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ABSTRACT

Villar-Luna, H., B. Reyes-Trejo, O. Gomez-Rodriguez, E. Villar-Luna and E. Zavaleta-Mejia. 2015. Expression
of defense genes and accumulation of capsidiol in the compatible interaction CM334/Nacobbus aberrans and
incompatible CM334/Meloidogyne incognita. Nematropica 45:9-19.

The chili pepper (Capsicum annuum) line CM334 is highly resistant to the oomycete Phytophthora capsici
and three major species of root-knot nematodes (Meloidogyne arenaria, M. incognita and M. javanica). It is
susceptible to M. enterolobii and Nacobbus aberrans. Resistance to Meloidogyne spp is associated with the
over-expression of genes encoding the transcription factors WRKY and WRKY2-a, and the accumulation of
chlorogenic acid. With the oomycete, resistance is associated with the over-expression of several defense
genes and high accumulation of the phytoalexin capsidiol. The objective of this study was to estimate by
gRT-PCR the expression levels of the defense genes EAS, HMG2, WRKY-a, PR-1 and POX in the compatible
interaction between CM334 and N. aberrans and in the incompatible interaction between CM334 and
M. incognita, and to compare the accumulation of capsidiol in both interactions. All defense genes were
over-expressed in the two interactions, but over-expression and capsidiol accumulation were higher in the
incompatible (M. incognita) than compatible (N. aberrans) interaction, although over-expression differences
were not always significant (P = 0.05). The increased transcript and capsidiol levels induced by M. incognita
were associated with lower infection and only 0.1% of the number in the initial inoculum were found in the
root at 21 d post-inoculation.

Key words: Capsicum annuum, capsidiol, mevalonate pathway, qRT-PCR, root-knot nematodes, transcription
factor.

RESUMEN

Villar-Luna, H., B. Reyes-Trejo, O. Gomez-Rodriguez, E. Villar-Luna y E. Zavaleta-Mejia. 2015. Expresion de
genes de defensa y acumulacion de capsidiol en la interaccion compatible chile CM334/Nacobbus aberrans e
incompatible chile CM334/Meloidogyne incognita. Nematropica 45:9-19.

La linea de chile serrano (Capsicum annuum) CM334 es altamente resistente al oomiceto Phytophthora
capsici y a las tres principales especies de nematodos agalladores (Meloidogyne arenaria, M. incognita y M.
Jjavanica), pero es susceptible a M. enterolobii y Nacobbus aberrans. La resistencia a Meloidogyne spp se asocia
con la sobre-expresion de genes que codifican para los factores de transcripcion WRKY2 y WRKY-a y con la
acumulacion de acido clorogénico, y en el oomiceto, con la sobre-expresion de varios genes de defensa y una
elevada acumulacion de la fitoalexina capsidiol. El objetivo de este trabajo fue estimar mediante qRT-PCR los
niveles de expresion de los genes de defensa EAS, HMG2, WRKY-a, PR-1'y POX, en la interaccion compatible
CM334/N. aberrans y en la incompatible CM334/M. incognita, y comparar los niveles de acumulacion de
la fitoalexina capsidiol en ambas interacciones. Todos los genes de defensa se sobre-expresaron en las dos
interacciones, pero, tanto la sobre-expresion como la acumulacion de capsidiol siempre fueron mayores en la
interaccion incompatible (M. incognita) que en la compatible (N. aberrans); aunque las diferencias en la sobre-
expresion no siempre fueron significativas (P = 0.05). Los mayores incrementos en los niveles de transcritos y
capsidiol inducidos por M. incognita, se relacionaron con la restriccion en su establecimiento y reproduccion,
como lo indica el hecho de que solamente el 0.1% de los juveniles se encontrara dentro de la raiz a los 21 dias
post-inoculacién.

