genotipo CM-334 a Meloidogyne spp es explicada, en parte, por la presencia de

acido clorogénico (Pegard et al., 2005).
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Peroxidasas

Una de las proteinas inducidas en las plantas durante la patogénesis es la
peroxidasa (EC 1.11.1.7 donador: hidrogeno-peroxido oxidoreductasa, POX). Las
peroxidasas han sido detectadas en todas las plantas vasculares estudiadas hasta
ahora, y pueden ser acidicas o de tipo basico dependiendo de su punto isoeléctrico.
Tipicamente hay entre 10 y 20 isoformas que pueden diferir en mas del 50% por su
secuencia peptidica, algunas otras se originan por modificaciones post
transcripcionales (Lagrimini et al., 1997). Las peroxidasas basicas se encuentran
tanto en las vacuolas como en la pared celular, las peroxidasas acidicas estan
normalmente restringidas a la pared celular y su actividad es mayor que las
peroxidasas basicas; ademas, estan mas relacionadas con la polimerizacion de la
lignina, debido a su afinidad con el alcohol coniferil, su localizaciéon en la pared
celular y su expresion en la lignificacién del tejido (Boudet, 2000). De estos estudios
surge la idea que mas de un tipo de isoenzimas de peroxidasas puede participar en
la lignificacion. Esta observacion podria explicar porque en la interaccion P. capsici —
C. annuum son inducidas diferentes isoenzimas, tanto en la fraccion extracelular
como en la correspondiente a la pared celular (Egea et al., 2001). Lo anterior soporta
la teoria que las peroxidasas tienen una funcion relevante en la biosintesis de la
pared celular secundaria, ya que polimerizan los alcoholes hidroxi y
metoxicinamicos, con la consecuente formacién de lignina y puentes con la celulosa,

pectina e hidroxiprolina (Boudet, 2000).

En lo que concierne a las respuestas de resistencia de las plantas a algunos
patégenos, la actividad de las peroxidasas se correlaciona directamente con la
oxidacion de los compuestos fendlicos que genera quinonas, y con la sintesis de
lignina (Pollock y Drysdale, 1976; Boudet, 2000). En la interaccion entre C. annuum
y P. capsici, el incremento de la actividad de las peroxidasas estuvo acompanado
con el aumento de compuestos fendlicos, y estos eventos se relacionaron con la
resistencia de la planta al oomiceto (Fernandez-Pavia, 1997; Gayoso et al., 2004)

Por otro lado, Lizzi et al. (1995) sefialaron que las peroxidasas intercelulares no
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parecieron estar involucradas en el proceso de lignificacion, durante la respuesta
hipersensitiva, inducida por P. capsici en un cultivar de chile resistente. En contraste,
Egea et al. (2001) reportaron que la sintesis o acumulacién de ésta enzima se llevo a
cabo en células en suspension “elicitadas” con micelio de P. capsici; las peroxidasas
estuvieron presentes tanto en el medio extracelular como en la fraccion de la pared
celular. En el estudio los autores usaron tres cultivares de chile con diferente nivel de
resistencia a P. capsici y encontraron diferentes isoenzimas con distintos puntos
isoeléctricos y variacion en la actividad de las peroxidasas extracelulares en los tres
cultivares evaluados después de la inoculacion con el elicitor. Los resultados apoyan
la idea de que las peroxidasas pueden utilizarse como marcadores de la resistencia
a P. capsici. También se ha reportado la inactivacion de peroxidasas en la fraccion

de la pared celular en materiales susceptibles al oomiceto (Egea et al., 2001).

Cuando se comparo la actividad de las peroxidasas del material NM6-4 susceptible a
P. capsici, con el genotipo resistente CM-334, se observé incremento en ambos; sin
embargo, en el material resistente fue significativamente mayor, y la maxima
actividad se presentd a los 4, 7 y 9 dias después de la inoculacion con el patdégeno
(Fernandez-Pavia, 1997). Ademas, el mismo autor encontro tres isoenzimas acidicas
con diferente punto isoeléctrico y una de tipo basico en las raices de ambos
materiales. La mayor actividad de peroxidasas en el material CM-334 se relacioné
con el incremento de peroxidasas acidicas. Estos resultados sugieren que este tipo
de isoenzimas pueden desempefiar un papel importante en la respuesta de
proteccion de la planta en presencia del patégeno. En cuanto a la isoenzima de tipo
basico detectada en ambos materiales, 48 horas después de la inoculacién con el
oomiceto, parece estar relacionada con la infeccion mas que con la respuesta de

defensa (Fernandez-Pavia, 1997).

En la interaccion C.annuum L. var annuum — P. capsici, el incremento de la actividad
de las peroxidasas en la raiz lo presentaron las plantas inoculadas con el oomiceto y
las no inoculadas, pero fue significativamente mayor en las plantas inoculadas,

después de 12 y 48 horas de la inoculacion (Gayoso et al., 2004). En el tallo y las
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hojas el patrén de la actividad enzimatica de peroxidasa se mantuvo constante desde
las 12 horas posteriores a la inoculacién hasta el quinto dia, y presentaron un
incremento del 54 y 90% respectivamente al séptimo dia después de la inoculacién.
El contenido de H,O, en la raiz de las plantas inoculadas se mantuvo constante
durante los primeros tres dias y su contenido incremento 87%, respecto a las plantas
no inoculadas, 7 dias posteriores a la inoculacion con P. capsici. Estos resultados
indican que la actividad de las peroxidasas no es la principal fuente de especies
reactivas de oxigeno (por sus siglas en ingles AOS) durante la respuesta de
hipersensibilidad. Esta idea es reforzada con los resultados obtenidos por Ueeda et
al., (2006); quienes encontraron que en el material susceptible California Wonder la
acumulacion de RNAm que codifica para la sintesis de peroxidasas ocurrié en los
primeros 30 minutos posteriores a la inoculacion con P. capsici, se mantuvo por 18
horas y a partir de este tiempo disminuyé. En cambio, los autores citados no
detectaron esa acumulacién en el material resistente CM-334. Ellos concluyeron que
la sintesis de nuevas peroxidasas disminuiria la concentracién de H,O, e inhibiria la

respuesta de hipersensibilidad.

Otra funcion de las peroxidasas es la oxidacion de diferentes compuestos fendlicos.
Al respecto, el incremento de la actividad de las peroxidasas en tallo y hojas del
material de chile var. Annuum al parecer resistente, 7 dias después de la inoculacion
con P. capsici, se asocié con un incremento en el contenido de fenoles; lo anterior
fortalece la idea de que las peroxidasas pueden estar involucradas en la reaccion de

proteccion de las plantas a los patdgenos (Gayoso et al., 2004).
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ll. MATERIALES Y METODOS

Establecimiento de las plantas de chile

Semillas de chile CM-334 resistentes a P. capsici, se enjuagaron con agua destilada
estéril y se desinfectaron sumergiéndolas en hipoclorito de sodio al 1 % por 1 minuto,
posteriormente se lavaron varias veces con agua destilada estéril para retirar el
cloro. Las semillas se germinaron a 28 °C en cajas germinadoras sobre papel
secante esterilizado y humedecido. Las semillas germinadas se transplantaron a
macetas que contenian arena estéril como sustrato. Diariamente se regaron con
agua estéril, y fertilizaron con una solucion nutritiva (solucion madre preparada con
620 g de Nitrofoska® (12-12-12-2) en 20L de agua y, diluida en 10 partes de agua) tres veces por
semana. La fertilizacion inicio 8 dias posteriores al transplante. Las macetas se mantuvieron a
28 °C, con un fotoperiodo de 14 horas con luz y 10 de oscuridad y una intensidad

luminosa de 6768 lux, en camaras de crecimiento

Preparacion del inéculo e inoculacion con N. aberrans

Las masas de huevos se extrajeron raices de jitomate agalladas, éstas se
incubaron a 28 °C en cajas Petri con una solucién de fungicida Captan® y antibiético
Cloranfenicol®, ambos al 0.1 % en agua destilada estéril. Una vez que la mayor parte
de los huevos eclosionaron, se cuantificé el numero de individuos juveniles (J;) por
mL de suspension y se inocularon 2000 J, por planta en la base del tallo cuando las

plantas tenian de 4 a 5 hojas verdaderas.
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Preparacion del inéculo e inoculacion con P. capsici

La produccion e inoculacién del inoculo se realizé de acuerdo a Pérez (1985). El
aislamiento 6143 de P. capsici fue proporcionado por la Dra. Fernandez-Pavia En
cajas Petri con medio V8 (355 mL de jugo V8; 4 g de CaCOs3; 16 g de agar, en un
volumen final de 1 L) se colocé en el centro un disco de 0.5 cm de diametro con
medio de cultivo con crecimiento micelial de P. capsici. Las cajas se mantuvieron a
28 °C, en la oscuridad, y 20 dias después el contenido de las cajas se fragmenté en
cuatro porciones, cada una se colocé en una caja Petri con agua destilada estéril y
se mantuvieron a 28 °C durante 10 dias. Al término de ese tiempo las cajas se
expusieron a 4 °C durante 2 horas, para estimular la liberacién de zoosporas, y una
vez liberadas se cuantificaron en un hematocitémetro (Marienfeld®). Se inocularon 3
x10° zoosporas por planta, aplicadas en la base del tallo. Para favorecer la infeccion
por el oomiceto, previo a la inoculacion, las macetas se saturaron con agua estéril
por 24 horas. La inoculacion con P. capsici se realizé 21 dias después de haber

inoculado al nematodo (Trujillo et al., 2005).

