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EXPRESION DE LOS GENES SS Y CAS EN CHILE CM-334 INOCULADO
CON Nacobbus aberrans Y CON Meloidogyne incognita

Jesus Antonio Garcia Espinoza, MC.

Colegio de postgraduados, 2011

Los esteroles son compuestos que los nematodos fitopatdgenos son incapaces
de sintetizar y que deben obtenerlos de su hospedante. Los genes SS y CAS
codifican las enzimas escualeno sintasa y cicloartenol sintasa,
respectivamente, que son clave en la sintesis de esteroles en chile. Este
trabajo tuvo por objetivos, comparar la expresiéon de ambos genes mediante
PCR en tiempo real, en la interaccion compatible CM-334-Nacobbus aberrans y
en la incompatible CM-334-Meloidogyne incognita, a los 2, 7, 14, 21 y 28 dias
después de la inoculacion (ddi), asi como cuantificar el numero de nematodos
por raizalos 2, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 ddi. N. aberrans completé su ciclo de vida
a los 42 ddi e indujo la sobreexpresion de SS y CAS hasta dos veces mas que
el testigo; su establecimiento exitoso en raices de CM-334 podria estar
relacionado con la sintesis de esteroles esenciales, como el estigmaesterol,
compuesto indispensable para el desarrollo y reproduccion de nematodos
endoparasitos. M. incognita también indujo la sobreexpresion de SS, pero en
menor proporcidn que N. aberrans, en cambio la expresion de CAS fue mayor
en presencia de M. incognita; sin embargo, hubo penetracion limitada y nula
reproduccion. La modificacidon en la expresiéon de dichos genes inducida por M.
incognita, podria estar relacionada con la sintesis de esteroles como
campesterol y sitoesterol, que se asocian con respuestas de defensa en
Capsicum annuum. La sobreexpresion de los genes SS y CAS inducida por N.
aberrans podria favorecer el establecimiento de otros fitopatégenos incapaces

de sintetizar sus propios esteroles, como Phytophthora capsici.

Palabras clave: Capsicum annuum, cicloartenol sintasa, escualeno sintasa,

nematodos agalladores, PCR en tiempo real.



Expression of genes SS and CAS in chilli CM-334 inoculated with
Nacobbus aberrans and Meloidogyne incognita

Jesus Antonio Garcia Espinoza, MC.

Colegio de postgraduados, 2011

Sterols are compounds that phytoparasitic nematodes are incapable of
synthesizing so must obtain them from their hosts. The genes SS and CAS
code for the enzymes squalene synthase and cycloartenol synthase,
respectively, which are key to the synthesis of sterols in plants. This work had
as objectives comparison of the expression of the two genes by means of real-
time PCR, in the compatible interaction chilli (Capsicum annuum) CM-
334/Nacobbus aberrans and the incompatible interaction chilli CM-
334/Meloidogyne incognita at 2, 7, 14, 21 and 28 days after inoculation (dai),
and the quantification of the number of nematodes in the roots at 2, 7, 14, 21,
28, 35 and 42 dai. N. aberrans completed its life cycle by 42 dai and induced
the overexpression of SS and CAS up to twice the value in the control; its
establishment success in roots of CM-334 could be related to the synthesis of
essential sterols, such as stigmasterol, a compound that is indispensable for the
development and reproduction of endoparasitic nematodes. M. incognita also
induced the overexpression of SS, but to a lesser degree than N. aberrans;
however, there was only limited penetration of the roots and no reproduction.
The modification in the expression of these genes induced by M. incognita
could be related to the synthesis of sterols such as campesterol and sitosterol,
which are associated with defence responses in C. annuum. The
overexpression of the SS and CAS genes induced by N. aberrans could favor
the establishment of other phytopathogens incapable of synthesizing their own

sterols, such as Phytophthora capsici.

Key words: Capsicum annuum, cycloartenol synthase, real-time PCR, root-

knot nematodes, squalene synthase
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INTRODUCCION

El chile (Capsicum annuum L.) representa un alimento basico en la dieta de los
mexicanos. Su importancia econdmica y alimenticia es similar a la del maiz y
frijol (ASERCA, 1998). El chile verde es una de las principales hortalizas que se
siembran en México, segun el SIAP (2008) en el 2008 se sembraron mas de
145,000 has; sin embargo, el rendimiento se reduce afo tras afo debido a
problemas fitosanitarios. Dentro de éstos, la enfermedad conocida como
“marchitez del chile”, ocasionada por el oomiceto Phytophthora capsici Leo es
devastadora en cultivos de chile de todo el mundo. P. capsici ocasiona tanto
pudricion en raices y en la base del tallo, como tizones aéreos que afectan a
hojas, frutos y tallos (Ristaino y Johnston, 1999). Pozo (1983), reporté que esta
enfermedad reduce el rendimiento hasta un 40% de la produccién total en
México.

Una de las alternativas mas eficientes para el manejo de la enfermedad, es la
utilizacién de materiales con resistencia genética a P. capsici (Andrés-Ares et
al., 2005). Sin embargo, materiales resistentes a hongos y oomicetos, pueden
mostrar susceptibilidad cuando son previamente infectados por nematodos
fitopatdbgenos, fendmeno conocido como “rompimiento de resistencia”
(Zavaleta-Mejia, 2009, 2002; Back et al., 2002; Vargas-Escobedo et al., 1996).
Este fendbmeno, no se explica por las heridas causadas a la raiz por el estilete
del nematodo, ya que resultados de experimentos utilizando plantas con doble
sistema radical, en las que existe una separacion fisica entre los dos
patdgenos, indican que en estas condiciones la planta muestra susceptibilidad

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



Los nematodos agalladores y formadores de quistes, tienen la capacidad de
inducir la formacién de sitios especializados de alimentacion, células gigantes o
sincitios (Goverse et al., 2000), producto de la alteracion de la expresion génica
de las células hospedantes. En interacciones compatibles, las modificaciones
en la expresion génica de las células de la raiz, provocan, entre otras cosas,
una respuesta lenta y débil de los mecanismos de defensa de la planta,
adelgazamiento de paredes celulares, crecimiento y division celular excesiva
(Gheysen y Fenoll, 2002; Goverse et al, 2000; Williamson y Hussey, 1996).

