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RESUMEN

Los nematodos fitoparasitos son uno de los principales problemas dentro de la
agricultura, debido a las diversas afecciones que éstos ocasionan en cultivos de interés
comercial, siendo las especies del género Meloidogyne y la especie Nacobbus
aberrans, de las mas importantes, al inducir cambios fisiolégicos, morfolégicos y
transcripcionales en la planta huésped, entre los cuales se encuentran los mecanismos
de defensa. Siendo el &cido salicilico una de las principales fitohormonas implicadas
en los procesos de defensa contra organismos biotréficos. En este sentido el objetivo
de este trabajo fue evaluar los cambios transcripcionales de genes que codifican para
proteinas relacionadas con patogénesis (PRs) dependientes de &cido salicilico,
durante la interaccion de Arabidopsis thaliana con Meloidogyne enterolobii, M.
incognita y N. aberrans. Para cumplir con este objetivo, se evalu6 el proceso de
infeccion de las tres especies de nematodos en plantulas de A. thaliana, las cuales
fueron inoculadas con larvas en estadio J2, a los 2, 7, 14 y 30 dias después de la
inoculacion (ddi), se determiné el nimero total de nematodos y el porcentaje de cada
estadio, numero de agallas y biomasa. Asi mismo, se analiz0 la expresion génica
relativa de PR1, PR2 y PR3, mediante PCR en tiempo real (RT-gPCR) alos 2, 7y 14
después de la inoculacién para las tres especies de nematodos. Los resultados
permitieron conocer el desarrollo larval de M. incognita, M. enterolobii y N. aberrans
presentes en A. thaliana, predominando los estadios J2 a los 2 ddi y J3 a los 7 ddi
para las tres especies de nematodos, sin embargo, se observé un desarrollo diferencial
de las especies probadas en dias posteriores, predominado el estadio J4 para las
especies de Meloidogyne y J3 para N. aberrans a los 14 ddi, mientras que a los 30 ddi
se encontraron principalmente hembras adultas y J4 en los tratamientos de M.
enterolobii y M. incognita, y J4 para el caso de N. aberrans, siendo M. enterolobii la
especie que presentd mayor virulencia y agresividad con respecto a M. incognita, al
presentar una mayor nimero de individuos y agallas, por su parte N. aberrans no logré
concluir su ciclo al observarse solo individuos en estadio J4, por lo cual, éste presenta
una interaccion incompatible con A. thaliana. Aunado a esto, los analisis de expresion
de PR1, PR2 y PR5 demuestran que estos genes se expresan en el tejido radical en
etapas tempranas (2 ddi) y se reprimen en etapas tardias de la infeccion (14 ddi),
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donde M. enterolobii presenta una mayor capacidad para reprimir la expresion de
genes como PR5, al expresarse 18.5 veces mas con respectos al nivel basal a los 2
ddi y reducir sus niveles 2.5 veces a los 7 ddi de forma local, de forma sistémica M.
enterolobii reprime el gen PR1 desde etapas tempranas la infeccién (2 ddi), lo cual
puede estar asociado con una mayor capacidad de penetracion y reproduccién en las
raices de A. thaliana, en el caso N. aberrans se observo la expresion de PR1 y PR2
de forma local a los 14 ddi y la expresion PR2 de forma sistémica, por lo cual PR2
puede estar implicado en la defensa en etapas tardias de la infeccion (14 ddi)
impidiendo el establecimiento del nematodo. Los resultados muestran que M.
enterolobii presenta una mayor capacidad para suprimir los genes de defensa
asociados a la ruta del acido salicilico, lo cual puede estar asociado con una mayor
patogenicidad y virulencia en comparacion con M. incognita; en contraste con N.
aberrans, donde la expresion de PR2 puede estar limitando el establecimiento del

nematodo, dando lugar a una interaccion incompatible.

Palabras clave: Meloidogyne, Nacobbus aberrans, interaccion compatible,

modificaciones transcripcionales, proteinas relacionadas con patogénesis.



ABSTRACT

The phytoparasitic nematodes are one of the main problems within agriculture, due to
the diverse affections that they cause in crops of commercial interest, being the species
of the genus Meloidogyne and Nacobbus aberrans, of the most important. This species
inducing physiological, morphological and transcriptional changes in the host plant,
among which are the defense mechanisms, where the salicylic acid is one of the main
phytohormones involved in defense processes against biotrophic organisms. In this
sense, the objective of this work was evaluated the transcriptional changes of genes
that encode for Pathogenesis-Related Proteins (PRs) dependent of salicylic acid,
during the interaction of M. enterolobii, M. incognita and N. aberrans with A. thaliana.
To achieve this goal, the infection process of the three nematode species in A. thaliana
was evaluated, inoculating the A. thaliana seedling with J2 stage larvae, at 2, 7, 14 and
30 days after inoculation (dai), where the total number of nematodes, percentage of
each stage, number of galls and biomass were determined. In the same way, the
relative gene expression of PR1, PR2 and PR3 was analyzed by real-time PCR (RT-
gPCR) at 2, 7 and 14 dai for the three species of nematodes. The results shown larval
development of M. incognita, M. enterolobii and N. aberrans was observed in A.
thaliana seedlings, predominating J2 stage at 2 dai and J3 at 7 dai for the three species
of nematodes tested. However, a differential development was observed at 14 dai
where the larval stage J4 for Meloidogyne species and J3 for N. aberrans predominated
at 14 dai, while at 30 dai were found mainly adult females and J4 in M. enterolobii and
M. incognita treatments, and J4 for N. aberrans treatment, where M. enterolobii
presented higher virulence and aggressiveness with respect to M. incognita, presenting
a higher number of individuals and galls, on the other hand, N. aberrans presents an
incompatible interaction with A. thaliana. In addition to this, PR1, PR2 and PR5
expression assays shown that these genes are expressed in the radical tissue in early
stages (2 dai) and were repressed during late stages of infection (14 dai), where M.
enterolobii presents a higher ability to repress the expression of genes like PR5,
expressing 18.5 times more with respect to the basal level at 2 dai and reducing its
levels 2.5 times at 7 dai locally, systemically M. enterolobii represses PR1 expression
in early stages of infection (2 dai), this may be associated with a greater penetration
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and reproduction capacity in A. thaliana roots, in the case of N. aberrans, the
expression of PR1 and PR2 was observed locally while PR2 expression was systemic
at 14 dai, whereby PR2 could be involved in the defense mechanism during late stages
of infection (14 dai) impeding the establishment of the nematode. The results show that
M. enterolobii has a greater capacity to suppress defense genes associated with the
salicylic acid route, this may be associated with a greater pathogenicity and virulence
compared to M. incognita. While in the N. aberrans case, the expression of PR2 may

be limiting the establishment of the nematode, resulting in an incompatible interaction.

Key words: Meloidogyne, Nacobbus aberrans, compatible interaction, transcriptional

modifications, Pathogenesis-Related Proteins.
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CAPITULO I. Revisién de literatura

1.1 Generalidades de nematodos fitoparasitos

Los nematodos son considerados uno de los principales problemas dentro de la
agricultura, debido a los dafios que éstos ocasionan en los cultivos de interés
comercial, causando pérdidas de aproximadamente 80 mil billones de ddlares por afio
(Jones et al., 2013). Estos fitoparasitos pueden dividirse en dos grandes grupos: en
ecto y endoparasitos, los cuales pueden presentar estilos de vida migratorios o
sedentarios, siendo los nematodos endoparasitos sedentarios los que mayores
pérdidas ocasionan, debido a cambios fisiolégicos, morfolégicos y transcripcionales
gue éstos provocan en la planta hospedera, reduciendo la produccion. Dentro de este
grupo encontramos a los nematodos formadores de quistes y los nematodos
agalladores, destacando estos ultimos por ser los que ocasionan las mayores pérdidas
(Jones et al., 2013).

Los nematodos agalladores pertenecientes al género Meloidogyne, se caracterizan por
estar ampliamente distribuidos y contar con un aproximado de 1,700 plantas
hospederas, siendo M. incognita, M. hapla, M. javanica y M. arenaria, las principales
especies de este género (Hidalgo et al., 2014; Ramirez-Suarez et al., 2014; b Pinheiro,
et al., 2015; Ye et al., 2015). Sin embargo, la especie M. enterolobii ha adquirido
importancia en los ultimos afios, debido a su alta agresividad y virulencia, al poseer la
capacidad de infectar plantas que presentan resistencia contra las principales especies
del género Meloidogyne, entre las que se encuentran variedades de Solanum
lycopersicon y Capsicum annuum, que presentan el gen de resistencia Mi-1 (Kiewnick
et al., 2009). Otra especie que ha adquirido gran relevancia es Nacobbus aberrans, la
cual es altamente agresiva al necrosar el tejido radical de la planta hospedera durante
su fase migratoria (Jones et al., 2013; Cabrera et al., 2014). Ambas especies inducen
cambios en los mecanismos de defensa de la planta, permitiendo asi que el nematodo
se desarrolle (Wubben et al., 2008; Villar-Luna et al., 2009; Cabrera et al., 2017).

IRVING HERNANDEZ HERNANDEZ 1



Los mecanismos de defensa de las plantas son regulados por diferentes fitohormonas,
siendo el acido jasmonico, el etileno y el acido salicilico, las principales fitohormonas
involucradas en los mecanismos de defensa (Pieterse et al., 2009; Goverse y Smant,
2014). El é&cido salicilico ha demostrado estar involucrado en la defensa contra
organismos biotroficos, a través de la activacion de la respuesta hipersensible y la
resistencia sistémica adquirida, participando en la defensa contra nematodos como
Heterodera schachtii y Meloidogyne incongnita en especies del género Solanum
(Solano et al., 2013; Martinez-Medina et al., 2016). Siendo PR1, PR2 y PR5 los
principales genes marcadores de resistencia sistémica adquirida asociados a la ruta
del acido salicilico, los cuales se expresan durante etapas tempranas de la infeccion y
son reprimidos en etapas tardias en raices de Arabidopsis thaliana, infectadas con M.
incognita y H. schachtii condicionados por una interaccion compatible. Sin embargo, el
comportamiento de la expresion de estos genes en follaje como respuesta sistémica,
no esta del todo claro, ya que estos genes se expresan diferencialmente, en diversos
estudios realizados (Hamamouch et al., 2011; Hamamouch et al., 2012; Molinari et al.,
2014; Kammerhofer et al., 2015). La activacion de los mecanismos defensa asociados
a la ruta del acido salicilico estan condicionados por el tipo de interaccion que la planta
hospedera presenta con el fitopatégeno (Jones y Dangl, 2006; Pieterse et al., 2009).
En una interaccion compatible los genes involucrados en los mecanismos de defensa
son reprimidos y las barreras de defensa son activadas durante las primeras etapas
de infeccidn, en contraste con una interaccion incompatible donde los genes asociados
a los mecanismos de defensa son sobre-expresados por tiempos prolongados,
limitando el desarrollo del nematodo (Branch et al., 2004; Jones y Dangl, 2006; Kyndt
et al., 2012). Sin embargo, la manipulacién de los mecanismos de defensa por parte
del nematodo en una interaccién compatible puede darse a distintos niveles y etapas
del desarrollo de la infeccion, modificando los mecanismos de defensa durante el
proceso de migracion, la induccion de los sitios especializados de alimentacion y
durante las mudas de los diferentes estadios, como resultado de los cambios en los
efectores producidos por los nematodos en etapas especificas de desarrollo (Wubben
et al., 2011; Goverse y Smant, 2014; Hewezi y Baun, 2014).
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1.1.2 Nematodos fitoparasitos

En la actualidad los nematodos son considerados entre los grupos principales de
fitopatogenos en la agricultura (Agrios, 2005), hasta el afio 2013 se identificaron
alrededor de 4,100 especies de nematodos que parasitan distintas especies de
plantas, dentro de las cuales se encuentran los cultivos de interés comercial, esto con
base en los diferentes reportes de nematodos fitoparasitos en cultivos agricolas (Jones
et al., 2013).

Los nematodos son organismos pluricelulares, clasificados dentro del phylum
Nematoda, los cuales se dividen en la clase Chromadorea y Enoplea, subclase
Chromadoria, Dorylaimia y Enoplia, orden Rhabditida, Dorylaimida y Enoplida (Bert et
al.,, 2011). Son organismos no segmentados, ampliamente distribuidos en los
diferentes ecosistemas del planeta, producto de su capacidad de adaptacién a
ambientes extremos, lo que les ha permitido el desarrollo de diversos estilos de vida
gue van desde organismos de vida libre a especies parasitas (Bert et al., 2011; Escobar
et al., 2015).

