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RESUMEN

Con la finalidad de aportar informacion de los mecanismos
que restringen la colonizacion y reproduccion de Phytophtho-
ra capsici en raices de chile CM-334 resistente al oomiceto, el
presente estudio tuvo por objetivos: 1) comparar la acumula-
cion de transcritos de los genes POX (peroxidasa), GLU (f-1,3
glucanasa), PR-1 (proteina PRI) y EAS (5-epi-aristoloqueno
sintasa); y 2) comparar la actividad enzimatica total de peroxi-
dasas y glucanasas, y el contenido de capsidiol, en raices de
chile CM-334 inoculadas y no inoculadas con el oomiceto. En
las raices de CM-334 inoculadas con P. capsici se incrementa-
ron de manera significativa los niveles relativos de POX, GLU
y PR-1 desde las 6h posteriores a la inoculacion (hpi), y los
mayores incrementos (15,4, 10,1 y 8,5 veces, respectivamente)

se registraron a las 48 hpi en comparacion con las plantas no
inoculadas. EAS se incremento considerablemente desde las 6
hpi (16,3 veces), pero a diferencia de los otros genes la mdxi-
ma acumulacion (23 veces) se registro a las 12 hpi. La activi-
dad de glucanasas y peroxidasas se incremento a medida que
transcurrio el tiempo posterior a la inoculacion con el oomi-
ceto y para ambas enzimas el incremento de su actividad fue
significativo (P<0,05) a las 12, 24 y 48 hpi. El contenido de
capsidiol en plantas CM-334 inoculadas fue significativamente
mayor (P<0,05) respecto a las plantas no inoculadas; los in-
crementos fueron de 69,7; 165,1; 259,1 y 386,7% a las 6, 12, 24
y 48 hpi, respectivamente.

Introduccion

En México, el chile (Capsi-
cum annuum L.) es una espe-
cie horticola de gran importan-
cia econdémica y social. Sin
embargo, un factor limitante
en la productividad del cultivo
es la marchitez causada por el
oomiceto Phytophthora capsici
Leo. (Gonzalez et al., 2004).
El control se ha realizado me-
diante practicas culturales y el
empleo de fungicidas sintéti-
cos; no obstante, se considera
que el uso de variedades resis-
tentes representa una estrategia
amigable con el ambiente para

el manejo de esta enfermedad
y de otras inducidas por fito-
patégenos con origen en el
suelo (Pérez et al., 1990). La
linea Criollo de Morelos 334
(CM-334) del chile tipo serra-
no, es altamente resistente al
oomiceto y su resistencia se ha
mantenido aun cuando se ha
inoculado con las cepas mas
virulentas (Bonnet ef al., 2007,
Kim y Kim, 2009) y actual-
mente se le considera como el
resistente universal a P. capsi-
ci (Oelke et al., 2003; Glosier
et al., 2008).

Las plantas, como resultado
del proceso de coevolucion

con sus patdgenos, han desa-
rrollado diferentes mecanis-
mos de defensa contra ellos,
tanto de tipo constitutivo
como inducido. Los mecanis-
mos constitutivos incluyen
barreras fisicas (como la cuti-
cula y la pared celular) y
compuestos toXicos preexis-
tentes que inhiben el creci-
miento del patéogeno. Los in-
ducidos se disparan en el mo-
mento en que el patdgeno in-
tenta invadir al hospedante y
consisten en la formacion de
barreras fisicas (como capas
de corcho y deposicion de
calosa, entre otras), la acumu-

lacion de compuestos toxicos
como las fitoalexinas y pro-
duccién de proteinas relacio-
nadas con la patogénesis
(PRs), todo lo anterior como
resultado de la activacion de
la expresion de genes. En al-
gunos casos la planta presenta
una respuesta de hipersensibi-
lidad (RH), la cual es consi-
derada la maxima expresion
de resistencia (Fernandez et
al., 1998; Sepulveda et al.,
2003). Todas las plantas, tanto
susceptibles como resistentes,
poseen dichos mecanismos, y
la compatibilidad e incompa-
tibilidad hospedante-patdégeno
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SUMMARY