Palavras chave: Capsicum annuum, capsidiol, factores de transcripcion, nematodos agalladores, qRT-PCR, ruta
mevalonica.
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INTRODUCCION

La linea de chile serrano “Criollo de Morelos”
CM334 es altamente resistente a las tres principales
especies de Meloidogyne: M. arenaria, M.
incognita, y M. javanica (Pegard et al., 2005);
pero susceptible a Nacobbus aberrans (Trujillo-
Viramontes et al., 2005) y M. enterolobii (Villar-
Luna, 2013). En relaciéon con los mecanismos de
resistencia en CM334, se conoce que la respuesta
de hipersensibilidad (RH) es evidente a los 3 dias
posteriores a la inoculacion con M. incognita (Pegard
et al., 2005). Los mecanismos moleculares asociados
con la resistencia a Meloidogyne spp. en algunos
genotipos de chile involucran incrementos en la
expresion (i.e., acumulacion de transcritos) de genes
que codifican para factores de transcripcion WRKY?2
y WRKY-a y en la acumulacion de acido clorogénico
(Pegard et al., 2005; Li et al., 2008). Los factores de
transcripcion WRKY son una familia multigénica
de proteinas asociadas con la respuesta a estrés
bidtico, estos se unen a elementos promotores de
genes de defensa para regular su expresion (Eulgem
y Somssich, 2007). La linea de chile CM334 muestra
ademas resistencia al oomiceto Phytophthora capsici
y la RH se manifiesta a nivel de raiz, tallo y follaje
(Fernandez-Pavia, 1997; Candela et al., 2000;
Ueeda et al., 2006). Los mecanismos moleculares
asociados con la resistencia al oomiceto implican
la sobre-expresion de genes de defensa de la 5-epi-
aristoloqueno sintasa (EAS), proteinas relacionadas
con patogénesis [PR1 (PR-1) y peroxidasas (POX)];
asi como la acumulaciéon de compuestos con
propiedades antimicrobianas como el acido trans-
cinamico (Candela et al., 1995; Fernandez-Pavia,
1997; Zavala-Paramo et al., 2000) y de la fitoalexina
sesquiterpénica capsidiol, frecuentemente utilizada
como marcador de resistencia (Candela et al., 2000).
La biosintesis de esta fitoalexina, es regulada por la
enzima 3-hidroxi-3-methilglutaril-CoA reductasa
(HMGR) especifica de la ruta del mevalonato
(via biosintética de fitoalexinas sesquiterpénicas)
(Ha et al., 2003). La HMGR es codificada por una
familia multigénica, y en chile se encuentran los
genes HMGI, HMG2 y HMG3 involucrados en la
biosintesis de diversos isoprenoides (e.g., esteroles
y fitoalexinas sesquiterpénicas) (Ha et al., 2003;
Chappell et al., 1991). En jitomate y papa, el gen
HMG? esta asociado con la biosintesis de fitoalexinas
sesquiterpénicas en respuesta a estrés bidtico (Choi et
al., 1992; Weissenborn et al., 1995).

La enzima clave para la biosintesis del capsidiol
es la S-epi-aristoloqueno sintasa codificada por el
gen EAS. En chile y tabaco, la expresion del gen EAS
se induce por el ataque de patdgenos o tratamiento
con elicitores abidticos (Zavala-Paramo et al., 2000;

Bohlmann et. al., 2002). En chile inoculado con P.
capsici, la sobre-expresion de EAS se asocia con una
acumulacion elevada de capsidiol (Zavala-Paramo et
al., 2000).

La respuesta de defensa de las plantas ademas
incluye las proteinas relacionadas con la patogénesis
(PRs) que podrian modificar la pared celular y
proporcionar resistencia a la invasion por patdgenos
(Benhamou et al, 1991) o mostrar actividad
antifungica (Niderman et al., 1995). La defensa del
chile CM334 contra P. capsici se ha asociado con la
expresion de los genes PR-1 'y de POX (peroxidasas)
(Fernandez-Pavia, 1997; Fernandez-Herrera et al.,
2012).

Por otra parte, durante la formacion del sitio
especializado de alimentacion inducido por los
nematodos endoparésitos sedentarios ocurre una
alteracion drastica en la expresion de genes (Kyndt
et al., 2013; Rodiuc et al., 2014). En la interaccion
compatible de chile CM334/N. aberrans se redujo la
acumulacion de transcritos de genes relacionados con
defensa, como EAS, POX, GLU y PR-1 (Fernandez-
Herrera et al., 2012) y la expresion de la RH en
CM334 se retraso en presencia del nematodo (Villar-
Luna et al., 2009). De igual forma, la actividad de
la fenilalanina amonio liasa (PAL) y el contenido
de fenoles solubles totales se redujo en plantas de
CM334 infectadas por N. aberrans ¢ inoculadas con
P. capsici (Lopez-Martinez et al., 2011).