Como resultado de sus diferentes estilos de vida y de alimentacién, los nematodos son
capaces de alimentarse de bacterias, hongos y parasitar distintas especies de plantas
y animales (Agrios, 2005). Sin embargo, en la agricultura los mas importantes son
aquellos afectan a plantas de interés econdémico, los cuales presentan diferentes
estilos de vida y alimentaciébn (Hewezi y Baun, 2017). Filogenéticamente, los
nematodos fitoparasitos de acuerdo con Bert et al. (2011), se encuentran
principalmente distribuidos dentro de los infraordenes Tylenchomorpha, Dorylaimida,
Triplonchida, siendo el infraorden Tylenchomorpha perteneciente al suborden
Tylenchina donde se encuentran los nematodos fitoparasitos de mayor interés
econdémico (Fig. 1), los cuales pueden presentar un comportamiento ecto y
endoparasito de acuerdo estilo de alimentacién; sedentarios y migratorios de acuerdo
a sus estilos de vida, siendo los nematodos endoparasitos los que mayores pérdidas
causan dentro de la agricultura (Bert et al., 2011; Jones et al., 2013; Escobar et al.,
2015).
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Ecologia trofica

- Sedentario endoparasito
[ Migratorio endoparasito

Meloidogynidae

. Migratorio ectoparasito
. Sedentario ectoparasito

Alimentacion a partir de pelos
radiculares
Fungivoro

B Parasitos de insectos
|| Parasitos de insectos
- Bacteriofagos

Pratylenchus
Hirschmanniella
Zygotylenchus

Macrotrophurus
Nacobbus
Tylenchorhynchus

Heteroderinae

Hoplolaiminae
Rotylenchoidinae
Rotylenchulus

Radopholus

Criconematoidea

Belonolaimidae
Pratylenchoides

Tylenchidae

Anguinidae

Tylenchidae

Sphaerularioidea

Aphelenchidae

Cephalobomorpha

Aphelenchoididae

TYLENCHOMORPHA

Panagrolaimidae

sy Strongyloides
sl Steinernema

Figura 1. Evolucion de alimentacién del infraorden Tylenchomorpha basada en ADN ribosémico
(Bert et al., 2011).
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1.2.3 Nematodos endoparasitos

Los nematodos endoparasitos afectan frecuentemente el sistema radicular, donde
producen dafios extensos tales como lesiones y necrosis. Como consecuencia de la
infeccion, las partes de las plantas se pueden ver alteradas, mostrando un crecimiento
reducido, clorosis foliar, rendimiento pobre y marchitamiento. Las pérdidas de los
cultivos son a veces subestimadas debido a que los sintomas en la planta después de
la infeccion son inespecificos y pueden identificarse errbneamente como resultado de

deficiencias nutricionales o estrés abidtico (Jones et al., 2013; Escobar et al., 2015).

Los nematodos endoparasitos pueden ser de dos tipos: a) migratorios, dentro de los
cuales se encuentran las especies pertenecientes a los géneros Radopholus,
Pratylenchus y Hirschmanniella, los cuales migran al interior del sistema radicular
destruyendo las células de la planta huésped, una vez dentro, se alimenta del
citoplasma de las células sin establecerse en un sitio especifico de alimentacion, b)
especies como las pertenecientes al género Meloidogyne, Globodera y Heterodera
presentan estilos de vida sedentarios, una vez que se introducen en la raiz del
hospedero éstos completaran su ciclo dentro de ésta, induciendo sitios especializados
de alimentacion (Holbein et al., 2016).

Los nematodos agalladores pertenecientes al género Meloidogyne son de los mas
devastadores, debido a los cambios fisioldgicos y morfolégicos que éstos provocan en
la planta hospedera. Este grupo se encuentra dentro de la super familia Tylenchoidea,
familia Heteroderidae y sub familia Heteroderinae (Abad y Williamson, 2010; Holbein
et al., 2015). Entre los nematodos agalladores se pueden considerar a las especies
del género Nacobbus, que se clasifica en la super familia Tylenchoidea familia
Pratylenchidae y sub familia Nacobbinae (Escobar et al., 2015). Las especies de este
género son denominadas como falsos nematodos agalladores, ya que los sintomas
gue éstos provocan en la planta hospedera son similares a los ocasionados por las
especies del género Meloidogyne (Lopez-Manzanilla et al., 2002; Eves-van den Akker
et al., 2014).
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1.2 Caracteristicas generales de los Nematodos agalladores

Los nematodos del género Meloidogyne son considerados los mas devastadores
fitopatogenos debido a que causan pérdidas que van del 5 al 12 % del total reportado
en todo el mundo (Yang et al.,, 2015). Este género se encuentra ampliamente
distribuido, lo que ha permitido que sea capaz de infectar a 1,700 especies de plantas;
entre ellas cultivos de interés comercial, siendo M. incognita, M. arenaria, M. javanica
y M. hapla, las especies de mayor importancia dentro de este género (Jones et al.,
2013; Ji et al., 2013; Truong et al., 2015).

En los ultimos afios la especie M. enterolobii ha adquirido gran interés dentro de la
agricultura por su distribucién geografica, su numero de hospederos, su alta
agresividad demas de que posee la capacidad infectar fenotipos de plantas que
poseen genes de resistencia como Mi-1, Mh, Mirl, N, Tabasco y Rk, los cuales son
efectivos contra las principales especies de Meloidogyne (Ye et al., 2015; b Pinheiro
et al., 2015; Villar-Luna et al., 2016). Evaluaciones llevadas a cabo en cultivares de
tomate y chile, con presencia dominante del gen Mi-1, el cual confiere resistencia
contra las principales especies del género Meloidogyne, demostraron que M.
enterolobii es capaz de infectar a los nueve cultivares evaluados, con variaciones en
la virulencia y capacidad infectiva (Kiewnick et al., 2009). Dentro del territorio
mexicano, M. enterolobii ha sido reportado en los estados Sinaloa y Veracruz, en
donde se han encontrado parasitando cultivos de tomate, chile y sandia, reduciendo
su rendimiento y causando pérdidas en la produccion de estos cultivos (Ramirez-
Suarez et al., 2014; Martinez-Gallardo et al., 2016; Villar-Luna et al., 2016).

1.2.1 Ciclo de vida de Meloidogyne spp.

El proceso de infeccion comienza con el reconocimiento de la planta hospedera por
parte de la larva en estadio J2, favorecido por diferentes compuestos producidos por
la planta como atrayentes, entre los que se encuentran el CO2, aminoéacidos,

polisacaridos y metabolitos secundarios, los cuales son secretados por la planta y
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algunos de los cuales son detectados aun a largas distancias (Teillet et al., 2013;

Goverse y Smant, 2014; Hewezi y Baun, 2017).

Una vez ubicada la planta hospedera, el nematodo penetra la raiz por parte del estadio
J2, esto mediante el uso de estilete contra la epidermis del hospedero, asi como por
la excrecidn de enzimas con actividad litica como celulasas (Truong et al., 2014). Una
vez que el J2 ha penetrado la raiz, éste se abre paso entre las células hasta llegar al
apice o zona meristematica, comportamiento que se atribuye a que la banda de
Caspary representa una barrera, la cual no puede ser penetrada por el estilete, por lo
cual se ve obligado a migrar a una zona donde este pueda penetrar con mayor facilidad
(Abad et al., 2008; Abad y Williamson, 2010; Truong et al., 2015).

Una vez en el 4pice de la raiz el J2 se introduce al tejido vascular de la planta a través
del espacio intercelular, una vez dentro de tejido vascular migra a la zona de
diferenciacion, donde selecciona entre cinco y siete células del tejido parenquimatoso,
induciendo la trasformacion de dichas células a una forma denominada células
gigantes, las cuales proporcionaran alimento al nematodo hasta alcanzar su etapa
adulta (Fig. 2) (Abad y Williamson, 2010; Truong et al., 2015).

Las células gigantes son células multinucleadas e hipertrofiadas, generadas por
multiples divisiones nucleares y crecimiento celular pero sin llegar a una division
celular, esto es logrado por los nematodos agalladores a través de la secrecion de
diferentes proteinas denominadas efectores como el 16D10 que interactia con
factores transcripcionales o SKP1 que son proteinas de unién a actina o tubulina e
histonas H3, H2a y H2b, las cuales son introducidas en las células del huésped a través
de su estilete (Truong et al., 2015). El desarrollo de estas células interfiere en el
transporte de nutrientes al bloquear los tejidos vasculares de la planta, por lo cual la
planta se ve afectada en la toma y adquisicion de agua asi como de nutrientes, lo que
provoca efectos negativos sobre el desarrollo y crecimiento de la planta hospedera
(Abad y Williamson, 2010; Hewezi y Baun, 2017).
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Figura 2. Ciclo de vida general del género Meloidogyne. Estadios fuera del hospedero huevecillo,
J2 y Macho, estadios dentro del hospedero J2, J3 y J4, hembra (Abad et al., 2008).

Una vez inducida la formacién de células gigantes, los nematodos permanecen en la
zona de alimentacion de dos a tres semanas dependiendo de la temperatura y la planta
huésped, donde pasan a un estadio de J3 y J4 hasta alcanzar su estado adulto
(Escobar et al., 2015). A lo largo de su desarrollo los nematodos suelen mantener una
forma vermiforme, la cual es parecida a la de un gusano. Sin embargo, en varias
especies de nematodos, como las que se encuentran dentro del género Meloidogyne,
las hembras adultas adoptan cuerpo hinchado en forma de pera, la cual excreta varios
cientos de huevos sobre la superficie de la raiz, que tienen la apariencia de una masa

gelatinosa, dentro de cada huevo el nematodo pasa de una etapa embrionaria a un
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estadio J1 y J2, el cual sale del huevo para dar lugar al inicio de un nuevo ciclo de vida
(Fig. 2) (Truong et al., 2015; Escobar et al., 2015).

1.2.2 Ciclo de vida de Nacobbus aberrans

N. aberrans una especie originaria del sur de América, la cual se distribuyo
posteriormente al resto de Ameérica, Asia y Europa (Manzanilla-Lopez et al., 2002).
Actualmente, N. aberrans ataca a 84 especies vegetales de interés comercial dentro
de la agricultura distribuidas en 18 familias principalmente del género Solanum,
Capsicum y Phaseolus, se han registrado pérdidas de hasta 65 % en Solanum
tuberosum en Sudamérica, mientras que para el territorio mexicano se ha reportado el
55 y 36 % de pérdidas para Solanum lycopersicum y Phaceolus vulgaris,
respectivamente (Manzanilla-Lopez et al., 2002; Eves-van den Akker et al., 2014;
Sosa et al., 2018). En México se ha reportado su presencia en los estados de Coahuila,
Distrito Federal, Guanajuato, Hidalgo, Estado de México, Michoacan, Morelos, Puebla,
Oaxaca, San Luis Potosi, Tlaxcala y Zacatecas, donde se ha encontrado asociado
principalmente a los cultivos de chile (Capsicum annuum), tomate (Physalis ixocarpa)
y frijol (Phaseolus vulgaris) (Hidalgo et al., 2014).

El proceso de infeccion de N. aberrans se da a través de las raices de las plantas
huésped, alojandose en los tejidos vasculares de forma similar a las especies del
género Meloidogyne (Lépez-Manzanilla et al., 2002). Sin embargo, esta especie se
caracteriza porque durante sus estadios juveniles J2, J3, J4 e incluso las hembras
inmaduras, presentan estilos de vida migratorios, durante su proceso de migracion
hacia los tejidos vasculares, éste causa la necrosis de las células ya que a diferencia
de las especies de Meloidogyne la especie N. aberrans viaja via intracelular causando
la muerte celular (Fig. 3), siendo los estadios J3 y J4 las etapas que le permiten al
nematodo sobrevivir por largos periodos de tiempo en ausencia de alimento y agua
(Lépez-Manzanilla et al., 2002). Ademas, presenta un estilo de vida sedentario y
endoparasito dependiendo del estadio en el que se encuentre, se caracteriza por
generar agallas en los tejidos radiculares parasitados como resultado de la induccion
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y desarrollo del sitio especializado de alimentacion (Manzanilla-Lopez et al., 2002;
Manzanilla-L6épez, 2010; Cabrera et al., 2017).

Dentro de las agallas, se establecen una o varias hembras estrechamente asociadas
a un sincitio (estructura producto de la fusion celular de dos o mas células), inducido
por la hembra inmadura a través de enzimas esofagicas, éste es el sitio de
alimentacion del parasito a partir de cual obtiene todos los nutrientes para su desarrollo
a costa de la planta hospedera, limitando el desarrollo y crecimiento de la planta
(Manzanilla-L6pez et al., 2002; Cabrera et al., 2017).

Macho & Huevecillos

N

Semeemm—

¥ Hembra B

inmadura

Sincitio

Figura 3. Ciclo de vida de Nacobbus aberrans. Su ciclo de vida se caracteriza por presentar dos fases

una migratoria y otra sedentaria. La fase migratoria la presentan los estadios larvales J2, J3, J4 e incluso
la hembra inmadura. La hembra inmadura induce el sitio especializado de alimentacién, la cual excretara
masas de huevecillos, donde el nematodo pasara de su etapa embrionaria a un estadio J1 seguido un

estadio J2 el cual rompe el huevecillo iniciando un nuevo ciclo (Eves-van den Akker et al., 2014).

1.3 Cambios transcripcionales inducidos por Meloidogyne spp. y Nacobbus
aberrans

Durante el proceso de infeccion la planta experimenta una variedad de cambios

metabdlicos incluyendo aumentos en la cantidad de reguladores de crecimiento de la
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planta, proteinas, aminoacidos y acidos nucleicos, entre otros, ademas también hay
cambios en la actividad de las enzimas implicadas en las vias metabolicas (Jammes
et al., 2005). Los cambios fisiolégicos y bioquimicos que experimenta la planta
hospedera son producto de un cambio en el patron de expresion génica de la planta

como resultado de la interaccion planta-nematodo (Godinez-Vidal et al., 2013).