In order to provide information about the mechanisms that
restrict colonization and reproduction of Phytophthora capsi-
ci in roots of CM-334 chilli pepper resistant to the oomycete,
the present study aimed 1) to compare the accumulation of
POX (peroxidase), GLU (-1,3 glucanase), PR-1 (PRI protein)
and EAS (5-epi-aristolochene synthase) gene transcripts, and
2) to compare the total enzymatic activity of peroxidases and
glucanases, and the total capsidol content, in roots of CM-
334 pepper inoculated or not with the oomycete. In CM-334
pepper roots inoculated with P. capsici the relative levels of
POX, GLU and PR-1 were significantly increased from G6h
post-inoculation (hpi), and the largest increases in compari-

son with the non-inoculated plants (15.4, 10.1 and 8.5 times,
respectively) were recorded at 48hpi. EAS increased consi-
derably from 6hpi (16.3 times), but in contrast to the other
genes the accumulation maximum (23 times) was observed at
12hpi. The activity of glucanases and peroxidases increased
as time after oomycete inoculation progressed and for both
enzymes the increase was significant (P<0.05) at 12, 24 and
48hpi. The capsidiol content of inoculated CM-334 plants was
significantly higher (P<0.05) with respect to non-inoculated
plants, with increments of 69.7, 165.1, 259.1 and 386.7% at 6,
12, 24 and 48 hpi, respectively.
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RESUMO

Com a finalidade de aportar informag¢do dos mecanismos
que restringem a coloniza¢do e reprodug¢do de Phytophthora
capsici em raizes de pimenta CM-334 resistente ao oomiceto, o
presente estudo teve por objetivos: 1) comparar a acumulagdo
de transcritos dos genes POX (peroxidase), GLU (f-1,3 gluca-
nase), PR-1 (proteina PRI) e EAS (5-epi-aristoloqueno sintasa);
e 2) comparar a atividade enzimadtica total de peroxidases e
glucanases, e o conteudo de capsidiol, em raizes de chile CM-
334 inoculadas e ndo inoculadas com o oomiceto. Nas raizes
de CM-334 inoculadas com P. capsici se incrementaram de
maneira significativa os niveis relativos de POX, GLU e PR-1
desde as 6h posteriores a inoculag¢do (hpi), e os maiores incre-

mentos (15,4; 10,1 e 8,5 vezes, respectivamente) se registraram
as 48 hpi em comparagdo com as plantas ndo inoculadas. EAS
se incrementou consideravelmente desde as 6 hpi (16,3 vezes),
mas a diferengca dos outros genes a mdxima acumulagdo (23
vezes) se registrou as 12 hpi. A atividade de glucanases e pe-
roxidases se incrementou a medida que transcorreu o tempo
posterior a inoculagdo com o oomiceto e para ambas enzimas
o incremento de sua atividade foi significativo (P<0,05) as 12,
24 e 48 hpi. O conteudo de capsidiol em plantas CM-334 ino-
culadas foi significativamente maior (P<0,05) em relagdo as
plantas ndo inoculadas; os incrementos foram de 69,7; 165,1;
259,1 e 386,7% as 6, 12, 24 e 48 hpi, respectivamente.

esta determinada por el grado
de coordinacién entre las di-
ferentes estrategias de defen-
sa, la rapidez y la magnitud
con la que ocurre la expresion
de genes que codifican para
las enzimas involucradas en
la sintesis de metabolitos que
forman barreras fisicas y qui-
micas que restringen el creci-
miento y reproduccion del
patogeno (Silvar et al., 2008).

En el caso particular de ma-
teriales de chile resistentes a
P. capsici, la evidencia experi-
mental hasta ahora generada
indica que su resistencia al

oomiceto puede explicarse por
diferentes mecanismos que
involucran: incrementos en la
actividad de las enzimas B-1,3
glucanasa (Egea et al., 1999),
fenil alanina amonio liasa
(PAL) y peroxidasas acidicas;
cambios en compuestos fenoli-
cos con propiedades toxicas
(Candela et al., 1995; Fernan-
dez, 1997); e incremento en la
sintesis de la fitoalexina capsi-
diol (Egea et al., 1996a). Ade-
mas de los transcritos de la
PR f-1,3 glucanasa (de la fa-
milia PR-2), también se han
reportado incrementos rapidos
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y abundantes de transcritos de
otras PRs que son miembros
de las familias PR-1, PR-3
(quitinasas) y PR-9 (peroxida-
sas); y por consiguiente se ubi-
can como parte fundamental
de los mecanismos de defensa
contra el oomiceto (Egea et
al., 1999; Kim y Hwang,
2000; Hong y Hwang, 2005).
Las PRs en general se consi-
deran como uno de los princi-
pales mecanismos de defensa
de las plantas (Van Loon et
al., 2006).