Considerando estos antecedentes, surgid el
interés por conocer las alteraciones que ocurren
durante la interaccién incompatible de CM334/M.
incognita 'y compararlas con las inducidas por
el nematodo falso agallador Nacobbus aberrans
(interaccion compatible). La informacion generada
contribuird al conocimiento de la reprogramacion
génica que ocurre en las plantas infectadas por
nematodos agalladores. Por tanto, el objetivo de este
trabajo fue estimar mediante qRT-PCR los niveles
de expresion de los genes de defensa EAS, HMG2,
WRKY-a, PR-1y POX, en la interaccion compatible
y en la incompatible; y comparar los niveles de
acumulacion de la fitoalexina capsidiol en ambas
interacciones.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Semillas de chile “tipo serrano” CM334, se
desinfestaron con una solucion de hipoclorito de
sodio (1%, v/v), y se germinaron a 28 + 1°C. Las
plantulas se trasplantaron a macetas conteniendo 25
mL de arena estéril (una plantula por maceta) y se
mantuvieron en camaras de crecimiento a 26 = 1°C,
con un fotoperiodo de 14 hr a una intensidad luminosa
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de 6768 lux (luz fluorescente) y 10 hr de obscuridad.
Los riegos se realizaron cada 24 hr con agua
esterilizada y semanalmente se fertilizo aplicando
una solucion nutritiva (3.15 g de Nitrofoska® 12-12-
12 disuelto en un litro de agua esterilizada).

Inoculacion con N. aberrans y M. incognita

El ino6culo se obtuvo de raices agalladas de
jitomate (Solanum lycopersicum). La extraccion de
los huevos se efectué segun Vrain (1977) y para la
obtencion de los juveniles del segundo estadio (J),
los huevos se incubaron a 28 + 1°C en cajas Petri
conteniendo agua destilada esterilizada. Cuando
las plantas presentaron entre cuatro y cinco hojas
verdaderas, se inocularon con una suspension del
nematodo correspondiente (500 J, por planta).

Establecimiento del experimento

El experimento constd de tres tratamientos:
Plantas de CM334 1) inoculadas con N. aberrans
(CM334/Na), ii) inoculadas con M. incognita
(CM334/Mi) y iii) sin nematodo (Testigo), para
cada tratamiento se establecieron 48 plantas. A los
2, 7y 21 dias post-inoculacion (dpi), se tomaron 12
plantas/tratamiento para evaluar la expresion génica;
y 12 plantas/tratamiento a los 7 dpi para determinar el
contenido de capsidiol. El sistema radical completo
de cada planta se separd y congeld con N2 liquido y se
mantuvo a -80°C hasta su utilizacion. El experimento
se repiti6 una vez.

En los tratamientos con nematodos se incluyeron
plantas adicionales para verificar la invasion de las
raices a los 2, 7 y 21 dpi (4 plantas/dpi), las raices
se tifieron por el método hipoclorito de sodio-fucsina
acida (Byrd et al., 1983). El nimero de individuos
por raiz se contabilizé bajo un microscopio optico.

Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA

El RNA total de raices de CM334 se extrajo
utilizando el RNeasy®Plant mini kit(Qiagen),seguida
de una digestion con DNasa de acuerdo al protocolo
del fabricante (Qiagen). La pureza e integridad del
RNA se verificd por espectrofotometria (ND-1000,
Nanodrop Technologies) y por electroforesis en gel
de agarosa desnaturalizante a 1.2%, respectivamente.
La sintesis de cDNA se desarroll6 a partir de 2 pg
de RNA total utilizando oligo dT , , (Invitrogen) y
la enzima M-MLV transcriptasa reversa (Promega).
Dos pg de RNA total se mezclaron con 0.5 pl de
oligo dT, , aforando a un volumen de 12 pl con
agua libre de RNasas y DNasas y la mezcla se incubd
a 65°C por 10 min; a esta reaccion se le adicionaron
8 ul de una segunda mezcla, que contenia 6 ul de

tampon 5x para retrotranscripcion, 1 pl de ANTP mix
(10 mM) y 1 pl de la retrotranscriptasa. La mezcla
resultante se incub6 en un termociclador (TC-3000
Techne) durante 60 min a 37°C y 10 min a 70°C. El
cDNA generado se utilizd para medir los niveles de
expresion génica relativa, mediante PCR en tiempo
real.