En los experimentos realizados, a menos que se especifique de otra manera, las
plantas se inocularon con P. capsici, N. aberrans o ambos patdgenos y los testigos
consistieron en plantas no inoculadas. Asi, se generaron cuatro tratamientos en
cada experimento, y en cada uno de ellos la toma de muestras de tejido radical y de
vastago se realizdé a diferentes tiempos después de la inoculacion (piPc) con el

oomiceto.
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Establecimiento de los ensayos

Ensayo 1: Actividad enzimatica y contenido de fenoles solubles totales

durante las 96 h posteriores a la inoculacién con P. capsici

El propédsito de este primer ensayo fue conocer la actividad de las enzimas
peroxidasas y PAL y los cambios del contenido de fenoles solubles totales durante
las primeras 96 horas posteriores a la inoculacion, individual y combinada, con N.
aberrans y P. capsici en la raiz y el vastago de las plantas de chile. Para ello se
establecieron cuatro tratamientos (plantas sin inocular: Control, inoculadas con el
nematodo: Na, inoculadas con el oomiceto: Pc e inoculadas con ambos patdgenos
N-Pc). En este experimento las plantas fueron muestreadas a las 6, 12, 24, 48, 72 y
96 horas posteriores a la inoculacion con P. capsici (piPc) y para cada tiempo de
cada tratamiento se tuvo un numero variable de plantas, entre 12 y 20. Se separaron
la raiz y el vastago de cada planta y los estratos de cada tiempo de cada tratamiento
se mezclaron para preparar una muestra compuesta, y posteriormente se congelaron
con nitrégeno liquido, se trituraron y almacenaron a -50 °C hasta su utilizacién. El
tejido de cada muestra compuesta se licu6 con 10 mL de acetona por gramo de
tejido para remover pigmentos, la mezcla fue filtrada y la extraccidon del residuo con
acetona fue repetida cinco veces, hasta que las muestras perdieron su coloracion.
Durante la extraccion las muestras se mantuvieron en hielo. El residuo del extracto
acetonico (esto es el polvo, llamado polvo de acetona) se dejé secar a temperatura
ambiente y se almacend a -25 °C hasta su utilizacién. El extracto aceténico fue

utilizado para la determinacion de fenoles solubles totales.
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Ensayo 2: Actividad enzimatica y contenido de fenoles solubles totales

en diferentes estratos de plantas de chile seis horas después de la inoculaciéon

Este segundo ensayo fue realizado para determinar si existen diferencias en la
actividad de las enzimas peroxidasas y PAL y en el contenido de fenoles solubles
totales en dos estratos de la raiz (apices y el resto del sistema radical) y en el
vastago de la planta a las 6 horas piPc. Para esto, se establecieron los mismos
tratamientos que en el Ensayo 1, y cada uno estuvo representado por seis plantas.
Seis horas después de haber inoculado con P. capsici, las plantas fueron
cosechadas, se lavaron las raices y se separaron del vastago. La raiz se dividié en
dos estratos: uno incluyé los primeros 3 cm desde el apice (zona de diferenciacion
celular) y el otro contenia el resto de la raiz (sistema radical sin apices). El vastago
incluyo tallo y follaje. Cada seccion de las plantas, que conformaron un tratamiento,
se mezclé para preparar una muestra compuesta. El procesamiento,
almacenamiento y obtencion del polvo del extracto con acetona se realizé en la
forma descrita en el Ensayo 1. El extracto aceténico fue utilizado para cuantificar los

fenoles solubles totales.

Ensayo 3: Cuantificacion de acido clorogénico en plantulas de chile

resistente y susceptible a P. capsici inoculadas con N. aberrans

La finalidad de este tercer ensayo fue identificar y cuantificar el contenido de acido
clorogénico en plantulas de chile resistente (CM-334) y susceptible (J. E. Parker) a P.
capsici inoculadas unicamente con N. aberrans, para ello se establecieron cuatro
tratamientos: 1) plantas resistentes con nematodo (R Na), 2) resistentes sin
nematodo (R control), 3) susceptibles con nematodo (S Na) y 4) susceptibles sin
nematodo (S control); cada tratamiento consistid de cinco plantulas. La inoculacién
con N. aberrans se realizé cuando las plantulas de chile presentaban cuatro o cinco
hojas verdaderas, con una suspension de 2000 J, en la base del tallo de las plantas.

Cinco dias después de haber realizado la inoculacién con el nematodo, las plantas
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fueron extraidas de la camara de crecimiento, removidas de las macetas, se lavaron
las raices y se separaron del vastago. De cada planta (sin inocular e inoculadas,
susceptible y resistente), muestras con segmentos de tejido de raiz, tallo y hojas (0.4
g) seleccionados al azar, se colocaron separadamente en 10 mL de metanol al 100
% durante 24 horas. Los extractos obtenidos fueron usados para la identificacién y

cuantificacion de acido clorogénico.

Extraccidon de proteina y cuantificacion de la actividad enzimatica de las

peroxidasas

Todos los pasos se realizaron manteniendo las muestras en hielo. La extraccion de
la proteina se hizo a partir de 25 mg del polvo extraido con acetona, el polvo fue
homogenizado en 5 mL de amortiguador de pH Tris-HCI [Tris-HCI pH 7.1, PVP al 1
% (p/v)] en un ultrahomogenizador a 20000 rpm, durante 1 min. El homogenizado fue
filtrado y centrifugado a 13000 g por 20 min. La concentracion de proteinas se
determiné por el método descrito por Bradford (1976), para lo que se utilizé albumina

sérico-bovina (BSA), fraccion V (Sigma), como estandar (Apéndice 1).

La actividad de las peroxidasas se determind con el incremento de la absorbancia
(AA min™', 470 nm; 25 °C) debido a la formacion de tetraguaiacol. De acuerdo con
Chance y Maehly (1955), se utiliz6 como coeficiente de extincidon del tetraguaiacol
26.6 mM™ cm™ en una solucién que contenia 150 pL de extracto crudo, 2.5 mL de
amortiguador de pH Tris-HCI (Tris-HCI pH 7.1), 100 pL de H2O, al 0.25 % y 50 yL de
guaiacol 0.1 M. Los resultados se expresaron como uMoles de tetraguaiacol por mg
de proteina min™". De cada muestra compuesta se tomaron cinco submuestras, cada
una de 25 mg y fue considerada como una repeticion, de esta manera se realizaron

cinco repeticiones por tratamiento.
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Extracciéon de proteina y cuantificacion de la actividad enzimatica de PAL

Para la extraccion de la proteina se utilizaron 25 mg del polvo extraido con acetona,
homogenizados en 5 mL de amortiguador de pH, preparado con borato de sodio
[borato de sodio 0.1M, pH 8.8, PVP al 1% (p/v) y 0.02 M B-mercaptoetanol] en un
ultrahomogenizador a 20000 rpm, durante 1 min. El homogenizado fue filtrado y
centrifugado a 13800 g por 20 min. La enzima fue semipurificada a partir del
sobrenadante, para esto, primero fue precipitada con sulfato de amonio, a una
saturacion final de 46 %; la mezcla fue centrifugada nuevamente a 13800 g por 20
min. El precipitado se disolvié con amortiguador de acetato de amonio [acetato de
amonio 0.1 M, pH 7.7 y B-mercaptoetanol 0.02 M]. La concentracion de proteinas se

determind de la manera arriba indicada

La actividad de PAL (E.C. 4.3.1.5; PAL) se determino de acuerdo a Martinez-Téllez y
Lafuente (1997), y se midié con un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 290
nm, por la produccion de acido trans-cinamico a partir de L-fenilalanina. La mezcla
de reaccion contuvo 2 mL del extracto de proteina y 0.6 mL de una solucién con L-
fenil alanina 100 mM en un volumen total de 6 mL. La mezcla se incubd a 40 °C por
2 h. Para determinar la cantidad de acido trans-cinamico producido en esas
condiciones, se preparo una curva estandar con &acido frans-cinamico (Sigma)
disuelto en amortiguador de borato de sodio (borato de sodio 0.1 M, pH 8.8)
(Apéndice 2). La actividad de la enzima se expresé en nanomoles de acido trans-
cinamico por ug de proteina producidos en 2 h de reaccion. De cada muestra
compuesta se tomaron cinco alicuotas de de 25 mg, de esta manera se cuantificaron

cinco repeticiones por tratamiento.
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Cuantificacion de fenoles solubles totales

La cuantificacién de los fenoles solubles totales se realizé mediante el método de
Folin-Ciocalteu descrito por Waterman y Mole (1994) con las siguientes
modificaciones: de los extractos acetdnicos, de las muestras compuestas, se
tomaron cinco alicuotas de 250 y 600 pL de los extractos del vastago y la raiz,
respectivamente, cada alicuota fue considerada como una repeticion, por tanto se
tuvieron cinco repeticiones por tratamiento; se agregd agua desionizada para
completar un volumen de 17 mL. A esta solucién se agregd 1 mL del reactivo Folin
Ciocalteu (Sigma), se homogeniz6é y adicionaron 2 mL de Na;CO; al 10 %. La
cantidad de fenoles solubles totales se determind en un espectrofotometro, a 760
nm, después de generar el color azul correspondiente a la concentracion de
compuestos fendlicos, mediante la permanencia de las muestras en oscuridad

durante 2 h. Se utilizé acido tanico (Sigma) como estandar (Apéndice 3).

