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RESUMEN
La resistencia del chile serrano CM334 a nematodos agalladores se asocia en parte con la
estimulacion de la ruta de los fenolpropanoides, a través de la cual se sintetizan fenoles,
fitoalexinas, proanticiniadinas y los monolignoles p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) y siringil (S)
que forman a la lignina. El tipo y abundancia de cada monolignol determinan las
caracteristicas de la lignina, la cual actia como barrera fisica potencial contra el ataque de
fitopatogenos; ademas en el caso de nematodos endopardsitos sedentarios su biosintesis,
composicion y deposicion en las paredes celulares pueden ser determinantes para la formacion
del sitio especializado de alimentacion (c€lulas gigantes y sincitios). Los objetivos de la
presente investigacion fueron: comparar la acumulacion de los transcritos de los genes C4H y
COMT implicados en la sintesis de lignina, determinar la actividad de la enzima C4H y el
contenido de fenoles solubles totales, de lignina total y de los monémeros H, G y S en raices
chile CM334- inoculadas con N. aberrans (interaccion compatible) o con M. incognita
(interaccion incompatible). La acumulacion relativa de los transcritos C4H a los 7 y 14 ddi fue
mayor en la interaccion compatible en comparacion con la incompatible, pero a los 2 y 21 ddi
ocurri6 lo opuesto; la de los transcritos COMT también fue mayor en la interaccion compatible
en todos los tiempos evaluados y la actividad de la enzima C4H también lo fue, excepto a los
21 ddi. El mayor contenido de fenoles solubles totales a los 2 ddi se registr6 en la interaccion
compatible, pero a los 7, 14 y 21 ddi el patron se invirtid, en cambio el de lignina y de los
mondémeros G y S siempre fue mayor en la interaccion compatible, mientras que el
monolignol H fue mayor hasta los 14 ddi, pero no a los 21 ddi. Los resultados obtenidos
indicaron que el patrén de expresion de los genes C4H y COMT, la actividad de la enzima
C4H y el contenido de fenoles y lignina fueron diferentes dependiendo del tipo de interaccion

planta-nematodo.

Palabras clave: Capsicum annuum, lignina, guaiacil, siringil, defensa, nematodos agalladores.



TRANSCRIPTS ACUMULATION OF C4H AND COMT GENES, ENZYMATIC
ACTIVITY, TOTAL SOLUBLE PHENOLIC, TOTAL LIGNIN AND MONOLIGNOL
DETERMINATION IN CHILLI CM334 FINFECTED BY Nacobbus aberrans AND

Meloidogyne incognita
Erika Lagunes Fortiz, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2016.

ABSTRACT
The Chilli pepper CM334 resistance to root-knot nematodes is partly associated with the
stimulation of the phenylpropanoid pathway through which phenols, phytoalexins,
proanticiniadinas and the monolignols p-hydroxyphenyl (H), guaiacil (G) and syringyl (S),
that integrated lignin, are synthesized,. The type and abundance of each monolignol determine
the characteristics of the lignin, which acts as a potential physical barrier against
phytopathogens; also in case of sedentary endoparasitic nematodes its biosynthesis,
composition and deposition in the cell walls can be decisive for the formation of specialized
feeding site (syncytia and giant cells). The aim of this study was to compare the transcripts
accumulation of C4H and COMT genes, involved in lignin synthesis, determine C4H enzyme
activity, total soluble phenols content, total lignin and monomers H , G and S quantification in
chilli CM334- roots inoculated with N. aberrans (compatible interaction) or M. incognita
(incompatible interaction). The relative accumulation of C4H transcripts at 7 and 14 pdi (days
after inoculation) was higher in compatible interaction compared with the incompatible, but at
2 and 21 ddi occurred the opposite. The relative accumulation of COMT transcripts was higher
in the compatible interaction at all times evaluated and the activity of the enzyme C4H too,
except at 21 dpi. The results indicated that the expression pattern of C4H and COMT genes,
the C4H enzymatic activity and the content of phenols and lignin were different depending on

the type of plant-nematode interactions.

Keywords: Capsicum annuum, lignin, guaiacil, syringyl, defense, root-knot nematodes.
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1. INTRODUCCION

El chile (Capsicum annum L.) es una de las hortalizas mas importantes en México debido a su
uso alimenticio; sin embargo, su calidad y rendimiento son afectados por la enfermedad
conocida como “marchitez del chile” causada por el oomiceto Phytophthora capsici Leonian
(Redondo et al., 1989). Aunque se han implementado diversas estrategias de control como
aplicacion de fungicidas y practicas culturales, la mejor forma de controlar la enfermedad es
mediante el uso de variedades resistentes (Parra y Ristaino, 2001). EI genotipo de chile tipo
serrano CM334 ha mostrado un alto grado de resistencia al oomiceto (Fernandez-Pavia, 1997;
Glosier et al., 2008) y a otros patogenos como virus (PVY, virus Y de la papa y PeMV, virus
del moteado del chile) y a tres especies del nematodo agallador Meloidogyne [Meloidogyne
arenaria (Neal) Chitwood, M. incognita (Kofoid and White) Chitwood y M. javanica (Treub)
Chitwood], pero es susceptible al nematodo Nacobbus aberrans (Thorne, 1935) Thorne &
Allen, 1944 (Alcantara y Bosland, 1994; Pegard et al., 2005; Arnedo-Andrés et al., 2006) y a
M. enterolobii (Villar-Luna, 2013).

Cuando CM334 es previamente infectado por el nematodo N. aberrans, se comporta como
susceptible al oomiceto, fendmeno conocido como “rompimiento de la resistencia”, éste se
asocia con cambios metabolicos y fisioldgicos resultantes de la reprogramacion de la
expresion génica inducida por el nematodo en la raiz del hospedante, que en turno provocan la
alteracion de algunas respuestas de defensa de las plantas generadas a través de las rutas del
acido mevaloénico y de los fenilpropanoides, por ejemplo sintesis de capsidiol, compuestos
fenodlicos y lignina (Vargas et al., 1996; Zavaleta-Mejia, 2002; Lopez-Martinez y Zavaleta-
Mejia, 2007, Trujillo-Viramontes et al., 2005; Godinez-Vidal et al., 2008; Lopez-Martinez et
al., 2010).

La lignina, producto de la via de los fenilpropanoides, constituye una barrera fisica potencial
contra la infeccion por nematodos y otros fitopatdgenos. Esta constituida principalmente por
tres monomeros: p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) y siringil (S) (Vanholme et al., 2008), siendo
las unidades S las que incrementan el grado de rigidez y resistencia del tejido vegetal a la

invasion por patogenos (Menden et al., 2007).



Durante la biosintesis de los diferentes monémeros de lignina, la L-fenilalanina amonio-liasa
(PAL) y acido cinamico 4-hidroxilasa (C4H) son enzimas tempranas clave para la sintesis de
fenilpropanoides, al igual que la acido ferulico 5-hidroxilasa (F5H) la cual es requerida para la
sintesis de unidades S (Meyer et al., 1998). Posteriormente, las metiltransferasas acido cafeico
O-metiltransferasa (COMT) y cafeoil-CoA-3-o-metiltransferasa (CCoAOMT), emplean como
sustratos al 5-hidroxiconiferaldehido y al cafeil-CoA, respectivamente. COMT es esencial
para la sintesis de unidades S y la supresion de la CCoAOMT da lugar a la reduccion del
contenido de lignina total y disminuye la cantidad de unidades S/G, sugiriendo una

participacion en la biosintesis de ambos monomeros (G y S) (Zhao et al., 2002).

Debido a su lignificacion la endodermis del cilindro vascular en raices de plantas no es
atravesada por muchos nematodos endoparasitos, excepto los formadores de quistes (Wuyts et
al., 2006). En general, plantas con altos contenidos de lignina son menos accesibles a
microbios e insectos herbivoros, asi, la presencia de este polimero en sus paredes celulares
constituye una importante defensa preformada e inducida, contra de fitopatégenos (Quentin et
al., 2009). Los nematodos agalladores como Meloidogyne y Nacobbus inducen la formacion
de sitios especializados de alimentacion (SEA) en el cilindro vascular de las raices. Wuyts et
al. (2007), mencionan que las paredes celulares lignificadas constituyen barreras fisicas
potenciales para la migracion y alimentacién de los nematodos, y que ademés pueden limitar

el acceso a los polisacaridos de la pared celular por las enzimas producidas por el nematodo.

Bell (1981) menciona que el éxito de los nematodos agalladores depende del establecimiento y
mantenimiento de las células gigantes, por lo que la composicion quimica de la lignina
constituye un factor que contribuye a determinar el tipo de interaccion planta-patogeno
resultante. Actualmente existe un debate, sobre el papel que desempeiian los monolignoles en
la interaccidn planta-patdgeno; algunos autores senalan que la sintesis de la lignina del tipo S
puede ser particularmente inducida en interacciones incompatibles (De Ascensao y Dubery,
2000, Skyba et al.,2013) por un lado como parte de la respuesta general de defensa, como
ocurre también en interacciones compatibles (De Ascensao y Dubery, 2000), y también por su
resistencia a la degradacion enzimatica por nematodos y hongos, por otro lado Turner y
Rosales, (2005) sefialan que los componentes liberados después de la degradacion de la pared

celular podrian resultar toxicos para los diferentes invasores.



En oposicion a lo anterior, algunos autores aseveran que la lignina S es mas susceptible a la
degradacion por hongos degradadores en comparaciéon con la lignina G, debido al tipo de
enlaces que contiene, su bajo potencial redox, y el hecho de contar con mas oxigenos en su
estructura y un menor grado de entrecruzamiento, la hace mas reactiva de tal manera que
fitopatogenos, como los hongos selectivamente degradan aquellas regiones de la pared celular

ricas en este monolignol (Vane et al., 2006).

De manera similar lo que sucede con otros patogenos, el papel de los diferentes monolignoles
en la interaccion planta-nematodo es complejo, sin embargo se sugiere que la presencia y
abundancia de los diferentes tipos de monolignoles en los tejidos del hospedante pueden
afectar el ciclo de vida del nematodo. En plantas de Arabidopsis thaliana en las que se sobre-
expresaron las enzimas C4H y F5H, hubo un incremento del 50% en el contenido de unidades
S respecto con las plantas silvestres, mientras que la produccion de unidades G se inhibio,
ocasionando que en las plantas modificadas la cantidad de huevos, juveniles y por
consiguiente la reproduccion del nematodo M. incognita fuera menor en comparacion con las
plantas silvestres, a pesar de que la infeccion fue igual en ambos materiales (Wuyts et al.,
2006); el incremento de lignina S en los haces vasculares resultd desfavorable para el
nematodo, la presencia de dichas unidades posiblemente impidieron el flujo de nutrientes a las
células gigantes o dificultaron el proceso de alimentacion de los nematodos en las células
gigantes, afectando asi la tasa de desarrollo del nematodo (Meyer et al., 1998; Wuyts et al.,
2006).

También en plantas de tabaco en las que se bloque6 la expresion de la enzima isoflavona O-
metiltransferasa (OMT), y en las que el contenido de unidades S se redujo 10% respecto a las
plantas silvestres, hubo una disminucion del tiempo en que M. incognita completé su ciclo de
vida y con un mayor nimero de juveniles en comparacion con las plantas no transformadas,
por lo que la ausencia de unidades S en la interaccion planta-nematodo favorecio la

reproduccion del nematodo (Atanassova et al., 1995; Wuyts et al., 2006).

En cambio, Quentin et al. (2009), encontraron que en plantas de A. thaliana en las que el nivel
de lignina S se redujo debido al bloqueo de la actividad de la enzima COMT, el desarrollo del
nematodo, asi como su ciclo de vida fue similar al observado en plantas testigo, en las que no

se bloqued a la enzima COMT; esto es, la reduccion del S no afecto ni positiva ni
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negativamente el establecimiento del nematodo. Se menciona que A. thaliana es por
naturaleza susceptible a M. incognita, lo que podria explicar porque en este caso las
diferencias en el contenido de los mondmeros de lignina (G o S) en los tejidos de la planta, no
influy6 en la infeccion y ciclo de vida del nematodo. Sin embargo, puede ser que en otras
plantas modificaciones en la actividad de la enzima COMT, o cualquier otra implicada en la
biosintesis de los monolignoles determinen el tipo de interaccidon (compatible o incomptible)

(Pegard et al., 2005).

Con base en lo anterior y debido a la escasa investigacion que se ha realizado en relacion con
los cambios inducidos por N. aberrans en la expresion de genes, la actividad de las enzimas, y
la acumulacién de metabolitos como fenoles solubles, monolignoles y lignina sintetizados a

través de la ruta de los fenilpropanoides se realizo el presente estudio que tuvo por objetivos:

1) Comparar la acumulacion de transcritos de los genes C4H y COMT, y la actividad de
la enzima C4H, en la interaccion compatible chile CM334-N. aberrans y en la
incompatible chile CM334-M. incognita.

2) Determinar el contenido de fenoles solubles totales en raices de chile CM334
inoculado con N. aberrans o con M. incognita.

3) Determinar el contenido de lignina, asi como el contenido de unidades fenolicas G y S
en paredes de células de la raiz de chile CM334 inoculado con N. aberrans o con M.

incognita.



