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CONTENIDO DE FENOLES LIBRES EN CHILE (Capsicum annumL.) CM - 334
INOCULADO CON Nacobbus aberrans y Meloidogyne incognita
Angelica Hernandez Navarro, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2008

Con la finalidad de contribuir al entendimiento del fendbmeno de rompimiento de
resistencia por nematodos fitoparasitos, en el presente estudio se comparé el
contenido de &acidos fendlicos libres en plantas inoculadas y no inoculadas con
Nacobbus aberrans o Meloidogyne incognita. Plantas de chile CM-334 resistentes a
Phytophtora capsici'y M. incognita, pero susceptible a N. aberrans, y plantas de la
var J. E. Parker, susceptibles a los tres patdgenos, fueron o no inoculadas con
10,000 J, de M. incognita o N. aberrans. La determinacién de los fenoles se realiz6
mediante espectrofotometria a los 5 dias posteriores a la inoculacién con los
nematodos. El contenido de fenoles libres en raices (6.0%) y follaje (21.7%) de
plantas resistentes fue significativamente mayor en comparacion con las
susceptibles. Asimismo, el contenido fue significativamente mas alto (68.7% y 78%,
respectivamente) en ambos estratos de aquellas plantas que fueron inoculadas con
los nematodos en comparacion con las no inoculadas. M. incognita se asocié con
una mayor acumulacion de acidos fendlicos en raices (8.8%) y follaje (15.1%), en
comparacion con plantas inoculadas con N. aberrans. El contenido de fenoles en
raices y follaje se incrementd significativamente cuando las plantas fueron
inoculadas con M. incognita en comparacion con las inoculadas con N. aberrans
(2.7% y 12%, y 15.4% y 18.9%, en resistentes y susceptibles, respectivamente);

aunque, en la resistente solo el incremento en follaje fue significativo.

Palabras clave: Rompimiento de resistencia, fenoles antimicrobianos, interacciones

compatibles, interacciones incompatibles.



Free phenols contain in chilli (Capsicum annum L.) CM - 334 Inoculate with

Nacobbus aberrans and Meloidogyne incognita

Angélica Hernandez Navarro

Colegio de Postgraduados, 2008

With the purpose of contributing to the understanding of the phenomenon of breaking
of resistance by plant parasitic nematodes, in the present study the free phenolic
acids content in plants inoculated and not inoculated with Nacobbus aberrans or
Meloidogyne incognita was compared. Chilli plants of CM-334 resistant to
Phytophtora capsici and M. incognita but susceptible to N. aberrans and plants of the
cv J. A. Parker, susceptible to the three pathogens, were or not inoculated with
10,000 J, of M. incognita or N. aberrans. The determination of phenols was made by
spectrophotometry 5 days after nematode inoculation. The content of free phenols in
roots (6.0%) and foliage (21.7%) of resistant plants was significantly greater in
comparison with the susceptible ones. Also, the content was significantly higher
(68.7% and 78%, respectively) in both strata of those plants which were inoculated
with the nematode in comparison with the non inoculated ones. M. incognita was
associated with a greater accumulation of phenolic acids in roots (8.8%) and foliage
(15.1%), in comparison with plants inoculated with N. aberrans. The content of
phenols in roots and foliage was increased significantly when the plants were
inoculated with M. incognita in comparison with those inoculated with N. aberrans
(2.7% and 12%, and 15.4% and 18.9%, in resistant and susceptible plants,
respectively); although, in the resistant plants only the increase in foliage was

significant.

Key words: Breaking of resistance, antimicrobial metabolites, compatible interactions,

incompatible interactions.
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INTRODUCCION

Una de las hortalizas mas importantes que se cultivan y se consumen en México es
el Chile (Capsicum annuum L.), debido tanto a la superficie sembrada, como a sus
beneficios econdémicos (Claridades Agropecuarias, 1998). Es de importancia social
por la cantidad de mano de obra que se requiere durante el ciclo del cultivo y de
importancia econémica por generar divisas al pais (Valadez, 1990). La produccion de
chile es limitada, entre otros factores, por la presencia de las enfermedades
causadas por los fitopatdgenos con origen en el suelo; entre ellos diferentes
especies de Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia, Fusarium y nematodos agalladores
(Meloidogyne y Nacobbus aberrans) que causan severos danos al sistema radical de
la planta, al interferir con la absorcion de nutrientes y agua, ocasionando
debilitamiento, marchites y muerte de la planta (Ristaino et al., 1997). El control de
estos patdégenos se ha intentado por medios quimicos, biolégicos y practicas
culturales como el uso de acolchados, rotacion de cultivos, incorporacion al suelo de
residuos de cosechas y excrementos de animales. Otra estrategia ambientalmente
sana para el manejo de las enfermedades la constituye el uso de variedades
resistentes. Sin embargo, éstas pueden mostrarse susceptibles, al ser infectadas por
nematodos agalladores de raices como Meloidogyne spp y N. aberrans, o por
formadores de quistes como Heterodera spp. y Globodera spp (Pérez y Pérez, 1988,
Hernandez et al., 1992; Goddijn et al., 1993; Vargas, 1998). Tal es el caso del
material de chile CM - 334, altamente resistente a Phytopthora capsici (Fernandez -
Pavia., 1997), pero que se comporta como susceptible al oomyceto cuando la planta
es previamente infectada con N. aberrans (Trujillo et al., 2005). La resistencia a
enfermedades se basa en las barreras estructurales y quimicas que poseen las
plantas para defenderse del ataque de patégenos (Davis et al., 1988). Dentro de las
barreras quimicas destacan los compuestos fendlicos, ampliamente distribuidos en el
reino vegetal (Hachiro, 1994). En la interaccion planta - patégeno, la acumulacion de
compuestos fendlicos antimicrobiales se debe a la actividad de la enzima
fenilalanima - amonio - liasa (PAL) que es clave para su sintesis. (Huang y Rhode

1973). La actividad de PAL y el subsiguiente incremento en la sintesis de



compuestos antimicrobiales es una respuesta general asociada con defensa de las
plantas a patégenos (Klessing y Malamy, 1994; Pifiol y Palazén, 1996). Por otro lado,
la acumulacion de fenoles se ha relacionado con la resistencia a la infeccién por
nematodos noduladores de la raiz; recientemente Pegard et al., (2005) encontraron
que CM - 334 responde de manera hipersensitiva al ataque por M. arenaria, M.
incognita y M. Javanica; estos autores sugieren que los compuestos fendlicos,
particularmente el acido clorogénico podria estar relacionado con la resistencia, ya
que al analizar mediante HPLC el contenido de estos compuestos, encontraron que
las raices inoculadas con las tres 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. Ya con anterioridad Huang y Rhode
(1973), habian sefalado que el acido clorogénico en su forma oxidada puede inhibir
la actividad de M. incognita afectando probablemente su respiracion.