En el proceso de infeccion por parte de especies del género Meloidogyne y en el
proceso de formacion del sitio especializado de alimentacién se dan una serie de
cambios transcripcionales (Escobar et al.,, 2015). Entre los procesos que son
modificados por el nematodo se encuentran la reprogramacion del metabolismo, ciclo
celular, transporte de nutrientes, mecanismos de defensa, niveles de hormonas entre
algunos otros procesos (Jammes et al.,, 2005; Abad y Williamson, 2010). Especies
como M. graminicola y M. incognita, inducen en etapas tempranas de la infeccion en
Oryza sativa y Arabidopsis thaliana respectivamente, una sobreexpresion de genes
relacionados con el trasporte de nutrientes y metabolismo celular, mientras que los
genes involucrados en la respuesta de las plantas asociados a fitohormonas como el
acido salicilico, acido jasmonico y etileno, fueron reprimidos (Jammes et al., 2005;
Kyndt et al., 2012).

Durante la interaccion compatible de Arabidopsis thaliana con Meloidogyne javanica,
la mayoria de los genes expresados diferencialmente se regularon en el sitio
especializado de alimentacion (Escobar et al., 2015). Ademas, se comprobd que los
nematodos fitoparasitos pueden suprimir genes que codifican para enzimas como la
fenilalanina-amoniaco-liasa (PAL), la cual esta implicada en los mecanismos de
defensa de las plantas al participar en la ruta de sintesis de compuestos fendlicos
como fitoalexinas, que participan en la defensa del hospedero durante la interaccion
planta-patégeno, ademas esta enzima participa en una de las dos vias de sintesis de

acido salicilico (Escobar et al., 2015; Yang et al., 2015).

En el caso de N. aberrans, se ha demostrado que, durante una interaccién compatible,

tiene la capacidad de modificar la fisiologia y morfologia de su hospedero, asi como
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los mecanismos de defensa, facilitando el desarrollo de la infeccidén y la entrada de
otros patogenos (Lopez-Manzanilla et al., 2002). En estudios realizados en C. annuum
CM-334 resistente a Phytophthora capsici, se observé que durante el proceso de
infeccién de N. aberrans, los genes asociados a la ruta del mevalonato (Ruta MEV)
fueron modificados en CM-334, donde se observé que los genes HMG2 y HMGL1
(implicados en la sintesis de fitoalexinas) fueron expresados diferencialmente durante
la infeccién con 2,000 J2 de N. aberrans (Godinez-Vidal et al., 2013). Esto mismo fue
observado al analizar la expresiéon de los genes HMG2, HMG3, EAS y SS dentro de la
ruta MEV en CM-334 infectado con N. aberrans, observandose una disminucion en la
sintesis de la fitoalexina Capsidiol, tanto de forma local como sistémica, facilitando la
infeccion de P. capsici sobre CM-334, en este ultimo caso N. aberrans cambio a

susceptible un cultivar resistente (Villar-Luna et al., 2017).

1.4 Interaccién compatible e incompatible planta-nematodo

El éxito de la infeccion por parte del nematodo esta condicionado por el tipo de
interaccién que presente con la planta hospedera, la cual puede ser compatible o
incompatible. En una interaccién incompatible el desarrollo del nematodo se ve
interrumpido en alguna de sus etapas, lo que impide que la infeccién evolucione como
resultado de la rapida respuesta de defensa y con una alta amplitud. En el caso de una
interaccién compatible, el nematodo logra superar los mecanismos de defensa de la
planta, el nematodo logra completar su ciclo en la planta hospedera, al lograr controlar
los mecanismos de defensa y bajar la amplitud de las mismas (Branch et al., 2004;
Jones y Dangl, 2006; Abad y Williamson, 2010). El tipo de interaccion esta determinada
por la presencia de genes de resistencia en la planta hospedera, los cuales participan
en los procesos de reconocimiento y activacion de la cascada se sefializacién, donde
estan involucradas las diferentes fitohormonas, que participan en la transduccién de

sefales para desencadenar la respuesta de defensa (Li et al., 2015).
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1.5 Respuesta a patogénesis

Una de las primeras barreras de defensa es la resistencia basal denominada
inmunidad inducida por patrones moleculares asociados (PAMS), donde las
respuestas de defensa se activan tras el reconocimiento del patégeno a través de
receptores especificos a constituyentes estructurales del patdgeno, como flagelina,
glicoproteinas, quitina, lipopolisacéaridos, etc,, activando los mecanismos de defensa
del hospedero como la respuesta hipersensible o produccién de fitoalexinas, limitando
el desarrollo del patégeno (Jones y Dangl, 2006; Han et al., 2013; Yang et al., 2015).
Sin embargo, los fitopatdgenos han desarrollo multiples estrategias que les permiten
evadir o suprimir los mecanismos de defensa basales, en este sentido uno de los
mecanismos empleados por los nematodos fitoparasitos es la secrecion de efectores,
los cuales les permiten la manipulacion de los mecanismos de defensa del hospedero
(Goverse y Smant, 2014; Kammerhofer et al., 2015; Zhuo et al., 2017).

Para contrarrestar las estrategias empleadas por los fitopatdbgenos y evadir los
mecanismos de defensa empleados por la planta, a través de patrones moleculares
asociados a patégenos, los hospederos han desarrollado una segunda barrera de
defensa denominada inmunidad inducida por efector (Pieterse et al., 2009). La cual
estd determinada por la presencia de genes de resistencia (R) para la deteccion de
efectores particulares, activando mecanismos de defensa especificos para cada

patdégeno (Pieterse et al., 2009; Goverse & Smant, 2014; Delaunois et al., 2014).

Una vez que induce la respuesta de defensa, a través de PAMS o inducida por
efectores, se desencadena la respuesta hipersensible, la produccién de metabolitos
con efecto antimicrobiano, la produccién de proteinas de respuesta a patogénesis
(PRs), el reforzamiento estructural, etc. Los mecanismos de defensa en la planta son
el resultado de una superposicion de ambos tipos de defensa, los cuales son regulados
a través de diferentes fitohormonas que participan en la transduccion de sefiales en

las diferentes vias de sefializacion (Pieterse et al., 2009; Pieterse et al., 2014).
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1.5.1 Induccidn de respuesta sistémica

La induccion de la respuesta de defensa se puede presentar de dos formas local y
sistémica. La respuesta local se da en la zona de infectada por el patégeno o en tejido
especifico del hospedero, dando lugar a la produccion de elementos de defensa como
las fitoalexinas, proteinas de respuesta a patogénesis, especies reactivas de oxigeno
y engrosamiento de estructuras celulares. La respuesta sistémica consiste en la
induccién de defensa en tejidos no infectados, es decir, el tejido que presenta una
separacion especial con la zona infectada, dando lugar a la sintesis de proteinas como

las PRs y compuestos como el capsidiol (Hammerschmidt, 2014; Yang et al., 2015).

La induccion de respuesta de defensa sistémica se divide en dos formas principales,
resistencia sistémica inducida (RSI) y resistencia sistémica adquirida (RSA) (Pieterse
et al., 2012). Donde la RSI es tipicamente inducida por organismos benéficos, como
bacterias y hongos promotores del crecimiento vegetal, los cuales se ha demostrado
gue proporcionan o inducen en la planta la produccion de fitohormonas como auxinas
y giberelinas, que estan involucradas con proceso de crecimiento vegetal y en la
regulacion de forma negativa de fitohormonas como el acido salicilico (Pieterse et al.,
2009; Pieterse et al., 2012; Hammerschmidt, 2014).

Ademas, se ha demostrado que la resistencia sistémica inducida esta asociada con la
ruta del acido jasmonico y etileno (JA-ET), se ha demostrado que estas hormonas
participan en los mecanismos de defensa contra patdgenos necrotroficos y herbivoros
(Pieterse et al., 2009; Zhang et al., 2013). Sin embargo, se ha mostrado que hormonas
como el etileno y citoquininas contribuyen de forma positiva al establecimiento de la
infeccion de especies de nematodos fitoparasitos como Heterodera schachtii (Wubben
et al., 2001; Shanks et al., 2015).

La RSA es inducida por fitopatdgenos, incrementado los niveles de defensa y la
velocidad de respuesta de la planta contra ataques posteriores, dando lugar a la
sintesis de proteinas de respuesta a patogénesis, en los tejidos distantes de la zona

de infeccion, siendo los genes PR1, PR2 y PR5 de los principales marcadores
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asociados a la RSA (Pieterse et al., 2014). Ademas, se ha demostrado que esta
repuesta de defensa no solo se extiende en el tejido de la planta infectada, sino a
plantas vecinas a través de compuestos difusibles y compuestos volatiles producidos
por la raiz de la planta hospedera (Cheol et al., 2016). La RSA estd asociada
principalmente con los niveles de acido salicilico presentes en la planta hospedera, ya
gue una reduccion en los niveles de esta fitohormona, han demostrado comprometer
la respuesta de defensa contra fitopatbgenos como Pseudomonas putida y M.
incognita (Branch et al., 2004; Manosalva et al., 2015; Cheol, 2017). Esto demuestra
gue esta fitohormona esta involucrada en los mecanismos de defensa en la interaccion

planta-nematodo (Sijmons et al., 1991; Kammerhofer et al., 2015).

1.6 Acido salicilico en la respuesta a patogénesis

De forma sistematica se ha encontrado que diversos genes asociados a la ruta del
acido salicilico son altamente expresados durante la infeccion por nematodos en una
interaccion incompatible como parte de la RSA, en contraste con esto, los genes
asociados a la ruta del &cido jasmoénico que son reprimidos 0 mantienen niveles
basales en plantas de A. thaliana infectas con H. schachtii (Caarls et al., 2016), siendo
el acido salicilico el que juega un papel clave en los mecanismos de respuesta de
defensa contra fitopatdogenos biotroficos de forma local y sistematica (Zhang et al.,
2013; Lovelock et al., 2016).

La cascada de sefalizacion desencadenada por AS, tiene un papel clave en la
activacion de genes de defensa, entre los que se encuentran los que codifican para
proteinas relacionadas con la patogénesis (PRs). Ademas, el AS participa en la
activacion de genes que intervienen con la respuesta de hipersensibilidad (RH)
(Pieterse et al., 2012). Este mecanismo que permite programar la muerte celular del
tejido cercano a la zona de infeccion durante interaccion planta patégeno, mediante la
supresion de la actividad de la enzima catalasa. Lo que permite el incremento de
especies reactivas oxigeno (ROS), causando la necrosis del tejido limitando el avance
y desarrollo del patdgeno, evitando de esta manera su propagacion (Sanchez et al.,
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2003; Pieterse et al., 2009; Lu, 2016 (Caarls, Pieterse, & Van Wees, 2016)). Ademas
de participar en la induccion de RNA de interferencia, como parte de los mecanismos

de defensa contra RNA patogénicos (Campos et al., 2014).

El AS puede ser regulado a través de otras fitohormonas implicadas en los
mecanismos de defensa, como la ruta del acido jasmoénico-etileno (AJ/ET), esto
mediante una interaccion antagonica entre ambas vias. Pues genes como el WRK70
y MPK4 que conectan ambas rutas de defensa de la planta, demuestran que existe un
antagonismo (Sanchez et al., 2013). Ademas, se ha demostrado que fitohormonas
como las auxinas, citoquininas y acido abscisico, regulan de forma negativa la ruta de
defensa dependiente de acido salicilico (Pieterse et al., 2009; Solano y Gimenez-
Ibanez, 2013; Yang et al., 2015).

1.6.1 Sintesis del acido salicilico

La sintesis de acido salicilico presenta dos vias de sintesis (Fig. 4), via isocorismato
sintetasa (ICS/SID2) y via fenilalanina amonio liasa (PAL) (Pieterse et al., 2012;
Sanchez et al.,, 2013). Ambas rutas de sintesis estdn altamente conservadas en
diversas especies vegetales, lo que demuestra la importancia de estas dos rutas para
la regulacion de diversos procesos, entre los que se encuentra la respuesta de defensa
durante la interaccién planta-patégeno (Yang et al., 2015; Seyfferth y Tsuda, 2016).
Sin embargo, la ruta de sintesis del isocorismato esta relacionada con mas del 90 %
de las repuestas de la planta a condiciones de estrés, indicando una mayor
participacion de esta ruta en los procesos de defensa durante la interaccion planta-
patégeno (Kumar, 2014; Shah et al., 2014).
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Figura 4. Rutas de sintesis del acido salicilico. Se muestran las dos rutas para la sintesis de acido
silicico, asi como los intermediarios que participan en cada una de las rutas, fenilalanina amonio liasa
(PAL), isocorismato sintetasa (ICS), isocorismato piruvato liasa (IPL) y acido-benzoico-2-hydroxilasa
(BA2H)(Bandurska, 2013).

Estudios realizados en mutantes de A. thaliana icsl, demostraron que hubo una
pérdida total en la acumulacion de acido salicilico como parte de la repuesta a estrés
por la interaccion con patdégenos (Seyfferth y Tsuda, 2016). Sin embargo, mutantes de
A. thaliana pal mostraron una reduccion del 10 % de PAL, lo que condujo a una
reduccion del 50 % en la acumulacion de acido salicilico como parte de la respuesta
de defensa contra patdgenos lo cual demuestra que dicha respuesta no es
dependiente de una sola via de sefalizacion como parte de la repuesta a patogénesis,
pero es claro que la ruta del isocorismato tiene mayor participacion durante la
respuesta de defensa e inmunidad de la planta (Sanchez et al., 2013; Seyfferth y

Tsuda, 2016). No obstante, se ha demostrado que durante la interaccion incompatible
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de Oryzae sativa con M. graminicola, se expresan genes asociados a ambas rutas
(Kumari et al., 2016).