2. REVISION DE LITERATURA

Chile serrano CM334

El chile (Capsicum annum L.) tipo serrano CM334, también conocido como “Criollo de
Morelos” es altamente resistente a la enfermedad conocida como “marchitez del chile”
inducida por el oomiceto Phytophthora capsici Leonian (Fernandez- Pavia y Linddell, 1997,
Ortega et al., 1991, Glosier et al., 2008). CM334 también es resistente a los virus Potato virus
Y (PVY), Pepper mottle virus (PeMoV), Ecuadorian rocoto virus (ERV) y Pepper yellow
mosaic virus (PepYMV) (Boiteux et al., 1996; Janzac et al.,2009), y a los tres nematodos
agalladores de mayor importancia economica M. arenaria, M. incognita y M. javanica; sin
embargo, es susceptible al nematodo Nacobbus aberrans (Thorne, 1935) Thorne & Allen,
1944 (Alcantara y Bosland, 1994; Pegard et al., 2005; Arnedo-Andrés et al., 2006) y a M.
enterolobii (Villar-Luna, 2013).

La restriccion del desarrollo y reproduccion del nematodo y del oomiceto en CM334 se asocia
con respuestas bioquimicas posteriores a la penetracion, la reaccion de hipersensibilidad y la
presencia de compuestos fenolicos como acido clorogénico; ademas las barreras fisicas
constituidas por las vellosidades en tallo y hojas, también dificultan la adherencia del
oomiceto a la planta (Pegard et al., 2005; Egea-Gilabert et al., 2008). El oomiceto dispara una
fuerte respuesta hipersensitiva (RH) a nivel de raiz, tallo y follaje en CM334 (Fernandez-
Pavia, 1997; Candela et al., 2000, Ueeda et al., 2006) y la generacion de moléculas
involucradas en procesos de sefializacion como el oxido nitrico, 4cido jasmoénico y acido
salicilico (Requena et al., 2005; Ueeda et al., 2006). También, se reportan cambios en la
expresion de genes involucrados en defensa como aquellos responsables de la sintesis de la
fitoalexina sesquiterpénica capsidiol (Ha et al., 2003; Silvar et al., 2008). Sy et al., (2005)
indican que la resistencia exhibida por CM334 contra los patégenos antes mencionados se
debe a la expresion de tres genes regulados de manera independiente: Me7 responsable de la
expresion de la RH; Mech, que le confiere resistencia contra M. chitwoodi Golden, O "Bannon,
Santo y Finley, 1980 y Pvr4, el cual inhibe la multiplicacion del virus. Pegard et al., (2005)

sugieren que CM334 podria exhibir dos mecanismos de resistencia para nematodos: 1) la



presencia de barreras fisicas o la exudacién de algin compuesto nematostatico, y 2)
mecanismos que eviten la formacion de agallas y masas de huevecillos a través del bloqueo de

la migracion, desarrollo y reproduccion del nematodo.

Asi mismo, en respuesta al ataque por P. capsici se reportan cambios en la expresion de genes
relacionados con defensa como: PAL, que codifica para la fenilalanina amonio liasa; GLU para
las B-1,3-glucanasas (Silvar et al., 2008; Fernandez-Herrera et al., 2012); PR-1 y POX,
proteina relacionada con la patogénesis y peroxidasas, respectivamente (Silvar et al., 2008;
Fernandez-Herrera et al., 2012); OPR-3, para la 12-oxofitodienoato reductasa, proteina
asociada con la sintesis de acido jasmonico (Ueeda et al., 2006); y algunos genes responsables
de la sintesis de la fitoalexina sesquiterpénica capsidiol (HMG2: 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoenzimaA reductasa, SC: sesquiterpeno ciclasa y EAS:5-epi-aristoloqueno sintasa) (Silvar et
al., 2008; Fernandez-Herrera et al., 2012). Igualmente se consignan incrementos en el
contenido de la fitoalexina capsidiol (Egea et al., 1996; Candela et al., 2000) y fenoles con

propiedades antimicrobianas como el acido trans-cinamico (Candela et al., 1995).

Nematodos endoparasitos sedentarios

Los nematodos parasitos de plantas son patdégenos de gran importancia econdmica, ya que al
alimentarse de raices, tallos o follaje causan dafio a los cultivos; tienen una gran cantidad de
hospedantes y pueden clasificarse como nematodos ectoparasitos (los que viven fuera de la

planta) o endoparasitos (que tienen un habito migratorio o sedentario) (Goddijn et al., 1993).

Los nematodos endoparasitos sedentarios, como los agalladores (Meloidogyne spp. y
Nacobbus spp.) y los que se enquistan (Heterodera spp. y Globodera spp.), se caracterizan
por invadir el sistema radical de la planta hospedante y migrar inter o intracelularmente hasta
el cilindro vascular para inducir la formacion de estructuras especializadas para su
alimentacion, ya sean células gigantes o sincitios, respectivamente (Jones, 1981; Goddijn et
al., 1993; Sijmons, 1993; Williamson y Hussey, 1996; Barthels et al., 1997), que aunque son
diferentes, comparten algunas caracteristicas: sus nucleos y nucléolos se vuelven alargados, el

citoplasma incrementa su volumen, incrementa el numero de organelos celulares, y la pared



celular se invagina expandiendo el area que se encuentra en contacto con el xilema para
favorecer un intercambio intensivo de solutos entre el sistema vascular del hospedante y el

sitio de alimentacion inducido por el nematodo (Goddijn et al., 1993; Jones, 1981).

Nacobbus aberrans

El género de nematodos Nacobbus, también llamados “falsos agalladores”, esta integrado por
dos especies, N. aberrans (Thorne, 1935) y N. dorsalis Torne y Allen (1944), estan
distribuidos principalmente en el norte y sur de América. N. aberrans es responsable de
importantes pérdidas econdmicas en chile, frijol, papa, tomate y remolacha azucarera
(Manzanilla-Lopez, 1999). Algunos factores que han dificultado el control de N. aberrans son
la capacidad reproductiva del nematodo, pues la hembra puede producir cientos de
huevecillos, tiene ademas su amplio rango de hospedantes y alta capacidad de adaptacion a

diferentes condiciones climaticas (Manzanilla-Lopez, 1999).

El género Nabobbus se distingue de otros miembros del orden Tylenchida, porque posee un
marcado dimorfismo sexual, las hembras son obesas, con una sola géonada y glandulas
esofagicas sobrepuestas dorsalmente al intestino, mientras que los machos son filiformes y con

alas caudales terminales (Manzanilla-Lopez et al., 2002).

La hembra madura deposita sus huevecillos en una matriz gelatinosa, la primera etapa juvenil
del nematodo (J1) se desarrolla dentro del huevecillo y sufre la primera muda para dar lugar al
J2 que emerge del huevo, migra en el suelo y penetra a la raiz, donde puede permanecer o
entrar y salir en numerosas ocasiones (Clark, 1967; Manzanilla-Lopez, 1999). El J2 se
considera el principal estado infectivo y puede mudar dentro de la raiz o en el suelo, mientras
que el J3 es menos activo y se localiza frecuentemente enrollado, en forma de “C”, en la
corteza de la raiz. La muda del cuarto estadio juvenil, femenino o masculino, llamado también
J4, ocurre en la raiz o en el suelo, sin embargo, el J4 masculino se asocia més con la corteza de
la raiz (Manzanilla-Lopez et al., 2002), mientras que de la muda del J4 femenino, de forma de
huso o globosa, emerge la hembra inmadura que migra a las células adyacentes del sistema
vascular, donde establece su sitio especializado de alimentacion (sincitio) (Clark, 1967), cuya

formacidon comienza a partir de una sola célula, en la que su protoplasto se fusiona con el de
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sus células vecinas a través del ensanchamiento progresivo de sus plasmodesmos,

conformando un sincitio multinucleado (Jones, 1981).

Los juveniles del tercer y cuarto estadio (J3 y J4) son considerados relativamente inactivos a
diferencia de los juveniles del segundo estadio (J2), los cuales son migratorios y activos. Tanto
los estadios juveniles, como el estado adulto inducen una serie de cambios estructurales,
quimicos y fisioldgicos que resultan en modificaciones celulares e histologicas en las raices de

su hospedante (Manzanilla-Lopez et al., 2002).

En general, N. aberrans induce clorosis del follaje, marchitez subita y reduccion significativa
del crecimiento (achaparramiento) en las plantas infectadas, mientras que en las raices, el
sintoma mas caracteristico es la formacion de agallas, mismas que al inicio de la infeccion, se
encuentran separadas y alojando en su interior una sola hembra, pero a medida que la
infeccion aumenta también lo hace el nimero de agallas, adoptando el aspecto de cuentas de
rosario que en algunos casos llegan a contener a mas de una hembra (Cid del Prado, 1985;

Manzanilla-Lopez et al., 2002).

Meloidogyne incognita

Las especies del género Meloidogyne son consideradas los nematodos de mayor importancia
econdmica por su amplia distribucion mundial y gran cantidad de hospedantes, a ellas se les
atribuye mas del 5 % de pérdidas econdmicas en los cultivos a nivel mundial (Eisenback y
Triantaphyllou, 1981). De las casi 60 especies de nematodos agalladores del género
Meloidogyne, las especies: M. incognita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla son las que

causan dafios considerables en hortalizas (Zuckerman et al., 1994).

Los nematodos del género Meloidogyne presentan dimorfismo sexual. Las hembras son
esféricas, mientras que los machos son elongados y vermiformes con cola redondeada,

presentando espicula y gubernaculo muy notorios (Eisenback y Triantaphyllou, 1981).

El ciclo de vida del nematodo inicia cuando los huevos son depositados dentro de una matriz
gelatinosa, producida por las células de las glandulas rectales de la hembra, antes y durante la

producciéon de los huevos y secretada a través del ano; contiene proteinas, carbohidratos y
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enzimas. Al momento de depositar los huevos la hembra se encuentra parcial o totalmente
embebida en la raiz de su hospedante. El primer estadio juvenil se puede mover dentro del
huevo, sin embargo no es muy activo. La primera muda ocurre en el huevo, poco después los
juveniles del segundo estadio (J2) emergen, son atraidos a la raiz del hospedante y se
introducen en ellas e inyectan proteinas secretadas por sus glandulas esofagicas para inducir la
diferenciacion de su sitio especializado de alimentacion, proceso durante el cual el nematodo
se vuelve sedentario. Los estadios J3 y J4 carecen de un estilete funcional, por lo que no se
pueden alimentar, el tiempo transcurrido en dichos estadios es muy corto, y finalmente llega a

la etapa adulta (Moens et al., 2009; Eisenback y Triantaphyllou, 1981).

Sitios especializados de alimentacion inducidos por nematodos endoparasitos sedentarios

Los nematodos endoparasitos sedentarios inducen la formacién de sus sitios especializados de
alimentacion a través de la extensiva y coordinada modificacion de la pared celular (PC) de las
células que conformaran las células de alimentacion, ya sean células gigantes o sincitios. En
ambos sitios de alimentacion, existe un incremento en la actividad metabdlica y densidad
citoplasmica, la formacién de numerosas vacuolas pequefias, proliferacion de organelos,
particularmente del aparato de Golgi, mitocondrias, plastidios, ribosomas y reticulo
endoplasmico (Rodiuc et al., 2014). Dichas modificaciones podrian ser el resultado de
alteraciones inducidas por el nematodo a través de la manipulacion de la expresion de genes
de su hospedante que codifican para proteinas tales como: extensinas (EXT), expansinas (a- y
B expansinas), pectin acetilesterasas (PAE), pectato liasas (PEL) y endoglucanasas (endo-f-
1,4-glucanasas). Estas enzimas, participan en la modificacion de paredes celulares en células
gigantes, mientras que en el caso de los sincitios se atribuye la participacion de genes que
codifican para expansinas (a- y f§ expansinas), endoglucanasas (endo-$-1,4-glucanasas), EXT,
poligalacturonasas (PG) y pectin acetilasas (PE) (Rodiuc et al., 2014). Sin embargo, en el
proceso de rediferenciacion celular y formacion del sitio especializado de alimentacion se
presentan particularidades, dependiendo de si formara una célula gigante o un sincitio, cuya

estructura es diferente.



Células gigantes. Los nematodos agalladores inducen la formacién de las células gigantes
cuando los J2 se alojan en la zona de diferenciacion del cilindro vascular y cada individuo
induce la diferenciacion de cinco a siete células parenquimatosas en células gigantes
multinucleadas (Abad et al., 2009). La formaciéon de las células gigantes inicia con la
constitucion de zonas de expansion a partir de las cuales comenzara el engrosamiento de la
PC, las cuales se extienden progresivamente para abarcar grandes regiones de la misma
(Rodiuc et al., 2014); posteriormente, a partir de esas zonas de expansion se generan regiones
altamente reticuladas que asemejan laberintos de PC llamadas “invaginaciones”, cuya
principal funcién es intensificar el transporte de solutos hacia adentro y afuera de la célula
gigante (Vieira et al., 2012; Rodiuc et al., 2014). Dichas invaginaciones se desarrollan
progresivamente durante el proceso de maduracion del nematodo y degeneran una vez que
éste alcanza su madurez y completa su ciclo de vida (Rodiuc et al., 2014). En las células
gigantes, al igual que en los sincitios, pueden encontrarse restos o fragmentos de paredes
celulares, cuya presencia se pensaba era originada por el rompimiento de la PC; sin embargo,
autores como de Almeida Engler et al. (2004) sefialan que la presencia de dichos fragmentos
también podria ser resultado de la interrupcioén del proceso de expansion del fragmoplasto y
formacion de la PC (Jones y Payne, 1978; de Almeida Engler et al., 2004; Rodiuc et al.,
2014).