Identificacion y cuantificacion de acido clorogénico

La identificacion y cuantificacién de acido clorogénico se realizé con el método
descrito por Pegard y colaboradores (2005). Veinticuatro horas después de colocar
las muestras de tejido en metanol, el tejido fue removido del extracto mediante
filtracion a través de papel Whatman No. 4, y llevado a sequedad en un evaporador
rotatorio con vacio y temperatura de 38 °C. El extracto concentrado fue resuspendido
en 1 mL de la fase modvil, que consisti6 en una solucion de metanol:acido
acético:agua (25:1:75 v/v). La muestra se filtré a través de acrodiscos de diametro de
poro de 0.45 um antes de inyectarse al HPLC (Perkin-Elmer, Serie 200, controlado
por una computadora personal mediante el software TotalChrom 2002. Se uso una
columna analitica “Hypersil ODS.2” (250x 46 mm) con tamafo de particula de 5 umy
como eluyente la mezcla de metanol: acido acético: agua anteriormente indicada,
bajo un sistema isocratico con un flujo de 1 mL min”. EI volumen de muestra

inyectado fue 20 ulL y el tiempo de analisis de 20 min. La deteccion del compuesto
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fendlico fue monitoreada utilizando un detector de luz UV de de 254 nm de longitud
de onda y temperatura constante de la columna a 30 °C. Para identificar y cuantificar
el contenido de acido clorogénico, los cromatogramas fueron comparados con
curvas estandar preparadas con &acido clorogénico (Sigma Aldrich). Todos los

disolventes tuvieron pureza “grado cromatografico” (Sigma Aldrich).

Analisis estadistico

El experimento fue analizado con un disefio completamente al azar. Los datos
obtenidos en todos los ensayos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y a
una comparaciéon de medias con la prueba de Tukey (P < 0.05), para lo cual se utilizé
el programa estadistico SAS (SAS Institute, 1999-2000, versién 8.1), para

computadora personal.
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IV RESULTADOS

Actividad enzimatica de las peroxidasas

Ensayo 1

La actividad de las peroxidasas en el sistema radical completo de las plantas testigo
(sin ningun inéculo) se mantuvo constante durante las 96 horas (P < 0.05), excepto
en el muestreo realizado a las 48 horas, en el que hubo un 46 % de incremento de la

actividad (Cuadro 1, primer ensayo, tratamiento Control).

En contraste, en el sistema radical completo de las plantas inoculadas unicamente
con P. capsici la actividad de las peroxidasas fue incrementando a lo largo de las
primeras 24 horas, momento en el que alcanzé una actividad mayor al 55 %,
respecto a la determinada 6 horas después de la inoculacién con el oomiceto (P <
0.05) y a partir de las 48 horas la activacion se revertié al nivel de las primeras horas.
En las siguientes horas se recupero la actividad, pero los valores registrados a las 72
y 96 horas fueron estadisticamente diferentes (P < 0.05) (Cuadro 1, primer ensayo,

tratamiento Pc).

La actividad de las peroxidasas en el sistema radical completo de las plantas
inoculadas so6lo con el nematodo mostré fluctuacion durante el periodo de las 96
horas evaluadas; pues, a las 12 horas incrementé significativamente (22 %) respecto
a la actividad inicial (6 horas) del mismo tratamiento, pero a las 24 horas disminuyd
drastica y significativamente (47 %) respecto a la actividad inicial (6 horas). Ademas,
entre las 48 y 96 horas se recuper6 la actividad de las peroxidasas a valores
estadisticamente similares a los iniciales (6 horas) (Cuadro 1, primer ensayo,

tratamiento Na).
La inoculacion con el oomiceto no alterd la actividad de las peroxidasas del sistema

radical completo de las plantas inoculadas previamente (21 dias antes) con el

nematodo (tratamiento Na-Pc) durante las primeras 24 horas, posteriores a la
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inoculacién del oomiceto. Sin embargo, entre las 48 y 96 horas posteriores a su
inoculacion, el oomiceto generd un incremento estadisticamente significativo de la
actividad media de las peroxidasa del sistema radical completo, que varié entre 36 y
91 % respecto a la actividad media de las primeras 24 h (Cuadro 1, primer ensayo,

tratamiento N-O).
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Cuadro 1. Actividad de peroxidasas (uMoles de tetraguaiacol mg-'de proteina min-') en plantas de chile (Capsicum annum) sin inocular (Control) e inoculadas con N.
aberrans (Na), P. capsici (Pc) y ambos patégenos (Na-Pc). Las determinaciones se realizaron durante las primeras 96 h posteriores a la inoculacién con P.
capsici. La inoculacidn con el oomiceto se realizd 21 dias después de la inoculacién con N. aberrans.

Tiempo posterior a la inoculacion con P. capsici

Region anatémica Tratamiento (horas)
6 12 24 48 72 96
Ensayo 1
Control 4,0748b 4.61280b 473580 6.448A2 4.2098b 4.39580b
Pc 4,758Ad 5.924Abc 7.385A2 4,7888d 6.183Ab 5.112Acd
Sistema radical completo Na 3.642Bbc 4.433Ba 2.289pd 3.827Cab 2.995Ccd 3.732Babe
Na-Pc 3.8078cd 4.463Bbe 3.095¢¢ 7.237Az 6.279Aa 5.155Ab
C.V. 8.701 9.936 9.836 9.917 8.374 9.816
Control 0.537Ab 0.362A¢ 0.3798¢ 0.389A¢ 1.192Aa 0.4758BCbe
Pc 0.476Ac 0.336A4 0.407Acd 0.397Ad 1.227Aa 0.6428b
Véstago Na 0.517A= 0.2958b 0.317¢®b 0.2868° 0.43982 0.276¢b
Na-Pc 0.517Ab 0.2828b 0.3718b 0.360A 0.4148b 1.507Aa
C.V. 17.318 9.911 10.253 7.238 6.756 27.495
Ensayo 2
Control 3.862¢ - - - - -
Pc 44808 - - - - -
Apices de la raiz Na 4.7958 - - - - -
Na-Pc 5.802A - - - - -
C.Vv. 2.931
Control 11.4998 - - - - -
Pc 13.733 A - - - - -
Sistema radical sin apices Na 11.664 A8 - - - - -
Na-Pc 12.144 A8 - - - - -
C.V. 9.497
Control 57918 - - - - -
Pc 6.551 A - - - - -
Vastago Na 57348 - - - - -
Na-Pc 4.404° - - - - -
C.V. 6.824

Cada valor representa la media de cinco repeticiones. Valores seguidos con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05). Las letras mayusculas
corresponden a la prueba de comparacion de medias de cada tiempo de muestreo en cada zona de la planta. Las letras minusculas corresponden a la prueba de
comparacion de medias de un tratamiento en los diferentes tiempos de muestreo. (-) Tiempo no evaluado.
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La actividad de las peroxidasas en el sistema radical completo fue significativamente
mayor en las plantas inoculadas unicamente con el oomiceto, respecto a los otros
tres tratamientos, durante las 96 horas posteriores a la inoculacion del oomiceto,
excepto en el tiempo de muestreo realizado 48 horas después de dicha inoculacion;
es conveniente destacar que el valor medio, durante las 96 horas, de la actividad de
las peroxidasas de este tratamiento, se mantuvo en los 5.69 uMoles mg"' min™,
mientras que la actividad media en los otros tres tratamientos, durante las 96 horas
permanecié entre 3.48 y 5.00 uMoles mg™' min™". En contraste con la actividad media
elevada de las peroxidasas del sistema radical completo del tratamiento inoculado
unicamente con el oomiceto, las actividades significativamente menores (P < 0.05)
se presentaron en las plantas inoculadas unicamente con N. aberrans;
particularmente en las evaluaciones de las 24, 48 y 72 horas, en las que la actividad
de las peroxidasas se cuantificé entre los 2.28 y 3.82 uMoles mg™ min™” (Ensayo 1;
Cuadro 1).

Es conveniente destacar que las plantas inoculadas con ambos patdégenos
presentaron actividades de peroxidas estadisticamente similares a aquellas sin
inocular (Control) entre las 6 y 12 horas, y aunque en ambos tratamientos fue notorio
el incremento de la actividad de las peroxidasa en el sistema radical completo a las
48 horas, la actividad elevada continud hasta las 96 horas unicamente en la raiz del

tratamiento inoculado con ambos patégenos

La actividad de las peroxidasas en el vastago del tratamiento sin inocular fue poco
estable durante las 96 horas de evaluacion, pues disminuyd significativamente entre
las 12 y 48 horas, respecto a la actividad inicial de las 6 horas e incrementé
significativamente a las 72 horas, y finalmente, la actividad original se recuperé a las
96 horas. A pesar de la variabilidad de la actividad de las peroxidasas en el vastago,
a lo largo de las 96 horas de evaluacion, la actividad fue una de las mas altas en

cada tiempo evaluado (Cuadro 1, primer ensayo).
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La actividad de las peroxidasas en el vastago de las plantas inoculadas unicamente
con el oomiceto, como el tratamiento sin inocular, también se mantuvo
significativamente elevada, en la mayoria de los muestreos realizados durante las 96
horas, respecto a los demas tratamientos. El comportamiento de la actividad de las
peroxidasas de estos dos tratamientos fue similar, excepto a las 24 horas posteriores
a la inoculacion con el oomiceto, momento en el que las diferencias entre ambos

tratamientos fueron estadisticamente significativas (P < 0.05) (Cuadro 1).