PCR en tiempo real

La PCR cuantitativa se desarrolld en un sistema
ABI7500 (Applied Biosystems). La mezcla de
reaccion en un volumen final de 25 pL, consistio de
tampon 10X, MgCl, 1.5 mM, de cada oligonucleétido
0.4 uM, de dNTPs 0.2 mM, amplificasa (Biotecmol),
SYBR Green I (1:75000) (Molecular Probes,
Eugene, OR) como fluordforo, fluorosceina 10
nM como referencia pasiva, y 2 pL. de cDNA. Las
caracteristicas de los oligonucledtidos utilizados se
muestran en el Cuadro 1.

Las condiciones de amplificacion consistieron
de una desnaturalizacion inicial a 95°C por 4 min,
seguida de 35 ciclos a 95°C por 15 s, alineamiento
a 60°C (55°C para WRKY-a) por 35 s, y extension
a 72°C por 35 s. Los datos se colectaron durante el
paso de extension. Adicionalmente, se incluyd una
curva de disociacion para descartar la formacion
de productos inespecificos. La expresion relativa
se calculd mediante el método 244 (Schmittgen y
Livak, 2008), utilizando como referencia interna
el gen que codifica para gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) para normalizar la
expresion del gen de interés, y las plantas testigo (sin
nematodos) para calibrar los niveles de expresion. Los
niveles de transcritos del gen de interés se expresaron
en numero de “veces” en respuesta al tratamiento y
en relacion al nivel basal de transcritos en las plantas
testigo (1X).

Contenido de capsidiol

La extraccion de capsidiol se efectud a partir
de 1 g de raices de plantas de CM334, siguiendo
la metodologia descrita por Egea et al., (1996). El
tejido se macerd en un mortero conteniendo N2
liquido, el macerado se transfirio a tubos de vidrio
y se le agreg6 una mezcla de CH,C1:MeOH (2:1).
Cada extracto se filtr6 y evaporé a sequedad a
temperatura ambiente, posteriormente se disolvio
en la mezcla CH,Cl:MeOH (2:1) para separar
las fracciones mediante cromatografia en capa
delgada (placas cromatograficas de silica gel 60
F,.,, Merck®) utilizando una mezcla de hexano:
acetato de etilo (1:6). Para cada tratamiento, las
muestras se cromatografiaron en banda y eluyeron
conjuntamente con una muestra de capsidiol puro
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extraido y purificado por nuestro grupo de trabajo.
Se recortd la porcion correspondiente al estandar,
la cual se reveld con una disolucion de sulfato
cérico amoniacal 2N en H,SO, y se confronto
fisicamente con la porcion eluida y no revelada de
cada tratamiento. Las regiones correspondientes al
Rf = 0.28 caracteristico del capsidiol se rasparon,
se extrajeron con CH,CL,, filtraron y evaporaron
a sequedad. Las determinaciones del contenido de
capsidiol se efectuaron siguiendo la metodologia
descrita por Chavez-Moctezuma y Lozoya-Gloria
(1996) con algunas modificaciones. Las muestras se
redisolvieron en metanol, preparandose una mezcla
de reaccion en la proporcion 1:1, extracto:vainillina
al 2% en 4cido sulftrico. Las muestras tratadas
se incubaron por 1 hr a temperatura ambiente y se
cuantificaron por espectrofotometria (ND-1000,
Nanodrop Technologies) a una longitud de onda
de 640 nm, utilizando una curva de calibracion
previamente elaborada con capsidiol puro. Los datos
obtenidos se expresaron en pg g de tejido fresco de
raiz.