Los plasmodesmos tienen ademas una importante funcion durante la formacioén de los SEA,
son canales de membrana localizados en las paredes celulares que facilitan la continuidad
citoplasmatica entre las células, de tal manera que conforman una red de intercambio
intercelular. A diferencia de una célula que no es invadida por nematodos, donde los
plasmodesmos se encuentran distribuidos en la PC de forma dispersa, en aquellas donde se
induce la formacion de células gigantes se forma una gran cantidad de plasmodesmos entre las
paredes de las células gigantes y también en las paredes de las células que las rodean
(Hofmann et al., 2010), lo cual sugiere la existencia de un sistema de transporte masivo de
solutos via simplasto (Hofmann et al., 2010; Vieira et al., 2012). Adicionalmente, el flujo de
nutrientes afuera y adentro de las células gigantes también puede estar mediado por proteinas

de transporte especializadas localizadas en la membrana (Rodiuc et al., 2014).

10



Sincitio. El sincitio en cambio es formado cuando los J2 se alojan cerca del cilindro vascular y
a partir de una sola célula ocurre el ensanchamiento o dilatacion progresiva de los
plasmodesmos, hasta que la célula a partir de la cual se inici6 la formacion del SEA, se
fusiona con sus cé€lulas vecinas por la disolucion de las paredes celulares para constituir un
gran sincitio multinucleado (Turner y Rowe, 2006). En las primeras etapas de la formacion del
sincitio ocurre la disolucion de las paredes celulares, alteraciones en su configuracion e
incrementos en su sintesis con la finalidad de que se formen invaginaciones cerca del xilema,
asi como para contribuir al engrosamiento de la PC que rodea al sincitio (Golinowski et al.,
1996; Rodiuc et al., 2014). Aunque las paredes de las células que integran el sincitio se
rompen, las paredes celulares que lo delimitan se extienden y engrosan para resistir el aumento
de presion generado dentro del SEA (Golinowski et al., 1996). Los plasmodesmos son
esenciales para la formacion y expansion del sincitio, pues representan importantes puntos de
inicio de degradacion de paredes celulares, sin embargo, en etapas posteriores la presencia de
plasmodesmos disminuye por la deposicion temporal de calosa (Grundler et al., 1998;
Hofmann y Grundler, 2006; Hofmann et al., 2010) y debido a la obstruccion los
plasmodesmos existentes en etapas tempranas de formacion del sincitio, los nutrientes son
transportados desde el floema de forma apoplastica a través de transportadores

transmembranales (Hofmann y Grundler, 2006; Rodiuc et al., 2014).

La PC de los sincitios inmaduros se engrosa de manera uniforme, excepto en aquellos
fragmentos de pared que estan en contacto directo con los tubos cribosos, y que permanecen
normales hasta el momento en que la PC del tubo criboso comienza a engrosar (Grundler et
al., 1998). Al igual que como ocurre con las células gigantes, durante la conformacion del
sincitio también se presenta la formacion de invaginaciones de PC cerca del xilema y floema;
sin embargo, éstas invaginaciones solo son evidentes a los 5 6 7 dias después de ocurrida la
infeccion, una vez que el proceso de formacion del SEA estd avanzado (Golinowski et al.,
1996) y entre los 4 y 7 después de la inoculaciéon (ddi) incrementa la cantidad de
plasmodesmos y disminuye la deposicion de calosa; y en etapas posteriores, después de los 10
ddi, las células que conforman el sincitio se conectan a través de los plasmodesmos haciendo

posible la transferencia de nutrientes (Hofmann y Grundler, 2006; Hofmann et al., 2010).
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Defensa de las plantas contra nematodos

Los nematodos, ocasionan heridas en el tejido de su hospedante durante la infeccion, asi como
durante su migracion dentro de la planta y durante la formacion y expansion del sitio de
alimentacion. Durante su migracion, los nematodos agalladores previenen que la planta
dispare fuertes respuestas de defensa, mientras que los nematodos formadores de quistes
migran a través de las células corticales hacia el centro de la raiz causando necrosis desde su

punto de entrada hasta el sitio del cual se alimentan (Wyss, 1997).

Las plantas reconocen y reaccionan a la invasiébn por patdogenos activando diferentes
mecanismos de defensa (Williamson y Hussey, 1996), como la produccion de especies
reactivas de oxigeno, sefializadores sistémicos y activacion de genes de defensa que dan lugar
a la produccion y fortalecimiento de barreras estructurales o a la sintesis de metabolitos
toxicos; y dependiendo de si la respuesta es rapida o lenta la interaccion resultara en
incompatible o compatible, respectivamente. Una interaccion incompatible se caracteriza por
una respuesta hipersensible que da lugar a la muerte celular y necrosis, impidiendo el
desarrollo y formacién de los sitios de alimentacion de los nematodos; adicionalmente a estas
respuestas de defensa local en el sitio de infeccion, también se desencadenan respuestas
sistémicas que pueden ayudar a la planta a contrarrestar el ataque por nematodos y otros

fitopatogenos (Perry y Moens, 20006).

Se han reportado cambios en la expresion de genes de defensa en respuesta a la invasion por
nematodos; en tomate, se indujo la actividad de genes de defensa en raiz a las 12 h después de
la inoculacion con nematodos agalladores, muchos de ellos son también inducidos en
interacciones incompatibles pero con diferente magnitud y rapidez (Williamson y Hussey,
1996). Algunos de los genes que se activan son aquellos codificantes para peroxidasas,
quitinasas, lipoxigenasas, extensinas y proteinasas, pero, en etapas tempranas del proceso de
infeccion por nematodos también se activaron algunos genes codificantes en vias metabodlicas
que resultan en la sintesis de fitoalexinas o la deposicion de barreras fisicas como calosa y

lignina (Perry y Moens, 2006).
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La infeccién por nematodos promueve la sintesis de compuestos fenilpropanoides (Edens et
al., 1995; Balbridge et al., 1998). La induccién de la biosintesis de lignina ocurre como
respuesta a estrés bidtico y abidtico y se la considera un importante mecanismo de defensa
durante la interaccion planta-patdégeno; si bien es cierto que en toda interaccion planta-
nematodo ocurrird su induccidén, también es cierto que la regulaciéon de su sintesis y
composicion variard dependiendo de si la interaccion es compatible o incompatible. Ithal
etal., (2007) reportaron que en plantas de soya inoculadas con el nematodo Heterodera
glycines se estimulo la actividad de genes implicados en la via de los fenilpropanoides,
favoreciendo la sintesis de una amplia variedad de metabolitos secundarios en las plantas,
como flavonoides y antocianinas, y lignina y suberina componentes de las paredes celulares
secundarias. La acumulacion de fitoalexinas, la deposicion de lignina y la acumulacion de
compuestos fendlicos caracterizan la respuesta de defensa de las plantas; sin embargo, la
funcién de estos metabolitos secundarios en las interacciones planta-nematodo no estan del
todo claras, pues aunque su sobreexpresion podria ser parte de la respuesta de la planta a la
infeccion por los nematodos en una interaccion incompatible, estos componentes podrian

desempenar otro papel en una interaccion compatible (Ithal et al., 2007).

Polimeros de la pared celular vegetal

La lignina se deposita principalmente en la pared celular (PC) secundaria de ciertas células
especializadas como las de los vasos del xilema, elementos traqueales, fibras del floema y
peridermis, y en menor medida, en la region media de la lamela, entre las células; su sintesis
puede ser inducida por condiciones de estrés bidtico y abiotico, como heridas, infeccion por

patogenos y estrés metabodlico (Vanholme et al., 2010).

La PC, es un complejo extracelular dindmico, compuesto basicamente de celulosa y otras
sustancias como hemicelulosa, pectina, proteinas, lignina, cutina, suberina y sales minerales,
entre otras (Bonawitz y Chapple, 2010; Dixon et al., 2002); tiene diferentes funciones
fisiologicas y estructurales en la planta: contribuye al sostén y constitucion de los tejidos,
brinda resistencia ante la presion interna de la cé€lula, participa en el crecimiento vegetal,

regula la difusién de sustancias a través del apoplasto y participa en la percepcion y
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sefalizacion durante el desarrollo vegetal y los mecanismos de defensa (Underwood, 2012;
Rodiuc et al., 2014). La celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina constituyen alrededor de un
90% de la PC vegetal y las proteinas estructurales y las enzimas constituyen el 10% restante
(Cosgrove, 1997). Estos ultimos componentes tienen un papel crucial en la integracion de la

PC, el metabolismo y elongacion celular, y en la sefializacion (Fry, 1995; Cosgrove, 1997).

La PC, estd compuesta de tres capas: lamina media, PC primaria y PC secundaria. La lamina
media, la capa mas externa, es compartida por las células adyacentes en la mayoria de los
tejidos vegetales y esta constituida por pectinas y proteinas, y en menor proporcion
arabinanos, galactanos, arabinogalactanos y ramnogalacturonatos (Bonawitz y Chapple, 2010;
Dixon et al., 2002).

La PC primaria es sintetizada durante el crecimiento y elongacion celular en etapas tempranas
del desarrollo y se compone de celulosa, hemicelulosa, polisacaridos pécticos y proteinas
como la extensina, que es rica en hidroxiprolina y serina (Carpita, 1996; Dixon et al., 2002) y
una vez que las células han dejado de elongarse, se sintetiza la PC secundaria gracias a la
participacion de un complejo de factores de transcripcion tejido-especificos, algunos de los
cuales contienen dominios protéicos NAC (cuyo nombre se atribuye a las iniciales de las tres
primeras proteinas descritas que contienen el dominio de uniéon al ADN: NAM, ATAF1-
2 yCUC) o MYB (llamado asi por el oncogen v-myb del virus del mieloblastoma aviar,
primer gen myb que se identifico). Tales dominios actian como reguladores transcripcionales
que al unirse a una region promotora especifica (ej. elementos Cis) de un gen, estimulan o
reprimen su transcripcion y por tanto tienen un papel importante en la expresion de genes en
plantas (Bonawitz y Chapple, 2010). En plantas, la lignina se encuentra principalmente como

componente de la PC secundaria (Bonawitz y Chapple, 2010).

Biosintesis y composicion de la lignina

Los compuestos fenolicos, como estilbenos, coumarinas, flavonoides, algunas fitoalexinas y
lignina se sintetizan a través de la via de los fenilpropanoides (Dixon et al., 2002), la sintesis
de esta ultima requiere la intervencion de dos rutas metabdlicas comenzando por la ruta del
shikimato, para la produccion de L-fenilalanina y L-tirosina, y luego la ruta fenilpropanoide

desde la L-fenilalanina hasta la biosintesis final de los alcoholes cinamilicos (Boerjan et al.,
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2003),

con la participacion de 10 enzimas (Fig. 1): fenilalanina amonio liasa (PAL), tres

citocromo P450-monoxigenasas (cinamato-4-hidroxilasa, p-cumarato-3-hidroxilasa y ferulato-

S-hidroxilasa, C4H, C3H y F5H, respectivamente), dos metiltransferasas (cafeoil-CoA-O-

metiltransferasa y cafeato-O-metiltransferasa, CCOAOMT y COMT, respectivamente) y dos

oxidoreductasas (cinamil-CoA-reductasa y cinamil alcohol deshidrogenasa, CCR y CAD,

respectivamente), ademas de las enzimas 4-cumarato CoA ligasa (4CL) e hidroxicinamoil-

CoA shikimato (HCT) (Bonawitz y Chapple, 2010; Tobimatsu et al., 2013).
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Figura 1. Biosintesis de los monolignoles de la lignina. PAL (fenilalanina amonioliasa), C4H

(cinamato-4-hidroxilasa), 4CL (4-cumarato: CoA ligasa), HCT (hidroxicinamoil-
CoA:shikimato/quinata hidroxicinamoil transferasa), C3H (p-cumarato 3-hidroxilasa),
CCR (cinamoil-CoA reductasa), CCoAOMT (cafeoil-CoA-3-O-metiltransferasa), FSH
(ferulato 5-hidroxilasa), COMT (acido cafeico O-metiltransferasa), CAD (cinamil
alcohol deshidrogenasa), POX (peroxidasa), LAC (lacasa). Tomado de Tobimatsu et
al., (2013).
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La sintesis de los monomeros de lignina, llamados monolignoles comienza con la
desaminacion de la fenilalanina para formar acido cinamico, posteriormente, una serie de
hidroxilaciones y subsecuentes reacciones de O-metilacion modifican los anillos aromaticos
del 4cido cindmico reduciendo su cadena lateral de un 4cido a un alcohol, lo que da como
resultado la produccion de los monolignoles: alcohol p-coumarilico (4-hidroxicinamilico),
alcohol coniferilico (3-metoxi 4-hidroxicinamilico) y alcohol sinapilico (3,5-dimetoxi 4-
hidroxicinamilico); éstos difieren en su grado de metoxilacion, el alcohol coniferilico presenta
un grupo metoxilo (-OCH3) en la posicion 3 del anillo aromatico, el sinapilico dos metoxilos
en sus posiciones 3y 5, y el p-coumarilico carece de sustituyentes en su anillo aromatico (Fig.
2). Después de su incorporacion al polimero lignina, estos mondmeros se refieren como
unidades p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) y siringil (S), respectivamente, y su disposicion y
abundancia en la PC determinan las propiedades fisicas del tejido (Rastogi y Dwivedi, 2008;
Vanholme et al., 2008; Bonawitz y Chapple, 2010; Vanholme et al., 2010; Tobimatsu et al.,
2013).

A) o~ B) ,,r'f-"?"‘ C) )/C!IH

/AN
F/

| s I

Bh -
7 OMe MeO OMe
OH OH OH

Figura 2. Estructura quimica de los principales monolignoles. A) monoémero p-hidroxifenil

(H), b): mondémero guaiacil (G) y ¢) mondmero siringil (S).