Con base en estos antecedentes y con la finalidad de contribuir al entendimiento del
fendbmeno de rompimiento de resistencia, el objetivo de esta investigacion fue:
Comparar el contenido de acidos fendlicos libres en plantas de chile resistentes a
Phytophtora capsici y M. incognita (CM- 334) y susceptibles a los tres patégenos

(var J. E. Parker) inoculadas y no inoculadas con N. aberrans o M. ingcognita.



Il. REVISION DE LITERATURA

EL CULTIVO DE CHILE (C. annuum)

Origen e importancia

El género Capsicum, es originario de América del Sur, de los Andes y la Cuenca Alta
del Amazonas, que actualmente son parte de Peru, Bolivia, una zona de Argentina y
Brasil, se conocen alrededor de 30 especies y en el ambito mundial casi la totalidad
de la produccion esta dada por una sola especie, C. annuum (Guerrero et al., 1984;
Long et al., 1998).

El chile es un cultivo de gran tradicién, junto con el maiz y el frijol ha sido elemento
importante en la dieta basica de los mexicanos. Tiene gran importancia en la
actividad agricola en general, tanto en el plano social, por la elevada cantidad de
mano de obra que requiere, mismo que genera 29 millones de jornales al campo y
mas de 125 mil fletes, ademas de que forma parte de un proceso agroindustrial de
enlatados y envasados y genera también la captacion de divisas debido a la
exportacion a los Estados Unidos de Norteamérica y Canada (Long et al., 1998;
Valadez, 1990).

Siembra y produccion

En México existen mas de 40 variedades de chiles, destaca a nivel mundial por tener
la mayor variabilidad genética de C. annuum, se tiene un gran numero de variedades
o tipos de chiles, entre los que destacan el serrano, jalapefio, ancho, pasilla, guajillo
y de arbol. La produccion de estos representa del 70 al 80% de la produccion
nacional (Claridades agropecuarias, 1998).

La produccién de chiles dulces se destina principalmente al mercado de exportacion,
predominando el morréon y en menor grado el Anaheim, Caribe, Fresno y Cherry
(Pozo et al,. 1991). Se consume tanto en fresco como deshidratado, entero o en

polvo y procesado en salsas o encurtidos en una infinidad de presentaciones. Es el



producto agricola en donde mayor numero de empresas participan en su
industrializacién, desde las regionales con tecnologia artesanal, hasta grandes
empresas que elaboran productos de exportaciéon (Redondo, 1990). En algunos
estados del pais se destinan superficies al cultivo del chile para deshidratado,
principalmente, y en otros para producto fresco y encurtido. México se mantiene
como el principal consumidor de chile fresco en el mundo y su consumo per-capita
alcanza los 8 kg por ano. Durante los ultimos 5 afios se ha registrado un crecimiento
del 20% de la produccién nacional, que hoy alcanza una cifra estimada de un millén
800 mil toneladas, principalmente de chile verde y, en menor medida chile seco, con
un valor de produccién de hasta 10 mil 900 millones de pesos. México se mantiene
como el segundo productor de la hortaliza en el mundo y el tercero en la superficie
cosechada con 140, 693 has y 1’ 853,610 toneladas participando con el 8% del area
y el 7% de la produccion mundial en toneladas (Consejo Nacional de productores de
chiles, S.C. 2007).

Los principales estados productores de chiles secos son: Zacatecas, San Luis
Potosi, Durango y Jalisco, mientras que en el caso de los chiles verdes destacan:
Chihuahua, Sinaloa, Guanajuato y Veracruz. Las variedades de chiles secos
sembradas son: Guaijillo, Puya y de Arbol, mientras que de los frescos destacan los
serranos, jalapenos, habanero y manzano. Otras especies de chiles que tienen
demanda son: costeno, chile de agua, loco, skatic, cora, rayado, mirador y otros
silvestres. Por la variedad de chiles que existen en México, la produccion se registra
practicamente durante todo el afio y se cultiva en areas desde a nivel del mar hasta
2500 msnm (Consejo Nacional de Productores de Chiles, S.C. 2007).

Comercio

El 80% del chile producido en México se consume internamente. La cantidad que se
exporta se ha mantenido relativamente constante desde 1998, y el chile que se
exporta es el que se produce durante el invierno en regiones con tecnologia de riego
y regularmente localizadas cerca de la frontera estadounidense. En 2004 se

exportaron 432,960 toneladas, el 85% se destind a Estados y el resto a Canada.



Durante el periodo comprendido de diciembre a abril se exporta mas del 95% del
total que se exporta durante el afo, debido a que en esa época las producciones en
Estados Unidos y Canada son bajas y los chiles mexicanos compiten con ventaja.
Los productos frescos mas exportados son chiles tipo bell y jalapefios. En el en 2004
las exportaciones de chile verde representaron una aportacion de 424°930,000 de
ddlares. La exportacion de productos deshidratados esta limitada por la alta
exigencia y severas sanciones con relacidon a las condiciones de inocuidad y
seguridad alimentaria, tanto en chiles enteros como molidos, ya que con frecuencia
presentan residuos de pesticidas, fragmentos de insectos o roedores, como
resultado del uso de sistemas artesanales y tradicionales en el secado y empacado

de los chiles (Consejo Nacional de Productores de Chiles, S. C. 2007).