1.6.2 Regulacion de la biosintesis del acido salicilico

La biosintesis de &acido salicilico esta estrictamente regulada, pues a pesar de que éste
es de vital importancia en las rutas de respuesta de defensa contra fitopatégenos, la
acumulacion de esta fitohormona en la planta tiene efectos negativos en el
comportamiento de la planta, por lo cual, su biosintesis debe estar altamente regulada
(Kumar, 2014). Diversos estudios demuestran que el control transcripcional de la ICS1
esta mediado por el calcio, por lo cual este elemento juega un papel clave en la
regulacion de esta enzima. El aumento de concentracién de Ca?* en el interior de la
célula, es decodificada por proteinas sensibles a Ca?*, como las calmodulinas (CaM)
y proteinas cinasas dependientes de Ca?* (CDPKs) (Seyfferth y Tsuda, 2016). Sin
embargo, se ha planteado que nematodos como M. incognita durante su fase
migratoria J2, excretan efectores como la calreticulina (CRT) Mi-CRT, la cual puede
actuar como quelante de Ca?* blogueando la ruta de sintesis del acido salicilico via
ICS (Jaouannet et al., 2013).

La unién de Ca?* a CaM regula la actividad de este idén en las rutas de sefializacion,
regulado la actividad corriente abajo (Kumar, 2014). Esto ha sido determinado en
plantas de Arabidopsis, donde el factor de transcripcion CBP60g (Calmodulin Binding
Protein 60g) dependiente de la union de CaM y su homdélogo SARD1 (Systemic
Acquired Resistance Deficient 1) controlan la transcripcion de ICS1 que codifica para
la proteina isocorismato sintetasa (Kumar, 2014). No obstante, se ha demostrado CaM
regula la funcidon del factor CBP60g, mientras SARD1 es independiente de CaM
(Seyfferth y Tsuda, 2016).

A pesar de que la regulacion de CBP60g y SARD1 es diferencial, ambas proteinas
participan en la expresion de ICS1 y por lo tanto en la acumulacion de &cido salicilico
durante la repuesta de defensa en la interaccion planta-patégeno (Kumar, 2014). Sin
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embargo, la regulacion dual de la transcripcidon de ICS1 por CBP60g y SARD1
mantiene una dinamica en la produccion de acido salicilico, lo cual ha sido demostrado
durante la infeccion P. syringae donde CBP60 regula la biosintesis del acido salicilico
en etapas tempranas de la infeccidén, mientras que SARD1 participa en etapas tardias,
por lo que CBP60 puede estar involucrado en las primeras respuestas de defensa

contra organismos biotroficos (Zhang et al., 2013; Shah et al., 2014).

Por otro lado, algunos genes (como el CBP60a) regulan de forma negativa la expresion
de ICS1 a través de la unién de CaM, este mecanismo permite mantener controlados
los niveles de acido salicilico dentro de la célula a niveles que no sean toxicos, ademas
de mantener las rutas de sintesis apagadas. Durante la interaccion planta-patégeno,
CBP60g y SARD1 activan de expresion ISC1, eliminando el regulador negativo
CBP60a (Zhang et al., 2013; Shah et al., 2014; Seyfferth y Tsuda, 2016).

Ademas de la regulacién de ICS1 mediante CBP60g y SARD1, la sefializacion del
calcio afecta los niveles de SA a través de la regulacion transcripcional de EDS1
(Enhanced Disease Susceptibility 1) (Sanchez et al., 2013; Seyfferth y Tsuda, 2016).
La expresion de EDS1 esta regulada por un factor de union a CaM denominado
CAMTAS3/SR1 (Calmodulin binding Transcription Activator 3/Signal Responsive gene
1), el cual se une al promotor EDS1 para reprimir su transcripcion (Seyfferth y Tsuda,
2016).

1.6.3 Respuesta de defensa mediada por &cido salicilico

El aumento de los niveles de acido salicilico en el interior de la célula actda corriente
abajo sobre la expresion de genes como los NPRs, los cuales codifican para proteinas
receptoras, los cuales funcionan como coactivadores de diferentes genes implicados
en la respuesta de defensa, siendo NPR1, NPR2 y NPR4 los receptores mas
estudiados como receptores del acido salicilico (Kumari et al., 2014; Shah et al., 2014;
Kovacs et al., 2015).
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La proteina NPR1 es un regulador en la reprogramacién e inmunidad transcripcional
mediada por acido salicilico, funcionando como un coactivador transcripcional. Las
mutaciones en nprl llevan a una pérdida casi completa de la reprogramacion
transcripcional mediada por acido salicilico y a una susceptibilidad contra patégenos
biotréficos (Wu et al., 2012). La unién del acido salicilico a NPR1, desencadena
cambios conformacionales, ademas se demostré que NPR1 funciona como un
transductor de sefiales en la via de sefializacion mediada por el acido salicilico. La
concentracion de NPR1 es altamente regulada dentro de la célula, pues en ausencia
de acido salicilico NPR1 es degradado por la célula (Derksen et al., 2013;Wu, et al.,
2014; Yan y Dong ,2014; Kammerhofer et al., 2015).

NPR1 se encuentra localizado en el citosol y en el nlcleo de la célula, no obstante,
los niveles de NPR1 estan altamente regulados, pues dentro del nucleo su nivel se
mantiene por debajo de concentraciones que le impiden actuar como factor
transcripcional y en el citosol se encuentra unido formando complejos oligoméricos,
estos complejos durante el ataque de un fitopatégeno son disociados debido a los
aumentos en los niveles de &cido salicilico, el cual interactia con los complejos dando
lugar a cambios redox que permiten su disociacion, una vez disociados los monémeros
de NPR1 migran hacia el nacleo (Wu et al., 2012; Zhang et al., 2013; Yan y Dong,
2014).

Una vez dentro del ndcleo los niveles de NPR1 aumentan de tal manera que esto
permite, que los monomeros de NPR1 actien como factores transcripcionales al
interactuar con otros factores como TGAs (basic leucine zipper transcription factors),
estos factores desencadenan la expresion de genes implicados con los mecanismos
de defensa de la planta entre los que se encuentran los genes PRs los cuales son
genes asociados con la respuesta a patogénesis (De Vleesschauwer et al., 2014;
Kumar, 2014).

Los monémeros de NPR1 unidos a los sitios promotores son fosforilados y

posteriormente ubiquitanados, esta condicion es indispensable para la activacion de la
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resistencia sistémica adquirida (SAR) y para los genes implicados en los mecanismos
de defensa durante la interaccion planta-patégeno (Wu et al., 2012; Kumar, 2014).
Donde NPR3 y NPR4 son fundamentales en el proceso de degradacion de NPR1 vy,
por lo tanto, estan involucrados en la regulacion de los mecanismos de defensa
asociados a la ruta del acido salicilico (Solano et al., 2013; Kammerhofer et al., 2015;
Kuai et al.,2015).

Ademas, se ha demostrado que los factores TGA son indispensables para la
regulacion de genes PRs los cuales codifican para proteinas de respuesta a
patogénesis. En Arabidopsis thaliana se han identificado 10 factores de transcripcion
TGA, de los cuales se ha determinado que TGA2, TGA5 y TGASG, los cuales regulan
de forma negativa la transcripcibn de genes que codifican para las proteinas de
respuesta a patogénesis como PR1, el cual es reprimido en ausencia de &cido salicilico
(Kammerhofer et al., 2015).

1.6.4 Proteinas de respuesta a patogénesis asociadas a la ruta del acido
salicilico

Las proteinas de respuesta a patogénesis estan clasificadas dentro de 17 familias de
acuerdo con su funcién, presentando propiedades antimicrobianas contra patdégenos
0 participando como moléculas sefalizadoras en los procesos de inmunidad de la
planta, ademas se ha demostrado que estas proteinas se pueden acumular en tejidos
y en etapas especificas del desarrollo (Edreva, 2005; Méndez, 2013; Golshani et al.,
2015). No obstante, se ha demostrado que las PRs son inducidas durante los procesos
infeccidn por patégenos o situaciones de estrés (Golshani et al., 2017). Siendo PR1,
PR2 y PR5 las asociadas con la respuesta de defensa dependiente de la ruta del &cido
salicilico durante la interaccion contra organismos biotréficos (Hamamouch et al.,
2011; Ding et al., 2016).

En A. thaliana han sido identificadas un total de 22 genes que codifican para la familia

de proteinas PR1, los cuales se expresan de forma diferencial y bajo determinadas
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condiciones de estrés, medioambientales o como parte del desarrollo de la planta.
Siendo PR1 codificada en el locus At2g14610 la que se expresa en respuesta a
patégenos, insectos y tratamientos quimicos, y la que se ha determinado que presenta
actividad antimicrobiana (PeCenkova, Pleskot, & Zarsky, 2017).

A la familia PR2 se le atribuye actividad de (3-1,3-glucanasa, la cual participa en la
hidrélisis de enlaces p-1,3-glucosidicos de compuestos como el glucano. Se ha
demostrado su participacion en proceso de defensa contra hongos fitopatégenos y
durante la degradacion de las estructuras internas de la planta, como pared celular y
calosa en los plasmodesmos, para la induccién de elicitores de la respuesta de
defensa. Dentro de esta familia se encuentran 50 genes identificados, que se ha
demostrado que estan involucrados en los procesos de defensa de la planta bajo
diversas condiciones de estrés y desarrollo de la planta, siendo el locus At3g57260
uno de los mas estudiados en los procesos de interaccidon planta-patégeno (Evedra,
2005; Doxey et al., 2007; Oide et al., 2013).

La familia PR5 guarda homologia con las taumatinas y hosmotinas, a las cuales se les
atribuyen propiedades antimicrobianas, se encuentran principalmente en hojas
jovenes en plantas como tomate, maiz y arroz (Sudisha et al., 2011); sin embargo, su
actividad microbiana es especifica para determinado grupo de microorganismos y bajo

condiciones de estrés hidrico (Shatters et al., 2006).

1.6.5 Participacién de acido salicilico y PRs en la interaccion planta-nematodo

El 4cido salicilico ha demostrado ser una de las fitohormonas clave en los procesos de
defensa de la planta, al participar en la modulacion de expresion de genes de defensa
como Mi-1. Esto ha sido demostrado en plantas resistentes de tomate transformadas
con NahG, el cual codifica para una enzima salicilato hidrolasa que transforma el &cido
salicilico a catecol, evitando la acumulacion de &cido salicilico dentro de la planta,
resultando en una pérdida de la resistencia contra la infeccion (Branch et al., 2004).
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Ademas, se ha demostrado la participacion del &cido salicilico al evaluar los genes
marcadores de resistencia sistémica asociados a la ruta de acido salicilico PR1, PR2
y PR5, los cuales fueron expresados diferencialmente en planta de A. thaliana durante
la infecciébn con el nematodo agallador M. incognita y el nematodo de quiste H.
schachtii, donde las plantas infectadas con H. schachtii presentaron la expresion de
estos genes de forma local y sistémica 9 dias después de la inoculacion del nematodo,
sin embargo, las plantas infectadas con M. incognita solo presentaron expresion de
forma local, indicando una represion de la respuesta sistémica (Hamamouch et al.,
2011). Sin embargo, la mayor expresion por parte de genes como PR1 se da en los
primeros dias de la infeccidn indicando su participacion en la defensa de la planta en
etapas iniciales del proceso de infeccion, no asi para el caso de PR2 y PR5 las cuales

se expresan principalmente en etapas tardias de la infeccion (Wubben et al., 2008).
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CAPITULO 2. Cambios transcripcionales de genes de defensa
dependientes de &cido salicilico inducidos en A. thaliana durante

la infeccion por nematodos agalladores

2.1 INTRODUCCION

Los nematodos agalladores son uno de los principales problemas dentro de la
agricultura, debido a las diversas pérdidas que éstos ocasionan en cultivos de interés
econdmico (Agrios, 2005; Jones et al., 2013). Estos fitoparasitos pueden dividirse en
dos grandes grupos en ecto y endoparasitos, asi mismo, éstos pueden mostrar un
comportamiento migratorio o sedentario. Los nematodos fitopatégenos endoparasitos
sedentarios son los de mayor importancia, debido al dafio que éstos provocan en la
planta hospedera, como resultado de las modificaciones y sintomas que éstos inducen,
reduciendo su rendimiento (Jones et al., 2013; Holbein et al., 2016). Dentro de este
grupo encontramos a las especies pertenecientes al género Meloidogyne, el cual
cuenta con un aproximado de 1,700 especies hospederas, siendo las especies de M.
incognita, M arenaria, M. hapla y M. javanica, las especies mas estudiadas dentro de
este género, debido a su distribucién y cantidad de hospederos (Jones et al., 2013).
Sin embargo, en los ultimos afios la especie de M. enterolobii ha adquirido gran
importancia, debido a su alta agresividad, ya que posee la capacidad de infectar
plantas que presentan genes de resistencia contra las principales especies del género
Meloidogyne (Ye et al., 2015; Villar-Luna et al., 2016).