En general, la menor actividad de las peroxidasas de los vastagos correspondio a las
plantas inoculadas unicamente con N. aberrans, excepto a las 6 y 12 horas, cuando
la actividad de las peroxidasas fue igual que en las plantas inoculadas con ambos

patégenos.

También, debe destacarse el incremento estadisticamente significativo de la
actividad de las peroxidasas de las plantas inoculadas con ambos patégenos al final
del experimento, respecto al tiempo previo. Durante las primeras 72 horas este
tratamiento, con la inoculacién doble, mantuvo en el vastago la actividad de las
peroxidasas estadisticamente constante, entre 0.28 y 0.51 uMoles mg™ min™ y 24
horas después, es decir en el tiempo total de 96 horas, incrementd (a 1.50 uMoles
mg™ min™), en promedio, 3.88 veces su actividad. Ademas, al final de experimento
las diferencias de la actividad de las peroxidasas de los vastagos entre los diferentes

tratamientos fueron notablemente conspicuas (Cuadro 1).
Otro aspecto igualmente sobresaliente es que en este ensayo, la actividad de las

peroxidasa del el sistema radical completo alcanzé valores al menos 10 veces

mayores a los del vastago (Cuadro 1).
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Ensayo 2

Cuando se comparo la actividad de peroxidasas en diferentes estratos de las plantas
de chile (Ensayo 2), se encontr6 que el sistema radical sin apice presento
actividades que fueron el doble de las correspondientes a los apices de la raiz y
vastago (Cuadro 1). También, sobresali6 el hecho de que la actividad de las
peroxidas del vastago en el segundo ensayo alcanzaran valores 10 veces mayores a

los obtenidos en el primer ensayo (Cuadro 1; segundo ensayo).

La respuesta de la actividad de las peroxidasas en el sistema radical sin apices fue
similar al vastago. En ambas regiones anatdmicas la actividad fue significativamente
mayor en las plantas inoculadas unicamente con el oomiceto. En contraste, la
actividad de las peroxidasas en el apice de la raiz fue significativamente mayor en el
tratamiento generado por la inoculacién con ambos patégenos (Cuadro 1; segundo

ensayo).

La actividad de las peroxidasas del sistema radical sin apices de las plantas
inoculadas solamente con N. aberrans fue estadisticamente igual a las no
inoculadas; un comportamiento similar se observé en el vastago. En cambio, en el
apice radical de las plantas inoculadas con ambos patégenos la actividad de las
peroxidasas fue significativamente mayor respecto a las plantas no inoculadas. En el
estrato correspondiente a los apices de las raices, la actividad de las peroxidasas de
las plantas inoculadas unicamente con el oomiceto, asi como el de aquellas
inoculadas sélo con el nematodo fue estadisticamente similar entre si y ambas
fueron estadisticamente superiores a la actividad de la misma zona radical de las
plantas sin inocular, pero inferior al de las plantas inoculadas con ambos patégenos

(Cuadro 1; segundo ensayo).
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Actividad enzimatica de la fenilalanina amonioliasa (PAL)

Ensayo 1

La actividad de la PAL en el sistema radical completo de las plantas testigo (sin
in6culo) se mantuvo constante durante las primeras 48 horas (P < 0.05) de
evaluacion; pero, a partir de las 72 horas disminuy6 significativamente, en promedio

50 % (Cuadro 2, primer ensayo, tratamiento Sl).

La actividad de la PAL en el sistema radical completo de las plantas inoculadas
solamente con el oomiceto en las primeras 6 horas posteriores a la inoculacion fue
2.7 veces mayor a la actividad de las plantas sin inocular y disminuyo
significativamente, en el tiempo posterior a la inoculacion con este patégeno, entre
las 12 y 96 horas. La maxima reduccién de la actividad de la PAL se alcanzé 48
horas después de la inoculacion y aunque hubo una recuperacion parcial en las
horas posteriores, la actividad permanecié significativamente baja, respecto a la
observada a las 6 horas (Cuadro 2, primer ensayo). Sin embargo, la actividad de la
PAL en el sistema radical completo, en general, fue estimulada por la inoculacién del
oomiceto uUnicamente, respecto a los otros tres tratamientos en cada tiempo

evaluado.

Por otro lado, la actividad de la PAL en la raiz de las plantas sin inocular, las
inoculadas solamente con el nematodo y con ambos patdégenos fue estadisticamente
igual durante las primeras 48 horas y después, aunque la actividad se mantuvo sin
cambios significativos en el tiempo dentro de cada tratamiento, entre los tratamientos

se presentaron algunas diferencias (Cuadro 2, primer ensayo).

Sobresalié la estabilidad de la actividad de la PAL en el sistema radical completo de
las plantas inoculadas con ambos patdégenos, ya que, aunque fluctu6 entre los 14.15
y 22.78 nMoles ug” min™, entre las 6 y 96 horas posteriores a la inoculacion del
oomiceto, los cambios no fueron estadisticamente significativos (Cuadro 2, primer

ensayo).
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La actividad de la PAL en el vastago varié significativamente, sin que se apreciara
un patron definido. Sin embargo, en las plantas sin inocular, oscilé significativamente
desde los 13.51 nMoles ug' min™ hasta los 39.59 nMoles ug’' min™, en las
evaluaciones de las 24 y 72 horas, respectivamente. En el caso de las plantas
inoculadas sélo con el oomiceto la actividad de la PAL alcanzé el valor
significativamente menor a las 48 horas, mientras que la maxima actividad se
registré a las 96 horas. El tratamiento generado por la inoculaciéon con el nematodo
unicamente, mostro cierta estabilidad de la actividad de la PAL, pues permanecio
estadisticamente constante las primeras 24 horas, pero después decay6 a menos de
un tercio (desde 32.46 hasta 9.55 nMoles ug™”' min™) y nuevamente fluctud. Quiza la
unica excepcion de esa amplia variabilidad de la actividad de la PAL del vastago en
el tiempo fue el tratamiento generado con la inoculacion con ambos patégenos; ya
que, dicha actividad permanecié baja, estadisticamente constante desde las 6 hasta
las 48 horas y luego incrementd significativa y drasticamente a las 72 y 96 horas

(Cuadro 2, primer ensayo).

La actividad de la PAL en el vastago de las plantas inoculadas unicamente con P.
capsici fue estadisticamente similar a las inoculadas solo con N. aberrans en cada
tiempo muestreado, y la unica diferencia entre ambos tratamientos se presento a las
96 horas (Cuadro 2; primer ensayo). También, la actividad de la PAL del vastago de
las plantas inoculadas solamente con el oomiceto tendié a igualar la actividad de los
vastagos de las no inoculadas (Control), pues fueron estadisticamente similares en

varios muestreos (Cuadro 2, primer ensayo).
Por otro lado, entre los niveles menores de actividad de la PAL en el vastago

estuvieron los correspondientes a las plantas inoculadas con ambos patégenos

después de las 24 y 48 horas de la inoculacion con el oomiceto.
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Ensayo 2

Al comparar la actividad de la PAL entre los dos estratos de raiz analizados, es
evidente la mayor actividad de los apices, con respecto al sistema radical desprovisto
de los apices. En promedio la actividad de la PAL fue parecida entre los apices de la

raiz y el vastago.

En ambos estratos de la raiz (apices y sistema radical sin apices) la mayor actividad
de la PAL, evaluada a las 6 horas, se registré en las plantas inoculadas solo con P.
capsici, mientras que, en los tratamientos que involucraron al nematodo (Na y Na-
Pc) se presentaron niveles menores y similares al testigo; sin embargo, las
diferencias fueron significativas (P < 0.05) solamente en el apice de la raiz (Cuadro

2, Ensayo 2).

En el vastago el patron de respuesta de cada tratamiento fue diferente al presentado
por los dos estratos radicales de este mismo ensayo, asi la mayor actividad se
registré en las plantas inoculadas unicamente con el nematodo (Na), seguido de los
tratamientos generados por la inoculacién solamente con el oomiceto (Pc), con

ambos patoégenos (Na-Pc) y el testigo (Control).

En promedio, los apices de la raiz desarrollaron actividades 2.57 y 1.43 veces
mayores que el sistema radical sin apices y el vastago, respectivamente (Cuadro 2,
ensayo 2). Aunque la actividad de la PAL en cada estrato de las plantas fue
diferente entre los tratamientos, en ambos estratos de la raiz (apices y sistema
radical sin apices) la mayor actividad enzimatica se registré en las plantas inoculadas
unicamente con el oomiceto. En contraste, la actividad de la PAL en el vastago fue
significativamente mayor en el tratamiento generado por la inoculacién solamente

con el nematodo (P <0.05) (Cuadro 2, Ensayo 2).
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Cuadro 2. Actividad de PAL (nMoles de acido frasn-cinamico ug-'de proteina min-') en plantas de chile (Capsicum annum) sin inocular (Control) e inoculadas con N. aberrans
(Na), P. capsici (Pc) y ambos patogenos (Na-Pc). Las determinaciones se realizaron durante las primeras 96 h posteriores a la inoculacion con P. capsici. La
inoculacion con el oomiceto se realizo 21 dias después de la inoculacién con N. aberrans.