El genotipo de chile criollo tipo serrano, conocido como CM-334, es altamente
resistente a P. capsici (Fernandez-Pavia y Liddell, 1997; Vargas et al., 1996), a
los nematodos Meloidogyne arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949, M. javanica
(Treub, 1885) Chitwood, 1949 y M. incognita (Kofoid y White, 1919) Chitwood
(1949) (Pegard et al., 2005), y a los virus Y de la papa (PVY) y moteado del
chile (PeMV) (Janzac et al., 2009; Echer y Costa, 2002); pero susceptible a
Nacobbus aberrans Thorne y Allen, 1944. A pesar del alto grado de resistencia
al oomiceto, cuando plantas de CM-334 son inoculadas previamente con el
nematodo N. aberrans, se comportan como susceptibles al oomiceto (Truijillo-
Viramontes et al., 2005; Vargas-Escobedo et al., 1996). Cabe destacar, que M.
incognita no rompe la resistencia en CM-334 (Comunicacion personal, Dra.
Sylvia Fernandez Pavia). Zavaleta-Mejia (2009, 2002) propuso la hipotesis de
que el rompimiento de resistencia esta asociado con cambios en la expresién
de genes que codifican para enzimas clave de las rutas de los
fenilpropanoides y de isoprenoides, cuya actividad catalitica permite la

acumulacién de aquellos metabolitos que favorecen el establecimiento de P.



capsici, 0 que la ausencia de su actividad resulta en la reduccion o ausencia de
metabolitos que inhiben su crecimiento.

Los esteroles son isoprenoides que no pueden ser sintetizados por nematodos
fitopatdégenos (Chitwood y Lusby, 1991) ni por P. capsici (Moreau et al., 1998),
por consiguiente deben obtenerlos de las células hospedantes. Los esteroles
actuan como reguladores de la fluidez de las membranas celulares y son
también precursores de moléculas biolégicamente activas como las hormonas
(Chitwood, 1999, 1998). La resistencia de algunos cultivares a oomicetos
(Vogeli y Chapell, 1988) o a nematodos fitopatdégenos (Zinov'eva et al., 2004)
se ha asociado con cambios cuantitativos y/o cualitativos en los esteroles del
cultivar. Se ha propuesto que estos materiales resistentes son capaces de
desviar la sintesis de esteroles esenciales para el patégeno, a la produccion de
isoprenoides sesquiterpénicos toxicos para el mismo (Zinov'eva et al., 2004;
Végeli y Chapell, 1988). Asi Zinov'eva et al. (2004) reportan que en plantas de
tomate (Solanum lycopersicum L.) resistentes a M. incognita hubo una
disminucién en el contenido total de esteroles, en particular estigmaesterol,
mientras que en plantas susceptibles hubo un incremento.

Se ha considerado que la resistencia a P. capsici en plantas de chile CM-334,
pudiera deberse en parte a un contenido inadecuado de esteroles en sus
tejidos y que cuando N. aberrans infecta las plantas podria estimular la sintesis
y acumulacion de esteroles en las raices, lo que crearia condiciones favorables
para el establecimiento del oomiceto (Zavaleta-Mejia, 2002).

De acuerdo con estudios realizados en animales (Guan et al., 1998), levaduras
(Kennedy, 1999) y plantas (Chappell et al., 1989), se ha establecido que la

enzima escualeno sintasa (SS) es clave en la regulacidén de la biosintesis de



esteroles en la ruta de los isoprenoides. SS cataliza la condensacién de dos
moléculas de farnesil difosfato (FPP) para formar compuestos de 30 carbonos y
su actividad se ha localizado en el reticulo endoplasmico liso (Devarenne et al.,
2002). El gen SS es el responsable de codificar para la escualeno sintasa, en
chile; su ADNc comprende 1,674 pb y contiene un marco de lectura de 411
amino acidos (Jung-Hoon et al.,, 2002). Mas abajo en la ruta de los
isoprenoides se encuentra la enzima cicloartenol sintasa, que convierte el
oxidoescualeno en cicloartenol, el primer carbociclico intermediario en la ruta
de produccion de esteroles en plantas (Franca et al., 2001; Corey et al., 1993).

Con base en lo anterior y con la idea de contribuir en la comprension del
fendbmeno de rompimiento de resistencia en CM-334, el objetivo del presente
trabajo fue determinar si existen diferencias en la expresioén de los genes SS y
CAS entre las plantas de chile CM-334 inoculadas con N. aberrans (interaccién

compatible) y las inoculadas con M. incognita (interaccion incompatible).



REVISION DE LITERATURA

Marchitez del chile

La enfermedad conocida como “Marchitez del chile” es inducida por el oomiceto
P. capsici. Esta enfermedad es una de las principales limitantes para la
produccion del cultivo del chile (C. annuum) en todo el mundo (Gonzalez-Pérez
et al, 2004; Pernezny et al., 2003). En México se estiman reducciones en
rendimiento de hasta un 40% en la produccion (Pozo, 1983).

P. capsici fue descrito por primera vez en Nuevo México por Leon H. Leonian
como una nueva especie de Phytophthora que causaba danos importantes a
plantas de chile (Leonian, 1922). P. capsici afecta a un amplio rango de
hospedantes en todo el mundo, principalmente cucurbitaceas, solanaceas y
algunas leguminosas (Hausbeck y Lamour, 2004).

En general, P. capsici es capaz de infectar cualquier parte de la planta de chile
e inducir distintos sindromes tales como “damping off’, pudriciones radicales,
pudricion de la corona, pudricion del fruto y tizones foliares (Ogundiwin et al.,
2005; Ristaino y Johnston, 1999). P. capsici es un oomiceto heterotréfico que
tiene dos tipos compatibles, A1 y A2, requeridos para la reproduccion sexual.
La estructura sexual es la oospora (espora de pared gruesa), la cual se
considera como el principal propagulo de sobrevivencia y fuente primaria de
in6culo en el campo. Su reproduccion asexual se lleva a cabo mediante la
formacion de esporangios, que germinan indirectamente para liberar las
zoosporas. Estos propagulos son considerados las principales unidades de
infeccion del patégeno (Ristaino y Johnston, 1999; Kellam y Zentmyer, 1986;

Papavizas et al., 1981).



Se han empleado distintos métodos de manejo para esta enfermedad, incluidas
practicas culturales y productos quimicos; sin embargo, éstos son so6lo
parcialmente efectivos (Parra y Ristaino, 2001). El uso de cultivares
genéticamente resistentes promete ser el método mas eficaz y amigable para
el manejo de P. capsici. El disponer de variedades resistentes de chile no sélo
aumentarian la produccién de chile, sino que también se reduciria el uso de
fungicidas que son potencialmente perjudiciales para el medio ambiente
(Ogundiwin et al., 2005).
Criollo de Morelos 334