Otra especie que ha adquirido gran interés es N. aberrans, conocido como falso
nematodo agallador, induce sintomas similares a los mostrados por las especies del
género Meloidogyne, afectando a un total de 84 especies vegetales (Manzanilla-Lopez
et al., 2002). Durante el proceso de infeccion las especies de Meloidogyne y N.
aberrans inducen cambios morfolégicos, fisiol6gicos y transcripcionales, afectando
diferentes procesos biolégicos, entre los cuales se encuentran los mecanismos de
defensa de la planta, los cuales son modificados a través de diversos efectores,

permitiendo que la infeccion prospere, ademas de facilitar la entrada de otros

IRVING HERNANDEZ HERNANDEZ 33



patdgenos en la planta hospedera (Wubben et al., 2008; Villar-Luna et al., 2009;
Cabrera et al., 2017).

Los mecanismos de defensa de las plantas son regulados por diferentes fitohormonas,
entre las que se encuentra el acido jasmonico, el etileno y el acido salicilico (Pieterse
et al., 2009; Goverse et al.,2014). El acido salicilico resalta su importancia al participar
en la defensa contra organismos biotroficos, el cual es necesario para accionar
mecanismos de defensa vegetal como la respuesta hipersensible y la resistencia
sistémica adquirida, mecanismos involucrados en la defensa contra nematodos
fitoparasitos sedentarios (Solano y Gimenez-lbanez, 2013; Martinez-Medina et al.,
2017). Siendo PR1, PR2 y PR5 los principales genes marcadores de resistencia
sistémica adquirida asociados a la ruta del acido salicilico, los cuales se ha demostrado
gue se expresan durante etapas tempranas de la infeccién y son reprimidos en etapas
tardias en raices de plantas infectadas con especies como M. incognita y H. schachtii,
sin embargo, la respuesta de la parte aérea de la planta esta en funcion del patégeno
(Hamamouch et al., 2011; Hamamouch et al., 2012; Molinari et al., 2014; Kammerhofer
et al.,, 2015). No obstante, la activacion de los mecanismos defensa estan
condicionados por el tipo de interaccion que la planta hospedera presente con el
fitopatogeno (Jones y Dangl, 2006; Pieterse et al., 2009). Se ha demostrado que en
una interaccion compatible los genes asociados a la ruta del acido salicilico son
reprimidos en alguna de las etapas de la infeccion, permitiendo que el nematodo
complete su ciclo de vida, en contraste con una interaccion incompatible donde los
genes asociados a la ruta del acido salicilico son sobre-expresados, limitando el
desarrollo del nematodo (Branch et al., 2004; Kyndt et al., 2012). En este sentido, se
plante6 el objetivo de evaluar como los genes dependientes del acido salicilico son
modulados por los nematodos agalladores, resultando en una activacion o represion
de los mecanismos defensa de A. thaliana durante la interaccion planta-nematodo,
analizando los cambios transcripcionales de los genes marcadores PR1, PR2 y PR5
de manera local y sistémica, los cuales codifican para proteinas con actividad

antimicrobiana (Wubben et al., 2008; Hamamouch et al., 2011).

IRVING HERNANDEZ HERNANDEZ 34



2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Material vegetal

Como material vegetal se usaron plantulas de A. thaliana ecotipo Columbia-0, las
semillas fueron proporcionadas por la Dra. R. I. Rojas-Martinez (Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo). Para su uso las semillas fueron desinfestadas
superficialmente colocandolas en un tubo eppendorf de 1.5 mL, donde se agregé 1mL
de alcohol absoluto, se agitaron y se dejaron reposar durante 5 min, después se retird
el alcohol y se les agrego una solucion de hipoclorito de sodio al 5% y dodecilsulfato
de sodio (SDS) al 1 %, se agitaron por inmersién y se dejo actuar por 5 min, se retiré
la solucion y se les realizaron 5 lavados con agua destilada estéril para eliminar los
residuos de soluciones. Las semillas fueron suspendidas en 1mL de agua destilada y
sometidas a un periodo de estratificacion de 72 horas a 4 °C (Chavez-Avilés et al.,
2013). Después las semillas fueron transferidas a cajas Petri de 9 cm de diametro que
contenian medio Murashige y Skoog (MS) 0.25X suplementados con sacarosa al 1 %
y agar Daichin ® al 0.6 %. Las cajas Petri con 50 semillas/caja fueron mantenidas en
cuarto de crecimiento a 25°C, con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.
Las plantulas de 8 dias después de la germinacion fueron transferidas a macetas de
25 cm?® de sustrato Peat Moss-arena (1:10 v/v) y fertilizadas con una soluciéon de triple
18 (Ultrasol) a una concentracion 400 mg/L.

2.2.2 In6culo de M. incognita, M. enterolobii y N. aberrans

El in6culo de las diferentes especies de nematodos fue obtenido a partir de cultivos
monoxénicos en plantas de jitomate cv. Rio Grande®. Para la obtencion de huevecillos
de los neméatodos, se tomaron raices de las plantas de jitomate con agallas, se les
elimind el exceso de suelo con ayuda de agua de la llave y se extrajeron los huevecillos
de acuerdo con la metodologia de Vrain (1977). La cual consistié en el uso de tamices
metalicos anidados de 20 cm de didmetro y con tamafio de poro de 420 pum (40 mallas),
53 um (270 mallas) y 26 um (500 mallas), los huevecillos fueron retenidos en el tamiz

de 500 mallas. Para la colecta de huevecillos se us6 agua de la llave sobre los tamices,
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para recuperar los huevecillos se empled agua de la llave estéril, la solucién se coloco

en un frasco para su posterior eclosion.

La eclosion de los huevecillos de cada nematodo se llevo a cabo por el método de
charola de Baerman, para lo cual se utiliz6 una malla metalica con un pafuelo
desechable como nicho y colocada dentro de una caja Petri. La suspension de cada
nematodo fue vertida sobre el nicho de las cajas Petri y mantenidas a 25+1°C y con
un volumen constante de 10 mL de agua de la llave estéril. La colecta se llevd a cabo
cada 24 horas, el inoculo colectado fue mantenido a 4 °C hasta su uso. El nimero de
larvas en estadio J2 para cada especie de nematodo fue determinado por conteo

directo en un volumen conocido, con ayuda de un estereoscopio.

2.2.3 Infeccién de plantas de A. thaliana por los nematodos agalladores

Para el analisis de infeccion y determinar el tipo de interaccion, plantulas de A. thaliana
mantenidas en sustrato Peat-Moss y arena (1:10) de 21 dias de edad fueron
inoculadas con 500 J2. Se establecieron tres tratamientos (Tabla 2) con un total de 36
plantas, con 12 plantas por tiempo de muestreo tomadas como muestras
independientes. Los tiempos de muestreo se realizaron alos 2, 7, 14 y 30 dias después

de la inoculacion (ddi), el ensayo fue realizado por triplicado.

Las raices de cada tratamiento fueron tefiidas con fucsina acida, primero fueron
colocadas en tubos Falcon con NaClO al 0.53 % y se agitaron por 4 min. Se transfirio
la raiz a un tamiz de 100 mallas y se eliminé el exceso de cloro con agua de la llave,
cada muestra fue transferida a un tubo Falcon y se cubrié con una solucion de fucsina
acida previamente preparada con 30 mL de agua destilada y 2 mL de una solucion
stock de fucsina &cida (3.5 g de fucsina acida, 250 ml de &cido acético y 750 de agua
destilada). Cada muestra se calentd en horno de microondas a ebullicién por 5 a 6 s,

las muestras se dejaron reposar por 24 horas (Bybd Jr. et al., 1983).
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Tabla 1. Ensayo de infectividad de nematodos agalladores sobre plantulas de A. thaliana
infectadas.

Tratamiento Tiempo de muestreo (ddi) No. de plantas por

tiempo de muestreo

At + Me 2, 7y14 12 plantas
At + Mi 2, 7y14 12 plantas
At + Na 2, 7y14 12 plantas

Nota: At (A. thaliana), Me (M. enterolobii), Mi (M. incognita), Na (N. aberrans) y ddi (dias después de la

inoculacién).

Después de reposar, a las raices se les elimind el exceso de colorante con agua de la
llave y se depositaron en tubo Falcon con glicerina al 80 % hasta cubrir totalmente la
raiz, las muestras se dejaron reposar de 24 a 72 horas. Posteriormente. las raices
fueron cortadas en fragmentos y colocados en portaobjetos, con ayuda de pinzas y
bisturi (Bybd Jr. et al., 1983). Las muestras fueron observadas bajo microscopio 6ptico
para determinar el nimero de nematodos en las raices infectadas, asi como los

estadios presentes en los diferentes tiempos muestreo.

2.2.4 Crecimiento de plantulas de Arabidopsis thaliana infectada por nematodos
agalladores

Para evaluar el desarrollo de Arabidopsis thaliana durante el proceso de infeccion,
plantulas de A. thaliana mantenidas en sustrato Peat-Moss y arena (1:10) de 21 dias
de edad fueron inoculadas con 500 J2. Se estableci6é un experimento completamente
al azar con cuatro tratamientos (Tabla 3), con un total de 48 plantas por tratamiento,
con 12 plantas por tiempo de muestreo para cada tratamiento, tomadas como

muestras independientes, con tiempos de muestreo 2, 7, 14 y 30 ddi.
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Tabla 2. Ensayo de desarrollo de plantulas de A. thaliana infectadas con nematodos agalladores.

Tratamiento Tiempo de muestreo (ddi) No. de plantas por

tiempo de muestreo

At + Me 2,7,14y 30 12 plantas
At + Mi 2,7y14 12 plantas
At + Na 2, 7y14 12 plantas
At (Control) 2, 7y14 12 plantas

Nota: At (A. thaliana), Me (M. enterolobii), Mi (M. incognita), Na (N. aberrans) y ddi (dias después de la

inoculacion, se utilizaron plantas sin inéculo como control.

Las plantulas colectadas fueron lavadas con agua de la llave para retirar en exceso de
sustrato del tejido radical. Cada plantula se pes6 completa y posteriormente de forma
individual el tejido radical y aéreo fueron pesados, ademas, se conté el nUmero de
agallas por raiz de los tratamientos inoculados. Las muestras fueron transferidas a
sobres de papel y mantenidas en una estufa a 60 °C hasta obtener su peso constante.

Se determiné el peso de la planta completa, asi como de la raiz y el follaje.

2.2.5 Expresion de PRs en plantulas de A. thaliana inducidos por nematodos
agalladores

Plantulas de A. thaliana de 21 dias de edad, cultivadas en sustrato Peat-Moss:arena
(1:10 v/v), fueron inoculadas con 500 J2 de M. incognita, M enterolobii y N. aberrans.
El experimento se repiti6 4 veces en un disefio completamente al azar, con 4
tratamientos tres inoculados con cada nematodo y un control sin inéculo (Tabla 2).
Ademas, se incluyeron cinco plantas por tratamiento para confirmar la infeccion y el
estadio de desarrollo de cada nematodo (Bybd Jr. et al., 1983). El muestreo se realiz
alos 2, 7 y 14 ddi, tomando 5 plantas por tratamiento y colectando por separado raiz
y follaje, cada muestra se congelé con nitrégeno liquido y almacend en ultra

congelacion hasta su uso.
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Tabla 3. Tratamientos para los analisis de expresién en plantulas de A. thaliana infectadas con
nematodos agalladores.

Tratamiento Tiempo de muestreo (ddi) No. de plantas por

tiempo de muestreo

At + Me 2, 7y14 20 plantas
At + Mi 2, 7y14 20 plantas
At + Na 2, 7y14 20 plantas
At (control) 2, 7y14 20 plantas

Nota: At (A. thaliana), Me (M. enterolobii), Mi (M. incognita), Na (N. aberrans) y ddi (dias después de la

inoculacién), se utilizaron plantas sin inéculo como control.

2.2.6 Extraccion de RNA, sintesis de cADN y PCR en tiempo real

A cada muestra de raiz y follaje se le realizé una extraccion de ARN total con el kit
RNeasy plant mini kit™, siguiendo las instrucciones de fabricante. La pureza e
integridad del ARN obtenido fue verificada por espectrofotometria y electroforesis en
gel de agarosa al 1%, respectivamente. EI cADN se sintetiz6 con el kit M-MLV
(Promega), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, con dNTPs (Fermentas) y

agua libre de nucleasas.

Los niveles de expresion génica se determinaron por PCR tiempo real. La mezcla de
reaccion consistio de 5 yL de tampdn de 1.5 mM MgClz, 0.5 yL de cada primer, sentido
y antisentido (Tabla 4), 2 yL de SYBR™ Green | (1:75000), 3 uL ADNc y agua libre de
nucleasas hasta un volumen final de 25 L. Las condiciones de amplificacion fueron
una desnaturalizacion inicial en 95 °C durante 4 min, seguido por 40 ciclos a 95 °C
durante 15 s, un alineamiento a 65 °C durante 35 s y una extension a 72 °C por 35 s
utilizando el equipo CFX 96 de BIO-RAD. Se utiliz6 el gen 18S como referencia para
normalizar la expresion relativa que fue calculada mediante el método 222¢t (Livak y
Schmittgen, 2001).
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Tabla 4. Oligonucleétidos empleados para en analisis de expresion de los genes PR1, PR2, PR5
y 18S en plantulas A. thaliana.