El capsidiol es la fitoalexina
sesquiterpénica mas importan-

te en chile y su acumulacion
en las zonas de infeccion in-
hibe o restringe el crecimien-
to de P. capsici durante la
interaccion incompatible P.
capsici-chile (Egea et al.,
1996a; Candela et al., 2000).
La enzima clave en la biosin-
tesis de la fitoalexina es la
5-epi-aristoloqueno sintasa,
codificada por el gen PEAS
(Zavala et al., 2000).

Con base en lo anterior y
con la idea de aportar infor-
macion que ayude al entendi-
miento de los mecanismos
que restringen la colonizacion
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TABLA 1
OLIGONUCLEOTIDOS USADOS PARA ANALIZAR LA ACUMULACION DE ALGUNOS GENES RELACIONADOS
CON LA DEFENSA EN PLANTAS DE CM-334 INOCULADAS CON P. capsici

Primer

Gen Acceso Referencia Nombre Secuencia primer (5'- 3") Amplicon
Gliceraldehido 3-P deshidrogenasa AJ246011 DPE GLIFW GGCCTTATGACTACAGTTCACTCC 217pb
(GAPDH) GLIRV GATCAACCACAGAGACATCCACAG
PR-1 AF053343  Gayoso, et al. 2007 PRIFW GTTGTGCTAGGGTTCGGTGT 301pb
(CABPRI) PRIRV CAAGCAATTATTTAAACGATCCA
Peroxidasa AF442386 DPE POXFW CCAGTACGTGCCCAAGAGCTG 560pb
(CAPOI) POXRV GGATGCGTCGATTGAAGGGTC
B- 1,3-glucanasa AF227953 DPE GLUFW GAGGCTCCAACATTGAAGTTATG 480pb
(CABGLU) GLURV CATCTTGTACCACCACATTAGGTGC
S-epi-aristoloqueno sintasa (PEAS)  AJ005588  DPE EASFW GCTCAAGAAATTGAACCGCCGAAG 200pb

EASREV TCTTCATTATAGACATCGCCCTCG

DPE: disefiados en el presente estudio. CABPRI=PR-1; CAPOI=POX; CABGLU=GLU; PEAS=EAS.

y reproduccion de P. capsici
en las raices de plantas de
chile CM-334, el presente es-
tudio tuvo por objetivos: 1)
comparar mediante PCR en
tiempo real la acumulacion de
transcritos de los genes POX,
GLU, PR-1y EAS, relaciona-
dos con la defensa, y 2) com-
parar la actividad enzimatica
total de peroxidasas y gluca-
nasas, y el contenido de cap-
sidiol, en raices de plantas de
chile CM-334 inoculadas y no
inoculadas con el oomiceto.

Materiales y Métodos

Establecimiento de los
experimentos

Plantulas de chile CM-334
se crecieron en macetas conte-
niendo arena esterilizada y se
mantuvieron en camara de
crecimiento a 26 +1°C con un
fotoperiodo de 14h luz y 10h
oscuridad. El aislamiento 6143
de P. capsici usado en este
trabajo fue proporcionado por
Sylvia Patricia Fernandez-Pa-
via, Universidad Michoacana
de San Nicolas de Hidalgo,
México. El cultivo del oomice-
to, la induccion de la esporula-
cion y la cuantificacion de
zoosporas se realizoé de acuer-
do a lo reportado por Villar et
al. (2009). En cada ensayo se
tuvieron dos tratamientos,
plantas inoculadas con P. cap-
sici y plantas testigo (no ino-
culadas), y para cada trata-
miento se establecieron 52
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plantas. Las plantas se inocu-
laron con 300000 zoosporas
cuando presentaron 5-6 hojas
verdaderas. Para corroborar
tanto la patogenicidad del ais-
lamiento como la eficacia de
la inoculacion, 10 plantas de
chile del cv. J.E. Parker sus-
ceptible a P. capsici fueron
también inoculadas. El experi-
mento completo se repitié una
vez. A las 6, 12, 24 y 48h
posteriores a la inoculacion
(hpi) con el oomiceto, de cada
tratamiento se tomaron 13
plantas para cada tiempo, se
cortaron las raices, se lavaron,
se congelaron con N, liquido y
se almacenaron a -80°C.

Extraccion de RNA, sintesis
de ¢cDNA y PCR en tiempo
real

El RNA total de raices de
chile se extrajo a partir de
0,5g de tejido congelado usan-
do el Kit RNeasy® (QIAGEN)
de acuerdo con las indicacio-
nes del fabricante. El RNA se
almacen6 a -80°C. La calidad
e integridad del RNA se veri-
ficd en gel de agarosa desna-
turalizante al 1,2%.