El desarrollo de cultivares que posean resistencia genética durable y estable,
parecen ser la mejor opcion para el manejo de P. capsici. Sin embargo, la
resistencia natural al oomiceto se ha encontrado solo en algunos materiales.
Uno de estos materiales resistentes es la linea conocida como Criollo de
Morelos 334 (CM-334), que ha mostrado resistencia a todas las razas del P.
capsici y a las cepas mas virulentas del patégeno con las que se ha inoculado.
Se considera que la elevada resistencia mostrada por CM-334 es de tipo
poligénica (Bonnet et al., 2007; Sy et al., 2005). Este material se ha utilizado
como fuente principal de resistencia en los programas de mejoramiento de chile
(Glosier et al., 2008; Bonnet et al., 2007). Sin embargo, la falta de conocimiento
sobre los mecanismos de resistencia de CM-334 ha ocasionado que no se
haya podido introducir la resistencia de este material a cultivares comerciales
de chile (Glosier et al., 2008; Oelke et al., 2003). CM-334 es también resistente
a los virus Y de la papa (PVY patotipo 1-2) caracteristica conferida por el gen
Ryl1-2 (Boiteux et al., 1996), al virus moteado del chile (PeMV) (Janzac et al.,

2009) y a tres de los mas importantes nematodos agalladores: Meloidogyne



incognita, M. arenaria y M. javanica (Pegard et al., 2005; Djian-Caporalino et
al., 1999). La resistencia de CM-334 a estos nematodos, se asocia con
respuestas bioquimicas postpenetracion, incluyendo respuesta hipersensitiva y
presencia de compuestos fendlicos, especificamente acido clorogénico, que
limitan su crecimiento y desarrollo (Pegard et al., 2005).

Rompimiento de resistencia de CM-334 a P. capsici inducido por

Nacobbus aberrans

El rompimiento de resistencia por nematodos fitopatégenos es un fenbmeno
que refleja la capacidad de alteracidn metabdlica y fisioldgica, que ocasionan
estos patégenos en sus hospedantes (Back et al., 2002). La explicacién inicial
del fendmeno se basd en que el nematodo al ocasionar heridas facilita la
entrada del otro patégeno; sin embargo esta idea resulta insuficiente para
explicarlo, pues se ha demostrado que al causar lesiones artificiales en las
raices no se induce rompimiento de resistencia, ademas de que en plantas con
doble sistema de raiz en los que existe una separacién fisica entre ambos
patdgenos se presenta perdida de resistencia (Vargas-Escobedo et al., 1996).
Se ha observado que el material CM-334 pierde su resistencia a P. capsici,
cuando es previamente inoculado con N. aberrans (Trujillo-Viramontes et al.,
2005; Vargas-Escobedo et al.,, 1996). Este fendmeno se ha explicado
argumentando que el nematodo ocasiona alteraciones metabdlicas en la ruta
de los isoprenoides y fenilpropanoides; dichas alteraciones favorecerian el
establecimiento y reproducciéon no sélo de N. aberrans si no también de P.
capsici (Zavaleta-Mejia, 2009, 2002).
Al parecer, N. aberrans induce una represion en la expresion de los genes POX

y PAL, asociada con la reduccion en la actividad enzimatica de las



correspondientes enzimas para las que codifican (peroxidasas y L-
phenylalanine ammonia-lyase), ademas de la reduccién en la cantidad de
fenoles solubles, en especial acido clorogénico; compuestos relacionados con
defensa (Lopez-Martinez et al., 2011). Godinez-Vidal (2010) encontré que la
presencia del nematodo modifica la expresién de algunos genes de la ruta
mevalodnica, que por un lado, le permitirian al nematodo abatir la acumulacion
de capsidiol (fitoalexina toxica para el nematodo), y por otro obtener los
esteroles esenciales para establecerse y desarrollarse.
Sitios especializados de alimentacién y reprogramacion génica del
hospedante por los nematodos

El grupo de nematodos mas importante econémicamente son los endoparasitos
sedentarios, éste incluye nematodos que se enquistan y nematodos
agalladores. Ambos grupos establecen interacciones complejas con sus
hospedantes (Williamson y Gleason, 2003). Los nematodos enquistadores
penetran las raices y se abren camino intracelularmente, una vez situados en el
cilindro vascular, establecen su sitio especializado de alimentacion. Este sitio
se caracteriza por la ruptura de las paredes celulares entre el sitio inicial de
alimentacion y las células vecinas, lo que resulta en el desarrollo de un sincitio
multinucleado (Baum et al., 2007; Williamson y Gleason, 2003). Por su parte,
los juveniles (J2) del género Meloidogyne se mueven intercelularmente
después de la penetracion de la raiz hasta la base del cilindro vascular. Dentro
del cilindro vascular, los J2 inducen la rediferenciacién de células de la raiz en
células gigantes, que constituyen el sitio especializado de alimentacién. La

formacion de estas células se considera producto de la induccion de divisidon



nuclear sin citocinesis en células del hospedante (Abad et al., 2009; Baum et
al., 2007).

El establecimiento exitoso y el mantenimiento de estos sitios especializados de
alimentaciéon son esenciales para cumplir con las exigencias nutrimentales del
nematodo. Tanto los sincitios como las células gigantes contienen altos niveles
de proteinas totales, aminoacidos, lipidos, ADN y azucares, que los hacen un
sustrato adecuado no soélo para los nematodos, sino también para otros
patogenos. Estas alteraciones metabdlicas y estructurales son el resultado de
complejos cambios en la expresién génica en el hospedante (Abad et al., 2009;
Williamson y Gleason, 2003; Back et al., 2002; Williamson y Hussey, 1996).

Las plantas atacadas por nematodos son capaces de reaccionar y activar
respuestas de defensa. Durante una interaccion incompatible estas respuestas
se caracterizan por ser rapidas y de mayor intensidad, mientras que durante las
interacciones compatibles son lentas y débiles. Muchos de los cambios en la
expresion génica del hospedante inducidos por nematodos estan relacionados
con las respuestas de defensa de la planta, dichas modificaciones ocurren
tanto en interacciones compatibles como incompatibles, aunque con diferencias
en tiempo e intensidad (Gheysen y Fenoll, 2002). La modificacion en la
expresion de una gran cantidad de genes, probablemente contribuye en el
establecimiento de la relacidén parasitica; por ejemplo, ocurren cambios en la
arquitectura de la pared celular durante el desarrollo de células gigantes y
sincitios. Se ha demostrado que infecciones por nematodos enquistadores y
agalladores inducen una sobrexpresién de genes que codifican para enzimas
que degradan paredes celulares (endoglucanasas y poligalacturonasas) del

hospedante (Williamson y Gleason, 2003; Goellner et al., 2001).