Regi6n anatomica

Tratamiento

Tiempo posterior a la inoculacion con P. capsici (horas)

6 12 24 48 72 96
Ensayo 1

Control 21.2858Ba 21.864Aa 21.586A2 17.549Aa 13.653¢h 7.759Cb

Pc 56.560A2 24.103Ab 23.547Ab 8.420¢C¢ 24.365Ab 21.087Ab
Sistema radical completo Na 17.1648Bbe 23.679Aa 21.431Aab 16.7618Bbe 14.559¢¢ 18.531Aabe

Na-Pc 18.20582 20.588Aa 22.789Aa 19.053Aa 17.3848Ba 14.15682

C.V. 32.448 43.452 8.217 30.499 7.852 15.701

Control 24 .657Aab 24.192Abe 13.5108¢ 16.690A¢ 39.593Aa 23.899Cbe

Pc 20.087A¢ 25.014Abe 31.942A2b 12.4218d 32.51ABab 34.1198a
Véstago Na 21.684Aab 23.472Aab 32.466A2 9.5518¢ 21.867Bab 13.6870¢

Na-Pc 20.282Abe 15.3068be 13.510¢¢ 12.203B¢ 26.6718b 68.588A2

C.V. 44,528 18.044 11.307 18.683 21.449 20.315

Ensayo 2

Control 12.876 8 - - - - -

Pc 38.702A - - - - -
Apices de la raiz Na 13.568 © i i i i i

Na-Pc 124778 - - - - -

C.V. 18.719

Control 8.413A - - - - -

Pc 8.654 A - - - - -
Sistema radical sin apices Na 7.106 4 ) i i i )

Na-Pc 5.985A - - - - -

C.V. 18.917

Control 9.259¢ - - - - -

Pc 14,723 A8 - - - - -
Vastago Na 18.530 A - - - - -

Na-Pc 11.822 BC - - - - -

C.V. 13.924

Cada valor representa la media de cinco repeticiones. Valores seguidos con

la misma letra son

estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05). Las letras mayusculas

corresponden a la prueba de comparacion de medias de cada tiempo de muestreo realizado en cada regién anatémica. Las letras mindsculas corresponden a la prueba de
comparacion de medias de un tratamiento en los diferentes tiempos de muestreo (-) Tiempo no evaluado.
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La actividad de la PAL de los tratamientos en ambos estratos de la raiz donde se
involucré la presencia de N. aberrans (Na y Na-Pc), presentaron los niveles menores
y estadisticamente similares al de las plantas no inoculadas (Control); pero, las
diferencias fueron significativas (P < 0.05) solamente en el apices de la raiz (Cuadro
2, Ensayo 2). En el vastago el patron de respuesta entre los tratamientos fue
diferente al de los dos estratos radicales de este mismo ensayo, asi, la menor

actividad se registré en el tratamiento correspondiente a las plantas sin inocular (SI).

Contenido de fenoles solubles totales

Ensayo 1

El contenido de fenoles solubles totales en el sistema radical completo de las plantas
sin inocular (Control) mostrd variacion durante el periodo de evaluaciéon. A las 12
horas se incremento significativamente (18 %) respecto a la actividad inicial (6 horas)
y en el siguiente tiempo de muestreo (24 horas), disminuyd a niveles similares al de
las 6 horas. A las 48 y 96 horas, la cantidad de compuestos fendlicos disminuyé
alrededor del 50% respecto al nivel inicial, y aunque, a las 72 horas hubo cierta
recuperacion, al final del periodo de evaluacion los valores observados

significativamente menores que al inicio (Cuadro 3, primer ensayo).

De manera similar, en el sistema radical completo de las plantas inoculadas
unicamente con P. capsici los niveles mayores de fenoles solubles totales se
presentaron en los tres muestreos realizados durante las primeras 24 horas. Pero en
las siguientes horas, el comportamiento fue similar al de las plantas sin inocular
(Control); no obstante, las diferencias entre ambos tratamientos fueron significativas,
y las plantas inoculadas unicamente con el oomiceto acumularon la mayor cantidad
de fenoles libres (P < 0.05).
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El contenido de fenoles solubles totales en las plantas inoculadas solamente con N.
aberrans y con ambos patégenos fue incrementando a lo largo de las primeras 24
horas, momento en que alcanz6 un contenido mayor al 48 y 47 % respectivamente,
respecto al determinado en el muestreo realizado 6 horas posteriores a la
inoculacién con el oomiceto. Sin embargo, a las 48 horas disminuyd drastica y
significativamente (50 %) respecto al contenido inicial (6 horas). En el siguiente
muestreo (72 horas) el contenido de compuestos fendlicos se recuperé en ambos

tratamientos, sin embargo al final del experimento (96 horas) volvié a disminuir.

En general, el mayor contenido de fenoles solubles totales del sistema radical
completo se registré en las plantas que se inocularon Unicamente con P. capsici y
las diferencias con los demas tratamientos fueron significativas (P < 0.05), excepto a
las 12 horas, posteriores a la inoculacion con el oomiceto (Cuadro 3; Ensayo 1). En
contraste, en las plantas inoculadas con el nematodo, sélo o en combinacion con el
oomiceto, presentaron contenidos significativamente (P < 0.05) menores de fenoles
respecto al testigo, en todos los tiempos evaluados, excepto a las 96 horas

posteriores a la inoculacién con P. capsici.

El contenido de fenoles fue mayor en el vastago con relacion a la raiz. En las plantas
sin inocular (Control) el contenido de fenoles fue poco estable durante el periodo de
evaluacion; pues incrementd significativamente entre las 24 y 72 horas, respecto al
contenido inicial de las 6 horas, y finalmente (96 horas), disminuy6 significativamente
(40 %). A pesar de que este tratamiento presento variabilidad en el contenido de
fenoles solubles totales, a lo largo de las 96 horas de evaluacion, fue junto con el
correspondiente a inoculacion solo con el oomiceto, los que presentaron los
contenidos mas altos de fenoles, aunque entre ellos sus contenidos fueron

significativamente diferentes (Cuadro 3, primer ensayo).
En el vastago en el vastago de las plantas inoculadas unicamente con el oomiceto el

contenido de fenoles mostré variacion, durante las 96 horas de evaluacion, pues

disminuy6 significativamente (15 %) a las 12 horas, posteriores a la inoculacion con
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P. capsici, respecto al contenido inicial de las 6 horas. Entre las 24 y 48 horas se
recuperd e incrementd respectivamente el contenido inicial. En los siguientes
muestreos el contenido de fenoles disminuyd, y al final del experimento se encontré

la menor concentracion (58 %) respecto al inicial.

En las plantas inoculadas unicamente con N. aberrans y con ambos patdégenos, el
contenido de fenoles solubles totales fue variable entre las 6 y las 48 horas. EI mayor
contenido de estos compuestos se presentd 12 horas después de la inoculacién con
el oomiceto. En contraste, en las siguientes horas (72 y 96), las plantas inoculadas
unicamente con el nematodo presentaron su nivel minimo de compuestos fendlicos.
En cambio las plantas inoculadas con ambos patdégenos recuperaron su contenido
inicial de fenoles a las 72 horas y al final del experimento alcanzaron su nivel minimo

igual que el registrado a las 24 horas (Cuadro 3, Ensayo 1)

El contenido de fenoles en el vastago presentd un patron de cambios similar al de las
raices. En las plantas inoculadas unicamente con el oomiceto (tratamiento Pc), el
contenido de fenoles fue significativamente (P < 0.05) mayor en todos los tiempos
evaluados, en comparacion con los otros tres tratamientos, excepto a las 72 horas.
Asimismo, en las plantas inoculadas con N. aberrans (tratamientos Na y Na-Pc), el
contenido de fenoles fue significativamente (P < 0.05) menor respecto a las plantas
sin inocular, excepto a las 12 hors, cuando el contenido fue mayor en el tratamiento
conformado por las plantas inoculadas unicamente con N. aberrans (Na) respecto al

testigo (Cuadro 3, Ensayo 1).
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Cuadro 3. Contenido de fenoles solubles totales en plantas de chile (mg-' de acido tanico g de residuo seco) inoculadas con N. aberrans (N), P. capsici (O), con ambos
patogenos (N-O) y en plantas sin inocular (Control). Las determinaciones se realizaron a diferentes tiempos después de la inoculacién con P. capsici. La
inoculacién con el oomiceto se realizé 21 dias después de la inoculacién con N. aberrans.