Situacion internacional del chile

En el siglo XVI, el chile pasé a formar parte esencial en la cocina y costumbres de
todo el mundo. Los datos mas recientes de FAOSTAT (2007) la superficie mundial
sembrada de chiles asciende a 1'696,891 hectareas, con una produccion de
25'015,498 toneladas. China es el pais que presenta una mayor participacion en la
produccion de chiles; su superficie sembrada actual es de 612,800 hectareas, con lo
que representan un 36% de la superficie sembrada mundial, con una produccion de
12’531,000 toneladas. México ocupa el segundo lugar en volumen de produccién y el
tercero en superficie cosechada, con 140,693 has y 1'853,610 toneladas,
participando con el 8% del area y el 7% de la produccién mundial en toneladas. De
acuerdo a la produccién obtenida en tonelada les siguen, Turquia, Estados Unidos,
Espafa e Indonesia, representando juntos el 25% del volumen mundial de

produccion (Consejo Nacional de Productores de Chiles, S.C. 2007).



Marchites del chile

Los rendimientos y calidad del producto son reducidos por plagas y enfermedades
de origen viral y la marchites del chile ocasionada por el oomiceto Phytophthora
capsici es considerada la principal enfermedad que limita su produccion en México.
La poblaciéon de plantas cultivadas puede reducirse hasta en un 50% en diversas
zonas productoras y en algunas regiones se registran pérdidas totales del cultivo
cuando las condiciones climaticas son favorables para el desarrollo del patégeno
(Redondo y Rodriguez, 1987). La marchites del chile esta ampliamente distribuida vy
constituye una de las principales enfermedades de muchas areas productoras,
especialmente en zonas de riego; su rango de hospedantes es amplio, afecta
tomate, berenjena y curcurbitaceas, entre otras hortalizas. Phytophthora capsici es
capaz de sobrevivir en el suelo por largos periodos en ausencia de plantas
hospedantes cuando las condiciones climaticas no son favorables para iniciar y
desarrollar la enfermedad (Coelho et al., 1999). La enfermedad es mas frecuente en
la etapa de fructificacion y madurez del fruto de chile; su principal caracteristica es la
pudricion del cuello de la raiz o base del tallo y la marchites general, que es lo mas
comun. El salpicado por el agua contribuye a diseminar el indculo del suelo en los
tallos, hojas y frutos (Tlapal, 1988). Inicialmente se observan manchones de plantas
afectadas y en pocos dias, si hay condiciones favorables, se puede afectar el 100%
de la superficie (Chavez - Alfaro et al., 1995).

El manejo de la enfermedad por lo general se realiza mediante diversos métodos,
entre los mas comunmente estan las practicas culturales y la aplicacion de fungicidas
(Ristaino, 1997). Se ha intentado a través de los anos controlar a P. capsici por
diferentes medios como son fungicidas a base de cobre (Nieto, 1968; Ponce, 1972)
0, en combinaciéon con algunos carbonatos (Granada, 1972). Los fungicidas Metalaxil
y Ridomil han sido los mas comunmente utilizados pero se ha reportado resistencia
por P. capsici (Goodwin et al., 1996, Parra y Ristaino, 2001). Otras alternativas que
se han evaluado son la solarizacion y el acolchado (Chavez - Alfaro et al., 1995;

Yanez - Juarez et al., 2001) y la elevacion de los surcos. Una estrategia



ambientalmente sana la constituye el uso de variedades resistentes (Walter y
Bosland, 1999).

Compuestos fendlicos y defensa de las plantas al ataque por patégenos

En general, las plantas contrarrestan el ataque de los patdgenos ya sea mediante
caracteristicas estructurales que actuan como barreras fisicas e impiden que el
patégeno penetre y se propague en ellas, o por medio de reacciones bioquimicas
que tienen lugar en sus células y tejidos, éstos producen sustancias téxicas para el
patégeno o crean condiciones que inhiben sus desarrollo (Davis et al., 1988). Entre
estos estan los “compuestos fendlicos”, término aplicable a una gran variedad de
compuestos organicos (Gross, 1981). Los fenoles son sustancias que poseen uno o
mas grupos hidroxilo (OH) o algun derivado funcional unidos a un anillo aromatico;
sin embargo, no se reconoce que todos los compuestos con grupo hidroxilo sean
fenoles (Métraux y Raskin, 1993; Waterman y Mole, 1994). Los fenoles son
fundamentales en la composicion de la lignina, componente estructural importante de
la pared celular de las plantas (Métraux y Raskin, 1993).

Se considera que los fenoles, en general, pueden formarse por la § - oxidacion de Cg
- C3 acidos hidroxicinamicos, o mas directamente por la aromatizacién del acido
shikimico, a través del cual practicamente se forman todos los polifenoles de las
plantas superiores. En la ruta de sintesis un intermediario importante es la
fenilalanina que mediante la actividad de la enzima fenilalanina amonio - liasa la
convierte en acido cinamico. Entre los metabolitos secundarios producidos a través
de esta ruta se encuentran los flavonoides y catequinas que se asocian con la
resistencia a enfermedades (Misirli et al., 1995). Tales compuestos intervienen en la
proteccion del tejido dafiado, en la inhibicion de las enzimas que degradan a la pared
celular y como sustrato de compuestos antifungicos que eliminan la infeccién
(Gradziel et al., 1988). Proveen resistencia quimica contra herbivoros, insectos,
hongos, bacterias y virus (Harborne, 1997; Métraux y Raskin, 1993; Nicholson y
Hammerschmidt, 1992).



Los fenoles son productos quimicos muy reactivos, sujetos a facil sustitucién y
oxidacion formando quinonas (Ayers et al., 1985). Se considera que los diferentes
niveles de compuestos fendlicos en las plantas son el resultado de una modulacion
por factores externos y de la variacién genética acompafiada por cambios en la tasa
de desarrollo de la enfermedad (Schlosser, 1994).

Guedes et al., (1994) establecieron que un incremento en el contenido de fenoles
totales y una acumulacion de fitoalexinas estimulan la resistencia en plantas de café
inoculadas con Hemileia vastatrix y Pseudomonas syringae.

En durazno altos niveles de resistencia a Monilinia fructicola se asociaron con altos
niveles de compuestos fendlicos y los autores mencionan que el acido clorogénico y
el acido caféico podrian ser los implicados (Gradziel et al., 1998); tales compuestos
inhiben la produccion de cutinasa, enzima que los patdégenos pueden secretar para
facilitar su penetracion a los frutos.