Meloidogyne incognita reprimio la expresion del 70% de genes relacionados
con defensa en los sitios especializados de alimentacion, durante una
interaccién compatible con Arabidopsis thaliana (Jammes et al., 2005). Por otra
parte, durante la interaccion compatible N. aberrans-CM-334, ocurri6 una
represion en la expresion del gene Hmg2 (asociado a la sintesis de
fitoalexinas), asi como una sobrexpresion de Hmg1 (isoforma del gen implicado
en la regulacion de sintesis de esteroles) a los 21 dias después de la
inoculacion. Estas modificaciones en la expresion, se asociaron con la
deteccion de hembras inmaduras y por lo tanto, con la induccion de sitios
especializados de alimentacién (Godinez-Vidal, 2010; Godinez-Vidal et al.,
2008a, 2008b).
Esteroles y brasinoesteroides en plantas

Los esteroles son metabolitos primarios de naturaleza lipidica sintetizados por
medio de la ruta de los isoprenoides, donde se producen también una gran
diversidad de metabolitos secundarios. Se estima que los tejidos vegetales
contienen una cantidad media de 1-3 mg de esteroles por gramo de peso seco
(Schaller, 2004).

Los esteroles presentes en las células vegetales tienen dos particularidades
interesantes en comparacion con los de animales y hongos: la primera es que
contienen varios productos finales, tales como campesterol, sitoesterol,
estigmaesterol e isofucosterol, en proporciones definidas genéticamente; en
contraste con el perfil de esteroles en animales constituido unicamente por
colesterol (Benveniste, 1986). La segunda diferencia consiste en las diferencias

entre el sistema de biosintesis que va desde el escualeno al colesterol y
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ergoesterol en animales y hongos, respectivamente, y a la sintesis de
sitoesterol a partir de escualeno en plantas (Dufoure, 2008; Schaller, 2004)

Los esteroles tienen multiples funciones, son constituyentes de la membrana
celular donde su concentracion es similar a la de los fosfolipidos, regulan la
fluidez y permeabilidad de la membrana, participan en procesos biologicos
como la transducciones de sefales, diferenciacion celular, reorganizacion del
citoesqueleto y crecimiento asimétrico (Dufoure, 2008).

Los esteroles son también precursores de compuestos con una alta actividad
fisiologica tales como los brasinoesteroides, una clase importante de hormonas
involucradas en el desarrollo y crecimiento de plantas superiores (Schaller,
2004, 2003; Li et al., 1996). Se ha demostrado que la estimulacion fisiolégica
inducida por los brasinoesteroides, puede llegar a inducir un aumento en la
resistencia de las plantas a una gran variedad de tipos de estrés, tanto bioticos
(Khripach et al., 2000) como abidticos (temperatura, sales y sequia) (Krishna,
2003). Por ejemplo, la aplicacion de brasinoesteroides (brasinolido, 24-
epibrasinolido, y 28-homo-brasinolido) en plantas de papa redujo el nivel de
infeccion por Phytophthora infestans hasta en un 40%, y en algunos casos, el
efecto de estos compuestos contra el oomiceto fue superior al obtenido con
fungicidas convencionales (Khripach et al., 1996). Las respuestas inducidas en
papa por los brasinosteroides se asociaron con un aumento en los niveles de
acido abscisico (ABA), etileno y con la presencia de compuestos de defensa
como fenoles y terpenoides; y en plantas de pepino el aumento en la
resistencia a P. infestans se relacion6 con un incremento en la actividad de
peroxidasas y polifenoloxidasas (Khripach et al., 2000). Krishna (2003), sugiere

que los brasinoesteroides tienen uso potencial como fungicidas; sin embargo,
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sefala la necesidad de una mayor investigacion que permita determinar las
concentraciones adecuadas, asi como definir los estados de desarrollo de la
planta donde se puedan utilizar, pues un uso inadecuado tendria el efecto
contrario al estimular el crecimiento del patdgeno y por lo tanto el progreso de
la enfermedad.
Escualeno sintasa (SS) y cicloartenol sintasa (CAS): enzimas clave en la
sintesis de esteroles

Los esteroles son sintetizados mediante la via de los isoprenoides; escualeno
sintasa (SS) se considera la enzima clave en su regulacion, pues dirige el flujo
de carbonos hacia la biosintesis de esteroles (Busquets et al. 2008). SS
cataliza la condensaciéon de dos moléculas de farnesil difosfato (FPP) en
presencia de Mg+2 o Mn*? como cofactor, proceso que deriva en la sintesis de
escualeno (Jarsfter et al., 2002), un compuesto de 30 carbonos. Su actividad se
ha localizado en el reticulo endoplasmico liso, donde se ancla la porcion
terminal carboxi de la proteina SS, mientras que la porcién terminal amino que
corresponde al sitio catalitico de la enzima se localiza en la cara citoplasmatica
del reticulo endoplasmico (Busquets et al., 2008; Devarenne et al., 2002;
Robinson et al., 1993).

Al inocular células de tabaco con fragmentos de paredes celulares de
Phytophthora parasitica, se indujo una represion en la sintesis de la enzima SS
y una fuerte disminucion de su actividad enzimatica que se reflejé6 en una
reduccion en la acumulacion de esteroles (Vogeli y Chappell, 1988). Este tipo
de respuesta fisioldgica se ha asociado con el incremento en la actividad de la
sesquiterpeno ciclasa (SC), enzima que desvia la ruta hacia la biosintesis de

compuestos sequiterpenicos, algunos de los cuales poseen propiedades
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antimicrobianas (Devarenne et al., 2002; Vogeli y Chappell, 1988). Resultados
similares se encontraron al inocular papa con aislamientos no patogénicos de
P. infestans o acido araquidénico producidos por el mismo oomiceto (Zook y
Kud, 1991). Estos resultados indican una respuesta coordinada entre SC y SS,
que permite desviar la ruta de los isoprenoides, relacionada con la produccion
de esteroles a la de sesquiterpenos durante interacciones incompatibles.
Jung-Hoon et al. (2002), determinaron que el ADNc del gen SS en chile, posee
1,674 pb con un marco de lectura de 411 aminoacidos y que al menos existen
dos copias en el genoma del chile. Ademas observaron que al estimular hojas
de chile con luz UV los niveles de transcripcién y de actividad enzimatica se
redujeron ligeramente, mientras que la transcripcion y la actividad enzimatica
de sesquiterpeno ciclasa se indujo rapidamente.

Mas abajo en la ruta de los isoprenoides (Fig. 1) se encuentra la enzima
cicloartenol sintasa (CAS), que convierte el oxidoescualeno en cicloartenol, el
primer compuesto intermediario en la ruta de los esteroles en plantas (Franca
et al., 2001). Por lo tanto, el metabolismo del cicloartenol tiene como resultado
la sintesis de esteroles vegetales, siendo los principales el sitoesterol y el
estigmaesterol, que en conjunto constituyen a menudo mas del 70 % de los

esteroles totales (Arnqvist et al., 2003).
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Fig. 1. Resumen de la ruta de los isoprenoides, dirigida hacia la produccién de
esteroles en plantas (Flores-Sanchez et al., 2003)

Fitoesteroles: compuestos esenciales para los nematodos fitopatégenos
Los nematodos parasitos de plantas no sintetizan sus propios esteroles, por lo
que, deben tomarlos de su hospedante, pues son incapaces de reproducirse
sin estos compuestos (Chitwood, 1998; Chitwood y Lusby, 1991). Se considera
que los esteroles que pueden satisfacer los requerimientos de los nematodos
poseen un grupo hidroxilo en el carbono-3, un sistema de anillo trans-A/B, una
cadena lateral no hidroxilada, y ausencia de grupos metilo en el carbono-4
(Chitwood et al., 1987).