Tiempo posterior a la inoculacion con P. capsici (horas)

Region anatomica Tratamiento
6 12 24 48 72 96
Ensayo 1
Control 1.55180b 1.835Aa 1.59580b 0.74684 1.3638¢ 0.6258¢
Pc 1.989Aa 1.6608P 1.941Aa 0.848A¢ 1.491Ac 0.954Ad
Sistema radical completo Na 0.774Cc 1.109¢b 1.476Ca 0.387Ce 1.122C0b 0.58384
Na-Pc 0.792¢¢ 0.931D¢ 1.501¢a 0.398¢e 1.0080¢ 0.436¢¢
C.V. 1.920 1.925 1.549 3.113 3.517 4.665
Control 473384 4.422Ce 6.6468° 5.0698¢ 7.004A a 2.839 Bf
Pc 7.382Aa 6.242Ad 7.306A0 7.908A2 6.5888¢ 3.080 Ae
Véstago Na 4.039¢b 5.62382 3.189¢¢ 3.914¢0 2.996P cd 2.721 Cd
Na-Pc 3.819D0b 4.062¢ 2.8230¢ 2.8050¢ 3.778¢k 2.749¢B¢
C.V. 2.022 4.159 1.404 1.432 3.156 2.103
Ensayo 2
Control 9.9678 - - - - -
Pc 11.318 A - - - - -
Apices de la raiz Na 8.451C - - - - -
Na-Pc 8.801¢ - - - - -
C.V. 3.117
Control TAT5A - - - - -
Pc 7.821A - - - - -
Sistema radical sin apices Na 6.889 8 - - - - -
Na-Pc 6.9328 - - - - -
C.V. 2.996
Control 20.159 8 - - - - -
Pc 22541 A - - - - -
Véstago Na 22.442 A - - - - -
Na-Pc 16.909 ¢ - - - - -
C.V. 4.407

Cada valor representa la media de cinco repeticiones. Valores seguidos con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05). Las letras mayuUsculas
corresponden a la prueba de comparacién de medias de cada tiempo de muestreo realizado en cada region anatémica. Las letras minusculas corresponden a la prueba de
comparacion de medias de un tratamiento en los diferentes tiempos de muestreo (-) Tiempo no evaluado.
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Ensayo 2

Los tratamientos en ambas regiones anatomicas de la raiz, tuvieron el mismo
comportamiento en cuanto al contenido de fenoles 6 horas después de la
inoculacion con el oomiceto. Las plantas inoculadas unicamente con P. capsici
presentaron un contenido de fenoles solubles totales mayor en comparacién con
los demas tratamientos; aunque en la raiz sin apices este tratamiento fue
estadisticamente (P < 0.05) similar a las plantas sin inocular. En ambos estratos
de la raiz, las plantas inoculadas con N. aberrans y con ambos patogenos, el
contenido de fenoles fue significativamente menor (P < 0.05) en comparacién con
el tratamiento testigo. La respuesta presentada en el vastago (Cuadro 3; Ensayo
2) fue diferente a la observada en los dos estratos correspondientes al sistema
radical, ya que el contenido de fenoles solubles totales en las plantas inoculadas
unicamente con P. capsici fue estadisticamente igual (P < =0.05) a las inoculadas
con N. aberrans. El contenido de fenoles en el vastago de las plantas inoculadas
con ambos patogenos fue menor al encontrado en las plantas que sirvieron como
control (P < 0.05) (Cuadro 3).

Contenido de acido clorogénico en plantas de chile resistente y

susceptible a P. capsici inoculadas con N. aberrans

El extracto de las plantas de chile CM-334 y J. E. Parker inoculadas y sin inocular
con N. aberrans, presentd un tiempo de retencion (6 minutos) idéntico al acido
clorogénico estandar, empleado para elaborar la curva con concentraciones
conocidas, del citado compuesto fendlico (Apéndice 4). El contenido de acido
clorogénico fue mayor en las plantas resistentes en comparacién con el material
susceptible (P < 0.05); asi mismo, con excepcion del tallo de plantas CM334, el
contenido de este compuesto fue significativamente menor en las plantas de

ambos genotipos cuando el nematodo estuvo presente (Cuadro 4).

La concentracion del acido clorogénico en las hojas de CM-334 fue 105 % mayor
al encontrado en el material susceptible. Fue evidente que en ambos genotipos
las hojas presentaron contenidos significativamente mayores del acido, respecto
a la raiz (5.9 y 3.4 veces mas en el material resistente y susceptible,
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respectivamente) y el tallo (20.4 y 12.2 veces mas en el material resistente y
susceptible); mientras que, en los tallos se registraron los menores contenidos
(Cuadro 2). El nivel de acido clorogénico en las raices de plantas de CM-334
inoculadas con N. aberrans fue 9.5 % menor al de las plantas sin in6culo. En
cambio, en la raiz de las plantas susceptibles el nivel del compuesto fendlico en
las plantas inoculadas con el nematodo fue 17.5 % inferior respecto a las plantas
testigo. En las hojas donde las diferencias de la concentracion de acido
clorogénico  también fueron estadisticamente marcadas (P < 0.05), la
concentracion del compuesto fenodlico disminuyé 11 % (CM-334) y 35 % (J.E.
Parker) en las plantas inoculadas con el nematodo, en comparacién con las

testigo.

Cuadro 4. Contenido de &cido clorogénico (ug de acido clorogénico g-' de materia fresca) en raiz, tallo y hojas de
plantas de chile CM-334 y J.E. Parker, resistente (R) y susceptible (S) a P. capsici, respectivamente, e
inoculadas (1) y sin inocular (SI) con N. aberrans.

Acido clorogénico (ug g-' de matéria fresca)
Tratamiento

Raiz Tallo Hojas
R Nal 85.9128 26.562A 508.712 8
R Control 94.904 A 26.235~ 571.467 A
S Na 69.006 ¢ 17.8998 206.512 D
S Control 83.6218 25.02018 319.153 ¢
Promedio R 90.408 2 26.444 2 540.089
Promedio S 76.314 6 21.465° 262.832°

CV

Cada valor representa la media de cinco repeticiones. Para cada 6rgano de la planta y para cada genotipo, valores
seguidos con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05). Las letras minsculas corresponden a la
prueba de comparacién de medias de cada érgano de la planta entre los cultivares.
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V. DISCUSION

En plantas de chile CM-334 la actividad de las peroxidasas, en el sistema radical
completo y el desprovisto de apices, fue menor cuando fueron inoculadas sélo
con N. aberrans y con ambos patdgenos; mientras que, en las raices de las
plantas inoculadas unicamente con P. capsici la actividad enzimatica fue
significativamente mayor. La resistencia de algunos genotipos de C. annuum a P.
capsici se ha asociado con incrementos en la actividad de las peroxidasas
(Mozzetti, et al.1995; Fernandez-Pavia, 1997; Egea et al., 2001; Gayoso et al.,
2004). Por ejemplo, en el material Smith-5, resistente a P. capsici, el incremento
de la actividad de las peroxidasas se relacion6 con el engrosamiento de la pared
celular mediante la acumulacion de lignina, 24 h posteriores a la inoculacion con
el oomiceto (Egea et al., 2001). Tal relacion podria encontrar sustento en el hecho
de que las peroxidasas catalizan el ultimo paso en la biosintesis de lignina
(Boudet, 2000). En lo que respecta a interacciones planta-nematodo, previamente
fue reportado por Zacheo et al. (1993) que la actividad de peroxidasas en la raiz
de plantas de jitomate, susceptibles y resistentes, incrementd cuando fueron
inoculadas con Meloidogyne incognita a los 7 dias posteriores a la inoculacion;
sin embargo, el incremento de la actividad enzimatica en el material resistente
fue dos veces superior al presentado por el susceptible. EI hecho de que la
actividad de las peroxidasas incrementa con las interacciones incompatibles,
cuando son inoculadas con nematodos, podria ser consecuencia del incremento
en la expresion del gen o genes encargados de su codificacién. (Williamson vy
Hussey, 1996; Vercauteren et. al., 2001; Godelieve y Fenoll, 2002).

En contraste con los resultados obtenidos raiz y en el sistema radical sin apices,
en la regién del apice radical, la actividad de las peroxidasas fue mayor cuando el
nematodo estuvo presente (sélo o en combinacion con el oomiceto) respecto a la
registrada en las plantas inoculadas solamente con P. capsici. Es relevante
recordar que N. aberrans fue inoculado 21 dias antes de la inoculacién con el
oomiceto, y en ese tiempo, las raices ya presentan ligeros inchamientos. Ademas,
N. aberrans penetra a las raices por los apices y/o raices secundarias laterales y

migra a un sitio cerca del tejido vascular para establecer un sitio permanente de
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alimentacion, involucrando procesos de hipertrofia e hiperplasia, que requieren la
sintesis de novo de la pared celular mediante la sintesis activa de componentes
de la pared celular (Godelieve y Fenoll, 2002; Manzanilla-Lopez, et al., 2002).
Adicionalmente, Vercauteren et al. (2001), usando técnicas de hibridacion in situ,
encontraron que en la interaccion compatible entre Arabidopsis thaliana-
Meloidogyne incognita se indujo la expresion del gen que codifica para la sintesis
de peroxidasas dentro de las células gigantes Por esta razon, para elucidar la
funcidn de las peroxidasas en esta interaccidon compatible (CM334-N. aberrans)
seria necesario determinar el contenido y la composicion de la lignina en esa
region anatomica de la raiz, ya que, al parecer, la resistencia o susceptibilidad a
la infeccion y reproduccion de los nematodos esta relacionada con los cambios
cuantitativos y cualitativos de la lignina (Wuyts, et al. 2006). Al respecto, fue
demostrado experimentalmente que la interaccion incompatible entre el cultivar
de jitomate VFN8 y Meloidogyne incognita propicio el incremento de la actividad
de las peroxidasas en la raiz y estuvo acompanado por aumento de la
concentracion de lignina (Zacheo, et al., 1995). Ademas, los cambios en el
contenido o composicidon de lignina afectan significativamente la reproduccion de
nematodos agalladores. Esto ha sido demostrado en plantas mutantes de
Arabidopsis thaliana, en las que las modificaciones de la composicién de lignina,
consistentes en el incremento de 50 % de siringil e inhibicion de la sintesis
guayacil (ambos compuestos son mondmeros constituyentes de lignina) de las
células de los haces vasculares de la raiz, redujeron significativamente la
reproduccion del nematodo, en comparacion con las plantas no mutadas. Este
comportamiento podria ser debido al incremento de siringil lignina (principal
componente de las células de esclerénquima, cuyas paredes celulares se
caracterizan por ser altamente impermeables) en los haces vasculares, lo que
impidio el flujo de nutrientes al sitio de alimentacion del nematodo (Wuyts, et al.
2006).