Estudios de resistencia han enfatizado el aislamiento y caracterizacién quimica de
compuestos formados durante la reaccién incompatible de la enfermedad en las que
el patdégeno es inhibido, tales compuestos normalmente estdan ausentes o en muy
bajas cantidades en los tejidos sin infectar (Daly, 1975). Estudios histoquimicos de
células necréticas muestran que la acumulacién de los compuestos fendlicos, taninos
y otros derivados de la oxidacibn son caracteristicos de las reacciones
hipersensitivas (Fuschs, 1975).

La acumulacién de fenoles se ha relacionado con la resistencia a la infeccion de
plantas de tomate nematodos fitoparasitos, asi en la variedad Nemared y Hawaii
7153, resistente y moderamente resistente, a nematodos agalladores se encontré
un mayor contenido de 4&cido clorogénico en comparacion con la variedad
susceptible B - 5 (Huang y Rohde, 1973) y las pruebas histoquimicas revelaron que
el acido clorogénico y sus productos de oxidacién se acumularon en las células
infectadas.

Al probar el efecto nematicida de algunos compuestos fendlicos Mahajan y
colaboradores (1985); encontraron que la maxima actividad nematicida fue exhibida
por el acido transcinamico seguido por pirogalol, acido 2 - OH naftoico y el acido

etilengalico. Algunos acidos fendlicos mostraron mayor toxicidad después de su
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autoxidacion (a - resorcilico, 3,4 dihidroxibenzoico, ferulico y cafeico), mientras que
en su forma no oxidada mostraron poco efecto nematicida. El acido transcinamico y
el acido 2 - OH naftoico inhibieron casi el 100 % de la eclosion de huevecillos de
Meloidogyne incognita.

La acumulacién de fenoles se ha relacionado con la resistencia a la infeccion de
plantas de tomate a nematodos noduladores de la raiz. Recientemente Pegard et al.,
(2005) encontraron que CM - 334 responde de manera hipersensitiva al ataque por
M. arenaria, M. incognita y M. Javanica; estos autores sugieren que los compuestos
fendlicos, particularmente el acido clorogénico podria estar relacionado con la
resistencia, ya que al analizar mediante HPLC el contenido de estos compuestos,
encontraron que las raices inoculadas con las tres 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. Ya con
anterioridad Huang y Rhode (1973), habian sefalado que el acido clorogénico en su
forma oxidada puede inhibir la actividad de M. incognita afectando probablemente su

respiracion.

Resistencia a P. capsici

La resistencia a P. capsici en algunos materiales de chile se asocia con: incrementos
en la actividad de la enzima Fenilalanina - amonio - liasa (PAL) (Mozzetti et al., 1997;
Fernandez - Pavia, 1997; Fernandez - Pavia y Liddell, 1997); cambios cuantitativos y
cualitativos en fenoles con propiedades toxicas al oomiceto (Candela et al., 1995;
Fernandez - Pavia y Liddell, 1997); y también el contenido de capsidiol en los tejidos
de la planta frecuentemente se ha relacionado con el grado de resistencia al ataque
por hongos (Egea et al., 1999). De los materiales de chile resistentes a P. capsici,
desarrollados por el Centro Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias del Bajio en México, destaca el conocido como CM - 334 que ha
demostrado un alto grado de resistencia a P. capsici en diferentes partes del mundo

aun cuando se ha inoculado con las cepas mas patogénicas del oomiceto.
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Fernandez - Pavia (1997) reporta que P. capsici es capaz de penetrar en las raices
de plantas CM - 334, pero su desarrollo es mucho mas lento y la colonizacién del
tejido por el micelio es finalmente detenido presentandose solo leves necrosis en las
puntas de las raices, en cambio las plantas susceptibles que mueren al cabo de 7 a
10 dias. Al comparar el RNA mensajero responsable de codificar para la sintesis de
PAL, encontré una expresion mas rapida en CM - 334 en comparacion con el chile
susceptible, esto se asocidé con diferencias cuantitativas y cualitativas en los fenoles
extraidos de ambos materiales y unicamente los fenoles extraidos del chile resistente
inhibieron el crecimiento de P. capsici in vitro. Finalmente, también se comparé la
actividad de la enzima hidroximetil glutaril coenzima A reductasa (HMGCoAR) vy la
expresion del gen que codifica para su sintesis y encontré que estas eran mayores
en plantas susceptibles. Esto ultimo le resulté un tanto sorprendente ya que al ser
HMGCOoAR una enzima clave para la sintesis de fitoalexinas isoprenoides como el
capsidol, esperaba encontrar mayor actividad en las plantas susceptibles.

Las plantas CM - 334 altamente resistentes a la marchites, se vuelven susceptibles
cuando son infectadas por el nematodo agallador N. aberrans (Vargas, 1998; Trujillo
et al., 2005); este fendmeno es conocido como “rompimiento de resistencia”; mismo

que ésta ampliamente documentado.

Nematodos fitoparasitos involucrados en el rompimiento de resistencia

Los nematodos que se han asociado con el fendbmeno de rompimiento de resistencia
a fitopatégenos con origen en el suelo, corresponden a géneros sedentarios endo o
semiendoparasitos, que se caracterizan por inducir en sus hospedantes la formacion
de estructuras especializadas para su alimentacién (células gigantes o sincitios),
como los agalladores de raices Nacobbus spp y Meloidogyne spp. La formacién de
estos sitios de alimentacién resulta de una interacciéon compleja entre el patégeno y
el hospedante, en la que el nematodo altera los patrones de expresion génica de las
células de la planta (Sijmons, 1993; Atkinson, 1994; Opperman et al., 1994; Niebel et
al., 1993). Se sabe que la infeccion por el nematodo agallador M. incognita resulta

en una represion y una estimulacion en sus hospedantes de los genes PAL
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(Fenilalanina-amonio-liasa, PAL) (Goddijn et al., 1993) y hmg (Hidroximetil-glutaril-
CoA reductasa, HMGCoA-r), respectivamente (Cramer et al., 1989 et; Cramer et al.,
1993).