Gen
PR1

PR2

PR5

18S

Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:
Forward:

Reverse:

Primer
TTC TTC CCT CGA AAG CTC AA
TTG CAACTG ATT ATG GTT CCAC
GCA ATG CAG AAC ATC GAG AA
TCATCC CTG AACCTT CCT TG
CGT ACAGGC TGC AACTTT GA
AGT GAA GGT GCT CGT TTC GT
GGT GGT AAC GGG TGA CGG AGA AT
CGC CGA CCG AAG GGA CAAGCC GA

2.2.7 Andlisis estadistico

Referencia
(Hamamouch et al., 2011)

(Hamamouch et al., 2011)

(Hamamouch et al.,, 2011)

(Hofmann y  Grundler,
2007)

Los resultados obtenidos de los diferentes experimentos del proceso de infeccion y los

andlisis de expresion de los genes evaluados, fueron sometidos a un analisis de

varianza (ANOVA) y a una comparacion de medias de Tukey con p< 0.001; y t- student

con p< 0.001 para indice de agallamiento, utilizando el programa GraphPad Prism 5
(La Jolla, CA).
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2.3 RESULTADOS
2.3.1 Infectividad y desarrollo de nematodos agalladores

En la evaluacion de infeccion de raiz de A. thaliana Col-0 por los nematodos M.
incognita, M. enterolobiii y N. aberrans, permiti6 monitorear el desarrollo de cada
nematodo (Fig. 5). Del conteo total de nematodos presentes en las raices de A.
thaliana; a los 2 ddi se registré un promedio de 1 + 0.707 J2 de M. incognita, para el
caso de M. enterolobii y N. aberrans presentaron 522.22 y 644.44 %, respectivamente;
mas ingresos que las plantas infectadas con M. incognita. Esta misma tendencia se
observé a los 7 ddi, donde el nimero de nematodos presentes para M. incognita fue
11 + 3.4641, mientras que las especies de M. enterolobii y N. aberrans mostraron
864.773 y 940.909 %, respectivamente; mas ingresos en comparacion con el control
M. incognita; M. enterolobii y N. aberrans fueron estadisticamente iguales. A los 14
dias se observo la disminucion de la poblacidon del 54.928 y 40.741 % de M. enterolobii
y N. aberrans, respectivamente, en comparacion con el conteo de individuos presentes
en raices a los 7 ddi en el conteo de nematodos dentro de la raiz, esto como resultado
del proceso de diferenciacion y el comportamiento de los estadios juveniles de estas
especies. Ademas, a los 14 ddi ambas especies (M. enterolobii y N. aberrans)
mostraron 374.636 y 535.922 % mas individuos con respecto al control M. incognita al
mismo tiempo de evaluacion. Sin embargo, a los 30 ddi al final de la evaluacion,
Unicamente las plantas infectadas con M. enterolobii con 450 % mas individuos,
presentaron diferencias significativas (P>0.05) con el control M. incognita,
demostrando la alta agresividad de M. enterolobii con la planta hospedera. A los 30
ddi también se observé un incremento en el nimero de individuos de las especies de
M. incognita y M. enterolobii con respecto al conteo de los 14 ddi con un aumento del
45.631 y 174.927 %, respectivamente. Durante la evaluacion fue notoria la mayor
agresividad de N. aberrans y M. enterolobii en comparacion con M. incognita; y el
descenso de los nematodos de N. aberrans dentro de la raiz en comparacion con M.
enterolobii, indicando un comportamiento migratorio por parte de los estadios J4 de N.

aberrans.
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Figura 5. Infectividad de nematodos agalladores sobre las raices de plantulas de A. thaliana.
Plantulas de A. thaliana de 21 dias de edad se inocularon con 500 J2 de N. aberrans o M. enterolobii,
los tiempos de muestreo se realizaron alos 2, 7, 14 y 30 dias después de la inoculacion (ddi). Las barras
representan el promedio de una n=12 + la desviacion estandar, las barras con letras diferentes indican

grupos con diferencias significativas, p< 0.001.

Con base en los conteos totales de nematodos en raiz, se determino la cantidad de
nematodos por estadios presentes a los 2, 7 y 30 ddi (Fig. 6). Se observé que a los 2
ddi el 100% de los nematodos dentro de raiz fueron del estadio J2 para las tres
especies evaluadas. A los 7 ddi las especies de Meloidogyne presentaron el estadio
J3 con un 90 % para la especie de M. incognita y un 100 % para M. enterolobii,
indicando el establecimiento en los sitios especializados de alimentacién. En el caso
de N. aberrans a los 7 ddi se observaron los estadios J2 y J3 con un 54 y 46 %,

respectivamente; ambos estadios presentaron un comportamiento migratorio (Fig. 6).
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Figura 6. Porcentaje de estadios presentes en raices de plantulas de A. thaliana a diferentes
tiempos post-inoculacion con nematodos agalladores. Los porcentajes fueron obtenidos a partir del
promedio de conteo total de raices infectadas con M. incognita, M. enterolobii y N. aberrans. Dias

después de la inoculacion (ddi) y estadios juveniles (J2, J3 'y J4).

Las observaciones realizadas a los 14 ddi para M. incognita y M. enterolobii mostraron
la presencia de los estadios J3, J4 y hembras inmaduras (Hi), con 28, 37 y 35 %,
respectivamente para M. incognita y un 41, 38 y 21 % para M. enterolobii; donde a los
14 ddi las raices con N. aberrans presentaron los estadios J3 y J4, con un 59 y 41 %,
respectivamente; los cuales son estadios de comportamiento migratorio. Las
observaciones realizadas a los 30 ddi mostraron los estadios J2, J3 y J4, asi como
hembras maduras (Hm) para las especies de Meloidogyne, con un 28, 17, 11y 44 %,
respetivamente para la especie M. incognita, y 8, 5, 31, 23 y 33 % para M. enterolobii,
nétese que Hm predominé en ambas especies y que el conteo de J2 fueron reflejo de
una nueva generacion infectiva, indicativo de una interaccion compatible con A.
thaliana (Fig. 6 y 7). A los 30 ddi con la especie N. aberrans solo se observaron los
estadios J3 y J4 con un 2 y 94 %, respectivamente; mostrando con estos resultados

gue con Arabidopsis no hubo una interaccion compatible (Fig. 6 y 7).
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Figura 7. Imagenes representativas de estadios observados de nematodos agalladores en raices
de plantulas de A. thaliana. Plantulas de A. thaliana de 21 dias de edad infectadas con 500 J2, los
tiempos de muestreo se realizaron a los 2, 7, 14 y 30. A), D), G) y J) estadios J2, J3, J4, Hi y Hm
respectivamente de M. incognita (Mi), B), E), H) y K) estadios J2, J3, J4, Hi y Hm respectivamente de
M. enterolobii (Me) y C), F), 1) y L) estadios J2 y J4 de Nacobbus aberrans (Na).
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2.3.2 Agallamiento de nematodos agalladores sobre plantulas de A. thaliana

En la evaluacion de la virulencia de las especies de M. incognita, M. enterolobii y N.
aberrans con el numero de agallas por raiz, se observé que a los 30 ddi las plantulas
infectadas con M. incognita presentaron 41.1 % menos agallas que las plantas
infectadas con M. enterolobii (Fig. 8). En el caso del tratamiento de A. thaliana con N.
aberrans no se observaron agallas en las raices infectadas, esto coincide con el
resultado del estadio predominante a los 30 ddi (J4), el cual no es capaz de inducir el

sitio especializado de alimentacion, necesario para el desarrollo de agallas.
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Figura 8. Agallamiento inducido por nematodos agalladores en plantulas de A. thaliana infectada
con nematodos agalladores. Plantulas de A. thaliana de 21 dias de edad inoculadas con 500 J2 de
M. enterolobii (Me) y M. incognita (Mi), los tiempos de muestreo se realizaron a los 2, 7, 14 y 30 dias
después de la inoculacién (ddi), A) Agalla inducida por M. enterolobii en raiz de A. thaliana, B) Agalla
inducida por M. enterolobii en raiz de A. thaliana y C) Numero de agallas inducidas por M. enterolobii
(Me) y M. incognita (Mi) a los 30 ddi. Las barras representan el promedio de una n= 12 + la desviacién
estandar, las barras con letras diferentes indican grupos con diferencias significativas, Prueba de t-
student p< 0.001.

2.3.3 Crecimiento vegetal de plantulas de A. thaliana infectadas por nematodos
agalladores

Ademas de evaluar el numero de nematodos y el estadio prevaleciente dentro de raiz,

se determiné el efecto de la infeccidn del nematodo sobre el crecimiento y desarrollo
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de la plantula hospedera, para lo cual se determiné la biomasa fresca y seca a
diferentes tiempos post-inoculacion (Fig. 9). Se observo que a los 7 ddi la plantula no
present6 diferencias significativas entre tratamientos. Sin embargo, a 14 ddi todas las
plantulas infectadas con nematodos presentaron una menor biomasa fresca con
respecto al control, con una disminucién mayor del 40 % para todos los tratamientos.
N. aberrans fue la especie que mostré un mayor efecto sobre el crecimiento con una
reduccion del 45.22 % a los 14 ddi y del 61.87 % a los 30 ddi con respecto al control;
aunque no hubo diferencias estadisticas significativas entre tratamientos M. incognita,
M. enterolobii y N. aberrans (Fig. 9A).

A 15 B o025
a a
l 0.204 l
T 1.0- 5 A
§ b g 015 .
g b f b
9 b §o.1o-
S 054 s
0.05
0.0- — 0.00 —
7 ddi 14 ddi 30ddi T 7ddi 0 14ddi 0 30ddi
c 0.257 D 0.025; 33 Control
B M. incognita a
0.204 a 00204 [ M. enterclobii _T_
N. ab
s _T_ s B V. aberrans .
o 0157 5 0.015-
@ b b g ik
2 0.104 b o 0.010
£ I a § . a X a g :
T A ab b T
0051 5 . a a 00054
U-UC ﬁlllzﬁ T ) T T O-OOC T ) T T 1 T
7ddi . 14ddi . 30ddi C7ddi 0 t4ddi 0 30ddi

Figura 9. Efecto sobre crecimiento de plantulas de A. thaliana en respuesta a infeccién por
nematodos agalladores. Plantulas de A. thaliana de 21 dias de edad inoculadas con 500 J2 de N.
aberrans y M. enterolobii, los tiempos de muestreo se realizaron a los 2, 7, 14 y 30 dias después de la
inoculacién (ddi). A) Peso fresco total, B) Peso seco total, C) Peso seco de follaje y D) Peso seco de
raiz. Las barras representan el promedio de una n= 12 + la desviacion estandar, las barras con letras

diferentes indican grupos con diferencias significativas, p< 0.001.
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El andlisis de biomasa seca total mostré la misma tendencia a la observada en
biomasa fresca (Fig. 9 B, C y D). Al comparar la biomasa seca de la parte aérea se
observé que a los 7 ddi los diferentes tratamientos no mostraron diferencias
estadisticas significativas en comparacién con el control. A los 14 ddi las plantas
infectadas M. enterolobii, M. incognita y N. aberrans mostraron una reduccion del 45
% en desarrollo de la planta con respecto del control sin indculo. A los 30 ddi en los
tratamientos con M. enterolobii, M. incognita y N. aberrans se present6 una reduccién
de la biomasa seca mayor al 47 % con respeto a las plantas control, sin encontrarse
diferencias significativas entre las plantulas infectadas (Fig. 9 C). Al analizar los datos
de biomasa seca de raiz, las plantulas infectadas con M. enterolobii presentaron una
disminucién del 56 % en comparacién con las plantulas control (Fig. 9 D). De acuerdo
con los datos de biomasa fresca y seca, las especies de neméatodos M. enterolobii, M.
incognita y N. aberrans evaluados afectan de manera negativa crecimiento de A.

thaliana.

2.3.4 Expresiéon de PRs asociados alarutadel &cido salicilico en raiz de plantulas
de A. thaliana infectadas con nematodos agalladores

Con el objetivo de evaluar la participacion del acido salicilico durante la interaccién
planta-nematodo agallador, se realiz6 el analisis de expresion de genes marcadores
de resistencia asociados a la ruta de acido salicilico (PR1, PR2 y PR5) en plantulas de
A. thaliana infectadas con nematodos agalladores. Los andlisis de expresion de los
genes PRs en el tejido radical mostraron una mayor expresion en la etapa inicial de la
infeccién (2 ddi) para posteriormente disminuir sus niveles y llegar a una represiéon en
la etapa tardia (7 y 14 ddi) (Fig. 10). A los 2 ddi la expresion de PR1 fue
estadisticamente similar entre tratamientos inoculados con M. incognita, M. enterolobii
y N. aberrans. A los 7 ddi PR1 fue reprimido por todos los nematodos, con respecto a
las plantas sin in6culo, donde N. aberrans indujo una mayor represion con respecto a
los tratamientos de M. enterolobii y M. incognita. A los 14 ddi se observo una represion
del gen PR1 en todos los tratamientos infectados con nematodos agalladores en

comparacion con las plantas no inoculadas (Fig. 10 A).
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Al analizar los resultados de expresion en raiz de A. thaliana de PR2, a los 2 ddi con
los nematodos, fue expresado en todos los tratamientos con respecto del control sin
inocular, con diferencias estadisticas entre los tres tratamientos (Fig. 10 B). También
a los 2 ddi N. aberrans indujo el mayor nivel de expresion, al presentar una expresion
del 348.98 % en comparacion con el tratamiento M. incognita; donde el tratamiento M.
enterolobii presentd 84.43 % mayor expresién con respecto al tratamiento de M.
incognita. A los 7 ddi se observo la disminucién en los niveles de expresion de PR2
con M. enterolobii y mayor expresion en N. aberrans, mientras el tratamiento M.
incognita presentd el nivel basal, donde los tratamientos de M. incognita y M.
enterolobii no presentaron diferencias estadisticas entre si. A 14 ddi la expresion de
PR2 en el tratamiento M. incognita presentd un nivel basal, mientras que en los
tratamientos M. enterolobii y N. aberrans fue reprimido con un nivel de expresién

menor del 28.79 y 85. 86 %, respectivamente con respecto del tratamiento sin inocular.