Los esteroles presentes en las plantas difieren de los de animales en que los
primeros poseen metil, etil o sustitutos afines en la posicion del carbono-24 de
la cadena lateral del esterol. La comparacidn en la composicidon de los
esteroles de nematodos fitopatdgenos y sus plantas hospedantes, indican que
el nematodo induce dos principales transformaciones metabdlicas de estos
compuestos: la eliminacion (desalquilacion) de la cadena lateral del Carbono-
24 y la saturacion de dobles enlaces en el sistema de anillos para producir

estanoles (Chitwood, 1999, 1998).
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Meloidogyne spp.
Meloidogyne (Goldi, 1892) es el género en el que se encuentra ubicado el
grupo de nematodos fitopatdégenos conocidos como agalladores o noduladores.
Su elevada capacidad de adaptacion le ha permitido parasitar a mas de 2000
especies de plantas superiores alrededor del mundo. Este grupo de parasitos
obligados es uno de los mayores obstaculos para la produccién agricola del
mundo (Baicheva et al., 2002; Sasser, 1980).
Estos parasitos poseen un ritmo acelerado de desarrollo, capacidad de
reproduccion partenogenética, que les permiten producir varias generaciones
en una temporada agricola, ocasionando graves dafios al cultivo. Los sintomas
inducidos por estos nematodos, incluyen un retraso del crecimiento, falta de
vigor y marchitez por estrés hidrico (De Waele y Elsen, 2007).
Las especies de Meloidogyne establecen una interesante y muy compleja
interaccién con su hospedante. Por lo general, se alimentan de células vivas
modificadas en raices de las plantas, donde inducen la formacion de agallas.
Estas células transformadas son los denominados sitios permanentes de
alimentacién y se les conoce como células gigantes, las cuales son
multinucleadas y contienen hasta 80 nucleos cada una, ademas cada nucleo es
polinucleolado (con un aumento de hasta ocho veces el numero de
cromosomas). Estos y muchos otros cambios inducidos por la infeccién de
Meloidogyne se atribuyen a los cambios en los niveles de expresion de genes,
induciendo la sobre expresién de algunos y reprimiendo la expresiéon de otros
(Moens et al., 2009; Goverse et al., 2000).
Las hembras del género Meloidogyne ponen sus huevecillos en masas

gelatinosas compuesta principalmente por una glicoproteina producida por las
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glandulas rectales del nematodo. Esta masa gelatinosa protege a los
huevecillos de ambientes inadecuados y de sus depredadores. El primer
estadio juvenil (J1) se encuentra dentro del huevecillo, donde realiza su primera
muda para convertirse en J2. El J2 emerge cuando se encuentra
completamente desarrollado y existan las condiciones de temperatura,
humedad y hospedante. Los J2 son atraidos hacia las raices de sus
hospedantes, y en general se considera que prefieren invadir la region anterior
a la punta de la raiz. Los J2 se introducen en la raiz y se ubican en las células
del protoxilema y protofloema (generalmente de 5 a 7 células) en donde
inyectan proteinas secretadas por sus glandulas esofagicas, inician su
alimentacién e inducen su diferenciacion para lograr establecer el sitio
especializado de alimentacién. EI nematodo entonces se vuelve sedentario.
Bajo condiciones optimas la muda de J2 a J3 ocurre después de 14 dias; al
poco tiempo muda a J4, y finalmente llega a la etapa adulta. El tiempo
transcurrido en estadios J3 y J4 es muy corto, y durante estos estadios el
nematodo carece de un estilete funcional, por lo que, no se puede alimentar.
Los machos, cuando estan presentes, son vermiformes y no hay evidencia de
que se alimenten; se pueden encontrar en especies partenogéneticas, cuando
las condiciones no son favorables para el desarrollo de hembras (Moens et al.,
2009; Baicheva et al., 2002; Hussey et al., 1994).

Durante interacciones incompatibles planta-Meloidogyne, la resistencia del
material se ha asociado con una explosion oxidativa, producida rapidamente
una vez que el nematodo penetra. Esta respuesta es sumamente compleja y

participan diferentes compuestos, como el &acido ascorbico; seguido de
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respuesta hipersensitiva, asi como, la presencia y acumulacién de compuesto
fendlicos (Hyo et al., 2010; Melillo et al., 2006; Pegard et al., 2005).

Nacobbus aberrans
Los nematodos del género Nacobbus Thorne y Allen, 1944, son conocidos
también como nematodos falsos agalladores. Son endoparasitos sedentarios y
las hembras maduras inducen la formacién de agallas en su hospedante. Se
encuentran distribuidos principalmente en norte y sur América. Actualmente y
desde 1970, se considera que el género contiene sélo dos especies validas:
Nacobbus dorsalis Thorne y Allen, 1944 y N. aberrans (Thorne, 1935), esta
ultima especie se considera un parasito importante en cultivos como frijol, chile,
papa, tomate y remolacha azucarera, en los que ocasiona importantes pérdidas
economicas (Vovlas et al., 2007; Manzanilla-Lopez, 1997; Sher, 1970).
N. aberrans tiene una alta capacidad reproductiva y un amplio rango de
hospedantes, debido a que es capaz de adaptarse a diversas condiciones
climaticas; convirtiéndose en una parasito muy importante y dificil de controlar
(Manzanilla-Lopez, 1999).
El ciclo de vida de N. aberrans se inicia cuando la hembra secreta una matriz
gelatinosa, en la que deposita sus huevecillos. La primera etapa juvenil (J1) se
desarrolla dentro del huevo, donde realiza su primera muda. Después de
eclosionar, el J2 penetra la raiz, donde puede permanecer o salir para volver a
entrar en la misma (Manzanilla-Lopez, 1999; Clark, 1967). El J2 puede mudar
dentro de la raiz o en el suelo, mientras que el J3 es menos activo y tiende a
permanecer en forma de “C” en la corteza de la raiz. La muda del cuarto
estadio juvenil femenino o masculino (J4) puede ocurrir en la raiz o en el suelo,

sin embargo, se asocia mas al J4 masculino con la corteza de la raiz
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(Manzanilla-Lépez et al., 2002). Al mudar el J4 femenino, emerge la hembra
inmadura que migra a las célula adyacentes al sistema vascular, donde
establecen su sitio especializado de alimentacién (sincitio) que posee forma de
huso y esta formado por una masa de células alteradas fuertemente en su
organizacion celular (Clark, 1967). El sincitio puede llegar a medir de 2 a 8 mm
(Finetti, 1990). Estos cambios estructurales producto de fuertes cambios
metabdlicos derivan finalmente en la formacion de agallas radicales, 1o que
coincide con la aparicion de la hembra adulta sedentaria (Manzanilla-Lépez,
1997). Los machos adultos se encuentran en raices o en el suelo y la
fertilizacion ocurre generalmente después de que la hembra se logra establecer
en la raiz (Manzanilla-Lopez, 1997). La hembra sedentaria acumula lipidos y
produce una matriz gelatinosa que atrae a los machos. Los machos se pueden
encontrar en la masa de huevecillos o en la agalla cerca de la hembra y el
numero de huevecillos por saco varia de 37 a 833.