El nematodo agallador N. aberrans, se ha encontrado en diversas partes del mundo
(CABI/EPPO, 1998); en México, su distribucion, se limita a 10 estados siendo el
tomate el mas afectado y el de mayor importancia econémica, seguido por el chile y
el frijol (CABI/EPPO, 1999). N. aberrans tiene un rango de hospedantes que incluye
17 familias y 69 especies de plantas (PROINPA, 1991).

Hipotesis para explicar el rompimiento de resistencia a P.capsici en chile CM -
334

Con base en el conocimiento que en la actualidad se tiene respecto a que: la
infeccion M. incognita resulta en una represion y una estimulacién de los genes PAL
y hmg, respectivamente, en sus hospedantes; que la actividad de PAL fue reducida
en plantas de chile CM - 334 resistentes a P. capsici inoculadas con el nematodo N.
aberrans (Vargas, 1998; Godinez - Vidal et al., 2008); y que la resistencia a P.
capsici en chile CM - 334 se ha asociado con un incremento en la expresion de los
genes PAL y peroxidasas (Pox) y, con una menor expresion del gen hmg (Fernandez
- Pavia, 1997); Zavaleta - Mejia (2002), propuso que el rompimiento de la resistencia
a P. capsici por el nematodo agallador N. aberrans en chile CM - 334, se asocia en
parte con una estimulacion del gen hmg, y una represion de los genes Pox y PAL, y
el consecuente incremento y reduccién en la actividad enzimatica de Hidroximetil
Glutaril CoA reductasa y de Peroxidasas, y de la Fenilalanina Amonio Liasa,

respectivamente.
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ll. MATERIALES Y METODOS

Establecimiento de plantas

Semillas de chile serrano Criollo de Morelos (CM - 334) resistente a Phythopthora
capsici 'y Joe E. Parker (JEP) susceptible se desinfestaron con hipoclorito de sodio al
0.5% por 5 min. Posteriormente, se enjuagaron con agua destilada estéril para quitar
los residuos de cloro. Las semillas se colocaron en cajas Petri conteniendo papel
sanita estéril embebido con agua destilada estéril, y se incubaron a 28+ 1°C. Cuando
las semillas germinaron vy su radicula alcanzé aproximadamente 2 cm de longitud,
se transplantd una plantula en cada maceta de plastico conteniendo 75 cm?® de arena
esterilizada como sustrato. De cada genotipo de chile se prepararon 18 macetas, de
las cuales seis se inocularon con M. incognita y seis con N. aberrans, las seis
restantes constituyeron el testigo no inoculado. Los riegos se aplicaron
periddicamente, utilizando agua estéril y se fertilizaron semanalmente con solucién
nutritiva preparada con el fertilizante Nitrofoska (12 N - 12 P- 12 K - 17 Mg) en
proporciéon de 8.6 g L 1. Las plantas que se mantuvieron en camaras de crecimiento
a temperatura de 28 +1° C, con un fotoperiodo de 14 horas luz y 10 de oscuridad y
una intensidad luminosa de 6768 lux (lux fluorescente). Cuando las plantas
alcanzaron la etapa en que presentaron cuatro hojas verdaderas se inocularon con

N. aberrans o M. incognita.

Inéculo e inoculacion

De raices agalladas de plantas de chile y jitomate crecidas en suelo infestado con
uno u otro nematodo se obtuvieron las masas de huevecillos. Estas se colocaron
sobre una malla de acero inoxidable revestida con papel filtro y mantenida sobre una
caja Petri que contenia 20 ml de agua destilada estéril. Las cajas conteniendo los

huevecillos se incubaron a 28+ 1°C, cuando los juveniles de segundo estadio (Jz)
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emergieron se cuantificé el nimero de larvas mL™" de agua. Se inocularon 10,000 J,

de N. aberrans o M. incognita por planta en la base del tallo.
Obtencion y procesamiento de muestras

A los 5 dias posteriores a la inoculacion se tomaron de cada variedad dos plantas
inoculadas y no inoculadas con N. aberrans o M. incognita. Se lavaron las raices y
se separé el follaje y raiz, e inmediatamente cada estrato de cada planta se congelé
con nitrégeno liquido y se almacenaron en un ultracongelador a -80°C hasta su
utilizacion. Las muestras congeladas se transfirieron a frascos de la liofilizadora, los
cuales previamente se habian enfriado durante 15 min en un ultracongelador a -
20°C. Las muestras inmediatamente se sometieron a liofilizacion a una temperatura
de -40°C y un vacié de 50 -133 X 10° mBar durante 24 h. El tejido liofilizado se
molié en un mortero y se secd a temperatura de 60°C durante 24 h, las muestras

secas se colocaron en un desecador hasta su utilizacion.
Extraccion de fenoles libres e identificacion de acidos fenodlicos

La extraccién de fenoles libres se realizé de acuerdo con la metodologia propuesta
por Vinson et al. (2001). De cada estrato de cada planta correspondiente a cada
tratamiento se pesaron en tres ocasiones 0.04 mg de tejido. Este se colocd en un
matraz Erlenmeyer de 125 mL y a continuacion se agregaron 15 mL de una solucién
metanol: agua (1:1 v/v), se cubrieron los matraces con papel parafiim y se agitaron
durante 90 min. Al cabo de este tiempo cada muestra se transfiri6 a un tubo y se
centrifugd a 45 000 rpm durante 15 min. Se separo el sobrenadante y al residuo se le
afadieron 15 mL de la solucion metanol: agua (1:1 v/v), se agitdé nuevamente
durante 90 min, se separd el sobrenadante y se mezclé con el extraido con
anterioridad. El sobrenadante obtenido se filtr6 a través de papel filtro No. 40
(Sartorius®). Se evapord a sequedad en un rotavapor a una temperatura de 42° C y
a 120 rpm y se resuspendid con agua destilada y se afor6 a 10 mL en un matraz

aforado.
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La determinacién de los fenoles libres se realizd6 mediante un ensayo colorimétrico
utilizando el reactivo Folin - Ciocalteu. Este consiste en una mezcla de &cido
fosfotungstico (HsPW420+0) y de acido fosfomolibdico (HsPMo12040) que se reduce por
la presencia de fenoles, a una mezcla de 6xidos azules de tungsteno (Ws01p) y de
molibdeno (Mog023), en un medio liquido alcalino.