Analisis estadistico

Para cada tiempo de evaluacion, los datos se
sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) y a
un analisis de comparacion de medias con el método
de Tukey (P < 0.05) utilizando el programa SAS
version 9.0 (SAS Institute Inc., 2002). Los analisis
estadisticos de los datos de los dos experimentos
realizados mostraron una tendencia similar, por lo
tanto en cuadros y figuras se muestran los resultados
solamente de uno de los dos experimentos.

RESULTADOS

Infeccion de chile CM334 por N. aberrans y M.
incognita

Nacobbus aberrans penetrd las raices de
CM334 en mayor numero que M. incognita en
todos los tiempos post-inoculacion (Fig. 1). En las
raices infectadas por N. aberrans los nematodos
presentaron la forma de “C” o de espiral a los 21 dpi
(Fig. 2¢), tipica de los juveniles del tercer estadio (J,).
La mayor invasion de raices por J, de M. incognita se
registr6 a los 2 dpi (50 J) y alos 7y 21 dpi el nimero
de individuos descendio a 10 y 0.5 individuos por
planta (Fig.1y 2).

Expresion de genes de defensa
Todos los genes estudiados se sobre-expresaron

en las raices de chile CM334 tanto en la interaccion
compatible como incompatible a los 2, 7 y 21 dpi;

sin embargo, la sobre-expresion invariablemente fue
mayor (P < 0.05) en las plantas inoculadas con M.
incognita que con N. aberrans, aunque las diferencias
no siempre fueron significativas (Fig. 3). La mayor
expresion de los genes EAS 'y HMG2 se registro a los
7 dpi para ambos nematodos, asi, el incremento de
EAS fue de 5.03y 7.14 veces y el de HMG2 de 2.02 y
3.20 veces en los tratamientos CM334/Na y CM334/
Mi, respectivamente.

Los incrementos en los niveles de transcritos del
gen PR-1 en la interaccion incompatible (CM334/Mi)
fueron muy similares en los tres tiempos evaluados
(Fig. 3) y fueron significativamente diferentes a los
de CM334/Na (1.63 veces) solo a los 7 dpi.

La sobre-expresion del gen POX en CM334/
Mi (2.82, 2.28 y 2.27 veces) fue significativamente
mayor que en CM334/Na (1.73, 1.75 y 1.66,
respectivamente) a los 2, 7 y 21 dpi. La mayor
acumulacion de transcritos se registrd a los 2 dpi
en la interaccion incompatible, mientras que en la
compatible (tratamiento CM334/Na) los niveles
fueron muy similares en los tres tiempos. El
gen WRKY-a solo presentd niveles de expresion
diferencial entre tratamientos (CM334/Na 1.85 y
CM334/Mi 2.95 veces) a los 2 dpi.

Contenido de capsidiol

El contenido de capsidiol fue mayor (P<0.05) en
la interaccion incompatible (CM334/Mi) (2.73 ug g
raiz), que en la compatible (1.97 ug g raiz) y en las
plantas testigo (Cuadro 2).

DISCUSION

La linea de chile CM334 es resistente a las
tres principales especies de nematodos agalladores
(Meloidogyne incognita, M. arenaria y M. javanica)
y su resistencia se manifiesta como una reaccion de
hipersensibilidad (RH) asociada con incrementos
en los niveles de acido clorogénico (AC) (Pegard
et al., 2005). Sin embargo, CM334 es susceptible
al nematodo falso agallador Nacobbus aberrans
y en plantas inoculadas con este nematodo se han
reportado niveles reducidos de acido clorogénico,
en comparacion con las inoculadas con M.
incognita (Lopez-Martinez, et al, 2011). En el
presente estudio, el bajo numero de individuos
de M. incognita presentes en raices de CM334
(interaccion incompatible) podria asociarse con la
RH y con el AC u otros metabolitos secundarios
capaces de restringir su establecimiento exitoso en
esta linea de chile (Pegard et al., 2005), lo opuesto
pudo haber ocurrido en la interaccion compatible,
dado el mayor ntimero de individuos de N. aberrans
presentes en todos los tiempos post-inoculacion y a
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Cuadro 1. Oligonucleétidos utilizados para el analisis de expresion génica.