En general, los mondémeros G y S son los principales componentes de la lignina en
dicotiledoneas angiospermas, mientras que en gimnospermas la lignina consiste
principalmente de monomeros de G con bajos niveles de unidades H, en cambio los pastos
contienen mayor cantidad de unidades H que las dicotiledénes (Bonawitz y Chapple, 2010).
Ademas de los mondmeros p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) y siringil (S), estudios recientes
muestran que otros tipos de mondmeros son sintetizados en 6rganos y tejidos especificos de

las planta como los encontrados en la testa de semillas de vainilla (monocotiledonea),
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sintetizada a partir del alcohol cafeilico, dando lugar a la producciéon de mondmero catequil
(C) (Chen et al., 2012). Un estudio realizado a 130 diferentes especies de cactus
(dicotiledonea) revelaron que algunos miembros de la familia Cactaceae también poseen
lignina del tipo C en la testa de las semillas, mientras que otras poseen las unidades normales

G/S y muy pocas especies contienen unidades 5 hidroxiguaiacil (SH) (Chen et al., 2013).

La unién de las unidades S y G se realiza mediante varios enlaces: 3-O-4, B-5, B-1, 5-5, 4-O-5
y B-B, siendo B-O-4 la unidén mas frecuente; ademas de estas uniones, los monolignoles pueden
entrelazarse con otros polimeros de la pared celular como polisacaridos y proteinas (Rastogi y
Dwivedi, 2008). Los mondémeros de lignina se unen covalentemente a hemicelulosas y
proveen de fuerza y rigidez a la PC de la planta, permitiendo su crecimiento, y al sistema
vascular le confieren la hidrofobicidad necesaria para el transporte de agua y solutos
(Vanholme et al., 2008); la lignina puede clasificarse en condensada y no condensada con base
en el tipo de enlace que se establece entre monolignoles y otros componentes de la PC
(Cuadro 1). En la composicion de la PC también participan los acidos p-hidroxicindmicos
(principalmente p-cumarico y fertlico), los cuales contribuyen a la unidn de la lignina con la
hemicelulosa mediante enlaces éster y éter; el acido fertlico es el principal responsable de los
puentes entre la lignina y los polisacaridos, mientras que las uniones entre monémeros dan

lugar a la conformacion de una estructura tridimensional (Sun et al., 2002).

Los monolignoles precursores de la lignina, se sintetizan en el reticulo endoplédsmico del
citosol y posteriormente se transportan a la PC en donde finalmente se depositan (Santiago et
al., 2013). Dada su relativa toxicidad a la célula, se ha sugerido que se exportan en forma de
monolignoles-glucosidos y ya en la PC son convertidos, mediante la accion de pexosidasas y/o
lacasas, a las unidades H, G o S. La deposicién de cada unidad en el tejido de la planta se
controla espacial y temporalmente; primero se depositan las unidades H, enseguida las G y al
final las S (Dixon et al., 2002; Bonawitz y Chapple, 2010; Santiago et al., 2013). La
composicion y caracteristicas de la lignina, son determinadas por la abundancia de cada uno
de los monolignoles y varian considerablemente entre taxones, tipos de células, e incluso entre
capas de las paredes celulares; también contribuyen los factores ambientales y el desarrollo
mismo de la planta (Boerjan et al., 2003; Bonawitz y Chapple, 2010; Vanholme et al., 2010;
Weng y Chapple, 2010).
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Cuadro 1. Caracteristicas de la lignina condensada y no condensada.

Caracteristicas Condensada No condensada
Tipo de enlace entre Enlaces C-C Enlaces aril-alquil éter
monolignoles

(B-5, B-1,5-5y B-B) (B-O-4 y 4-0-5)

Tipo de monolignoles HyG S
Estructura de la lignina Ramificada Lineal
Polimerizacion Mayor polimerizacion Menor polimerizacién
Degradabilidad Mas resistentes a la Fécil degradacion

degradacion, recalcitrante

C-C: enlaces carbono-carbono; H: p-hidroxifenil; G: guaiacil; S: siringil

Enzimas y genes involucrados en la sintesis de lignina

La biosintesis de monolignoles es un proceso altamente coordinado y regulado por un
conjunto de 10 enzimas, las cuales interactian de manera armonica y coordinada para formar
lignina. En Arabidopsis, se han identificado 14 genes que codifican para enzimas involucradas
en la sintesis de monolignoles, incluyendo dos PAL, una C4H, una C3H, una F5H, tres 4CL,
dos CCR, dos CAD, una HCT y una COMT (Costa et al., 2003); sin embargo, la identificacion
completa y la funcion de las isoformas en muchos casos aiin se desconoce. La existencia de
multigenes sustrato-especificos dificulta la identificacion de las isoformas de los genes
especificamente involucradas en la lignificacion, pese a esta problematica, en algunas especies
de plantas se tienen reportados y secuenciados algunos de estos genes y sus isoformas. En el
caso del chile, se encuentran reportadas las secuencias de nueve de los genes que participan en

la biosintesis de monolignoles (PAL, C4H, 4CL, HCT, C3H, CCoAOMT, CCR, COMT y CAD)
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(Mazourek et al., 2009), pero la identificacion y caracterizacion de sus isoformas aun se

desconoce.

Se ha intentado manipular el contenido y composicion de la lignina a través de la sobre-
expresion o bloqueo de la actividad de los genes que participan en la sintesis de los diferentes
monolignoles; solo que para la manipulacion de estos genes existe un limite, pues se ha
observado el colapso vascular en plantas con grandes deficiencias en lignina (Piquemal et al.,
1998; Jones et al., 2001; Ruel et al., 2002), y puesto que éste polimero tiene una funcion
critica para el fortalecimiento y sostén de los elementos vasculares para el transporte de agua
bajo una presion negativa, es razonable pensar que su alteracion modifique su estructura y

funcién en las plantas.

La PAL, participa en la sintesis de diferentes compuestos del metabolismo primario y
secundario, cataliza la desaminacion no oxidativa de la L-fenilalanina a acido trans-cinamico
y esta involucrada en la biosintesis de acido salicilico (SA) y otros compuestos fendlicos como
el acido clorogénico y las fitoalexinas flavonoides con propiedades antimicrobianas, todos
ellos implicados en la defensa en las plantas (Huang et al., 2010). Consecuentemente,
alteraciones en la expresion del gen PAL tienen un gran impacto durante las interacciones
planta-patégeno (Sattler y Funnell-Harris, 2013), ya que participa en la formacion de
complejos enzimadticos, conocidos como metabolones (compartimentos metabolicos),
responsables de la canalizacion metabolica para la sintesis de los diversos compuestos
fendlicos (Rasmussen y Dixon, 1999). La sintesis de la enzima es inducida por estreses

bioticos y abioticos (Dixon y Pavia, 1995; Mac Donald y D’Cunha, 2007).

La enzima C4H cataliza la hidroxilacion del cinamato para producir 4-Coumarato, también
conocido como p-coumarato (Fraser y Chapple, 2011), ésta y las enzimas F5SH y C3H son
monooxigenasas dependientes del citocromo P450 que estan involucradas en la biosintesis de
monolignoles y pertenecen a las superfamilias CYP73, CYP84 y CYP9S, respectivamente
(Humphreys y Chapple 2002; Weng et al., 2008). Las dos primeras desempefian funciones
importantes en el crecimiento y desarrollo, mientras que la familia CYP84 constituye un punto
de control determinante para la sintesis de lignina tipo S y ésteres sinapato (Meyer et al., 1996;

Ehlting et al., 2006; Boudet, 2007).
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La enzima 4CL cataliza la formacion de ATP dependiente del CoA tioester 4-coumaril CoA,
también conocido como p-coumaroil CoA, que ademads de representar el punto de entrada para
la biosintesis de compuestos fenilpropanoides, también lo es para otro tipo de metabolitos
secundarios, como las proantocianidinas, taninos, flavonoides, isoflavonoides y fitoalexinas
(Allina et al., 1998; Ehlting et al., 1999; Ehlting et al., 2001; Fraser y Chapple, 2011). Al igual
que PAL y C4H, 4CL existe como una familia de multigenes y aunque sus isoformas no han
sido del todo caracterizadas parecen tener diferentes funciones en el metabolismo secundario
de las plantas, pues su actividad en diferentes sustratos y patrones de expresion espacio-
temporales, sugieren distintas funciones fisiologicas (Ehlting et al., 1999; Ehlting et al., 2001;
Raes et al., 2003; Costa et al., 2005). Por ejemplo, en Arabidopsis las isoformas At4CL1 y
At4CL2 parecen estar involucradas en la lignificacion, mientras que At4CL3 actia durante la
biosintesis de flavonoides (Ehlting et al., 1999) y At4CL4 probablemente participa en la
activacion de sinapato (Hamberger y Hahlbrock, 2004).

Durante el ultimo paso de la biosintesis de monolignoles en gimnospermas, los aldehidos p-
coumarilico, coniferilico y sinapilico, son transformados a su correspondiente alcohol por la
enzima CAD (Fraser y Chapple, 2011), mientras que en angiospermas, la enzima SAD
(sinapil alcohol deshidrogenasa) es requerida para la biosintesis de unidades S (Li et al.,
2001); sin embargo, Lapierre et al., (2004) demostraron que SAD no siempre es indispensable
para la sintesis de unidades S, por lo que la via de sintesis de lignina en angiospermas es

variable (Goujon et al., 2003; Sibout et al., 2003; Kim et al., 2014).

Biosintesis de lignina durante la interaccion planta-hospedante

La evidencia experimental indica que la via de los fenilpropanoides, a través de la cual se
sintetizan los mondmeros de lignina, es activada en las plantas después de la infeccion por
patogenos o después de la aplicacion de elicitores (Pakusch y Matern, 1991; Menden et al.,
2007), de tal forma que la deposicion de compuestos fenilpropanoides podria ser parte
importante de las respuestas de defensa orientadas al reforzamiento de las paredes celulares en
plantas en el sitio de invasion por patogenos (Nicholson y Hammerschmitt, 1992; Kauss et al.,

1993).
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La lignificacion es una respuesta de defensa que puede funcionar como barrera fisica contra la
invasion por patdgenos, ademads su deposicion modifica quimicamente las paredes celulares y
las vuelve mas resistentes a la actividad de enzimas degradadoras. Por otra parte, puede
limitar la difusion de toxinas del patégeno hacia el hospedante y de nutrientes del hospedante
hacia el patogeno, asimismo puede producir precursores toxicos y radicales libres, asi como

contener al patogeno (Nicholson y Hammerschmit, 1992).

Los sitios especializados de alimentacion de los nematodos se localizan principalmente en el
cilindro vascular, donde los elementos vasculares son deformados y colapsados durante su
formacion, de tal manera que la modificacion de la pared celular es un requisito importante
para el establecimiento de los nematodos endopardsitos sedentarios, dichas alteraciones
también sirven para incrementar la superficie de la membrana plasmatica, con la finalidad de
incrementar el transporte de solutos necesarios para la alimentacién del nematodo (Hussey and
Grundler, 1998). También se conoce que con excepcion de los nematodos que se enquistan, la
endodermis del cilindro vascular de la raiz no es atravesada por muchos nematodos
endoparasitos, a causa de la lignificacion (Wuyts et al., 2006). Dado que los nematodos
agalladores establecen sus sitios permanentes de alimentacion dentro del cilindro vascular,
estructura en la que ocurre un engrosamiento importante de la pared celular secundaria y
abundante lignificacion, es posible que la infeccion y reproduccion de los nematodos

agalladores sea afectada por cambios en el contenido y composicion de la lignina.

De igual forma, la induccion de la biosintesis de lignina se ha asociado frecuentemente con la
respuesta a heridas o con otros mecanismos de defensa durante las relaciones planta-patdogeno,
ademas se ha observado que enzimas de la via biosintética de los fenilpropanoides son
inducidas en plantas después de la infeccion por nematodos (Edens et al., 1995; Balbridge et
al., 1998); por consiguiente, la lignina podria desempefiar una importante funcion durante el

establecimiento del sitio especializado de alimentacion.

La ruta fenilpropanoide frecuentemente se asocia a importantes mecanismos de defensa de la
planta contra la infeccion por nematodos. Uehara et al. (2010) encontrd que los niveles de
transcritos del gen PAL se incrementaron a los 3 dias después de la inoculacion con el

nematodo endoparasito sedentario y formador de quistes Globodera rostochiensis en plantas
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de tomate resistentes, tal informacion revela la importancia de PAL durante la interaccion

planta-nematodo.

La ausencia o la reduccion de la actividad de PAL, clave en la ruta de sintesis de
fenilpropanoides, asi como la disminucion de otros metabolitos producidos a través de esta
ruta, podria ser un prerrequisito para el desarrollo de los sitios especializados de alimentacion
puesto que los fenilpropanoides tienen un importante papel en la defensa de plantas contra

fitopatogenos y el ambiente (Goddijn, et al., 1993).

Vaganan et al. (2014), sefialan que la infeccion del platano por el nematodo endoparasito
migratorio P. coffeae, incrementd fuertemente la actividad de las enzimas PAL y CAD
relacionadas con el proceso de lignificacion, en raices de bananos resistentes a nematodos, en
comparacion con las raices de los cultivares susceptibles. Ademas de que las paredes celulares
lignificadas constituyen barreras fisicas potenciales para la migracion y la alimentacion del
nematodo, éstas pueden limitar el acceso a los polisacaridos de la pared celular por las

enzimas secretadas por el nematodo (Wuyts et al., 2006).