La sintesis de cDNA se
realiz6 en dos pasos: 1) la
primera mezcla de reaccion
estuvo constituida por 2ug de
RNA total; 0,4pl de oligo
dT,,. ;5 (Invitrogen®), se aford
a un volumen de 12pul con
agua libre de RNAsas y
DNAsas y se incub6 a 70°C
por 10min, y al terminar se

coloco la mezcla en hielo; 2)
a la primera mezcla de reac-
cion se le adicionaron 8ul de
una segunda mezcla, la cual
contenia 4l de amortiguador
5x para retrotranscripcion, 2ul
de ditiotreitol 0,1M; 1ul ANTP
mix 10mM y 1pl de la retro-
transcriptasa (M-MLV Rever-
se transcriptase, Promega®).
La mezcla se colocd en un
termociclador (BIO-RAD®)
durante 60min a 37°C y
10min a 70°C.

Los pares de oligonucleoti-
dos utilizados en el estudio se
muestran en la Tabla I. Con
excepcion de aquellos para el
gen PR-1, los demas se dise-
flaron usando el programa
DNASTAR® a partir de las
secuencias de genes disponi-
bles en el GenBank del
NCBI. La mezcla de reaccion
de PCR en tiempo real con-
sistié de 2,5ul de buffer 10x
para PCR; 1,25ul de MgCl,
30mM; 1ul de 10pM de cada
primer; lpl de dNTP mix
10mM; 1:150000 SYBR®
Green (Molecular Probe, Eu-
gene, OR); 0,25ul de fluores-
ceina 1uM; 1,5ul de cDNA;
0,125u1 de Amplicasa (Bioge-
nica®), y se aforé a un volu-
men de 25ul con agua libre
de RNAsas y DNAsas, en un
sistema estandar de PCR en
tiempo real ABI7500 (Applied
Biosystems). Las condiciones
de amplificacion consistieron
en una desnaturalizacién ini-
cial a 94°C/4min, seguido de
30 ciclos a 94°C/30s,

60°C/30s y 72°C/30s, y un
paso final de extensién a
72°C/4min. La especificidad
de los oligonucledtidos se co-
rroboré mediante el analisis
de las curvas de disociacion y
por la secuenciacion de los
productos de PCR obtenidos.
El gen de gliceraldehido 3-P
deshidrogenasa (GAPDH) se
us6 como gen de expresion
constitutiva para normalizar la
expresion y las plantas no
inoculadas representaron la
expresion 1x del gen de inte-
rés. El célculo de la expresion
relativa de cada gen se realizod
mediante el método 2-24¢ (Li-
vak y Schmittgen, 2001). Para
cada tratamiento se realizaron
seis determinaciones por tiem-
po evaluado.

Extraccion de proteina y
actividad de peroxidasas

La extraccion de proteina se
realizé a partir de 0,2g de teji-
do macerandolo en un mortero
que contenia buffer frio de
Tris-HCL 50mM; pH 7,5. El
extracto se centrifugd a
12000g a 4°C por Smin y el
sobrenadante recuperado se
almaceno a -20°C. La concen-
tracion de proteinas se deter-
minod con el Kit Protein Assay
(Bio-Rad Laboratories, EEUU)
para lo cual se utilizé albumi-
na sérico-bovina, fraccion V
(Sigma), como estandar. La
actividad de peroxidasas se
determin6 con el incremento
de absorbancia a 470nm debi-
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do a la formacion de tetra-
guaiacol (Hammerschmidt et
al., 1982). La mezcla de reac-
cion consistié de 220ul de
amortiguador de Tris-HCI
50mM, pH 7,5; 15ul de pe-
roxido de hidrogeno 0,25%;
25ul de guaiacol 0,IM; y Sug
de proteina total. La actividad
enzimatica se reportd como
pmoles de tetraguaiacol / pg
de proteina. Se realizaron dos
extracciones por cada tiempo
de cada tratamiento, y cada
extraccion se cuantificd por
triplicado.