Los transcritos de PR5 en raiz de plantulas de A. thaliana, mostraron una mayor
expresion al inicio de la infeccion (2ddi y 7ddi), para disminuir y ser reprimido a los 14
ddi (Fig. 10 C). La expresion de PR5 en los tratamientos de M. incognita y M. enterolobii
fueron estadisticamente iguales a los diferentes tiempos evaluados. El tratamiento N.
aberrans indujo una mayor expresiéon de PR5 a los 2 ddi con 424.97% y a los 7 ddi con
318.7% mayor nivel de expresion que el tratamiento control sin in6culo, siendo
estadisticamente diferente a los niveles inducidos por M. incognita y M. enterolobii.
Para los 14 ddi todos los tratamientos mostraron un nivel de expresion menor al basal,
sin diferencias estadisticas entre los tratamientos. Observandose que la expresion de
PR5 mostrd la misma tendencia en los tratamientos de M. incognita y M. enterolobii.
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Figura 10. Expresion relativa de genes marcadores de resistencia local asociados a la ruta del
acido salicilico en raiz de plantulas de A. thaliana. Plantulas de A. thaliana de 21 dias de edad
inoculadas con 500 J2. A) Expresion relativa de PR1, B) Expresion relativa de PR2 y C) Expresién
relativa de PR5. Las barras representan el promedio de una n=4 + la desviacion estandar de los cambios
transcripcionales de plantas infectas con respecto a plantas no infectadas (Linearoja). Las letras indican

diferencias significativas entre tratamientos.

2.3.5 Expresion de PRs asociados a laruta del &cido salicilico en follaje de
plantulas de A. thaliana infectada con nematodos agalladores

Asi mismo se llevaron a cabo analisis de expresion de PR1, PR2 y PR5 en follaje de
A. thaliana para evaluar la SAR inducida por la infeccion de nematodos agalladores,
donde al analizar la expresién de genes PR asociados a la ruta del acido salicilico en
A. thaliana, se encontraron diferencias estadisticas en la expresién de los genes

evaluados en follaje, en etapas tempranas de la infeccion (2ddi), la mayor expresion
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de PR1 fue presentada por las plantas infectadas con N. aberrans, las cuales
mostraron una expresion de 894.7 % con respecto a los niveles de expresion
observados en las plantulas infectadas con M. incognita (interacciébn compatible
conocida), las plantulas infectadas con M. enterolobii a los 2 ddi presentaron una
represion de PR1 siendo 2.04 veces menor con respecto a las plantas control sin
indculo. Sin embargo, con las dos especies de Meloidogyne la expresion de PR1 en
A. thaliana fue reprimida a los 7 y 14 ddi. Para el caso del tratamiento con N. aberrans,
PR1 fue reprimido a los 7ddi y expresado a los 14 ddi con una expresion de 244 % con

respecto al control no inoculado (Fig. 10 A).

Al analizar la expresion de PR2 en follaje con los diferentes nematodos, a los 2ddi, las
plantas infectas con las dos especies de Meloidogyne presentaron una
sobreexpresion, sin diferencias significativas entre si, en el caso de las plantulas
infectadas con N. aberrans no mostraron alteracion en la expresion de este gen. A los
7 ddi las plantulas infectadas con M. incognita presentaron sobreexpresion de PR2,
donde las plantulas infectadas con M. enterolobii y N. aberrans, presentaron
diferencias de 177 y 125 % menos con respecto a las plantas infectas con M. incognita.
A los 14 ddi las plantas infectadas con M. incognita presentaron expresion basal de
PR2, mientras que el tratamiento con M. enterolobii presentd una represion, con una
expresion del 84 % menos que el tratamiento con M. incognita, a este tiempo de
evaluacion solo el tratamiento con N. aberrans present6 189 % mayor con respeto al

tratamiento control no inoculado (Fig. 10 B).

En la evaluacion de la expresién de PR5 en follaje de A. thaliana, a los 2 ddi el gen fue
expresado en los tratamientos con M. incognita y N. aberrans, donde la mayor
expresion de este gen fue presentada por el tratamiento con N. aberrans a los 2 ddi,
con un nivel 1,512.4 % mayor con respecto a las plantas tratadas con M. incognita.
Mientras que el tratamiento con M. enterolobii mostré un nivel basal y no present6
diferencia significativa con respecto al tratamiento con M. incognita. A los 7 ddi todos
los tratamientos presentaron una disminucién en la expresion de PR5, que fue

reprimido en las plantas inoculadas con M. enterolobii y N. aberrans, con una expresion
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menor de 132 y 127 % con respecto al tratamiento M. incognita. A los 14 ddi todos los

tratamientos presentaron la represion de PR5 (Fig. 10 C).
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Figura 11. Expresién relativa de genes marcadores de RSA asociados alarutadel &cido salicilico
en el follaje de plantulas de A. thaliana. Plantulas de A. thaliana de 21 dias de edad inoculadas con
500 J2. A) Expresion relativa de PR1, B) Expresion relativa de PR2 y C) Expresion relativa de PR5. Las
barras representan el promedio de una n= 4 * la desviacidn estandar de los cambios transcripcionales
de plantas infectadas con respecto a plantas no infectadas (Linea roja). Las letras indican diferencias

significativas entre tratamientos.
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2.4 DISCUSION

Los nematodos agalladores, tienen la capacidad de inducir cambios fisiolégicos,
morfologicos y transcripcionales en la planta hospedera, esto se ha confirmado con el
uso de diferentes plantas modelo (Jones et al., 2013; Goverse y Smant, 2014). En el
presente trabajo se evalu6 el mecanismo de interaccién entre diferentes especies de
nematodos agalladores con A. thaliana. Se confirmd que M. incognita presenta una
interaccion compatible, al encontrarse a los 30 ddi hembras maduras en la raiz y una
nueva generacion infectiva (J2) (Fig. 6 y 7) lo cual coincide con lo reportado por
Sijmons et al., (1991), quien reporto que A. thaliana era un buen modelo para el estudio
de la interacion compatible planta-nematodo, al interactuar con especies del genero
Meloidogyne y Heterodera. Ademas, el nUmero de ingresos totales (Fig. 5) concuerda
con lo reportado por Teillet et al., (2013), quien reportd un promedio de 8 individuos
por planta de M. incognita, a los 2, 3 y 4 ddi, ademéas se comprobd una interaccion
compatible de M. incognita con A. thaliana, lo cual fue demostrado por la presencia de
hembras maduras y una segunda generacion infectiva (J2) a los 30 ddi en la raiz (Fig.
6 y 7). Un comportamiento similar en la duracion del ciclo de vida de este nematodo
fue reportado a los 20 ddi por Sousa et al., (2017). En el caso de N. aberrans, éste
solo alcanz¢ el estadio J4 en A. thaliana a los 30 ddi, sugiriendo una interaccion
incompatible, esto de acuerdo con evaluaciones llevadas a cabo en plantulas de A.
thaliana en las cuales se observo que a los 65 ddi sélo se encontré la presencia del
estadio J4 en las raices confirmandose la interaccion incompatible, ya que N. aberrans
no logra alcanzar los estadios adultos, ni produccién de huevecillos Sijmons et al.,
1991; Méndez 2013).

El desarrollo de la infeccibn mostré un niamero reducido de los estadios juveniles J2 a
los 2 ddi para todas las especies (Fig. 5), indicando que el proceso de migracion esta
en sus etapas iniciales, pues se ha encontrado que el proceso de migracion puede
darse a los 5 ddi en especies como M. enterolobii (Sousa et al., 2017). A los 7 ddi las
especies mostraron el mayor numero de individuos para posteriormente disminuir su
poblacion a los 14 ddi (Fig. 5), en el caso de N. aberrans este suceso se puede atribuir

al comportamiento migratorio que presentan los estadios J2, J3 y J4, inclusive las
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hembras en estado inmaduro (Fig. 6 y 7), el mismo comportamiento fue observado de
los 14 a los 30 ddi, ademas se ha determinado que el estadio J2 es el mas activo
(Manzanilla-L6pez et al., 2002; Manzanilla-L6pez, 2010). Por su parte, en especies
como M. enterolobii, al alcanzar su estado adulto los machos migran al exterior de la
raiz, reduciendo la poblacién inicial (Fig. 5), esto de acuerdo con lo reportado por Abad
et al., (2008) y por Abad y Williamson (2010), quienes afirman una vez que se da el
proceso de diferenciacion sexual unicamente las hembras permanecen en el interior

de la raiz de la planta hospedera.

No obstante, se ha determinado que las especies de Meloidogyne pueden completar
su ciclo de vida en un periodo de 20 a 40 ddi, dependiendo de las condiciones
ambientales y el tipo de hospedero, en este estudio se observé un incremento de las
poblaciones de M. incognita y M. enterolobii a los 30 ddi con respecto a los 14 ddi, lo
cual indicé la presencia de una nueva generacion infectiva al completar su ciclo en A.
thaliana (Fig. 5, 6 y 7), demostrando que las especies de Meloidogyne completan su
ciclo de vida tres semanas después de la inoculacion (Escobar et al., 2015).
Manteniéndose constante la poblacion de M. incognita (Fig. 5), como resultado de una
baja competencia por las fuentes de alimento, favoreciendo la diferenciacion sexual en
hembras, por lo cual, su poblacion no varia durante el periodo de 7 y 14 ddi,
observandose un incremento a los 30 ddi la cual es generada por la nueva generacién
estadios J2 en la raiz (Goverse y Smant, 2014). Con respecto a M. enterolobii, ésta
mostré mayor agresividad y virulencia al presentar un mayor nimero de individuos y
agallas en las raices de A. thaliana, en comparacién con M. incognita (Fig. 5y 8), lo
cual se puede asociar con la capacidad de M. enterolobii para infectar plantas que
presentan genes de resistencia contra especies del género Meloidogyne como M.
incognita, al modificar la defensa del hospedero, dando lugar a una mayor virulencia y
agresividad (Branch et al., 2004; Kiewnick et al., 2009; Chitambo et al., 2016). Por su
parte, N. aberrans no indujo desarrollo de agallas en A. thaliana, como resultado de
una interaccion incompatible (Fig. 5y 6), pues no se encontré la presencia de hembras
inmaduras, estadio responsable de inducir los sitios especializados de alimentacion,

durante una interaccibn compatible de N. aberrans con especies vegetales como
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Solanum tuberosum, donde N. aberrans logra desarrollar nuevas generaciones
infectivas (Manzanilla-Lopez et al., 2002; Villar-Luna et al., 2009; Manzanilla-Lopez,
2010; Eves-van den Akker et al., 2014; Villar-Luna et al., 2017).

Durante el desarrollo de la infeccién, la induccion de los sitios especializados de
alimentacion por parte de las especies de Meloidogyne y el necrosamiento del tejido
radical de la planta hospedera debido al comportamiento migratorio de los estadios de
N. aberrans, se ve comprometido el trasporte de nutrientes en la planta afectando su
crecimiento (Mazanilla-Lépez et al., 2002; Jammes et al., 2005; Jones et al., 2013;
Kyndt et al., 2013; Escobar et al., 2015). Por lo cual se evalué la biomasa fresca y seca
de A. thaliana, donde se observé que todas las especies evaluadas afectaron el

crecimiento y desarrollo de la planta hospedera (Fig. 9 y 10).