A 500 uL del extracto de cada muestra y a los blancos se le anadieron 125 uL de la
mezcla reactivo Folin: agua; (1:1; v/v). Se dejo reposar durante 6 min y en seguida se
agregaron 1.25 mL de carbonato de sodio al 19% (p/v). La formacion del complejo de
los 6xidos de tungsteno y molibdeno, por la presencia de fenoles cambia el color de
la solucion a un tono azul. A continuacién se afadié agua destilada hasta completar
un volumen de 3 mL, se agitd y se dejo reposar durante 90 min. Transcurrido este
tiempo, las muestras se leyeron a 760 nm en un espectrofotdmetro Perkin - EImer®
con el programa UV WINLAB LAMBDA 25. De cada muestra procesada de 0.04 g se
realizaron dos lecturas. Con las lecturas obtenidas se estimaron las concentraciones
de fenoles libres utilizando una curva patrén elaborada para acido galico (Apéndice
1). Las concentraciones se expresaron en ug de acido galico por gramo de muestra

seca.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos mediante el analisis de contrastes ortogonales (Cuadro 1)
indicaron que el contenido de fenoles libres en raices y follaje de plantas resistentes
fue significativamente mayor (6.0% y 21.7%, respectivamente) en comparacion con
las susceptibles (Cuadro 1). Asimismo, el contenido de estos compuestos fue
significativamente mas alto (68.7% y 78%, respectivamente) en ambos estratos de
plantas que fueron inoculadas con los nematodos en comparacion con las no
inoculadas. La infeccién de plantas por M. incognita se asocié con una mayor
acumulacion de acidos fendlicos en raices y follaje (8.8% y 15.1%, respectivamente)
en comparaciéon con aquellas inoculadas con N. aberrans. En las plantas resistentes
se incrementd el contenido de fenoles en raices y follaje (2.7% y 12%,
respectivamente) cuando fueron inoculadas con M. incognita en comparacién con las
inoculadas con N. aberrans, aunque solamente el incremento en follaje fue
significativo. También en las plantas susceptibles en presencia de M. incognita hubo
incrementos significativos en el contenido de acidos fendlicos en raices y follaje
(15.4% y 18.9%, respectivamente) en comparacién con las susceptibles inoculadas

con N. aberrans.
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Cuadro 1. Comparacion del contenido de fenoles libres en raices (R) y follaje (F) de
plantas de chile CM - 334 (resistentes a Phytophthora capsici y Meloidogyne

incognita, pero susceptibles a Nacobbus aberrans) y J. E. Parker (susceptibles a los

tres patdgenos) inoculadas y no inoculadas con N. aberrans o M. incognita.

Fenoles libres

(MM de acido galico eqg™ de muestra

seca)

Contrastes ortogonales

Resistente vs Susceptible 2

12.61 vs 11.89****
5145 vs 42.26 ****

Con nematodo vs Sin nematodo °

14.17 vs 8.40**
54.87 vs 30.82****

M. incognita vs N. aberrans °

14.77 vs 13.57 ****
58.74 vs 51.01 ***

Resistente M. incognita vs

Resistente N. aberrans ¢

14.83 vs 14.44 ns
62.43 vs 55.73 ****

Susceptible M. incognita vs

Susceptible N. aberrans °

14.72 vs 12.75****
55.05 vs 46.30 ****

2 Se compararon los tratamientos RSN, RNA y RM vs los tratamientos SSN, SNA y SM. °
Se compararon los tratamientos RNA, RM, SNA y SM vs RSN y SSN. °Se compararon los
tratamientos RM y SM, vs RNA y SNA.° Se comparé RM vs RNA.® Se comparé SM vs
SNA. SSN = J. E. Parker sin nematodo. SNA = J. E. Parker inoculado con Nacobbus
aberrans . SM = J. E. Parker inoculado con Meloidogyne incognita. RSN = CM - 334 sin
nematodo. RNA = CM - 334 inoculado con Nacobbus aberrans. RM = CM - 334 inoculado
con Meloidogyne incognita; ****P< 0.0001; ns= no significativo.
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DISCUSION

Los compuestos fendlicos y otros metabolitos de la ruta de los fenilpropanoides se
encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal y son un componente
importante de los mecanismos de defensa en la planta (Nicholson y Hammerschmidt,
1992; Dixon et al., 2002). La acumulacion de estos metabolitos y otras respuestas de
defensa generalmente se disparan cuando la planta es atacada por un patégeno y la
respuesta es mas rapida y de mayor magnitud cuando la interaccién es de tipo
incompatible (Keen, 1992; Edens et al., 1995). Tales compuestos protegen el tejido
infectado por su actividad antimicrobial (Gogoi et al., 2000) y engrosando las paredes
celulares por procesos de lignificacion y suberizacion (Keen, 1992).

Pegard et al. (2005), encontraron que tanto plantas de chile susceptibles (cv. Doux
Long des Landes) como resistentes (genotipo CM - 334) Meloidogyne hubo un
mayor contenido de fenoles cuando fueron inoculadas con diferentes especies de
Meloidogyne (M. incognita, M. javanica y M.arenaria) en comparacion con las no
inoculadas.

El contenido de fenoles libres en plantas resistentes a P. capsici fue
significativamente mayor en comparacion con las susceptibles al oomiceto. Es
conocido que en plantas resistentes los mecanismos de defensa se disparan con
mayor rapidez y con mayor intensidad; asi Pegard et al. (2005), encontraron una
asociacién entre el contenido de fenoles y el grado de resistencia mostrado por CM -
334 a tres especies de Meloidogyne, observando que estos metabolitos se
acumularon temprana y localmente dentro de las células cercanas a la larva de
Meloidogyne sélo en las plantas resistentes.