Extraccion de proteina y
actividad de glucanasas

Se macerd 0,25g de tejido
de raices usando como buffer
acetato de sodio 0,05M; pH
5,2. El extracto se centrifugd a
15000g a 4°C por 10min y el
sobrenadante recuperado se
almacen6 a -20°C. La activi-
dad de B-1,3 glucanasas se
determinod usando el ensayo de
laminarina-acido dinitrosalici-
lico de Abeles y Forrence
(1970) con algunas modifica-
ciones. A 25ul de extracto
crudo de la enzima se le adi-
ciond 25l de laminarina 1% y
se incubd a 40°C durante
10min. La reaccion se detuvo
adicionando 375ul de acido
dinitrosalicilico y calentando
por 5Smin en agua hirviendo
(100°C). Enfriada la solucion
ésta, se agité en vortex y se
ley6 la absorbancia a 500nm.
El blanco consistié del extrac-
to de la enzima y laminarina
al tiempo cero de incubacion.
La reduccion de azucar se cal-
cul6 usando una curva estan-
dar de glucosa. Una unidad de
actividad de B-1,3-glucanasa se
definié como la cantidad de
enzima que libera lumol de
glucosa por 10min, bajo las
condiciones arriba citadas (Pan
et al., 1991). Se realizaron dos
extracciones por cada tiempo
de cada tratamiento, y cada
extraccion se cuantificé por
triplicado.

Extraccion y cuantificacion
de capsidiol

El capsidiol se extrajo de
acuerdo al método descrito
por Egea et al. (1996b), con

algunas modificaciones. De
cada tratamiento y tiempo se
tomoé una muestra de 0,5g de
tejido radical, se macerd por
30s en N, liquido y poste-
riormente por Imin en una
mezcla 2:1 de clorofor-
mo:metanol. Cada extracto se
filtré y evapor6 a sequedad a
temperatura ambiente y se
disolvié nuevamente en cloro-
formo para su anélisis por
cromatografia en capa fina,
la cual se desarrolldé con una
mezcla 1:6 de hexano:acetato
de etilo, utilizando placas
cromatograficas de silica gel
60 F,s, (Merck®). Las mues-
tras fueron cromatografiadas
en banda y eluidas conjunta-
mente con una muestra de
capsidiol puro. Se recorto la
porcién correspondiente al
estandar, la cual se reveld
con una disolucion de sulfato
cérico amoniacal 2N en
H,SO, y se confronto fisica-
mente con la porcion eluida y
no revelada de cada trata-
miento, las regiones corres-
pondientes al Rf= 0,28 carac-
teristico del capsidiol se ras-
paron, se lavaron con cloro-
formo, se filtraron y evapora-
ron a sequedad.

La estimacion del conteni-
do de capsidiol se realizo
segun el método descrito por
Chavez y Lozoya (1996), con
algunas modificaciones. Las
muestras se disolvieron en
250ul de metanol, y para la
cuantificacion se preparé una
mezcla de reaccion de extrac-
to y vainillina 2% en &cido
sulfirico en proporcion 1:1,
la cual se incubd a tempera-
tura ambiente durante 40min
y posteriormente se leyd a
una longitud de onda de
640nm en un Nanodrop®.
Para la cuantificacion de la
fitoalexina se utilizé una cur-
va estandar previamente pre-
parada con concentraciones
conocidas de capsidiol puro,
aislado e identificado por
nuestro grupo de investiga-
cion (Villar et al., 2009).

Andalisis estadistico

Los datos obtenidos se so-
metieron a analisis de varian-
za para un modelo completa-
mente al azar con el paquete
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Horas después de la inoculacion con P capsici

Figura 1. Niveles relativos de expresion de genes relacionados con la
defensa en raices de plantas de chile CM-334 inoculadas con P. capsici
respecto a las plantas no inoculadas. EAS: 5-epi-aristoloqueno sintasa,
POX: peroxidasa, GLU: B-1,3-glucanasa. Cada barra representa el pro-
medio de dos experimentos independientes con seis determinaciones
cada uno. La linea de cada barra representa la desviacion estandar.

estadistico SAS (1999), y para
la comparacion de medias de
tratamiento se aplicé la prue-
ba de Tukey (P<0,05).

Resultados

Niveles relativos de genes
relacionados con la defensa

En comparacion con las
plantas testigo (no inocula-
das), en raices de chile CM-
334 tratadas con P. capsici, se
registré una acumulacion sig-
nificativamente mayor de
transcritos de los genes EAS
(5-epi-aristoloqueno sintasa),
POX (peroxidasa), GLU (B-1,3
glucanasa) y PR-1 (proteina
PR1). De entre de ellos el gen
EAS present6 el mayor incre-
mento, 23 veces con respecto
al testigo (Figura 1). Los
transcritos de los genes POX,
GLU y PR-1 se detectaron
desde las 6 hpi en el trata-
miento con el oomiceto, in-
crementandose gradualmente
hasta las 48 hpi, cuando se
registré el maximo valor. De
igual manera, el gen EAS,
responsable de codificar para
la enzima 5-epi-aristoloqueno
sintasa, clave en la sintesis de
la fitoalexina capsidiol, se in-
crementd considerablemente
desde las 6 hpi, 16,3 veces
respecto al testigo, pero al-
canzé la maxima acumulacion
(23 veces) a las 12 hpi y pos-
teriormente declind dréstica-

mente a 9.4 y 5,5 veces a las
24 y 48 hpi, respectivamente.