Numero de eSecuencias Producto de

Proteina Gen acceso® 5°—3) PCR (pb)

GAPDH® GAPDH AJ246011 ¢Fw GGCCTTATGACTACAGTTCACTCC 217
Rv  GATCAACCACAGAGACATCCACAG

EAS® EAS AJ005588 ¢Fw GCTCAAGAAATTGAACCGCCGAAG 200
Rv  TCTTCATTATAGACATCGCCCTCG

WRKY-a WRKY-a AY391747 *Fw CATTACCGTCAACCATCTCA 377
Rv  TCAACATCCTCATCTCCAAA

HMGR2¢ HMG?2 AF110383 ¢Fw ATTACCTTCAGAATGAATACGCT 316
Rv CTCTCTATGTTTTGTGCTGGGT

POXe POX AF442386 ¢Fw CCAGTACGTGCCCAAGAGCTG 560
Rv  GGATGCGTCGATTGAAGGGTC

PR-1f PR-1 AF053343 "Fw GTTGTGCTAGGGTTCGGTG 301

Rv  CAAGCAATTATTTAAACGATCCA

“NCBI (National Center for Biotechnology Information); "\GAPDH: gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa;
*EAS: 5-epiaristoloqueno sintasa. ‘HMGR?2: hidroximetilglutaril-CoA reductasa 2. ‘POX: peroxidasa. 'PR-1:
proteina relacionada con patogénesis 1.2Diseflados por nuestro grupo de trabajo. "Gayoso et al. (2007).

Cuadro 2. Acumulacion de capsidiol en raices de
plantas de chile CM334 a los 7 dias post-inoculacion
con Nacobbus aberrans o Meloidogyne incognita.

Tratamiento Capsidiol (ug g de raiz)
Control 1.90+£0.10b
N. aberrans 1.97+0.26 b
M. incognita 2.73+0.29 a

Cada valor representa el promedio de tres extracciones
+ desviacion estandar. Valores con la misma letra no
son significativamente diferentes (Test de Tukey, P <
0.05). El experimento se repiti6 una vez.
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Fig. 1. Numero de individuos de Nacobbus aberrans (Na) y Meloidogyne incognita (M)
que ingresaron en raices de chile CM334 a los 2, 7 y 21 dias post-inoculacion. Cada barra
representa el promedio de cuatro raices analizadas, y la linea en cada barra, la desviacion
estandar. El experimento se repitié una vez.
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Fig. 2. Desarrollo de A) Nacobbus aberrans y B) Meloidogyne incognita en raices de chile CM334 a los 2 (a
yd),7(bye),y21 (cy f) dias posteriores a la inoculacion. Fotos representativas de raices tefiidas con fucsina
acida.



Expresion de genes de defensa y acumulacion de capsidiol en chile CM334: Villar-Luna ef al.

15

3.5 5

a
20 |
28 b a
210 +
15 +
10 4
0s
00 .
2 7

Niveles relativos de mRNA (veces)

mNa mMi 1 EAS

7.0 o
60 - a b a
50 4 b h
40 4
55 4
2.0 4
1.0 +

2 7 4 |
M.

a a PR-1
2% + a
2.0 a a
1.5 4 h
10 4
0s -
00 A
2 7 21
WRKY-a
i
) 21

Dias post-inoculacion con el nematodo

HMG2

Fig. 3. Niveles relativos de transcritos de los genes EAS, HMG2, PR-1, POX y WRKY-a en raices de chile CM334
resistente a Meloidogyne incognita. Na: plantas inoculadas con Nacobbus aberrans; Mi: inoculadas con M. incognita.
Cada barra representa el promedio de tres réplicas técnicas y la linea en cada barra, la desviacion estdndar. Los
niveles de transcritos se expresaron como cambios en veces en respuesta al tratamiento con relacion al nivel basal de
transcritos en las plantas testigo (1x) y se calculd mediante el método 224 (Schmittgen y Livak, 2008), utilizando
como referencia interna el gen que codifica para Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) para normalizar
la expresion, y las plantas testigo para calibrar los niveles de expresion del gen de interés. Barras con la misma letra
no son significativamente diferentes (Test de Tukey, P<0.05). El experimento se repitié una vez.