Durante sus distintos estadios juveniles, asi como en su estado adulto, N.
aberrans induce una serie de cambios estructurales, quimicos vy fisiolégicos que
tienen como resultado modificaciones celulares e histologicas en las raices
afectadas (Manzanilla-Lépez et al., 2002). El J2 invade la corteza radical
intracelularmente, destruyendo hasta el 50 % del tejido. Los juveniles J3 y J4
por lo general se encuentran en el interior de los tejidos radicales (Manzanilla-
Lopez et al., 1999). Las etapas juveniles de N. aberrans pueden llegar a inducir
el deterioro y muerte de raices pequefias (Schuster, 1965). Las hembras
inmaduras se asocian con dafos en el sistema vascular, mediante la induccion

de hipertrofia e hiperplasia (Castillo, 1984). El establecimiento permanente de
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la hembra estimula mitosis en el periciclo y la formacion de raices laterales en

areas agalladas (Manzanilla-Lopez et al., 2002)
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MATERIALES Y METODOS

Establecimiento de los experimentos
Se realizaron tres experimentos y en cada uno de ellos se establecieron tres
tratamientos con plantulas de chile CM-334: 1) Plantas inoculadas con 500 J2
de M. incognita, 2) Plantas inoculadas con 500 J2 de N. aberrans, y 3) Plantas
no inoculadas. El in6culo de N. aberrans se obtuvo a partir de raices de tomate
(Solanum lycopersicum Mill.) con niveles altos de agallamiento, producido en
un suelo infestado naturalmente con el nematodo en el Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo, Edo. de México (Fig. 2). El in6culo de M.
incognita para el primer y segundo experimentos, se obtuvo a partir de raices
agalladas de tomate y malezas colectadas en una plantacion en Yurécuaro,
Michoacan. Para el tercer experimento, el inéculo de M. incognita se obtuvo a

partir de raices de frijol cultivado en Los Mochis, Sinaloa (Fig. 3).

Fig. 2. Fuente de in6culo de N. aberrans. A) Raices de tomate agalladas, B) masa de
huevecillos, C) hembra madura dentro de agalla, y D) huevecillos.
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Fig. 3. Fuente de in6culo de M. incognita. A) Raices de frijol agalladas, B) hembra
madura, C) masa de huevecillos, y D) huevecillos.

Produccién de plantas de chile CM-334

Semillas de chile CM-334 se desinfestaron con hipoclorito de sodio (1%)
durante 3 min y se pasaron a agua destilada estéril. Se pusieron a germinar en
cajas Petri estériles con papel absorbente esterilizado humedecido con agua
destilada estéril y se incubaron a 28°C + 1°C. Las semillas germinadas se
transfirieron a macetas pequefias de plastico con 25 cm® de arena fina estéril.
Las plantulas se mantuvieron en una camara de crecimiento a 28 °C £ 1°C, con
un fotoperiodo de 14 h luz 'y 10 de obscuridad. El riego se realiz6é cada 24 h con
agua estéril y se fertilizd una vez a la semana con Nitrofoska [(12-12-12-2; N-P-
K-Mg): 620 g diluido en 20 L de agua, y éste diluido 10 veces en agua estéril].
Las plantas se utilizaron cuando tuvieron de 4-6 hojas verdaderas para
establecer los experimentos.

Obtencion del in6culo

El inéculo utilizado en los experimento consistidé de juveniles de segundo
estadio (J2) de cada uno de los nematodos (M. incognita y N. aberrans). Los
huevecillos de los correspondientes nematodos se obtuvieron de las raices

agalladas mediante el método de extraccion propuesto por Vrain (1977). Los
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huevecillos obtenidos se incubaron a 28°C en cajas Petri con agua destilada
estéril hasta su eclosion.

Evaluacion de experimentos

En los experimentos 1y 2 se evaluo la expresion génica de SS y CAS. De cada
tratamiento se tomaron 20 plantas de chile CM-334 a los 2, 7, 14, 21 y 28 dias
después de la inoculacion (ddi) se les cortaron las raices, se congelaron en
nitrégeno liquido y almacenaron a -80°C. En los tres experimentos se cuantifico
el numero de nematodos dentro de cada raiz en cinco plantas de cada
tratamiento y tiempo; se consideraron también los tiempos 35 y 42 ddi. Las
raices se tiferon con fucsina acida (Hussey, 1987) para su posterior

cuantificacion en microscopio compuesto (Fig. 4).

Fig. 4. Montaje de raices tefiidas con fucsina acida.
Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Se extrajo el ARN total a partir de 0.5 g de tejido congelado, utilizando el Kit
RNeasy® (QIAGEN) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. La
integridad del ARN se verifico en gel de agarosa desnaturalizante al 1.2 % y la
concentracion obtenida se midié en un Nanodrop®.

La sintesis de ADNc se realiz6 en dos pasos: 1) Se prepard una mezcla de
reaccion conteniendo 2 ug de ARN total y 0.4 pyL de oligo dT (Invitrogen®); la

mezcla se aforé a un volumen de 12 uL con agua libre de ARNsas y ADNsas,
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se incubo a 70°C por 10 min y se colocd en hielo; 2) a la mezcla de reaccion se
le adicionaron 8 pL de una solucion con 4 yL de amortiguador 5x para
retrotranscripcion, 2 pyL de ditiotreitol (0.1 M), 1 yL dNTP mix (10 mM) y 1 yL de
retrotranscriptasa (M-MLV Reverse transcriptase-Promega®). La mezcla se
colocé en un termociclador (BIO-RAD®) durante 60 min a 37°C vy
posteriormente a 70°C durante 10 min.
Oligonucleétidos
Los oligonucledtidos utilizados para el gen SS se disefiaron a partir de la
secuencia de ADNc del mismo gen en chile (GenBank de NCBI: AF124842.1).
Los iniciadores para el gen CAS, se disefaron a partir del ADNc del mismo gen
pero en tomate (GenBank de NCBI: EU449280.1). Los disefios se realizaron
utilizando los programas Oligo Analyzer 3.1, Primer3 (version 0.4.0.) y la opcion
Primer Select del programa DNASTAR® (Cuadro 1). El gen gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se usé como gen de expresion constitutiva
para normalizar la expresion (Fernandez-Herrera, 2011).
PCR en tiempo real