En el presente estudio, la mayor actividad de las peroxidasas correspondio al
estrato del sistema radical sin apices; esto sugiere que la actividad de las
peroxidasas es mayor en las células de esa regién anatomica de la planta,
posiblemente debido a la alta demanda de lignina para engrosar las paredes
celulares secundarias. Al respecto, Cahill y McComb (1992) encontraron que el
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contenido de lignina de las plantulas de Eucalyptus ssp. incremento a lo largo del
sistema radical, a partir del apice; asi, el contenido de lignina en los primeros 5
cm desde el apice fue casi tres veces superior al del tejido comprendido en el

primer centimetro de la base de la raiz.

El hecho de que la mayor actividad de las peroxidasas, durante las 96 horas de
evaluacion, generalmente ocurriera en el vastago de las plantas inoculadas
unicamente con el oomiceto y en el tratamiento sin inocular, en contraste con la
menor actividad de los tratamientos con el nematodo, indica que a pesar de que
el estimulo se dio en la raiz, la resistencia al oomiceto también se manifiesta en el
vastago de la planta, y que el nematodo interfiere, de alguna manera, con el
mecanismo de resistencia a P. capsici via la actividad de las peroxidasas. Al
respecto, Ueeda et al. (2006) encontraron que el vastago de plantas de chile CM-
334 reacciona de forma hipersensitiva a la inoculacion con P. capsici,
comportandose como resistente al oomiceto. Estos resultados se contradicen con
lo reportado previamente por Fernandez-Pavia (1997), quien sefald que el follaje
de las plantas CM-334 es susceptible a P. capsici y su resistencia se expresa
solamente en la raiz. Esta discrepancia podria resolverse con estudios en los que
se evalue el comportamiento del vastago de las plantas de chile CM-334,
inoculado con P. capsici, y que permitan conocer con mayor profundidad cuales
son los mecanismos involucrados en la respuesta y contrastarlos con los de la
raiz. Por otro lado, aunque las peroxidadas son altamente cataliticas, tienen
especificidad limitada y existen en multiples isoformas, caracteristicas que

impiden entender claramente su funcién en las plantas.

En algunos casos, durante la patogénesis, el papel de las peroxidasas no ha sido
establecido inequivocamente y todavia no esta claro si es causa o consecuencia
de este fendmeno (Zacheo, et al., 1993; Esnault y Chibar, 1997). Lo anterior,
podria explicar en parte el incremento estadisticamente significativo de la
actividad de las peroxidasas en el vastago de las plantas inoculadas con la
presencia de ambos patdégenos al final del experimento, respecto a los tiempos

previos de evaluacion.
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La resistencia del genotipo de chile CM-334 a P. capsici esta relacionada con
incrementos de mRNA que codifica para la sintesis de PAL (Fernandez-Pavia,
1997) y que la resistencia en follaje y raiz podria estar controlada por distintos
genes. De ser asi, dos mecanismos diferentes estarian confiriendo la resistencia,
uno para la raiz y otro para el follaje (Walker, 1997). Lo anterior ayuda a
explicar, parcialmente, por que las variaciones de la actividad de la PAL, de cada
tratamiento en los diferentes muestreos fueron mayores en el vastago respecto al
sistema radical. Sin embargo, generalmente la actividad de PAL fue mayor en las
plantas inoculadas unicamente con el oomiceto, en cambio, fue menor y similar
(P <0.05) en las testigo y las inoculadas con el nematodo (s6lo o en combinacion
con el oomiceto). Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos por
Godinez-Vidal y colaboradores (2007), y permiten sugerir que N. aberrans puede
generar, como es el caso de M. incognita, cambios en el patron normal de
expresion geénica del hospedante, reprimiendo también la expresion del gen PAL.
Lo anterior ha sido previamente documentado en interacciones compatibles
planta-nematodo (Goddijn et al., 1993; Baldridge et al., 1998).

La PAL esta involucrada en los mecanismos de proteccion de la planta que
incluyen la sintesis de compuestos con propiedades antimicrobianas, monémeros
de la pared celular y de acido salicilico (Cahill y McComb, 1992; Mozzetti et al.,
1995; Fernandez-Pavia, 1997; Boudet, 2000; Dixon et al., 2002; Shadle et al.,
2003). La posible inhibicién de la expresion del gen PAL, encargado de codificar
para la sintesis de la enzima PAL, favoreceria la infeccion y reproduccion del
nematodo. Al respecto, Cahill y McComb (1992) reportaron que el incremento de
la actividad de la PAL en interacciones incompatibles planta-patdégeno
(Eucalyptus calophylla-Phytophthora cinnamomi) ocurrié en las primeras 48 h
posteriores a la inoculacion con el patégeno y estuvo acompanado con aumentos
de la concentracion de lignina y fenoles solubles; en los tiempos posteriores la
actividad de la enzima decrece drasticamente a niveles significativamente

inferiores a los presentados en las plantas sin inocular.

También se sabe de la acumulacién de compuestos fendlicos, como respuesta a

la infeccion por fitopatdgenos, y se ha sugerido que juegan un papel importante
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en la resistencia a la enfermedad (Hanlbrock y Scheel, 1989). Asi, la resistencia
de algunos cultivares de C. annuum a P. capsici se ha relacionado con cambios
cuantitativos y cualitativos de los compuestos fendlicos (Candela et al., 1995;
Fernandez-Pavia, 1997). Varios compuestos fendlicos, como el acido trans-
cinamico, el pirogalol, el acido 2-OH naftoico y el etilgalato, son tdxicos a
nematodos (Mahajan et al., 1985) y otros, como el acido trans-cinamico, el p-
hidroxibenzoico, vanilico, salicilico y p-coumarico, inhiben el crecimiento micelial
de P. capsici (Candela et al., 1995; Fernandez-Pavia, 1997). Por otro lado, el
chile CM-334 es susceptible a N. aberrans (Vargas et al., 1996; Trujillo-
Viramontes, et al 2005, Godinez-Vidal et al., 2007) pero resistente a especies de
Meloidogyne y se sugiere que los compuestos fendlicos, principalmente el acido
clorogénico, puede estar involucrado en la resistencia al nematodo (Pegard et al.,
2005). El acido clorogénico asi como otros compuestos fenolicos se forman a
través de la ruta de biosintesis de los fenilpropanoides, y han sido considerados
como parte de los mecanismos de tolerancia de las plantas a la presencia de
patogenos (Huang y Rhode, 1973; Shadle et.al, 2003; Pegard et al., 2005; Wuyts
et al., 2006).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion indicaron que,
frecuentemente, el mayor contenido de fenoles solubles totales en la raiz y el
vastago se registro en las plantas inoculadas unicamente con P. capsici y las
diferencias con los demas tratamientos fueron significativas (P < 0.05); en
contraste, las plantas inoculadas unicamente con el nematodo o en combinacién
con el oomiceto presentaron niveles significativamente (P < 0.05) menores
respecto al testigo. Por lo anterior, y con base en lo sefalado por Fernandez-
Pavia, respecto a que la resistencia de CM-334 se explica en parte por la
presencia de fenoles que inhiben el crecimiento de P. capsici, es posible sugerir,
con base en los resultados de la presente investigacion, que N. aberrans genera
cambios en la sintesis, tasa de renovacion (o recambio) o ambas de los
compuestos fendlicos, lo que modifica los tejidos de la planta resistente y propicia
su transformacion en un substrato adecuado para el establecimiento del
oomiceto. El hecho de que el contenido de acido clorogénico en las plantas, tanto
de CM-334 como J.E. Parker, inoculadas con N. aberrans, fueron
significativamente menores que los de las plantas de ambos genotipos de chile
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sin inocular, aunado a que la actividad de la PAL fue menor en la raiz de las
plantas inoculadas con el nematodo comparado con la registrada en las plantas
sin inocular, fortalecen la hipotesis de que en interacciones compatibles el
nematodo interfiere con los mecanismos de proteccion y afectan de manera
importante la ruta de los fenilpropanoides (Edens et al.,1995; Wuyts et al., 2006;
Godinez-Vidal et al., 2007).

En el presente estudio, la infeccion por N. aberrans redujo las respuestas de
tolerancia a P. capsici en las plantas de chile CM-334, lo que sugiere que la
pérdida o inhibicidn de la resistencia a P. capsici inducida por N. aberrans, puede,
en parte, estar asociada con una disminucion de la actividad enzimatica de las
peroxidasas y la PAL, y el contenido de fenoles solubles totales y acido
clorogénico. Ademas, la evidencia experimental obtenida sustenta la idea de que
N. aberrans afecta las plantas del cv. CM-334 debido, en parte, a la disminucion
de la actividad enzimatica de las peroxidasas y la PAL. Aunque no se cuenta en
este momento con la evidencia concluyente, es posible especular que la
disminucién de la actividad enzimatica podria ser un resultado de la represion en
la expresion de los genes responsables de su codificacion (Zavaleta-Mejia, 2002;
Godinez-Vidal, 2007). Actualmente, se carece de informacion relacionada con el
efecto de N. aberrans en la expresion génica de sus hospedantes; pero, no se
descarta la posibilidad de que tenga un efecto similar al ejercido por Meloidogyne
spp. Sin embargo, también cabe la posibilidad de que los mecanismos a través de
los cuales N. aberrans reprime las respuestas de tolerancia del cv. CM-334, no
involucren la represion de la expresion de los genes antes mencionados, sino que
impacten en el nivel postranscripcional, a través de metabolitos (producidos
directamente por el nematodo u hospedante en respuesta a la presencia del
nematodo) que interfieran en la sintesis o actividad de las peroxidasas, la PAL, o

acumulacion y toxicidad de los compuestos fendlicos.
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VI. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos bajo las condiciones en que se realiz6 la presente

investigacion permiten plantear las siguientes conclusiones:

1.