Andlisis quimicos cuantitativos e histologicos realizados en platano, mostraron que la
induccion de la lignificacidn en materiales tanto resistentes como susceptibles a la infeccion
por el nematodo Radopholus similis constituye un primer mecanismo general de defensa para
proteger a los haces vasculares de la infeccion y/o dafo; sin embargo, la ruta de los
fenilpropanoides podria también redireccionarse hacia la sintesis de otros compuestos
relacionados con defensa, como los acidos hidroxicinamicos unidos covalentemente a los
polisacaridos de la pared celular para constituir una segunda barrera fisica (y quimica) para la
alimentacion y migracion de los nematodos en el cortex de las raices (Wuyts et al., 2007).
Durante el proceso de infeccion, los nematodos fitoparasitos secretan enzimas degradadoras de
paredes celulares, como celulasas, pectatoliasas y poligalacturonasas, por lo que, la presencia
de acidos ferulicos unidos a las paredes celulares, puede dificultar la actividad de éstas
enzimas; por otro lado, ensayos in vitro, indicaron que el acido ferulico inhibe la movilidad de
R. similis (Wuyts et al., 2007), por lo que tal compuesto puede funcionar como barrera fisica y

quimica contra la infeccion por nematodos.
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Por otro lado, Quentin et al., (2009) encontraron que en plantas de A. thaliana cuyo nivel de
lignina S se redujo significantemente debido al bloqueo de la actividad de la enzima COMT, el
desarrollo de M. incognita y su ciclo de vida fueron similares al observado en las plantas
testigo en las que no se bloqued dicha enzima, aunque se sabe que este nematodo agallador
dispara la activacion transcripcional de COMTL, el bloqueo de este gen no afect6 la formacion
de agallas ni el desarrollo del nematodo. Aunque en este caso las diferencias en el contenido
de los mondmeros de lignina (G o S) en los tejidos, no influyo6 en la infeccion y ciclo de vida
del nematodo en A. thaliana, no se puede excluir la posibilidad de que la actividad de la
enzima COMT puedan determinar el tipo de interaccién (compatibilidad o incompatibilidad)

en otras especies de plantas (Pegard et al., 2005).

Métodos de estudio de la lignina

Existe gran cantidad de métodos para el estudio de las ligninas, algunos orientados a la
deteccion de su presencia y localizacion, mientras que otros a la determinacion cuantitativa,

estructura y composicion (Stephen y Carlton, 1992).

Pruebas histoquimicas y citoquimicas para la deteccion de las ligninas. La presencia de
gran cantidad de grupos funcionales en la lignina las vuelven capaces de reaccionar con
diversos reactivos quimicos para dar lugar a un amplio espectro de reacciones de color, que
han sido utilizadas para estudios de deteccion cito e histoquimica. Entre las pruebas
histoquimicas mas cominmente utilizadas est4 la reaccion con azul de toluidina, el ensayo de
Wiesner (especifico para grupos cinamaldehido) y la reaccion de Méule (especifica para
grupos siringil y guaiacil) (Stephen y Carlton, 1992; Anterola y Lewis 2002). Otra
caracteristica importante de las ligninas que ha sido utilizada para poder detectar su presencia
en los distintos tejidos vegetales, es su autofluorescencia en color azul cuando se iluminan con

luz de 330-380 nm (Stephen y Carlton, 1992).

Métodos degradativos y analiticos para el estudio de las ligninas. La extraccién con

bromuro de acetilo, desarrollado por Johnson et al. (1961), permite la deteccion de lignina
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total en pequefias muestras de paredes (3-6 mg) de forma répida y facil. Sin embargo, este
método presenta algunos problemas ya que el bromuro de acetilo degrada los xilanos, que son
polisacaridos muy abundantes en todas las plantas lignificadas, produciendo un aumento de la
absorbancia en la region entre 270-280 nm, zona en la que se cuantifican las ligninas, lo que
trae como resultado que el contenido de lignina sea sobrevalorado (Hatfield et al., 1999;
Anterola y Lewis 2002). No obstante, el método resulta bastante adecuado para el estudio

rutinario de pequefias muestras debido a su rapidez y sencillez (Hatfield et al., 1999).

En los métodos degradativos como la tioacidodlisis, aciddlisis, oxidacion con permanganato,
oxidacion con nitrobenceno e hidrogendlisis, se lleva a cabo la despolimerizacion de la lignina
a fenoles de bajo peso molecular, para de esta manera conocer la estructura y composicion de
los polimeros originales (Lapierre et al., 1995). Tales métodos se basan en la ruptura de los
enlaces mas labiles entre las subunidades que integran al polimero. La uniéon entre las
subunidades de la lignina se hace mediante enlaces B-O-4, que son numerosos y bastante

labiles, y enlaces carbono-carbono (C-C) que son fuertes y estables (Stephen y Carlton, 1992).

La oxidacién con nitrobenceno y 6xido clprico en medio alcalino son de los métodos mas
usados, siendo la oxidacion con nitrobenceno bastante efectiva; sin embargo, todas las
oxidaciones alcalinas tienen el problema de acortar las cadenas laterales de las ligninas, y
algunas veces no proporcionan informacion sobre los grupos funcionales, ni sobre el tipo de
enlace entre subunidades. Ademas, con muestras suberizadas, es decir que han formado
corteza o corcho, existe un alto riesgo de interferencia entre las ligninas y otros fenoles de la

pared que derivan en productos similares (Anterola y Lewis 2002).

El método de la acidolisis aporta mayor cantidad de informacion y menos interferencias, pues
mantiene los esqueletos C6C3, pero, algunas veces el método desencadena algunas reacciones
secundarias que podrian dificultar su analisis. Tales problemas no se presentan con la
tiocidolisis, que consiste en una despolimerizacion acida que actia mediante la escision de los
enlaces f-O-4 y combina la accion de un acido fuerte [trifluoruro de boro eterato (BF3)] y un
nucledfilo [etanotiol (EtSH)], de tal forma que se degrada la lignina a estructuras que

mantienen las caracteristicas de las cadenas originales, haciendo posible la identificacion y
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cuantificacion de los diferentes monomeros, permitiendo ademaés obtener gran cantidad de
informacion sobre los grupos funcionales y la estructura de las ligninas (Stephen y Carlton,
1992; Anterola y Lewis 2002). La tioacidolisis solubiliza solo la fraccion de lignina no
condensada, localizada principalmente en las paredes celulares secundarias (Anterola y Lewis
2002). Las condiciones de la solvolisis son suaves, lo que permite la ruptura selectiva de los
enlaces éter aril-alquil haciendo posible, mediante el analisis de los productos de degradacion
de la tioacidolisis, la identificacion y estimacion del porcentaje de mondémeros de lignina

unidos por los enlaces B-O-4 (Lapierre et al., 1995).

Modificaciones en la sintesis y acumulacion de lignina para la formacién de sitios
especializados de alimentacion (SEA)

Los SEA constituyen la unica fuente de alimentacidon para los nematodos endoparasitos
sedentarios y resultan esenciales para su crecimiento y reproduccion, por ello los nematodos, a
través de la induccién de cambios extensivos en la expresion de genes, deben inducir
complejos cambios en la morfologia, metabolismo y fisiologia de las células hospedantes para
su conformacion. Los SEA se localizan en el cilindro vascular, asegurando el contacto
necesario con el xilema y floema para proveer al SEA de nutrientes, por lo tanto, alteraciones
en la morfologia, grosor y composicion de la PC son un requisito necesario para la formacion
y mantenimiento del SEA y por consiguiente para el establecimiento exitoso de los nematodos

endoparasitos sedentarios (Mitchum et al., 2013).

Los efectores, sintetizados en las glandulas esofagicas del nematodo y secretados a través de
su estilete inducen la des-diferenciacion y re-diferenciacion de las células de la raiz en SEA,
sin embargo la identificacion de estas secreciones es limitada (Mitchum et al., 2013). Se sabe
que de las tres glandulas esofagicas, las dos subventrales tienen mayor actividad durante la
invasion de la raiz y la migracion de los nematodos en etapas tempranas, mientras que la
glandula dorsal incrementa su actividad durante la formacion y mantenimiento del SEA, es

decir, en la etapa sedentaria del nematodo (Davis et al., 2008; Mitchum et al., 2013).

Nematodos como Rotylenchulus spp., Tylenchulus spp., Nacobbus spp. y Xiphinema spp.

también inducen la formacion de SEA en las raices de sus hospedantes, aunque han sido poco
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estudiados en comparacion con aquellos inducidos por los nematodos agalladores
Meloidogyne spp. (células gigantes) y los que se enquistan como Globodera spp. y
Heterodera spp. (sincitios). Ambos tipos de SEA comparten algunas caracteristicas
estructurales pero su ontogenia es diferente (Jones y Northcote, 1972; Rodiuc et al., 2014).
Los nematodos agalladores inducen la formacion de las células gigantes cuando los J2 se
alojan en la zona de diferenciacion del cilindro vascular y cada individuo induce la
diferenciacion de cinco a siete células parenquimatosas en células gigantes multinucleadas
(Abad et al., 2009); mientras que, el sincitio es formado cuando los J2 se alojan cerca del
cilindro vascular y a partir de una sola célula ocurre el ensanchamiento o dilataciéon progresiva
de los plasmodesmos, hasta que la célula a partir de la cual se inici6 la formacion del SEA, se
fusiona con sus células vecinas por la disolucion de las paredes celulares para constituir una
gran masa citosplasmatica multinucleada (Turner y Rowe, 2006). En ambos sitios de
alimentacion existe un incremento en la actividad metabdlica y densidad citoplasmica,
numerosas vacuolas pequefias, proliferacion de organelos, particularmente del aparato de
Golgi, mitocondrias, plastidios, ribosomas y reticulo endoplasmico (Rodiuc et al., 2014); sin
embargo, el estado multinuclear del sincitio se atribuye a la disolucion de la PC, contrario a la
actividad mitotica responsable de la condicion multinucleada de las células gigantes, la cual se

origina por divisiones nucleares sin cariocinesis (Rodiuc et al., 2014).

La infeccién por nematodos promueve la sintesis de compuestos fenilpropanoides (Edens et
al.,1995; Balbridge et al., 1998). La induccion de la biosintesis de lignina ocurre como
respuesta a estrés biodtico y abidtico y se le considera un importante mecanismo de defensa
durante la interaccion planta-patégeno; si bien es cierto que en toda interaccion planta-
nematodo ocurrird su induccidn, también es cierto que la regulacion de su sintesis variara
dependiendo de si la interaccidbn es compatible o incompatible. Para que ocurra la
reestructuracion de las células del hospedante durante la formacion de los SEA, son esenciales
cambios en la expresion de una gran cantidad de genes. Al respecto, Jammes et al., (2005)
realizaron un analisis global del transcriptoma de A. thaliana durante su interaccion
compatible con M. incognita y encontraron que el 15% de 22089 genes monitoreados
desplegaron una expresion diferencial durante el desarrollo de las células gigantes. Tanto,
genes involucrados en la regulacion del ciclo celular, procesamiento de DNA, energia y

sintesis de proteinas, como aquellos asociados al metabolismo de la pared celular que
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codifican para pectato liasas, expansinas, glucosido hidroxilasas, xiloglucano
endotransglicosilasa y una glucosil oxidasa, presentaron altos niveles de expresion; en el
reporte no se menciona si hubo alguna modificacion en genes especificamente involucrados
en la biosintesis de lignina. De los genes reprimidos destacaron dos relacionados con defensa,

patatina y una proteina similar a la germina, que fueron los mas fuertemente reprimidos.

Las investigaciones sobre la funcién de la lignina y los monolignoles que la integran, y sobre
la expresion y modificacion de genes que codifican para las enzimas que participan en su
sintesis durante las interacciones planta-nematodo son limitadas; no obstante, se sabe que la
infeccion por nematodos en plantas induce la actividad de las enzimas involucradas en la via
de biosintesis de los fenilpropanoides (Edens et al., 1995; Balbridge et al., 1998). En plantas
infectadas, la ruta de biosintesis de lignina, la composicién de monémeros que la integran, asi
como el ciclo de vida de los nematodos que buscan establecerse en dicho hospedante se

alteran (Wuyts et al., 2006).

Wauyts et al., 2007 reportaron que en plantas de Musa infectadas con R. similis, la proporcion
de unidades S incremento significativamente en la endodermis y haces vasculares, a diferencia
de las plantas testigo en donde las unidades S en su mayoria se encontraban acumuladas en la
endodermis, por lo que la presencia del nematodo no solo podria alterar la biosintesis de la
lignina total sino también la cantidad de cada uno de los mondémeros que la integran. Estos
mismos investigadores sefialan que en funcidn del tipo de interaccion que se establezca entre
el nematodo y su hospedante, la ruta de los fenilpropanoides se podria re-direccionar hacia la
sintesis de compuestos relacionados con la resistencia, siendo los 4cidos hidroxicinamicos
unidos covalentemente a los polisacaridos de la PC una posible segunda barrera fisica (y
quimica) para la alimentacion y migracion de los nematodos en el cortex de las raices. Dada la
importancia fisiologica de los productos de la ruta de los fenilpropanoides, ésta puede ser
inducida en los dos tipos de interacciones con nematodos endoparésitos sedentarios, por un
lado en las compatibles para la formacion de los mondmeros especificos para la biosintesis de
un tipo de lignina, que favorezca la conformacion de un SEA funcional; mientras que en las
incompatibles para la sintesis de una lignina que funcione como barrera fisica de defensa y de

metabolitos con propiedades antimicrobianas como los acidos fenoélicos y las fitoalexinas.
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3. MATERIALES Y METODOS

Establecimiento del experimento.