De los genes que codifican
para la sintesis de proteinas
relacionadas con la patogéne-
sis, el gen POX destacod con
un incremento de 15,4 veces,
seguido por GLU (10,1 veces)
y PR-1 (8,5 veces) a las 48
hpi con el oomiceto.

Actividad enzimatica

La actividad de las gluca-
nasas y peroxidasas en las
raices de las plantas testigo
(no inoculadas), se mantuvo
relativamente constante a lo
largo de los cuatro tiempos
evaluados (Figuras 2a y b); en
contraste, en las plantas de
chile CM-334 inoculadas con
el oomiceto la actividad de
las enzimas se incremento
desde las 6 hpi y fue acrecen-
tandose a medida que trans-
currid el tiempo. Para ambas
enzimas el incremento de su
actividad fue significativo
(P<0,05) a las 12, 24 y 48 hpi
en raices inoculadas con P.
capsici.

Contenido de capsidiol

El contenido de capsidiol
en las raices de plantas CM-
334 no inoculadas se mantuvo
mas o menos constante sin
incrementos significativos du-
rante el periodo de evalua-
cion; en cambio los niveles de
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esta fitoalexina fueron
significativamente ma-
yores (P<0,05) en las
plantas inoculadas con
P. capsici (Figura 2C).
Los incrementos fueron
de 69,7%, 165,1%,
259,1% y 386,7% a las
6, 12, 24 y 48 hpi, res-
pectivamente.

Actividad de b-1,3-glucanasa
(unidades g de peso fresco)

Discusion

Las plantas exhiben
defensas tanto constitu-
tivas como inducidas
contra el ataque por pa-
tégenos. Sin embargo,
la compatibilidad e in-
compatibilidad hospe-
dante-patogeno esta de-
terminada por el grado
de coordinacion entre
las diferentes estrategias
de defensa, la rapidez,
y la magnitud con la
que ocurre la expresion
de genes que codifican
para la sintesis de meta-
bolitos que inhiben el
crecimiento del patoge-
no (Silvar et al. 2008).
En general, en las inte-
racciones chile-P. capsi-
ci tanto de tipo compa-
tibles como incompati-
bles ocurren cambios
en: la acumulacion de
PRs (Kim y Hwang,
1994; Egea et al. 1999;
Lee et al. 2000), el con-
tenido de capsidiol
(Egea et al. 1996a), y la
expresion de genes
(Hong y Hwang, 2005;
Silvar et al. 2008), asi
como alteraciones cito-
légicas (Hwang, 2001).
Tales cambios son mas
rapidos y de mayor
magnitud en las interac-
ciones incompatibles.
En la interaccion in-
compatible CM-334-P. capsici
del presente estudio, también
hubo diferencias importantes
en la expresion de transcritos
de genes de defensa, el conte-
nido de la fitoalexina capsi-
diol, y en la actividad de
B-1,3 glucanasas y peroxida-
sas, con respecto a las plantas
no inoculadas.

En la interaccion incompati-
ble CM-334-P. capsici, hubo
una mayor expresion de los

Actividad enzimatica de POX
(uMoles de tetraguaiacol de proteina)

Capsidiol
(ug'g" de peso fresco)
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Horas después de la inoculacién con R capsici

* 1999; Jung y Hwang,
2000; Lee et al., 2000;
Do et al., 2003; Silvar
et al., 2008) los presen-
tes resultados soportan
la idea de que tales ge-
nes y compuestos po-
drian estar directamen-
te involucrados en la
resistencia de CM-334
a P. capsici.