En plantas de chile CM-334 la infeccion con N. aberrans altera el
metabolismo de los compuestos fendlicos de la raiz y vastago a partir de
las primeras 6 horas y hasta las 24 horas posteriores a la inoculacion con

P. capsici

La alteracion del metabolismo de los compuestos fendlicos detectada
como disminucién de la concentracion de fenoles solubles totales y de
acido clorogénico, es en parte debida a la disminucion de la actividad de

las enzimas peroxidasas y fenilalanina amonio liasa.

La intensidad de esas alteraciones en la raiz es mayor respecto a la del

vastago.
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VIil. APENCIDE

Apéndice 1. Determinacion de proteina por el método de Bradford

REACTIVOS:
* Albumina sérico-bovina (Sigma)

Azul brillante de Coomassie G 250 (Sigma)

Amortiguador Tris-HCI pH 7.1, PVP al 1% (p/v)

Etanol al 98% (J. Baker)

* Amortiguador de acetato de amonio 0.1M, pH 7.7 y B-mercaptoetanol 0.02 M

Acido fosforico

PROCEDIMIENTO

Preparacion del reactivo de Bradford: agregar 50 mL de etanol al 98 % en agua (v:v)
a 100 mg de Azul Brillante de Coomassie G 250, hasta disolver. Una vez disuelto
agregar 100 mL de acido fosforico y aforar a 1 L con agua desionizada v filtrar.

Cuerva de calibracion: Pesar 0.01 g de albumina sérico-bovina, disolver y aforar a 10
mL con amortiguador Tris HCI pH 7.1 para la determinacion de peroxidasas, o
amortiguador acetato de amonio 0.1M, pH 7.7 y B-mercaptoetanol 0.02 M, para la
determinacién de la enzima fenilalanina amonioliasa (PAL). Para obtener la curva de
calibracion los reactivos deben mezclarse como se indica en el Cuadro 1A.

Medir la absorbancia de cada muestra, correspondiente a una concentracion de
proteina, en un espectrofotometro a una longitud de onda de 595 nm en el modo de
sensibilidad alta. Realizar la calibracién del espectrofotdmetro, a absorbancia cero,
con 100 pL del amortiguador y 5 mL del reactivo de Bradford.

Cuadro 1 A. Reactivos y secuencia de mezclado.

Reactivo de Amortiguador (ML de Albumina sérico- Concentracion de
Bradford (mL)  Tris-HCI o acetato de bovina (uL) albumina sérico-
amonio) bovina (ug)

5 100 0 0

5 98 2 2

5 94 6 6

5 90 10 10

5 75 25 25

5 50 50 50

5 30 70 70

5 0 100 100

Las Figuras 1A y 2A fueron seleccionadas como curvas representativas con los
ajustes de regresion para cuantificar las proteinas; se obtuvo una curva similar, cada

vez que se determind la proteina en las muestras de tejido.
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y = 0.0052x + 0.0211
R?=0.9926
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Figura 1A. Curva estandar para la determinacion de proteina total y la actividad de
peroxidasas, preparada con amortiguador Tris HCI pH 7.1.

12+

y = 0.0094x + 0.026
R?=0.99 %

Absorbancia 595 nm

Concentracion (ug)

Figura A2. Curva estandar para la determinacion de proteina total y la actividad de
PAL, preparada con amortiguador de acetato de amonio 0.1M, pH 7.7 y B-
mercaptoetanol 0.02 M.
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Apéndice 2. Preparacioén de la curva estandar con acido trans-cinamico para
determinar la actividad de la PAL

REACTIVOS:
* Acido trans-cinamico (SIGMA)
* Amortiguador borato de sodio 0.1M, pH 8.8

PROCEDIMIENTO

Preparar una solucion 1000 puM de a&acido trans-cinamico (PM: 148.16) en
amortiguador de borato de sodio 0.1 M, pH 8.8 (Solucién A). Preparar, a partir de la
solucion A una solucion diluida 50 veces (20 uM), con 1 mL de ésta y aforada a 50
mL con el mismo amortiguador, la solucién se diluye 50 veces (Solucién B).

Preparar una curva estandar con acido frans-cinamico, para determinar la actividad
de la PAL, con concentraciones crecientes, a partir de 0 y hasta 2.5 yM:

a) Aforar 0.2 mL de la solucion B a 25 mL con el amortiguador de borato de
sodio; con lo que, la solucion se diluye 1:125 y la concentracion final fue 0.16
MM.

b) Aforar 0.625 mL de la solucién B a 25 mL con el amortiguador de borato de
sodio; con lo que, la solucion se diluye 1:40 y la concentracion final fue 0.5
MM.

c) Aforar 1.25 mL de la solucion B a 25 mL con el amortiguador de borato de
sodio; con lo que, la concentracion se diluye 1:20 y la concentracion final fue
1TuM.

d) Aforar 1.875 mL de la solucion B a 25 mL con el amortiguador de borato de
sodio; con lo que, la concentracion se diluye 1:15 y la concentracion final fue
1.5 uM.

e) Aforar 2.5 mL de la solucion B a 25 mL con el amortiguador de borato de
sodio; con lo que, la concentracion se diluye 1:10 y la concentracion final fue 2
MM.

f) Aforar 3.125 mL de la solucion B a 25 mL con el amortiguador de borato de
sodio; con lo que, la concentracion se diluye 1:8 y la concentracion final fue
2.5 uM.

Medir la absorbancia de cada solucién en un espectrofotometro, a una longitud de
onda de 290 nm en el modo de sensibilidad media. Calibrar a cero de absorbancia
con el amortiguador borato de sodio.

La Figura 3A fue seleccionada como curva representativa, con el ajuste de regresion,

para cuantificar la concentraciones de acido trans-cinamico, se generé una curva
similar cada vez que se determiné la actividad de la PAL en el tejido.
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R? = 0.9941
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Figura 3A. Curva estandar para la determinacion de acido trans-cinamico y la
actividad de PAL.

Apéndice 3. Preparacion de la curva estandar con acido tanico para la
cuantificacion de fenoles solubles totales

REACTIVOS:
« Acido tanico (SIGMA)
* Acetona al 98% (J.Baker)
* Reactivo de Folin Ciocalteu (SIGMA)
* Na3zCOs al 10%

PROCEDIMIENTO:

Disolver 100 mg de acido tanico en 10 mL de acetona (Solucién A). Aforar 100 pL
de ésta solucion a 10 mL con acetona (Solucion B, con contenido final de 1000 pg).
Preparar la curva estandar de acido tanico con deferentes concentraciones:

a) Aforar 50 pL de la solucidon B a 10 mL con acetona (contenido final de 5 pg).

b) Aforar 100 L de la solucion B a 10 mL con acetona (contenido final de 10 pg).
c) Aforar 200 pL de la solucién B a 10 mL con acetona (contenido final de 20 ug).
d) Aforar 400 pL de la solucion B a 10 mL con acetona (contenido final de 40 pg).
e) Aforar 600 pL de la solucion B a 10 mL con acetona (contenido final de 60 pg).
f) Aforar 800 uL de la solucion B a 10 mL con acetona (contenido final de 80 pg).
g) Aforar 1 mL de la solucién B a 10 mL con acetona (contenido final de 100 pg).
h) Aforar 1.2 mL de la solucién B a 10 mL con acetona (contenido final de 120 pg).
i) Aforar 1.4 mL de la solucion B a 10 mL con acetona (contenido final de 140 pg).
j) Aforar 1.6 mL de la solucion B a 10 mL con acetona (contenido final de 160 pg).
k) Aforar 2 mL de la solucién B a 10 mL con acetona (contenido final de 200 ug).
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Agregar agua desionzada a 100 pL de cada solucion, con las diferentes
concentraciones, para obtener un volumen total de 17 mL. Luego, agregar 1 mL del
reactivo Folin Ciocalteu (SIGMA), homogenizar y adicionar 2mL de Na3zCOs; al 10 %
en agua (p:v). Colocar las muestras en la oscuridad durante 2 horas, para permitir
que se desarrolle la coloracion azul, dependiente de la concentracién de taninos.
Determinar la absorbancia en un espectrofotometro, a 760 nm en el modo de
sensibilidad media, después de ajustar la absorbancia inicial a cero con agua
desionizada.

La Figura 4A fue seleccionada como curva representativa, con el ajuste de regresion,
para cuantificar la concentraciones de taninos en el tejido.

12 +

.l y = 0.0043x - 0.0017
R? = 0.9948 *
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|
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0 50 100 150 200 250
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Figura 4A. Curva estandar para la determinacion de fenoles.
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Apéndice 3. Cromatograma del acido clorogénico estandar
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Figura 5A. Cromatograma del acido clorogénico estandar
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