Se realiz6 PCR en tiempo real en un sistema estandar de PCR en tiempo real
ABI 7500 (Applied Biosystems) a partir de la siguiente mezcla de reaccién: 2.5
ML de buffer 10 X para PCR, 1.5 mM de MgCl,, 10 pm de cada iniciador, 2 mM
de dNTP mix, 1 yL de una dilucion 1:6,000 de SYBR® Green (Molecular Probe,
Eugene, OR), 10 nM de fluoresceina, 1 yL de ADNc (300 ng), 0.125 pL de
Amplificasa (Biogenica®) y se afor6 a un volumen de 25 pL con agua libre de
ARNsas y ADNsas. Las condiciones de amplificacion consistieron en una etapa
de desnaturalizacién inicial a 94°C durante 4 min, seguido de 30 ciclos a 94°C

durante 20 s, 60° 20 s y una fase de extension a 72° durante 35 s. Las plantas
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no inoculadas representaron la expresion 1x del gen de interés. El calculo de la
expresion relativa de cada gen se realiz6 mediante el método 2724 (Livak y
Schmittgen, 2001). Para cada tratamiento se realizaron seis repeticiones por
tiempo evaluado con muestras de ADNc independiente.

Cuadro 1. Oligonucledtidos utilizados para el analisis de expresion génica de los
genes SS y CAS.

Gen Nombre Secuencia del iniciador (5°- 37) Amplicon
Escualeno sintasa SSFwW GAGGTGGAAACAACCGATGA 697 pb
SSRV CTGGACTGTAAGTAGGCTCGCTCT
(SS)
Cicloartenol sintasa CASFW TATTGAGAGCCACAGCACCA 336 pb
CASRV GGAGTGATAGGACCAACAAAGC
(CAS)
GLIFW* GGCCTTATGACTACAGTTCACTCC 217 pb

Gliceraldehido 3-P
deshidrogenasa
(GAPDH)

GLIRV* GATCAACCACAGAGACATCCACAG

* Oligos disefiados por Fernandez-Herrera (2011).

Analisis estadistico
Los datos obtenidos de expresion génica y de los conteos de nematodos se
sometieron a analisis de varianza en un modelo completamente al azar (SAS
®) y cuando éste detectd diferencias significativas, la comparacion de medias

de tratamientos se realizd con prueba de Tukey (p<0.05).
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RESULTADOS

Infeccion de chile CM-334 por N. aberrans y M. incognita

El comportamiento de N. aberrans mostré la misma tendencia en los tres
experimentos realizados (Fig. 5). Desde los 2 dpi se observo la penetraciéon del
nematodo a las raices de CM-334; sin embargo, la mayor cantidad de
nematodos se observo a los 7 y 14 ddi con valores de 79 y 48 individuos por
raiz, respectivamente (Fig. 5). Se apreciaron J2 con habitos gregarios y en la
region de elongacion de las raices (Fig. 6). En los tiempos posteriores (21, 28,
35 y 42 ddi) se detectd una disminucion considerable en la cantidad de
nematodos (Fig. 5), los cuales se encontraron generalmente de forma individual
y a lo largo de la raiz, ya no sélo en la region de elongacion.

A los 21 y 28 ddi, fueron evidentes los cambios morfolégicos del nematodo con
la tipica postura en forma de “C”, ubicandose preferentemente cerca de la
corteza radical, lo cual es caracteristico del J3 (Fig. 6).

A los 35 ddi, se apreciaron nematodos con caracteristicas muy similares a las
descritas anteriormente, pero ubicados muy cerca de los haces vasculares y
probablemente correspondan a los J4 y/o hembras inmaduras. En estas
regiones se apreciaron ensanchamientos en la raiz (Fig. 6).

En el dltimo muestreo, realizado a los 42 ddi, se detectaron agallas
desarrolladas, hembras maduras y la produccién de masas de huevecillos (Fig.

6).
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En contraste con lo observado para N. aberrans, la penetracion de raices en
chile CM-334 por M. incognita fue muy baja, solamente penetr6é el 2% de los
nematodos inoculados. La mayoria de estos nematodos presentaron
caracteristicas correspondientes al estado J2. Durante los distintos muestreos y
en los tres experimentos realizados, no se observaron hembras adultas ni
huevecillos de M. incognita en raices de CM-334. En las raices infectadas por
este nematodo se observaron de manera consistente areas necréticas muy

cercanas a los nematodos y en los sitios de penetracion (Fig. 8).
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Meloidogyne incognita

distintos tiempos. N= nematodo, H= hembra inmadura, Ne= necrosis.

Expresion relativa de los genes SSy CAS
La acumulacion relativa de transcritos del gen SS en las raices de plantas
inoculadas con alguno de los dos nematodos fue significativamente mayor en
comparacién con la del testigo sin inocular (Fig. 9). La mayor acumulacion de
transcritos de SS se detecto6 a los 7 ddi y la menor a los 2 ddi (Fig. 9). Aunque
la presencia de ambos nematodos se asocid con un incremento en la
expresion, entre ellos se detectaron diferencias marcadas en los niveles de
expresion relativa de SS; asi durante todos los tiempos de muestreo en plantas
inoculadas con N. aberrans hubo mayor expresion, en comparacion con las

inoculadas con M. incognita.
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Fig. 9. Niveles relativos de expresion del gen SS en raices durante la interaccion
compatible chile CM-334-N. aberrans y la incompatible chile CM-334-M. incognita, en
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tiempo, barras con diferente letra son significativamente diferentes (Tukey, p< 0.05).
C) Tendencias de expresion en ambos experimentos, cada punto representa el
promedio de 12 repeticiones.