Nuestros resultados indican que el contenido de fenoles libres fue mayor en raices y
follaje de plantas resistentes al oomiceto y al nematodo agallador M. incognita; tales
resultados son opuestos a los reportados por Pegard et al. (2005) quienes
encontraron que las plantas de chile no inoculadas del cv. Doux Long des Landes
susceptible a Meloidogyne spp mostraron mayor contenido de fenoles que las

plantas de CM - 334 resistente a este nematodo agallador.
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Cuando se compararon los contenidos de fenoles libres en follaje y raiz de plantas
inoculadas con los nematodos se encontré un mayor contenido de estos metabolitos
en las plantas inoculadas, lo cual fue consistente con los resultados de Pegard y
colaboradores (2005) que también reportan incrementos en estos metabolitos, tanto
en plantas susceptibles como resistentes. Sin embargo, estos resultados son
opuestos a los consignados por Lopez (2007), quien menciona que en las plantas de
chile CM - 334 inoculadas con N. aberrans hubo un contenido de acido clorogénico
significativamente menor en comparacion con las plantas no inoculadas. Este mismo
investigador también reporta que la actividad de la enzima PAL, clave en la ruta de
sintesis de fenoles, y el contenido de fenoles solubles totales y la actividad de
peroxidasas fueron generalmente mas bajos en presencia del nematodo,
concluyendo que N. aberrans interfiere con los mecanismos de defensa de las
plantas CM - 334 resistentes a P. capsici.

Es conocido que en plantas resistentes los mecanismos de defensa se disparan con
mayor rapidez y con mayor intensidad; sin embargo, existe también suficiente
evidencia experimental que indica que en interacciones nematodo-planta
compatibles, los mecanismos de defensa, en particular la acumulacién de
metabolitos tdxicos y/o la actividad de enzimas relacionadas tales respuestas son
inhibidos o su expresion es retardada y/o se da con menor intensidad. Al respecto,
Huang y Rhode (1973), encontraron que en jitomate susceptible (cv B-5) a
Meloidogyne incognita hubo poca o nula acumulacion de compuestos fendlicos, en
cambio en las raices de plantas resistentes (cv Nemared) se acumularon altas
concentraciones de fenoles en las areas necréticas desarrolladas alrededor de la
larva del nematodos. De los compuesto fendlicos detectados, el acido clorogénico
fue el mas abundante en raices no inoculadas de los dos cultivares y la mayor
concentracion estuvo presente en el cultivar resistente; después de la infeccion por el
nematodo, en el cultivar resistente se incrementd la acumulacion de acido
clorogénico y la actividad de polifenoloxidasa.

La inoculacién de las plantas con M. incognita se asocié con una mayor acumulacion
de acidos fendlicos en raices y follaje en comparacion con plantas inoculadas con N.

aberrans.
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Tanto en plantas resistentes (a P. capsici y Meloidogyne spp.) como susceptibles (a
P. capsici) se incrementé de manera significativa el contenido de fenoles cuando
fueron inoculadas con M. incognita en comparacion con los contenidos de aquellas

inoculadas con N. aberrans.
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CONCLUSIONES

Las plantas CM - 334 resistentes a P. capsici presentaron un contenido de acidos

fendlicos significativamente mayor en comparacion con las susceptibles.

El contenido de fenoles fue significativamente mas alto en plantas inoculadas con los

nematodos en comparacion con las no inoculadas.
La infeccion por M. incognita tanto en plantas resistentes como en susceptibles se

asocié con una mayor acumulacién de acidos fendlicos en comparacion con aquellas

inoculadas con N. aberrans.
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APENDICE

Fenoles libres en plantas de Chile susceptibles Joe E. Parker (JEP) y resistentes CM
- 334 inoculadas con Nacobbus aberrans y Meloidogyne incognita en follaje y raiz.

Para la elaboracion de una curva patron que permitiera realizar los calculos de
concentracion de fenoles libres se empleo acido galico, donde los resultados se

expresan en (M de acido galico eqg-1 de muestra seca.

Curva patron

Cuadro1. Curva estandar para fenoles empleando acido galico.

No. De Solucion patronAgua Folin- Carbonato de Absorbancia

de acido gdlico destilada Ciocalteu:agua sodio al 19%

Tubo ((9) (mL) (1:1; viv) (mL)
((L)
0 0 0.5 125 1.25 0
1 10 0.490 125 1.25 0.3244
2 20 0.480 125 1.25 0.6694
3 30 0.470 125 1.25 0.981
4 40 0.460 125 1.25 1.2811
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Figura 1. Curva estandar para el calculo de la concentracion de fenoles libres.
Una vez que se determind la curva para el calculo de la concentracion de fenoles.
Se obtiene la siguiente ecuacion:

y=0.3219x +0.0047

R?=0.9994

Donde:

y = absorbancia

X = concentracion

La concentracidon de fenoles se obtiene mediante la siguiente férmula:

Donde: ( abs —0.0074* FD)
X = 0.03219 ¥170.12
PM
X = concentracion de fenoles

Abs = absorbancia
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FD = Factor de dilucién
PM = Peso muestra

170.12 = equivalente de acido galico

Obs treat rep fenolr fenolf
1 SSN 1 8.2468 25.8261
2 SSN 2 8.3862 25.5527
3 SSN 3 8.2709 25.6632
4 SSN 4 8.1457 25.1032
5 SSN 5 8.0348 25.0121
6 SSN 6 8.1543 .

7 SNA 1 12.0675 46.4137
8 SNA 2 12.1203 46.4965
9 SNA 3 12.0290 45.9871

10 SNA 4 12.0368 46.3413

11 SNA 5 14.2637 46.3472

12 SNA 6 14.0387 46.2314

13 SM 1 14.3416 55.9062

14 SM 2 14.2175 54.6521

15 SM 3 14.1175 54.8058

16 SM 4 15.4321 55.0301

17 SM 5 14.7321 54.9321

18 SM 6 15.5321 55.0158

19 RSN 1 12.4808 37.0812

20 RSN 2 12.5384 37.0146

21 RSN 3 13.3554 36.8320

22 RSN 4 13.2271 36.4501

23 RSN 5 0.0000 35.7832

24 RSN 6 0.0000 34.1235

25 RNA 1 14.4416 55.8914

26 RNA 2 14.4319 55.9064

27 RNA 3 14.5175 56.2140

28 RNA 4 14.5191 55.8124

29 RNA 5 14.2191 55.3102

30 RNA 6 14.3191 55.2979

31 RM 1 14.4464 62.2363

32 RM 2 14.9990 62.1203

33 RM 3 14.9750 61.8512

34 RM 4 14.8636 61.4387

35 RM 5 14.7736 63.4211

36 RM 6 14.9736 63.5317

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values



treat

rep

6 RM RNA RSN SM SNA SSN

Number of observations 36

Dependent Variables With
Equivalent Missing Value Patterns

Dependent

Pattern Obs Variables
1 36 fenolr
2 35 fenolf

NOTE: Variables in each group are consistent with respect to the presence

or absence of missing

Dependent Variable:

Value

Value

0.61

values.