la presencia de estadios J, a 21 dpi. Datos similares
sobre la infeccion de raices de chile CM334 por
N. aberrans ya han sido documentados (Godinez-
Vidal et al., 2013). Pegard et al. (2005) reportaron
que a 9 dpi con M. incognita, en raices de chile (cv.
Doux Long des Landes) (interaccion compatible)
la presencia de células gigantes multinucleadas fue
evidente, mientras que a este mismo tiempo en la
interaccion incompatible (CM334-M. incognita),
se observaron individuos J, muertos confinados por
células necroéticas producto de la RH. Con respecto
a las alteraciones transcripcionales observadas en

este estudio, los maximos niveles acumulados de
EAS, HMG2, WRKY-a, PR-1 y POX se registraron
en la interaccidn incompatible, en comparacion
con la compatible. En C. annuum los genes
EAS y HMG?2, codifican para las enzimas 5-epi
aristoloqueno sintasa e hidroximetilglutaril-CoA
reductasa 2, respectivamente, implicados en la
biosintesis de fitoalexinas sesquiterpénicas como
el capsidiol (Zavala-Paramo et al., 2000; Ha et al.,
2003). La mayor sobre-expresion de estos genes
en la interaccion incompatible (CM334/Mi) estuvo
asociada con un mayor incremento en la acumulacion
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de capsidiol, lo cual contrasto con los cambios
registrados en la interaccion compatible (CM334/
Na), donde los niveles de expresion y el contenido
de la fitoalexina fueron bajos. El efecto toxico del
capsidiol sobre los J, de N. aberrans fue demostrado
por Godinez-Vidal et al. (2010) y sobre el oomiceto
P. capsici por Egea et al. (1996). En interacciones
incompatibles chile/P. capsici, los incrementos en
el contenido de capsidiol se asocian frecuentemente
con la resistencia (Egea et al., 1996; Candela ef al.,
2000). En C. annuum, se han reportado altos niveles
de expresion de HMG2 (Ha et al., 2003; Villar-Luna,
2013) y de EAS en respuesta al ataque por P. capsici
(Villar-Luna, 2013). Se tiene evidencia de que N.
aberrans reduce la expresion de genes implicados
en la defensa de la planta abatiendo y retrasando las
respuestas de defensa, para proveerse de condiciones
adecuadas que le permitan establecerse y completar
su ciclo de vida exitosamente (Fernandez-Herrera et
al., 2012; Villar-Luna et al., 2009; Godinez-Vidal et
al., 2013). Los niveles de expresion de los genes EAS
y HMG?2 se redujeron en plantas de chile CM334
inoculadas con N. aberrans tanto a nivel local
(Fernandez-Herrera et al., 2012) como sistémico
(Villar-Luna, 2013).

En la interaccion incompatible (CM334/Mi),
la mayor sobre-expresion de genes que codifican
para proteinas relacionadas con patogénesis como
PR-1 y POX (peroxidasas) contrastd con los niveles
inferiores registrados en raices de plantas CM334
infectadas por N. aberrans. La implicacion de estas
proteinas en respuesta al ataque por patogenos esta
bien documentada (Van Loon et al., 2006). Asi,
niveles bajos de transcritos de PR-1 se han reportado
en la interaccion compatible chile CM334/N.
aberrans y contrastaron con altos niveles registrados
en la incompatible CM334/Phytophthora capsici
(Fernandez-Herrera et al., 2012). La sobre-expresion
de PR-1 se asocia con los mecanismos de defensa en
chile; por ejemplo la acumulacion del gen CABPR-1,
que codifica para una proteina PR-1, fue mayor
en la interaccion incompatible chile cv. Hanbyul-
Xantomonas campestris pv. vesicatoria (aislamiento
Bv5-4a), que en la compatible chile cv. Hanbyul-X.
campestris pv. vesicatoria (aislamiento Ds1) (Kim y
Hwang, 2000). La relacion de PRI con la resistencia
a nematodos fitoparasitos también se ha descrito;
por ejemplo, en plantas de tomate resistentes a M.
incognita, se increment6 la expresion del gen PR-1
cuando se inocularon con el nematodo (Molinari et
al., 2013). Todo lo anterior sugiere que la alteracion
de la expresion del gen PR1 inducida por N. aberrans
podria estar favoreciendo su establecimiento exitoso.