De manera similar a lo observado para el gen SS, en ambas interacciones
planta-nematodo se detecté un aumento en la acumulacién de transcritos de
CAS con respecto al testigo sin inocular (Fig. 10). En todos los tiempos
evaluados, con excepcidn del muestro realizado a los 14 ddi, las plantas
inoculadas con M. incognita mostraron un incremento mayor en la expresion
relativa de CAS en comparacion con las inoculadas con N. aberrans. A los 14
ddi la mayor expresion relativa de CAS se registrd en raices infectadas con N.
aberrans. Los niveles relativos de expresion mas elevados (dos veces con
respecto al testigo) se detectaron a los 2 y 28 ddi en el tratamiento inoculado

con M. incognita (Fig. 10).
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Discusion

En el presente trabajo se le dio seguimiento al desarrollo de N. aberrans y M.
incognita en su interaccion compatible (Trujillo-Viramontes et al., 2005; Vargas
et al., 1996) e incompatible con el material de chile CM-334 (Pegard et al.,
2005), respectivamente. La capacidad infectiva de N. aberrans se evidencié por
los porcentajes de penetracion a los 7 y 14 ddi (15.8 y 9.6%, respectivamente),
valores relativamente similares (12.65 y 13.65%) a los reportados con
anterioridad por Godinez-Vidal (2010). En general el comportamiento vy
desarrollo observado coincide con el descrito por Manzanilla-Lopez et al.
(2002) en la interaccion tomate-N. aberrans. En contraste, durante la
interacciéon incompatible CM-334-M. incognita sélo el 2% de los juveniles
inoculados penetraron las raices; valor similar al consignado por Pegard et al.
(2005) durante la misma interaccion.

Los juveniles de M. incognita que lograron penetrar la raiz de CM-334 no
pasaron al siguiente estadio de desarrollo. En relacion con las regiones
necroticas localizadas alrededor de los J2 de M. incognita, Pegard et al. (2005)
sugieren que dicha respuesta es una reaccion de defensa muy agresiva por
parte de CM-334, que podria contribuir a generar un ambiente inadecuado para
el nematodo. En contraste, en las plantas de CM-334 inoculadas con N.
aberrans, no se observé la presencia de regiones necroticas.

La resistencia de CM-334 a Meloidogyne spp., se explicd por la presencia de
barreras fisicas en la raiz que dificultaron la penetracion de los J2 (Moon et al.,
2010; Pegard et al., 2005) y cuando los nematodos lograron penetrar su
migracion, desarrollo y reproduccidn fueron bloqueados por respuestas

bioquimicas asociadas con la reaccién de hipersensibilidad, destacando la
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acumulacién de compuestos fendlicos (Moon et al., 2010; Pegard et al., 2005).
Resultados similares se encontraron durante la interaccién del material UFV
408-28 de Coffea arabica y M. incognita, en donde las células radicales
alrededor de los nematodos que lograron penetrar respondieron de forma
hipersensitiva, se detecto la acumulacién de compuestos fendlicos y las células
mostraron un aspecto necrético (Albuquerque et al., 2010).

En interacciones de tipo compatible, N. aberrans, al igual que otros nematodos
endoparasitos sedentarios, induce en su hospedante modificaciones
metabdlicas que generen un ambiente favorable para su desarrollo (Godinez-
Vidal, 2010; Zavaleta-Mejia, 2009, 2002). Estas modificaciones, son el
resultado de su capacidad para reprogramar genéticamente las células
hospedantes, e inducir la formacion de un sitio especializado de alimentacion
(Back et al., 2002).

En la presente investigacion se encontré una sobreexpresion de los genes SS 'y
CAS en raices infectadas por N. aberrans, tales genes codifican para enzimas
clave en la ruta de biosintesis de esteroles (Flores-Sanchez et al.,, 2003),
compuestos que son esenciales para el desarrollo y reproduccion de
nematodos fitoparasitos. Zinov'eva et al. (2004), determinaron que durante la
interaccion compatible M. incognita-Solanum lycopersicum L., hubo un
incremento en el contenido total de esteroles, particularmente estigmaesterol,
compuesto esencial para el desarrollo de hembras y huevecillos. El hecho que
N. aberrans se pueda establecer en plantas de chile CM-334, completar su
desarrollo y producir huevecillos, podria estar relacionado con la presencia de
cantidades adecuadas del tipo de esteroles requeridos por el patdégeno. La

sobreexpresion de los genes SS y CAS inducida por N. aberrans, podria ser
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parte de las modificaciones a nivel de expresion génica que induce el
nematodo, para proveerse de un ambiente adecuado que le permita
desarrollarse y reproducirse. A su vez, las modificaciones inducidas por el
nematodo podrian favorecer el establecimiento de P. capsici, ya que el
oomiceto también es incapaz de producir sus propios esteroles (Moreau et al.,
1998). Asi, la sobreexpresion de SS y CAS, inducida por N. aberrans, pudiera
estar contribuyendo al fenémeno de rompimiento de resistencia a P. capsici en
CM-334.

Cabe sefalar que durante la interaccion incompatible CM-334-M. incognita,
también se detectd una sobreexpresion de los genes SS y CAS con respecto al
testigo sin inocular; sin embargo, la penetracion de juveniles en las raices fue
muy baja, su desarrollo fue limitado y la reproduccion del nematodo fue nula.
Es posible que durante esta interaccidon la sobreexpresion de dichos genes se
haya canalizado hacia la sintesis de esteroles involucrados en la defensa, pues
Sabater-Jara et al. (2010), sugieren que la acumulacién de sitoesterol y
campesterol estan involucradas en respuestas de defensa en chile (C. annuum
L.). Tanto la sintesis de sitoesterol, campesterol, y estigmaesterol, son
regulados en primera instancia por la enzima escualeno sintasa (gen SS) y
posteriormente por la cicloartenol sintasa (gen CAS) (Suzuki y Muranaka,
2007). La sobreexpresion de SS y CAS que se detecté en CM-334 durante la
interaccidn incompatible; pudo haber dado lugar a la sintesis de los esteroles
sitoesterol y campesterol, contribuyendo asi a generar un ambiente inadecuado
para el desarrollo de M. incognita. Por lo anterior, es de fundamental
importancia llevar a cabo la determinacion cualitativa y cuantitativa de los

esteroles que se sintetizan en ambas interacciones.
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Godinez-Vidal (2010), propuso la existencia de al menos dos isoformas del gen
SS en el ADN de CM-334. La presencia de isorfomas de este gen, permite
especular que dependiendo del tipo de interaccion, se estaria expresando una
u otra isoforma del gen, que a su vez determinaria el tipo de compuesto que
finalmente se sintetice. La canalizacion metabdlica es el proceso que permite
dirigir los intermediarios necesarios para la sintesis de un producto final
especifico, dependiendo de la isoforma del gen que se exprese (Winkel, 2004).
Para el gen CAS no se han reportado isoformas en chile (C. annuum L.).

Los resultados obtenidos indican que N. aberrans indujo una mayor
sobreexpresion de SS en comparacion con M. incognita, y una sobreexpresion
de CAS, aunque en menor proporcion que M. incognita. El aumento en la
acumulacién de transcritos de SS y CAS durante la interaccion compatible CM-
334-N. aberrans podria relacionarse con la sintesis de esteroles esenciales
para el nematodo. Mientras, que la sobreexpresiéon detectada durante la
interaccion incompatible CM-334-M. incognita podria estar asociada con la
sintesis de compuestos que generen un ambiente inadecuado para el

establecimiento y desarrollo de M. incognita.
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