Se establecid un experimento que se repitio tres veces, la primera repeticion se condujo en una
camara de crecimiento a 23°C de temperatura, un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad,
mientras que el segundo y tercero se establecieron en una camara de crecimiento a 26°C, con
un fotoperiodo de 14 h luz y 10 h de oscuridad. En los tres experimentos se tuvieron los
siguientes tratamientos: 1) plantas de CM334 inoculadas con N. aberrans, 2) plantas de
CM334 inoculadas con M. incognita, y 3) plantas de CM334 sin inocular (testigo). En el
primer experimento se establecieron 210 plantas, de las cuales 70 se inocularon con N.
aberrans, 70 con M. incognita y 70 no inoculadas. A los 2, 7, 14 y 21 dias después de la
inoculacién (ddi) se tomaron 15, 15, 10 y 10 plantas/tratamiento/tiempo para evaluar la
expresion génica, actividad enzimatica y cuantificacion de fenoles; adicionalmente en cada
tiempo se tomaron cinco plantas para evaluar penetracion e infeccion de raices por el
nematodo. En la segunda y tercer réplica del experimento, ademas de las 210 plantas, se
establecieron 234 plantas extra, de las cuales 78 se inocularon con N. aberrans, 78 con M.
incognita y 78 como testigo (sin inocular), y a los 2, 7, 14 y 21 ddi se tomaron 23, 19, 18 y 18
plantas/tratamiento/tiempo para realizar la extraccion de paredes celulares y determinar el

contenido de lignina total y monolignoles.

Produccion de plantas de chile CM334

Semillas de chile CM334 se desinfestaron con hipoclorito de sodio (1%) durante 3 min, se
enjuagaron con agua destilada estéril y se germinaron a 28+1°C en cajas Petri estériles
conteniendo papel absorbente humedecido con agua destilada estéril. Las semillas germinadas
se transfirieron a macetas de plastico con 25 cc de arena de rio estéril y se mantuvieron en
camara de crecimiento a 28+1°C, con un fotoperiodo de 14 h a una intensidad luminosa de

6768 lux y 10 h obscuridad. Se realizaron riegos cada 24 h con agua estéril, fertilizando una
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vez por semana con una solucion nutritiva (3.15 g de Nitrofoska 12-12-12 por litro de agua

estéril).

Obtencion de indculo de Nacobbus aberrans y Meloidogyne incognita e inoculacion

Se extrajeron masas de huevecillos de los nematodos N. aberrans y M. incognita de plantas de
le chile y jitomate, respectivamente segun Vrain (1977). Los huevecillos se incubaron a
28+1°C en cajas Petri con agua destilada estéril para obtener juveniles del segundo estadio
(J2). Plantas de chile CM334 en etapa de 4-6 hojas verdaderas, se inocularon con 1000 J2 de
N. aberrans o M. incognita por planta en la base del tallo. El testigo consistid en plantas sin
inocular. A los 2, 7, 14 y 21 dias después de la inoculacion (ddi), se colectaron las raices, se

congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C para su analisis posterior.

Evaluacion de la penetracidn e infeccidn en raices por nematodos

Para monitorear la penetracion e infeccion en las raices de chile CM334, por los nematodos M.
incognita o N. aberrans, las raices de chile se sumergieron en una solucion de hipoclorito de
sodio durante 3 min, se enjuagaron en agua corriente hasta eliminar el exceso de hipoclorito y
posteriormente se sumergieron en fuscina acida. Las raices se enjuagaron en agua corriente y
se mantuvieron en glicerol hasta su montaje y observacion en un microscopio optico (Bybd et

al., 1983).

Expresion de C4Hy COMT

Disefio de oligonicledtidos. Los oligonucledtidos de los genes C4H y COMT se disefiaron a

partir de secuencias completas de RNA de dichos genes en C. annuum L. reportadas en el
GeneBank del NCBI (AF212318.1 y AF212316.1, respectivamente), utilizando los programas
PRIMER 3, Oligo Analyzer 3.1., DNASTAR ® y PCR Virtual (Cuadro 2).

29



Cuadro 2. Secuencia de oligonucledtidos utilizados para el analisis de expresion génica de los

genes C4H y COMT.

Gen Numero de acceso” Secuencia de nucleodtidos (5'—3") Tamano  del

producto  de

PCR (pb)

GAPDH AJ246011 GGCCTTATGACTACAGTTCACTCC 217
GATCAACCACAGAGACATCCACAG

C4H AF212318.1 CACCCTCACATCCAACAGAA 370
GGCAACTCCTCCTACCAACA

COMT  AF212316.1 TGTTGATGTTGGTGGTGGAA 301
TGGGGTCTCTGGAAGTATGC

“ NCBI (National Center for Biotechnology Information); GAPDH: gliceraldehido 3-fosfato

deshidrogenasa; C4H: &cido cinamico 4-hidroxilasa; COMT: 4acido cafeico O-metiltransferasa.

Extraccion de RNA total y sintesis de DNA complementario. E1 RNA total se extrajo a partir
de 0.5 g de tejido de raices congeladas de chile CM334 usando el Kit RNeasy® de QIAGEN

de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La calidad e integridad del RNA se verifico por
espectrofotometria (ND-1000, Nanodrop Technologies) y electroforesis en gel de agarosa

desnaturalizante (1.2%).

La sintesis de DNA complementario (cDNA), se realizo a partir del RNA total, mediante
retrotranscripcion, para lo cual se incub6 el RNA total en una primera mezcla de reaccion (2
pug de RNA total, 1.0 pL de oligo dT,.;s-Promega®), aforado a un volumen de 12 pL con
agua libre de RNAsas y DNAsas) a 70°C por 10 min, para consecutivamente agregar una
segunda mezcla de reaccion (6 pL. de amortiguador 10x para retrotranscripcion, 1 uL ANTP
mix (10 mM) y 1 uL. de M-MLV Reverse transcriptase-Promega®) e incubar durante 60 min a

37 °Cy 10 min a 70°C. El cDNA obtenido se almacend a 4°C para su posterior analisis.
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PCR en tiempo real. La acumulacion de transcritos de los genes C4H y COMT se determiné

mediante PCR cuantitativa en raices de plantas de chile CM332 inoculadas y no inoculadas.
La mezcla de reaccion de PCR en tiempo real consistio en buffer 10X para PCR, 1.5 mM de
MgCl,, 0.4 uM de cada oligonucledtido, 0.2 mM de dNTP’s, 1:75000 SYBR® Green
(Molecular Probe, Eugene, OR), 10 nM de fluorosceina (referencia pasiva), 1 uL de cDNA,
0.125 uL de Amplicasa (Biotecmol®), y 2 uL. de cDNA aforado a un volumen de 25 uL con
agua libre de RNAsas y DNAsas. Las condiciones de amplificacion consistieron en una
desnaturalizacion inicial a 94 °C/4 min, seguido de 30 ciclos a 94 °C/30 s, 60 °C/30 s y 72
°C/30 s de extension. Los datos se colectaron en la ultima etapa y para descartar la formacion
de productos inespecificos se incluyd una curva de disociacion. El calculo de la expresion
relativa de cada gen se realizé mediante el método 2**“" (Livak y Schmittgen, 2001) usando
el gen de gliceraldehido 3-P deshidrogenasa (GAPDH) como gen de expresion constitutiva
para normalizar la expresion; los niveles de transcritos del gen de interés se expresaron en
“veces” en respuesta al tratamiento y en relacion a los niveles basales de los transcritos en el

tratamiento testigo.

Actividad enziméatica del &cido cindmico 4-hidroxilasa (C4H)

La actividad enzimética C4H se determind segiin Lamb y Rubery (1975). Para esto, 0.2 g de
tejido fresco se homogeneiz6 en 2ml de buffer de fosfato de potasio 200 mM, pH 7.5
conteniendo 2mM de 2-mercaptoetanol, el homogeneizado se centrifugé a 10,000 g durante 15
min a 4°C y se determiné el contenido de proteinas mediante el ensayo BioRad siguiendo las
indicaciones del fabricante. La curva estdndar se obtuvo a partir de diferentes concentraciones
de albtimina. Para la determinacion de la actividad enzimatica se tomo el equivalente a 100 pg
de proteina y se mezclé con 4.8 ml de buffer de reaccion (50 mM buffer de fosfato
conteniendo 2 mM 2-mercaptoetanol, 2 mM 4cido trans-cinamico y 0.5 mM NADPH) y se
incub6 durante 30 min a 30°C. Enseguida se agregaron 150 pl de HCI para detener la reaccion
y se ajusto el pH a 11 con NaOH (6 M). Se midi6 la absorbancia de las muestras a 310 nm en
un espectrometro Perkin Elmer Lambda Bio 10; de cada muestra de raiz de chile CM334

inoculado con cualquiera de los dos nematodos o sin inocular (testigo) se realizaron tres
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extracciones de proteina, de cada extraccion se realizd una reaccion enzimatica C4H,

midiendo la absorbancia de cada reaccion por triplicado.

Extraccion y cuantificacion de fenoles solubles totales

La extraccion de fenoles solubles totales se realizoé siguiendo la metodologia reportada por
Gayoso et al., (2004) con algunas modificaciones. Se pesdé 0.1 g de tejido de raiz y se
colocaron en tubos Pirex a los cuales se agregaron 2 ml de MeOH al 80% y se incub6 durante
toda la noche a 4°C. El contenido del tubo se mezcldo empleando un vortex y se incubd en
bafio maria a 80°C durante 15 min y se recuper6 el sobrenadante. El contenido de fenoles se
determin¢ utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu de acuerdo al método reportado por Singleton
y Rossi (1965), para ello se utilizd una curva estandar obtenida previamente con diferentes
concentraciones de dcido fertlico. La cantidad de fenoles solubles totales se determin6 en un
espectrometro Perkin Elmer Lambda Biol0 a 760 nm. Se realizd la extraccion de fenoles de
cada muestra de raiz por triplicado y cada dato correspondio al promedio de tres lecturas

realizadas en el espectrémetro.

Contenido de lignina y de monolignoles

Obtencién de paredes celulares. [La cuantificacion de lignina total y de los mondmeros de

lignina (H, G y S) mediante tioacidolisis se realizo a partir de paredes celulares, las cuales se
extrajeron segin el método descrito por Pomar et al., (2002). Raices completas de las plantas
de chile CM334/tratamiento/tiempo se maceraron en un mortero de porcelana con nitrogeno
liquido, el polvo obtenido se mezcld con 3 ml de agua destilada, se colectd en un tubo para
centrifuga y se centrifugd a 1000xg (gravedades) durante 10 min. Se descart6 el sobrenadante
y el precipitado se lavo tres veces con Triton X-100 al 1% agitando con ayuda del vortex y
centrifugando a 1000xg durante 10 min en cada lavado. El precipitado se volvio a lavar tres
veces con agua destilada bajo las mismas condiciones de agitacion y centrifugacion para
eliminar el detergente; finalmente se hicieron tres lavados con etanol absoluto en las mismas

condiciones de los lavados anteriores. El precipitado conteniendo las paredes celulares se filtrd
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al vacio sobre un disco de celulosa, empleando un sistema de filtracion Millipore®; a
continuacion se hizo pasar éter dietilico a través del sistema de filtrado para lavar las paredes y
facilitar su secado. Finalmente, las paredes celulares se colocaron en una estufa a 50°C por 2 h
y se almacenaron en tubos tipo Falcon de 50 ml a temperatura ambiente para su posterior

analisis.

Cuantificacion de lignina total. Se utilizo el método del bromuro de acetilo descrito por liyama

y Wallis (1988). Se colocaron 10 mg de paredes celulares en tubos de vidrio Pirex y se
agregaron 87ul de bromuro de acetilo y 413 pl de acido acético. La mezcla se incub6 en bafio
maria a 70°C durante 30 min, transcurrido ese tiempo se dejo enfriar la mezcla y se afiadio 1
ml de NaOH 2N, enseguida se enrasaron a 10 ml con 4cido acético. Las muestras se dejaron
reposar para que se sedimentaran particulas que pudieran haber quedado en suspension y se
midio la absorbancia en un espectrometro Perkin Elmer Lambda Bio 10 a 290 nm frente a un
blanco, el cual consistid en la mezcla de todos los reactivos sin paredes celulares. La
cuantificacion de lignina de cada muestra se hizo por triplicado y cada medicion resultd del
promedio de tres lecturas realizadas en el espectrofotometro. El célculo del contenido de
ligninas se realizé con la siguiente formula utilizando el factor de absortividad de 20.091 g

'em™ segun la estimacion de Tiyama y Wallis (1988):

100(Am — Ab)V
aWw

Lignina (%) =

Donde:

Am= Absorbancia de la muestra
Ab=Absorbancia del blanco

V= Volumen de la solucion (1)

a= Absortividad estdndar de la lignina (1 g'lcm'l)

W= Peso de la muestra (g)
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Identificacidon y cuantificacién de mondmeros de lignina. Para identificar y cuantificar los

monomeros que integran la lignina contenida en las paredes celulares de las muestras de raiz
de chile CM334, éstas se sometieron a tioacidolisis, la cual se realizo segin Pomar et al.,
(2002). Para ello se pesaron 10 mg de paredes celulares y se colocaron en un tubo de vidrio
Pirex con tapon de teflon, se mezclaron con 1 ml de etanotiol, 8.75 ml de dioxano, 250 pl de
BF3 (trifluoruro de boro eterato) 0,2 M y se incubaron a bafio maria a 100 °C durante 4 h,
agitando suavemente cada media hora. Transcurridas las 4 h, se afadieron 3 mL de agua
destilada con el fin de detener la reaccion y enfriar la mezcla. A continuacion se ajust6 el pH

de la mezcla a un valor entre 3.0 y 4.0 con carbonato de sodio (0.4 M).