Los nematodos agalladores, inducen cambios fisiolégicos en distintos procesos de la
planta hospedera, como el transporte celular, sintesis de proteinas, metabolismo
central, ciclo celular, defensa, entre algunos otros; esto como resultado de la liberacion
de diferentes efectores, los cuales son inoculados en la planta hospedera, permitiendo
gue la infeccién prospere (Branch et al., 2004; Jammes et al., 2005; Abad et al., 2008;
Telllet et al., 2013). Los efectores liberados por los nematodos logran manipular los
mecanismos de defensa, modificando la respuesta a las diferentes fitohormonas
involucradas en la defensa de la planta, siendo el acido salicilico una de las principales
fitohormonas asociadas a la defensa contra especies como M. incognita, M.
graminicola y H. schachtii (Branch et al., 2004; Abad y Williamson, 2010; Hewezi y
Baun, 2017). Al evaluar la expresion de genes marcadores de resistencia local y
sistémica de la ruta del acido salicilico (PR1, PR2 y PR5) en A. thaliana infectada con
M. incognita, M. enterolobii y N. aberrans. En el andlisis de la respuesta local en el
tejido radical, mostr6é que los genes evaluados tienen una mayor expresion en etapas
tempranas de la infeccion, para posteriormente disminuir a niveles inferiores a los
basales (Fig. 10). EI comportamiento mostrado por PR1 en las tres especies es
congruente con lo reportado por otros estudios realizados, donde se ha demostrado

gue, en la interaccién compatible, PR1 se sobre-expresa al inicio de la infeccién. Se
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ha demostrado que en la interaccion incompatible nematodo-planta, los niveles de
transcritos de PR1 son superiores a los mostrados en una interaccion compatible, se
ha reportado que genes de resistencia (como Hero A, Mi-1), estan directamente
relacionados con el nivel de expresion de PR1 y por tanto con los niveles de acido
salicilico (Sobczak et al., 2005; Molinari et al. 2014). Esto indica que la respuesta
dependiente de salicilico a través de PR1 juega un papel clave en la respuesta de
defensa de la planta en etapas tempranas de la infeccion con nematodos agalladores,
como parte de los mecanismos de defensa de la planta para evitar la instalacién de
nematodos a través de la actividad antimicrobiana de PR1, donde el nivel de expresion
puede determinar la susceptibilidad de la planta hospedera (Branch et al., 2004;
Sobczak et al.,2005; Molinari et al., 2014). Sin embargo, otros autores reportan que la
mayor expresion de PR1 fue a los 8 y 9 ddi en interacciones compatibles planta—
nematodo (M. incognita-A. thaliana y H. schachtii-A. thaliana), pues el desarrollo del
nematodo afecta el comportamiento de la expresion génica de la planta hospedera
(Hamamouch et al., 2011; Escobar et al., 2015). Es importante sefialar que el tiempo
de analisis de la expresion, es afectado por la dindmica de sefializacion entre la ruta
del acido salicilico y el antagonismo con la ruta del acido jasmonico (Solano y
Gimenez-lbanez, 2013). Esta respuesta puede cambiar no solo en dias de la
interaccion, sino en horas, para favorecer el desarrollo e induccion del sitio de
alimentacion del nematodo en una interaccion compatible, o impedir el desarrollo en

una interaccién incompatible (Jones y Dangl, 2006).

De esta manera como parte de la respuesta de defensa mediada por el acido salicilico
se da la expresién de genes como PR2, que codifica para B-1,3-glucanasa, la cual
participa en los procesos de defensa de las plantas mediada por &cido salicilico, se
reporta su expresion durante el proceso de migracion de los J2, para posteriormente
ser reprimido en etapas tardias de la infeccion, durante una interaccién compatible
planta-nematodo, lo cual concuerda con lo observado en los tratamientos de M.
incognita y M. enterolobii (Fig. 12 B), esto ha sido reportado durante la interaccion de
A.thaliana-H. schachtii donde PR2 es expresado 5 ddi, encontrado en estado basal a
los 9 ddi y reprimido 14 ddi (Hamamouch et al., 2012). Esto debido a que los
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nematodos agalladores como M. enterolobii y M. incognita producen efectores como
el Mi-CRT con capacidad de suprimir la respuesta de defensa asociada a la ruta del
acido salicilico via PAD4, la cual est4d asociada con la respuesta de defensa
dependiente de &cido salicilico, por lo que su supresion favorece el proceso de
infeccién al disminuir los niveles de acido salicilico, esto durante la induccién y
desarrollo de los sitios especializados de alimentacion (Jaouannet et al., 2013). Las
plantas de A. thaliana en interaccién con N. aberrans mostraron expresion de PR1 y
PR5 en la raiz a los 2 y 7 ddi, con tendencias similares a las observadas con M.
incognita y M. enterolobii, solo fue diferente en la expresion de PR2, donde la expresion
fue mas alta, la cual podria estar limitando el establecimiento del nematodo generando
asi la interaccion incompatible, pues se ha determinado que durante la induccion del
sitio especializado de alimentacion en la interaccion de A. thaliana-H. schachtii, hay
una deposicién de la calosa alrededor del estilete, estructura que sirve como filtro para
la toma de nutrientes de la célula por parte del nematodo, sin embargo la p-1,3-
glucanasa puede degradar la calosa impidiendo el establecimiento del nematodo al

limitar la toma de nutrientes (Hamamouch et al., 2012).

La expresion local en la raiz de A. thaliana de PR5, el cual codifica para proteinas
similares a la taumatina, a la cual se le atribuyen propiedades microbianas, se ha
reportado que ocurre durante las primeras horas de la infeccién con nematodos y que
posteriormente disminuye a niveles basales (Sobczak et al., 2005), lo cual concuerda
con el comportamiento mostrado en todos los experimentos evaluados. Este mismo
comportamiento fue observado durante la interaccion de A. thaliana con H. schachtii,
donde PR5 se expresa en etapas tempranas de la infeccion (Kammerhofer y
Radakovic, 2015). En contraste con lo reportado por Wubben et al., (2008) y
Hamamouch et al., (2011) quienes reportan que la mayor expresion de PR5 alos 8 y
9 ddi en la interaccion compatible de M. incognita-A. thaliana y H. schachtii-A. thaliana.
Sin embargo, se ha reportado que PR5 no muestra diferencia significativa en su
expresion al comparar una interaccion compatible y una incompatible, lo cual sugiere
gue podria no estar involucrada en los procesos de defensa contra nematodos
agalladores (Sobczak et al., 2005).
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Los resultados en conjunto de los diferentes genes evaluados en la raiz de A. thaliana,
no presentaron diferencias significativas entre tratamientos, principalmente al
comparar el tratamiento de M. enterolobii con el de M. incognita, por lo cual, la alta
agresividad presentada por M. enterolobii al mostrar un mayor namero de individuos
en raices de plantulas de A. thaliana en comparacion con la poblacion de M. incognita,
lo cual podria atribuirse a una mayor capacidad para suprimir los mecanismos de
defensa a nivel post-transcripcional (Gheysen y Mitchum, 2011; Hamamouch et al.,
2012; Li et al., 2015). Esto puede estar asociado con lo reportado por Hamamouch et
al., (2012) quienes demostraron que H. schachtii es capaz de suprimir la actividad de
enzimas como B-1,3-glucanasa a través de la excrecion del efector 30C0O2, el cual

interactda directamente con la 3-1,3-glucanasa inhibiendo su actividad.

Por otro parte, durante los procesos de interaccion planta-patdogeno, se ha demostrado
gue la respuesta de defensa no se da unicamente de forma local, sino que ésta se
trasmite a tejidos de la planta aun no infectados, de este modo durante los procesos
de infeccidn por organismos biotroficos como los nematodos, la planta es capaz de
desarrollar resistencia sistémica adquirida, la cual esta asociada con la ruta del &cido
salicilico. En este sentido se analizaron los genes marcadores de resistencia sistémica
adquirida PR1, PR2 y PR5 en plantulas de A. thaliana infectadas con M. incognita, M.
enterolobii y N. aberrans. Los resultados mostraron que estos genes se expresaron
diferencialmente al inicio de la evaluacion dependiendo de la especie de nematodo
evaluada, en etapas tempranas de la infeccion (2 ddi) y se reprimen en etapas tardias
(14 ddi) en el follaje de A. thaliana (Fig. 11). El tratamiento con M. incognita mostro
gue PR1 tiene una mayor expresion a los 2 ddi, el cual es posteriormente reprimido a
los 7y alos 14 ddi (Fig. 11 A). Lo anteriormente descrito concuerda con otros estudios
realizados, donde se ha demostrado que el gen PR1 se expresa en etapas tempranas
de la infeccidon durante la interaccion compatible de H. schachtii-A. thaliana y M.
incognita-S. lycopersicum; y en etapas tardias este gen es reprimido (Wubben et al.,
2008; Hewezi et al., 2010; Molinari et al., 2014). Sin embargo, Hamamouch et al.,

(2011), reportaron que durante la interaccién de M. incognita-A. thaliana, la expresion
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de este gen permanece reprimida desde etapas tempranas de la infeccion, dichas
diferencias que pueden estar asociadas con el sistema de evaluacion in vitro
empleado, esto debido a que la composicion del medio puede afectar en
comportamiento del nematodo, pues el medio empleado en esta evaluacion fue medio
MS mientras que en nuestra evaluacion utilizamos un sustrato arena-Peat moss y
fertilizante triple 18 (Escobar et al., 2015). Los resultados encontrados, en las plantulas
infectadas con M. incognita y N. aberrans presentaron mayor expresion de PR1 en
etapas tempranas de la infeccion (2 ddi); sin embargo, las plantas infectadas con M.
enterolobii presentaron represion de PR1 desde etapas tempranas de la infeccion (Fig.
11 A), lo que indica una mayor capacidad de este nematodo para suprimir de forma
sistémica los mecanismos de defensa de la planta hospedera, lo cual puede estar
asociado con la capacidad de M. enterolobii para suprimir los mecanismos de plantas
resistentes contra las principales especies del género Meloidogyne (Jones et al., 2013;

Goverse y Smant, 2014; Hewezi y Baun; 2017)

En la interaccién A. thaliana-M. incognita, los transcritos de PR2 y PR5 presentaron
una mayor expresion al inicio de la infeccion y se reprimieron en etapas tardias (Fig.
11 By C). Esto puede ser asociado con la capacidad de especies de Meloidogyne para
suprimir los mecanismos de defensa asociados a la ruta de acido salicilico, al afectar
genes asociados a la sintesis y sefializacién del acido salicilico como ISC, PAL y
NPR1, que se expresan en etapas tempranas de la infeccidén y se reprimen en etapas
posteriores en una interaccibn compatible; mientras que en una interaccion
incompatible estos genes son expresados (Kyndt et al., 2012; Kumatri et al., 2016). En
contraste con lo reportado por Hamamouch et al. (2011), donde se encontré que los
genes PR2 y PR5, se encuentran por debajo de los niveles basales en el follaje de A.
thaliana durante el desarrollo de la infeccion de M. incognita, estas diferencias pueden
ser resultados del sistema in vitro anteriormente mencionado (Escobar et al., 2015).
Por su parte los resultados muestran que M. enterolobii presenta una mayor capacidad
para suprimir la defensa sistémica dependiente de salicilico de A. thaliana, en
comparacion con los niveles de expresion inducidos por M. incognita (Fig. 11 B y C),

lo que podria explicar su alta agresividad y virulencia, pues se ha demostrado que M.
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enterolobii presenta la capacidad de infectar plantas que presentan resistencia contra
M. incognita, como especies del género Solanum y Capcicum, pues su analisis
transcripcional demuestra una mayor diversidad de genes expresados durante los
procesos de infeccion, asociados con la produccion de enzimas hidrolasas, produccion
de siderédoros y enzimas que participan en la degradacion de compuestos fendlicos y

esteroides, ente algunos otros (Kiewnick et al., 2009).

La supresion de los genes evaluados de forma local y sistémica a partir de los 7 ddi,
ademas de la supresion de la defensa a través de efectores como Mi-CRT, Mi-CM-3 'y
30C02, podria ser resultado de la induccion de los mecanismos de defensa asociados
a la ruta del acido jasmoénico o a la expresion de genes asociados con la produccion
de auxinas, inducidos por el nematodo durante la formacion del sitio de alimentacion,
favoreciendo el desarrollo de la infeccidén (Solano y Gimenez-lbanez, 2013; Li et al.,
2015; Kyndt et al., 2016). Pues se ha demostrado, que en los procesos de interaccion
compatible es necesario que se mantenga intacta la ruta del acido jasmonico, mientras
gue el &cido salicilico es necesario para la activacién de los mecanismos de defensa
en plantas resistentes que presentan genes de resistencia como Mi-1 (Bhattarai et al.,
2008; Gutjahr y Paszkowski, 2009). Sin embargo, también se ha demostrado que
genes asociados a la ruta de acido jasmonico intervienen en los procesos de defensa
contra nematodos agalladores durante la induccién de los sitios especializados de
alimentacion, por lo que la defensa puede estar mediada a través de pulsos entre estas
dos fitohormonas, donde el &cido salicilico, pueda estar implicado con en los procesos
de defensa durante la etapa de migracion, mientras que el acido jasmoénico podria
estar implicado durante la induccién de los sitios especializados de alimentacion
(Pieterse et al., 2009, Kumar, 2014; Fan et al., 2015).

Por lo cual, es necesario llevar a cabo un analisis de forma conjunta del acido salicilico
y jasmoénico en procesos de interaccion compatible e incompatible, asi como de los
principales genes marcadores. Para evaluar como es modulada la defensa por estas

dos fitohormonas de forma conjunta durante una interaccion incompatible y como
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manipula el nematodo la asociacién entre estas dos fitohormonas en una interaccion

compatible.
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2.5 CONCLUSION

Los nematodos M. incognita y M. enterolobii presentan una interaccién compatible
con A. thaliana, donde M. enterolobii presenta alta agresividad y virulencia en
comparaciéon con M. incognita, lo cual puede estar asociado con su capacidad para
reprimir la expresion de los genes PR1, PR2 y PR5 de forma sistémica y de PR5 de
forma local. En contraste con N. aberrans, donde la respuesta de defensa de A.
thaliana mediada por acido salicilico podria estar condicionando la resistencia a través

de la expresion de PR2.
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