Source
Pr > F

Model
0.0034

Error

Corrected Total

Source
Pr > F

treat
0.0004

rep
0.6914

fenolr

R-Square

0.601187

The GLM Procedure

Sum of
DF Squares Mean Square F
10 309.7568010 30.9756801
25 205.4852219 8.2194089
35 515.2420229
Coeff Var Root MSE fenolr Mean
23.39046 2.866951 12.25692
DF Type III SS Mean Square F
5 284.5937381 56.9187476
5 25.1630629 5.0326126

The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for fenolr
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NOTE: This test controls
generally has a higher

Means w
different.

Tuke

Dependent Variable: fenolf

Source
Value Pr > F

Model
1177.90 <.0001

Error

Corrected Total

R-Sqg

0.99

Source
Value Pr > F

treat
2326.01 <.0001

the Type I experimentwise error rate, but it

Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 25
Error Mean Square 8.219409
Critical Value of Studentized Range 4.35831
Minimum Significant Difference 5.1011
ith the same letter are not significantly

y Grouping Mean N treat
A 14.839 6 RM
A
A 14.729 6 SM
A
A 14.408 6 RNA
A
B A 12.759 6 SNA
B
B 8.600 6 RSN
B
B 8.206 6 SSN
The GLM Procedure
Sum of
DF Squares Mean Square F
10 5297.357875 529.735788
24 10.793453 0.449727
34 5308.151329
uare Coeff Var Root MSE fenolf Mean
7967 1.412562 0.670617 47.47523
DF Type III SS Mean Square F
5 5230.352687 1046.070537

36



rep 5 1.532484 0.306497
0.68 0.6418

The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for fenolf
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it

generally has a higher
Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 24
Error Mean Square 0.449727
Critical Value of Studentized Range 4.37265
Minimum Significant Difference 1.2169
Harmonic Mean of Cell Sizes 5.806452

NOTE: Cell sizes are not equal.

Means with the same letter are not significantly
different.

Tukey Grouping Mean N treat

A 62.4332 6 RM
B 55.7387 6 RNA
B

B 55.0570 6 SM
C 46.3029 6 SNA
D 36.2141 6 RSN
E 25.4315 5 SSN

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

treat o RM RNA RSN SM SNA SSN

rep 6 1 2 3 4 5 6
Number of observations 36

The GLM Procedure

Dependent Variable: fenolr



Sum of

Source DF Squares Mean Square
Value Pr > F

Model 10 309.7568010 30.9756801
3.77 0.0034

Error 25 205.4852219 8.2194089

Corrected Total 35 515.2420229

R-Square Coeff Var Root MSE fenolr Mean
0.601187 23.39046 2.866951 12.25692

Source DF Type I SS Mean Square
Value Pr > F

treat 5 284.5937381 56.9187476
6.92 0.0004

rep 5 25.1630629 5.0326126
0.61 0.6914

Source DF Type III SS Mean Square
Value Pr > F

treat 5 284.5937381 56.9187476
6.92 0.0004

rep 5 25.1630629 5.0326126
0.61 0.6914
Contrast DF Contrast SS
Mean Square F Value
resistente vs suceptible 1 4.6324203
4.6324203 0.56
con nematodo vs sin nematodo 1 267.2977177
267.2977177 32.52
meloidogyne vs nacobbus 1 8.6397176
8.6397176 1.05
resistentet+meloidogyne vs resistente+nacobbus 1 0.5559605
0.5559605 0.07
susceptible+tmeloidogyne vs susceptible+nacobbus 1 11.6364656
11.6364656 1.42

Contrast
F
resistente vs suceptible

0.4598

con nematodo vs sin nematodo
<.0001



meloidogyne vs nacobbus

0.3151

resistente+meloidogyne vs resistente+nacobbus
0.7969

susceptible+tmeloidogyne vs susceptible+nacobbus
0.2453

The SAS System 10:00 Sunday,

October 20, 2002 9
The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

treat 6 RM RNA RSN SM SNA SSN

rep 6 1 2 3 4 5 6
Number of observations 36

NOTE: Due to missing values, only 35 observations can be used in this
analysis.
The GLM Procedure

Dependent Variable: fenolf

Sum of
Source DF Squares Mean Square F
Value Pr > F
Model 10 5297.357875 529.735788
1177.90 <.0001
Error 24 10.793453 0.449727
Corrected Total 34 5308.151329
R-Square Coeff Var Root MSE fenolf Mean
0.997967 1.412562 0.670617 47.47523
Source DF Type I SS Mean Square F
Value Pr > F
treat 5 5295.825392 1059.165078
2355.13 <.0001
rep 5 1.532484 0.306497
0.68 0.6418
Source DF Type III SS Mean Square F
Value Pr > F
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treat 5 5230.352687
2326.01 <.0001

1046.070537

rep 5 1.532484 0.306497

0.68 0.6418
Contrast DF Contrast SS
Mean Square F Value
resistente vs suceptible 1 735.462901
735.462901 1635.35
con nematodo vs sin nematodo 1 4299.115608
4299.115608 9559.38
meloidogyne vs nacobbus 1 357.992366
357.992366 796.02
resistentet+meloidogyne vs resistente+nacobbus 1 134.449833
134.449833 298.96
susceptible+tmeloidogyne vs susceptible+nacobbus 1 229.905670
229.905670 511.21

Contrast Pr
F

resistente vs suceptible
<.0001

con nematodo vs sin nematodo
<.0001

meloidogyne vs nacobbus
<.0001

resistente+meloidogyne vs resistente+nacobbus
<.0001

susceptible+tmeloidogyne vs susceptible+nacobbus
<.0001
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