Una vez ajustado el pH, se realizaron tres extracciones con 30 mL de diclorometano,
empleando un embudo de decantacion, recuperando la fase orgénica y descartando la acuosa,
para eliminar el agua arrasada al diclorometano obtenido se anadio sulfato de sodio anhidro
(NaySOy4) hasta observar la solucion translucida. A continuacidn, se procedid a la evaporacion

del diclorometano hasta sequedad en un rotavapor (Biichi) a 40 °C.

Finalmente el residuo obtenido se disolvio en 0.5 mL de diclorometano y 10 pL de la solucion
se mezclaron con 100 pL de BSTFA (N,O-bis (trimetilsilil) trifloroacetamida) y 10 pL de

piridina (grado GC), para obtener los derivados de trimetil-sililo.

Para el analisis de las muestras procesadas, se utilizd6 un cromatdgrafo Thermo Finnigan,
Trace GC, equipado con una columna DB-XLB, J&W, de 60 m x 0,25 mm de didmetro
interno, usando helio como gas portador a un flujo constante de 1 ml-min™. El programa de
temperatura fue desde 90° C hasta 270 °C, a una velocidad de 5 °C min™'. El cromatografo se
acopld a un detector de masas Thermo Finnigan, Polaris Q, que trabajo con una intensidad de
impacto electronico de 70 eV. Cada muestra de la segunda y tercera repeticion se procesd y

analiz6 una sola vez.

Andlisis estadistico de datos
Los datos obtenidos en los ensayos de penetracion e infeccion en raices por nematodos,
expresion génica, actividad enzimatica, cuantificacion de fenoles solubles totales y

cuantificacion de lignina total, se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y a un
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analisis de comparacion de medias de Tukey (P<0.05) mediante el programa estadistico SAS

version 9.0 (SAS Institute Inc., 2002).

4. RESULTADOS

Infeccion de raices de chile CM334 por los nematodos N. aberrans y M. incognita

En los tres experimentos establecidos, la cantidad de individuos de N. aberrans (Na) que
ingresaron a la raiz de chile CM334 fue significantemente mayor que la de individuos de M.
incognita (Mi) (Fig. 3A y 4A). La infeccion en raices de plantas de chile CM334 inoculadas
con Na mostré una tendencia muy similar en los tres experimentos, desde los 2 ddi se
encontraron nematodos dentro de la raiz (Fig. 5A); sin embargo, la mayor cantidad del estadio
J2 de Na dentro de las raices de chile se registrd a los 7 ddi y se observaron agrupados en la
region de elongacion (Fig. 5B). En los tiempos posteriores de evaluacion (14 y 21 ddi), el
nimero de individuos dentro de la raiz disminuy6, generalmente se encontraron dispuestos de
forma individual a lo largo de la raiz cerca de la corteza y con la tipica postura en forma de
“C” o de espiral caracteristica del estadio J3 (Fig. 5C y D). A los 40 ddi se observo un
agallamiento bien definido y la presencia de hembras adultas y masas de huevecillos del

nematodo Na (Fig. 6).

En contraste a lo observado en plantas inoculadas con Na, en las raices de chile CM334
inoculadas con Mi no se observo la penetracion de nematodos en el primer experimento (Fig.
3A); mientras que, en el 2do y 3er experimento (Fig. 4A), en todos los tiempos evaluados se
detectaron muy pocos nematodos (en promedio 2, 5, 3 y 1 individuos por raiz, alos 2, 7, 14 y
21 ddi, respectivamente) con las caracteristicas propias del estadio J2. A los 40 ddi no se
observo agallamiento de raices, ni presencia de hembras adultas o huevecillos de Mi en las

raices de plantas inoculadas.

35



ON. aberrans

B M. incognita
~ 60 a
o
u
g 5o a
8 a
3 40
)
£ a
2 30
o
-
o 2
o
£
2 10
b b b b
0 . .
2 ddi 7 ddi 14 ddi 21 ddi

Dias después de la inocul acién(ddi)

B a ON. aberrans
:5. 4.50 a m M. incognita
< 4.00
=

3.50
£ a
Z 3.00
-4
g 250 b b
3 b
g 2.00
& 150
£ a
o 1.00
2
£ o0s0 £ b
Z 00 |1 - L -

2 ddi 7 ddi 14 ddi 21 ddi

Dias después de la inoculacién(ddi)

C @ N. aberrans
Ny @ m M. incognita
§ 2.50
v
2
E 2.00
< b a a
z
o
o 150
©
8 b
% 1.00
-— a
] b
g o050 b
v
2
Z 000
2 ddi 7 ddi 14 ddi 21 ddi

Dias después de la inoculacién(ddi)

Figura 3. Numero de individuos de N. aberrans y M. incognita dentro de raices de chile
CM334 inoculadas con los nematodos (A) y acumulacién de transcritos de los genes
C4H (B) y COMT (C) en el primer experimento. Cada barra representa el promedio de
cinco raices para el numero de individuos (A) y el promedio de tres réplicas para los
niveles de transcritos (B y C). La linea en cada barra corresponde a la desviacion

estandar. Barras con letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas

(Tukey, p<0.05).
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Figura 4. Numero de individuos de N. aberrans y M. incognita dentro de raices de chile
CM334 (A); acumulacién de transcritos de los genes C4H (B) y COMT (C); actividad

enzimatica del acido cinamico 4-hidroxilasa (D); contenido de fenoles solubles totales

(E); y contenido de lignina total (F). En cada gréfica, las barras representan el

promedio de los datos del segundo y tercer experimento. La linea en cada barra

corresponde a la desviacion estandar. Barras con letras distintas indican diferencias

estadisticamente significativas (Tukey, p<0.05).
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Figura 5. Penetracion de N. aberrans en raices de chile CM334 a los A) 2, B) 7, C) 14 y D)

21 dias después de la inoculacion.

Figura 6. Agallamiento en raices de chile CM334 inoculadas con N. aberrans a los 40 dias
después de la inoculacion. A) y B) Raiz de chile CM334 con agallas a los 40 ddi, C) y
D) Hembra de N. aberrans. A: agalla, H: hembra.
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Acumulacién de transcritos de los genes C4H y COMT en raices de plantas de chile
infectadas por N. aberrans y M. incognita

En todos los tiempos de evaluacion, la acumulacion relativa de los transcritos C4H y COMT
fue mayor en las raices de plantas de chile CM334 inoculadas con los nematodos (Na o Mi) en
comparacion con el testigo sin inocular. En los tres experimentos establecidos (Fig. 3B y 4B),
la acumulacion de los transcritos C4H fue significantemente mayor a los 7 y 14 ddi en la
interaccion compatible en comparacion con la incompatible (7ddi: Na:1.53 y 4.32 veces, Mi:
0.98 y 1.82 veces; 14ddi: Na:0.77 y 3.72 veces, Mi: 0.56 y 1.80 veces), mientras que a los 2
ddi la cantidad de transcritos C4H fue significativamente mayor en la interaccién incompatible
(Na:0.87 y 2.04 veces; Mi: 1.86 y 2.83 veces). Para el tltimo tiempo de muestreo (21ddi), en
el ler experimento la cantidad de transcritos del gen C4H en la interaccion compatible fue
significantemente mayor que en la incompatible (Na: 0.77 veces; Mi: 0.25 veces; Fig. 3B),
mientras que en el 2do y 3er experimento fue significantemente menor (Na: 0.77 veces; Mi:
1.04 veces; Fig. 4B). En los tres experimentos, claramente se observo que en la interaccion
compatible a partir de los 7 ddi los niveles de expresion del gen C4H disminuyeron en los
tiempos subsecuentes. En cambio en la interaccion incompatible fue notorio que los mayores
niveles de expresion del gen C4H se registraron a los 2 ddi y que en los tiempos posteriores (7

y 14 ddi) disminuyeron gradualmente.

La acumulacién de transcritos del gen COMT (Fig. 3C y 4C), en los tres experimentos
realizados, fue mayor en la interaccion compatible, en comparacion con la incompatible en los
cuatro tiempos evaluados; en el ler experimento, la mayor acumulacion de transcritos de
COMT ocurri6 a los 2 ddi y en los tiempos posteriores disminuyé (Na: 2.29, 1.69, 1.67 y 0.71
veces a los 2, 7, 14 y 21 ddi, respectivamente), mientras que en el 2do y 3er experimentos la
cantidad de transcritos disminuy6 gradualmente en los tres primeros tiempos de muestreo (de
1.28 a 0.82 veces), pero aumento 1.51 veces a los 21 ddi (Fig 4C). En cambio, en la
interaccion incompatible, la méxima expresion de COMT se registrd a los 2 ddi (Fig. 3C y
5C), pero en todos los casos los niveles de transcritos fueron menores en comparacion con la

interaccion compatible y generalmente las diferencias fueron estadisticamente significativas.
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Actividad de la enzima acido cinamico 4-hidroxilasa (C4H)

En los tres primeros tiempos de muestreo, la actividad enzimatica de C4H fue mayor en la
interaccion compatible (17 a 37% de incremento) en comparacion con aquellas del testigo,
mientras que la actividad en la incompatible fue muy parecida a la del testigo (Fig. 4D); la
maxima actividad enzimdtica de C4H se registr6 a los 7ddi en raices inoculadas con Na
(A310=0.078/100 mg de proteina) y en los tiempos posteriores de muestreo disminuyd
paulatinamente (Fig. 4D). Asi, a los 21 ddi, la actividad enzimatica disminuy6

significativamente en la interaccién compatible con respecto al testigo (24%) y al tratamiento

con Mi (22%).

Fenoles solubles totales

A los 2 ddi el contenido de fenoles solubles totales en raices de plantas de chile CM334
inoculadas con Na, fue significativamente mayor en comparacion con la interaccion
incompatible (36%) y con el testigo (47%) (Fig. 4E). A los 7, 14 y 21 ddi el patrén se invirtid
y en raices de plantas de chile CM334 inoculadas con Mi se registraron los valores mas altos
(de 3 a 20% de incremento con respecto al testigo), mientras que en las inoculadas con Na

disminuyeron de 3 a 32% con respecto al testigo.

Contenido de lignina total

Aunque generalmente no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos en el contenido de lignina total (Fig. 4F), fue evidente que en las paredes
celulares de raices de plantas inoculadas con Na (interaccion compatible) siempre se registro
un mayor contenido en comparacion con Mi (de 8 a 14% mas) y el testigo (de 8 a 21% mas).

En paredes celulares de raices de plantas inoculadas con Na, el mayor contenido de lignina
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total se obtuvo a los 7ddi (4.053 mg de lignina/mg de pared celular). Los contenidos de lignina

en plantas inoculadas con Mi y el testigo fueron muy similares en todos los tiempos.

Identificacidn y cuantificacion de monomeros de lignina (tioacidolisis)

En todos los tiempos evaluados, los contenidos de los mondémeros G y S siempre fueron
mayores en la interaccion compatible, en comparacion con las plantas testigo y las del
tratamiento Mi (Fig. 7A y B). El incremento de G fue de 19 a 100%, con respecto al testigo, y
de 14 a 42%, con respecto a Mi y el de S fue de 35 a 67% y de 25 a 59%, respectivamente. En
la interaccion compatible, los mayores contenidos de G se registraron a los 7 y 14 ddi y los de

Salos 7y2lddi.

Los mayores contenidos de H se obtuvieron a los 2 ddi en los tratamientos testigo y Na y con
el curso del tiempo disminuyeron hasta en 68 y 32%, respectivamente, en comparacion con el
contenido inicial. En cambio en las plantas inoculadas con Mi el contenido de H fue 77% mas
bajo que Na y el testigo a los 2 ddi y a los 21 ddi se increment6 hasta 395% con respecto a su

contenido inicial (Fig. 7C).
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Figura 7. Contenido de los mondémeros A) guayacil (G), B) siringil (S) y C) p-hidroxifenil

(H) en paredes celulares de raices de plantas chile M334 inoculadas con los nematodos N.

aberrans o M. incognita. El valor de cada punto en las graficas corresponde al promedio del

segundo y tercer experimentos.
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5. DISCUSION

Los nematodos endoparasitos sedentarios formadores de SEA han desarrollado sofisticadas
estrategias para la formacion de dichos sitios altamente metabolicos, pues ellos los proveeran
de los nutrientes necesarios para su crecimiento y desarrollo. La lignina es un polimero
importante que ademas de fortificar las paredes celulares, constituye una barrera fisica
potencial para los fitopatégenos. Dado que la biosintesis, deposicion y composicion de la
lignina, podrian alterar el ciclo de vida de los nematodos, es de primordial importancia
conocer las modificaciones que ocurren dependiendo de si la interaccion planta-nematodo es

compatible o incompatible.