La acumulacién de

transcritos del gen POX

—A— Testigo

—a— Pc.

y el correspondiente in-
* cremento en la activi-
dad de peroxidasas su-
giere que este gen esta
involucrado en la re-
puesta de defensa de
CM-334 contra P. cap-
sici. Se ha consignado
que la expresion de
POX y la actividad de
peroxidasas se incre-
menta en las plantas

como resultado del ata-
que por patdgenos (Van

Loon et al., 2006). Las
peroxidasas contribuyen
a la resistencia de las
plantas al crear un am-
biente tdéxico por la
acumulacion de espe-
cies reactivas de O, y
al participar en el refor-
zamiento de la pared
celular por la deposi-
cion de los polimeros
lignina y suberina, que

6 12 24

Figura 2. Actividad enzimatica total de B-1,3-
glucanasas (a), peroxidasas (b) y contenido de la fi-
toalexina capsidiol (c) en raices de chile CM-334
inoculadas (P.c.) y no inoculadas con P. capsici
(testigo). Cada punto representa el promedio de dos
experimentos independientes, de cada uno se realiza-
ron dos extracciones y de cada extraccion se hicieron
tres lecturas; la linea en cada punto representa la
desviacion estandar. Para cada tiempo el asterisco
indica diferencias significativas (Tukey, P<0,05) entre
el testigo y el infectado por el oomiceto.

transcritos de los genes GLU y
POX, la cual se asocié con
incrementos significativos en
la actividad de las enzimas
para las que codifican. Tam-
bién se obtuvieron incrementos
significativos de transcritos de
los genes PR-1'y EAS, y de la
fitoalexina capsidiol. En con-
cordancia con lo reportado por
varios investigadores para
otros genotipos de chile resis-
tentes al oomiceto (Egea et al.,

constituyen una barrera
fisica al avance del pa-
togeno (Passardi et al.,
2005). Silvar et al.
(2008), al inocular
plantas de chile (cv.
CM-331) resistente a P.
capsici, encontraron
que a las 24 hpi la ex-
presion del RNAm del
gen CAPOI, que codi-
fica para peroxidasa,
se incrementd 11,6 ve-
ces respecto a las
plantas sin inocular, mien-
tras que en las plantas del
cv. susceptible Yolo Wonder,
la expresion del gen CAPOI
fue tres veces menor que en
el cultivar resistente. De
igual forma, Do et al. (2003)
reportaron que en plantas de
chile del cv. Hanbyul inocu-
ladas con los aislamientos de
P. capsici S197 (compatible)
y CBS178.26 (incompatible),
la expresion del gen CAPOI

48

fue mas rapida y abundante
en la interaccién incompati-
ble en comparacién con la
compatible.

El incremento significativo
en la expresion de transcritos
del gen PR-I en la interaccion
del presente estudio concuer-
da con los resultados consig-
nados por Kim y Hwang
(2000), quienes observaron un
incremento en los niveles de
los RNAm del gen CABPR-1,
que codifica para una proteina
PR-1 basica de chile, en la
interaccion incompatible chile
cv. Hanbyul-P. capsici aisla-
miento CBS 178.26; el incre-
mento fue mayor a los 3 y 4
dias posteriores a la inocula-
cion (dpi), mientras que en la
interaccion compatible chile
cv. Hanbyul-P. capsici (aisla-
miento S197) la acumulacion
del gen empezo6 a declinar
gradualmente a partir de los 3
dpi. La funcién y el mecanis-
mo de accién de las proteinas
PR-1 en la patogénesis es to-
davia desconocida; sin embar-
go, el hallazgo consignado
por Lee at al. (2000) respecto
a que las proteinas PR-1 se
acumularon en los espacios
intercelulares y en la interface
entre el patogeno (P. capsici)
y las células de la planta de
chile (cv. Hanbyul), sugiere
que éstas podrian participar
en la defensa contra el oomi-
ceto, ejerciendo un efecto
toxico directo que retrasa el
desarrollo del patogeno.

Por un lado, el incremento
tanto de la acumulacion de
transcritos del gen GLU como
de la actividad de la enzima
correspondiente en la interac-
cion chile-P. capsici, y por el
otro, el marcado incremento
que ocurre en las interaccio-
nes incompatibles comparado
con el de las compatibles,
sustentan la idea de que las
B-1,3 glucanasas estan asocia-
das con las respuestas de de-
fensa (Kim y Hwang, 1997,
Jung y Hwang, 2000). Egea et
al. (1999) al contrastar la ex-
presion del gen que codifica
para B-1,3 glucanasa en la
interaccion incompatible
Smith-5-P. capsici con la
compatible Yolo Wonder-P.
capsici, encontraron que la
expresion fue de mayor mag-
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nitud y mas duracion en las
plantas del cv. Smith-5 con
respecto a la interaccién com-
patible, la cual disminuyo a
los 3 dpi; también la actividad
total de B-1,3 glucanasas fue
mayor en la interaccion in-
compatible en comparacion
con la compatible y, en esta
ultima, la acumulacion tardia
de B-1,3 glucanasas no previ-
no el crecimiento del patoge-
no. Las B-1,3 glucanasas de-
gradan la pared celular de los
oomicetos al hidrolizar la
B-1,3 glucana que es su mayor
componente. Ademas del efec-
to directo sobre el patogeno,
la enzima también puede me-
diar las respuestas de defensa
de las células vecinas, ya que
los fragmentos de glucana li-
berados de la pared celular
del patogeno o de la planta
pueden funcionar como elici-
tores para activar otras res-
puestas de defensa (Takeuchi
et al., 1990).