Por lo que respecta a las peroxidasas, enzimas
involucradas en el metabolismo de las auxinas, lignina,
especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno

(RNS), asi como en la formacion de suberina y en la
sintesis de fitoalexinas (Almagro et al., 2009), se ha
consignado que los niveles de expresion de los genes
que las codifican, son abatidos en las interacciones
planta-nematodo. En la interacciébn compatible
CM334/N. aberrans los niveles de expresion de POX
se redujeron (Villar-Luna, 2013) y en interacciones
incompatibles entre cultivares de Caupi (Vigna
unguiculata) resistentes a M. incognita, se registraron
los niveles mas elevados de actividad de peroxidasas
en comparacion con las compatibles (Oliveira ef al.,
2012). En jitomate, el agallamiento de raices inducido
por Meloidogyne javanica estuvo asociado con una
expresion reducida de genes que codifican para PRs
como peroxidasas (Bar-Or et al., 2005). A 2 dpi, en
raices de jitomate (linea Motelle) inoculadas con M.
Jjavanica (interaccién incompatible), el gen TPXI
(peroxidasas) fue sobre-expresado, en contraste,
en raices de la linea Moneymaker (interaccion
compatible) el gen fue reprimido; el gen TPX! se ha
asociado con la deposicion de lignina (Portillo et al.,
2013). Adicionalmente, Portillo et al. (2013) reportan
que en plantas transgénicas de jitomate sobre-
expresando el gen TPXI, se observd un reducido
numero de agallas y masas de huevos de M. javanica.
Melillo y colaboradores (2006) indican que durante
una interaccion incompatible planta-nematodo,
las peroxidasas juegan un papel fundamental en la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
que se asocian con el desarrollo de la RH.

En el presente trabajo los niveles de transcritos
del gen WRKY-a, fueron significativamente mayores
en la interaccion incompatible (CM334/Mi) que en
la compatible (CM334/Na). Diversos miembros de
la familia multigénica de factores de transcripcion
WRKY, asociados con defensa, se sobre-expresan en
respuesta a patdgenos. En la interaccion incompatible
C. annuum/M. incognita, la resistencia se asocié con
la sobre-expresion de los genes WRKY-a y WRKY?2
(Li et al., 2008); de manera similar en chile CM334
la sobre-expresion de WRKY-a fue muy superior
en la interaccion incompatible CM334/P. capsici
en comparacion con la compatible CM334/N.
aberrans (Villar-Luna, 2013). La reprogramacion
transcripcional inducida por nematodos agalladores
en sus hospedantes susceptibles implica la sobre-
expresion de aquellos genes cuyos productos
favorecen al nematodo (e.g., genes asociados con la
formacion del sitio especializado de alimentacion,
SEA), mientras que aquellos que codifican para
moléculas que pueden restringir su establecimiento
y reproduccién, son reprimidos (genes de defensa)
(Caillaud et al., 2008). Un andlisis transcriptémico
reciente en N. aberrans, reveld la presencia de
genes funcionales asociados con el parasitismo (e.g.,
efectores) implicados en su migracion, represion de
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mecanismos de defensa, ¢ induccion del SEA, estos
genes exhiben similitudes con los de Meloidogyne
spp. y los nematodos que se enquistan (Eves-van den
Akker et al., 2014).

Los resultados de la presente investigacion
demuestran una vez mas, que las defensas de la
planta se disparan independientemente del tipo
de fitopatdgeno que interaccione con ella y que la
incompatibilidad o compatibilidad planta-patogeno
estara determinada por la velocidad y la magnitud
con la que ocurre la expresion de los genes asociados
con las defensas que restringen el desarrollo de un
patdgeno potencial (Kuc, 1997). La sobre-expresion
de los diversos genes de defensa evaluados y el
contenido de capsidiol en plantas de chile CM334 se
incrementd tanto en presencia de N. aberrans como
de M. incognita; sin embargo, los incrementos fueron
mayores en la interaccion incompatible (CM334/M.
incognita). Los altos incrementos inducidos por M.
incognita, se relacionaron con la restriccion de su
establecimiento y reproduccion, como lo indica el
hecho de que solamente el 0.1% de los juveniles
inoculados se encontrara dentro de la raiz a los 21
dias después de haber realizado la inoculacion.
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