En la presente investigacion, la mayor penetracion de nematodos se registro en la interaccion
compatible (Fig. 3 y 4). La cantidad de individuos Na que ingresaron a la raiz fue mayor que
la de individuos de Mi; a los 7 ddi se encontrd la mayor cantidad de J2 de Na dentro de las
raices de chile, mientras que en tiempos posteriores (14 y 21 ddi) la cantidad de individuos
disminuyo; la infeccion y desarrollo de Na en raices de chile CM334 fue similar a la reportada
por Godinez-Vidal (2010), Garcia-Espinoza (2011) y Villar-Luna (2014). Respecto a la
capacidad infectiva de Mi, solo se observo la penetracion de algunos individuos en el 2do y
3er experimento, dichos individuos correspondieron en todo momento al estado J2; los
resultados obtenidos fueron similares a los reportados por Garcia-Espinoza (2011) y Pegard et
al. (2005). Las divergencias en la penetracion de raices por Mi en el 2do y 3er experimento en
comparacion con el primero, podria deberse a que éste se establecid en otra camara de
crecimiento donde la temperatura (23°C) y el fotoperiodo (16 h luz y 8 h oscuridad) fueron
diferentes. Tales diferencias, también pudieran explicar las diferencias que se observaron en

el patron de expresion de los genes entre el primero y los otros dos experimentos.

La existencia de multiples isoformas de los genes involucrados en la ruta de biosintesis de
lignina, ha dificultado el esclarecimiento del proceso de lignificacion (Bonawitz y Chapple,
2010) y por ende la identificacion de los genes, cuya expresion es modificada durante la
formaciéon de los SEA, constituye un gran reto. Dicho conocimiento es necesario para
dilucidar la forma en la que los nematodos provocan cambios en las células de su hospedante

para inducir la formacion de sus SEA. En la presente investigacion, la expresion de los genes
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C4H y COMT fue mayor en las raices de plantas de chile CM334 en las dos interacciones
(compatible o incompatible) en comparaciéon con las plantas testigo. En la interaccion
incompatible, la mayor expresion del gen C4H se registro a los 2 ddi (Fig. 4B), posiblemente
como una respuesta rapida de defensa, dado que la enzima C4H participa en la etapa inicial de
la sintesis de fenoles solubles con propiedades antimicrobianas (Xu et al., 2011). El gen C4H
constituye un importante componente en la ruta fenilpropanoide y aunque ha sido clonado en
varias especies de plantas, solamente en muy pocas de ellas se han determinado las isoformas,
como en Populus tremuloides (PtreC4H1-4), P.trichocarpa (PtriC4H1-3) (Li et al., 2006) y
en Citrus sinensis (CsC4H1 y CsC4H2) (Betz et al., 2001); por lo tanto, es posible que en la
interaccion incompatible la isoforma sintetizada se asoci6é con el metabolon que canaliza la
ruta de los fenilpropanoides hacia la sintesis de metabolitos antimicrobianos (fenoles y
fitoalexinas, por ejemplo) (Lee et al., 2012). Puesto que el gen C4H también esta implicado en
los primeros pasos de biosintesis de lignina, es factible especular que en el caso de la
interaccion compatible la isoforma sintetizada se ensambld con otras enzimas cooperantes
para canalizar la ruta hacia la sintesis metabolitos favorables para la reestructuracion de las

células que dan lugar a la formacion de su SEA.

En general los niveles de transcritos del gen COMT fueron mayores en la interaccion
compatible en comparacion con la incompatible en todos los tiempos evaluados (Fig. 4).
Dicho gen esté relacionado directamente con la biosintesis del monolignol siringil (S), y por
ende, la reprogramacion de la expresion de este gen podria ser parte de los cambios que el
nematodo induce en su hospedante para la reestructuracion de la pared celular y constitucion
de su SEA (sincitio) en una interaccion compatible. Al respecto, Ithal et al. (2007) reportaron
que durante el desarrollo del sincitio en plantas de soya del cultivar Williams 82, susceptible al
nematodo Heterodera glycines, se indujo la actividad de genes implicados en la via de los
fenilpropanoides, favoreciendo la sintesis de flavonoides, antocianinas, lignina y suberina,
estos ultimos componentes de las paredes celulares secundarias. En la interaccion
incompatible, la sintesis del monolignol S pudiera ser disparada como parte de la respuesta
general de defensa de la planta, como lo mencionan Wuyts et al., (2007), quienes encontraron
que en raices de bananos resistentes y susceptibles a R. similis se indujo la sintesis del

monolignol S.
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La actividad de la enzima C4H fue mayor en la interacciéon compatible a los 2, 7 y 14 ddi en
comparacion con la interaccion incompatible; sin embargo, a los 21 ddi fue menor que la
obtenida en la interaccion incompatible y el testigo. Para la interaccion chile-N. aberrans se
observo cierta relacion entre los niveles de expresion del gen con la actividad de la enzima
(Fig. 4B y Fig. 4D); pero, esta tendencia no se presentd en la interaccion incompatible. La
existencia de multiples isoformas del gen CH4 (Betz et al., 2001; Li et al., 2006) por un lado,
y por el otro, el desconocimiento que hasta ahora se tiene respecto al nimero de isoformas en
Capsicum annuum, dificultan la interpretacion de los resultados obtenidos, pues la actividad
enzimatica reportada en la presente investigacion podria no corresponder a la actividad de la

isoforma del gen monitoreado en los ensayos de expresion génica.

El contenido de fenoles solubles totales fue menor en la interaccion compatible, excepto a los
2 ddi, en comparacion con la interaccion incompatible y el testigo (Fig. 4E). Este resultado era
de esperarse, pues se ha documentado que la resistencia a nematodos agalladores se asocia con
la acumulacion de compuestos fenodlicos (Pegard et al., 2005). La mayor acumulacion de
fenoles a los 2 ddi en las plantas infectadas por N. aberrans es congruente con los resultados
obtenidos con otros nematodos inductores de sincitio como Heterodera spp. y Globodera spp
(Klink et al., 2010; Matthews et al., 2013). En éstos los J2 se mueven intracelularmente
causando mayores alteraciones en los tejidos y en consecuencia las respuestas de defensa se
expresan con mayor intensidad durante la migracion (Wyss, 1992; Williamson y Hussey,
1996); sin embargo, N. aberrans generalmente se vuelve sésil hasta después de los 7 ddi y por
consiguiente escapa a las respuestas iniciales de defensa disparadas, las cuales parecen no
tener el mismo impacto nocivo como lo tienen contra las especies que se enquistan, que se
vuelven sésiles alrededor de las 48 h después de penetrar en las raices (Williamson y Hussey,
1996). En plantas de chile infectadas con N. aberrans el contenido de fenoles disminuyd
significativamente a partir de los 7 ddi (Fig. 4E). La evidencia experimental indica que en las
interacciones compatibles el nematodo interfiere con los mecanismos de defensa de la planta,
como es el caso de los relacionados con la ruta de los fenilpropanoide (Edens et al., 1995;
Wuyts et al., 2006; Godinez-Vidal et al., 2008; Lopez-Martinez et al., 2010). En la interaccion
chile CM334-N. aberrans Lopez-Martinez y colaboradores (2010) encontraron que la
actividad de la enzima PAL, el contenido de fenoles solubles totales y del acido clorogénico

en particular fueron significativamente reducidos; ellos sugieren que tales efectos no solo
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podrian ser consecuencia de la represion de genes, sino de mecanismos que operan a nivel
post-transcripcional, o por metabolitos producidos por el nematodo o por el hospedante
(estimulado por el nematodo) que interfieren con la sintesis o actividad de las enzimas o con la

acumulacion o toxicidad de los compuesto fenolicos.

En la presente investigacion en la interaccion incompatible se registré un mayor contenido de
fenoles solubles totales a los 7, 14 y 21 ddi, estos resultados son congruentes con los
reportados con anterioridad por Pegard et al. (2005), quienes asociaron la resistencia de
CM334 a M. incognita con la presencia de barreras fisicas en la raiz, con la reaccion de

hipersensibilidad y con la acumulacion de compuestos fendlicos.

Durante el desarrollo de del sincitio ocurre el engrosamiento extensivo de las paredes celulares
del mismo, y aunque la composicion del nuevo material depositado no ha sido del todo
caracterizado, se ha observado que el centro de las paredes corticales externas, asi como en el
centro de algunos fragmentos de pared celular, dentro de los sincitios, se tifien con azul de
toluidina, indicando la presencia de lignina y algunos polifenoles (Jones y Northcote, 1972),
por lo que durante una interaccion compatible el incremento en la sintesis y acumulacion de la
lignina podria destinarse a la formacion de pared celular de novo, para ayudar a proteger y
fortalecer el sincitio (Ithal etal., 2007). En congruencia con lo anterior en la presente
investigacion el contenido de lignina total fue mayor en la interaccion compatible (Fig. 4F),
ademas la formacion de la agalla inducida por N. aberrans que implica hiperplasia e
hipertrofia de los tejidos demanda una mayor sintesis de lignina y otros polimeros de la pared
celular (Jones y Northcote, 1972; Ithal et al., 2007). En la interaccion incompatible, el
contenido de lignina total fue ligeramente mdas alto en comparacion con el testigo,
probablemente esas diferencias en el contenido de lignina total podria ser parte de la defensa
de la planta contra la infeccion por nematodos, pues aunque la cantidad de individuos de Mi
encontrados dentro en las raices fue minima, la presencia de unos pocos pudo haber sido el
estimulo que indujo la sintesis de lignina en dichas planta. Se observé cierta relacion entre la
actividad de la enzima C4H y el contenido de lignina, sin embargo, ésta no fue directamente

proporcional (Fig. 4).

El analisis del contenido de los mondémeros que integran la lignina de las paredes celulares de

raices de plantas de chile CM334 revel6 un mayor contenido de lignina G, en comparacion
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con lignina S y H (Fig. 7), lo cual es caracteristico de las plantas angiosperma dicotiledonea,
¢ésta tendencia en la sintesis de los diferentes monolognoles es similar a las reportadas por
Pomar et al., (2004) para C. annumm. En la interacciéon compatible los contenidos de G y S
fueron mayores que en la incompatible y el testigo. El monolignol S, aporta una estructura
mas lineal, lo cual resulta en un arreglo mas compacto de las cadenas de lignina en el
complejo lignoceluldsico, volviéndola mas recalcitrante al ataque de por agentes oxidantes
(Skyba et al., 2013), por lo que en la interaccion compatible, el nematodo Na podria inducir la
sintesis de dicho monolignol para favorecer el fortalecimiento de las paredes celulares del
SEA (sincitio). El contenido de siringil fue mayor en la interaccién incompatible en relacion al
testigo; algunos autores sefialan que la sintesis de este monolignol puede ser particularmente
inducida en interacciones incompatibles (De Ascencao y Dubery 2000, Skyba et al., 2013),
por un lado, como parte de la respuesta general de defensa, como ocurre también en
interacciones compatibles y por la resistencia, proveida por dicho monolignol a la degradacion
enzimatica. En la presente investigacion la mayor penetracion de Mi se presento a los 7 ddi, lo
cual podria explicar que en dicho periodo de evaluacién también se obtuvo el maximo
contenido de S en la interaccion incompatible. Los resultados muestran que la expresion del
gen COMT vy el contenido del monolignol S guardan cierta relacion, pues tanto la cantidad de
transcritos COMT como la cantidad del monolignol S, fueron mayores en la interaccion

compatible en comparacion con la incompatible.

Dado de que sintesis del monolignol H esta relacionada con mayor entrecruzamiento y
resistencia de la pared celular a la degradacion de los tejidos (Pomar et al., 2004), se esperaba
que en las raices de chile CM334 en la relacién incompatible se encontraran mayores
contenidos de dicho monolignol, sin embargo ocurrid lo contrario en los tres primeros tiempos
de muestreo (2, 7 y 14 ddi). La presencia de unos cuantos individuos de Mi en dichos tiempos
aparentemente reprimi6 la sintesis del monolignol H y a los 21 ddi éste se incrementd de
manera considerable, se desconoce si dicho monémero pueda tener otras funciones durante la

interaccion incompatible.

El patron de sintesis del monolignol H en plantas inoculadas con Na y el testigo fue similar
aunque en la interaccion compatible hubo mayor sintesis de unidades H, esto por un lado pudo

deberse al patron normal de deposicion de cada monolignol en el tejido de la planta, se sabe
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que las unidades H son las que se depositan primero, seguidas de las G y finalmente las S
(Dixon et al., 2002; Bonawitz y Chapple, 2010; Santiago et al., 2013) por otro lado, la
invasion de juveniles de Na en las raices de su hospedante se asocid con la sintesis de una

mayor cantidad de unidades H en la interaccion compatible, respecto al testigo.
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6. CONCLUSIONES

El patron de expresion de los genes C4H y COMT, la actividad de la enzima C4H el contenido

de fenoles y lignina fueron diferentes dependiendo del tipo de interaccion planta-nematodo:

La acumulacién relativa de los transcritos C4H a los 7 y 14 ddi fue mayor en las plantas
inoculadas con N. aberrans (interaccion compatible) en comparacion con las inoculadas con
M. incognita (interaccion incompatible), pero a los 2 y 21 ddi ocurrié lo opuesto; en cambio la
acumulacion de los transcritos COMT fue siempre mayor en la interaccion compatible en

todos los tiempos evaluados.

La actividad de la enzima C4H fue mayor en la interaccion compatible en comparacioén con la

incompatible, excepto a los 21 ddi.

El contenido de fenoles solubles totales a los 2 ddi fue mayor en la interaccion compatible en

comparacion con la incompatible, pero a los 7, 14 y 21 ddi el patron se invirtio.

El contenido de lignina total y de los mondmeros G y S siempre fue mayor en la interaccion
compatible en comparacion con la incompatible, mientras que el monolignol H fue mayor

hasta los 14 ddi, pero no a los 21 ddi.
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