De los genes estudiados,
EAS destacod por su mayor y
mas rapida acumulacion, sugi-
riendo que es uno de los pri-
meros genes que se expresa
en las plantas CM-334 en res-
puesta a la inoculacién con P.
capsici. La expresion del gen
EAS como consecuencia de la
inoculacion con P. capsici en
plantas de chile de diferentes
cultivares ha sido reportada
por varios autores (Zavala et
al., 2000; Sun-Hwa et al.,
2003). Zavala et al. (2000)
mencionan que la inoculacién
de P. capsici en plantas de
chile var. Sonora Anaheim
indujo una expresion fuerte
del gen EAS (PEAS) a las 24h
de haber sido inoculadas con
el oomiceto, mientras que en
las plantas no inoculadas no
se detectd la expresion del
gen. Por su parte, Manduja-
no et al. (2000) en estudios
con cultivos celulares de ta-
baco tratados con un elicitor
fungico, determinaron que a
las 36h posteriores a la esti-
mulacioén se incrementé la
actividad de una sesquiterpe-
no ciclasa, la cual se corre-
lacion6 con la acumulacion
de capsidiol.

La continua acumulacién
del capsidiol en raices de CM-
334 inoculadas con P. capsici,

registrada a lo largo de las
evaluaciones, indica la impor-
tancia de la fitoalexina como
parte de los mecanismos de
resistencia de este genotipo al
oomiceto. Se considera que el
capsidiol es la principal fitoa-
lexina sintetizada en chile, y
la magnitud de su acumula-
cion se asocia con el grado de
resistencia a P. capsici en di-
versos genotipos de chile
(Egea et al., 1996a; Candela
et al., 2000). La toxicidad del
capsidiol a P. capsici ha sido
demostrada en varios trabajos
(Ward et al., 1974; Egea et
al., 1996a).

Las proteinas PRs no solo
son inducidas en los tejidos
de plantas en respuesta a la
infeccion por patégenos sino
también como respuesta al
estrés abiotico (Hong vy
Hwang, 2005). En el presente
estudio, en raices de chile
CM-334 de las plantas testigo
se observo una expresion
constitutiva leve de los dife-
rentes genes en estudio. Al
respecto, se ha documentado
que las B-1,3 glucanasas, pe-
roxidasas y proteinas PR-1
también intervienen en diver-
sos procesos fisiologicos y del
desarrollo de las plantas tales
como maduraciéon y desarrollo
de frutos (Gaspar et al.,
1982), division celular (Ful-
cher et al., 1976), embriogéne-
sis (Dong y Dunstan, 1997),
germinacion de semillas (Leu-
bner-Metzger y Meins, 1999),
rompimiento de dormancia
(Krabel et al., 1993) y res-
puestas a luz UV (Green y
Fluhr, 1995; El Ghaouth et
al., 2003), entre otros. Por
ello, la resistencia de CM-334
a P. capsici podria deberse
también, en parte, a la expre-
sion constitutiva que sumada
a la expresion rapida de genes
que codifican para proteinas
PRs, crean un ambiente perju-
dicial para la infeccion y/o
establecimiento del oomiceto.

En la interaccion incompa-
tible chile CM-334-P. capsici
estudiada, las plantas inocula-
das con el oomiceto mostra-
ron un incremento significati-
vo en la acumulacion de
transcritos de los genes GLU
y POX, hecho que se asocid
con incrementos considerables
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en la actividad de B-1,3 gluca-
nasas y peroxidasas, respecti-
vamente. De igual manera, los
transcritos de los genes PR-/
y EAS (5-epi-aristoloqueno
sintasa) y el contenido de la
fitoalexina capsidiol, se incre-
mentaron significativamente
como repuesta a la inocula-
cioén con P. capsici.
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