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RESUMEN

El cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum L.) es con frecuencia afectado por los
nematodos agalladores Meloidogyne spp. y Nacobbus aberrans (Na). Estos nematodos son
patdgenos biotréficos y en plantas susceptibles (interaccion compatible) alteran la expresion
de genes cuyos productos pueden afectar su ciclo de vida. La defensa contra estos patégenos
es principalmente regulada por el &cido salicilico (AS), y se manifiesta con la expresion de
algunos genes que codifican para proteinas relacionadas con patogénesis (PRs). Los objetivos
de este trabajo fueron determinar el tipo de interaccién que establecen M. enterolobii (Me),
M. incognita (Mi) y Na con un genotipo local de jitomate silvestre (JSilv), y determinar
mediante qRT-PCR los niveles de expresion de los genes PR-1, PR-2 y PR-5 en estas
interacciones. Se establecieron dos experimentos independientes (E1 y E2), cada uno se
repitié una vez. El disefio experimental fue completamente al azar. Como referencia de
susceptibilidad a estos nematodos se incluyé al cv. Rio grande (JRg). EI E1 fue para
determinar el tipo de interaccion jitomate-nematodo agallador, y comprendié los
tratamientos: JSilv+Me, JSilv+Mi, JSilv+Na, JRg+Me, JRg+Mi, y JRg+Na. El E2 fue para
analisis de expresion génica en raices a 2, 7 y 14 dpi (dias post-inoculacion). Hubo dos
tratamientos adicionales -JSilv y JRg sin nematodo (Control)-. Los tres nematodos invadieron
con éxito las raices del JSilv al igual que en JRg. A 60 dpi, el agallamiento de raices y
produccién de huevos fue evidente en ambos genotipos. Los genes PR-1, PR-2 y PR-5 fueron
expresados diferencialmente en los dos genotipos de jitomate como respuesta a la infeccion
por Me, Mi, y Na. En JSilv+Me, el gen fue sobre-expresado a 2 dpi, y fue disminuyendo a
los 7 y 14 dpi (p<0.05). En JSilv+Mi la expresion fue creciente conforme transcurrio el
tiempo, registrandose la mayor sobre-expresion a los 14 dpi (p<0.05). Los niveles de
transcritos de PR-1 en JSilv+Na fueron constantes a lo largo del tiempo y siempre fueron
inferiores (p<0.05). El gen PR-2, a 2 y 7 dpi fue sobre-expresado JSilv+Me. Al4 dpi en
ambos genotipos la expresion del gen fue reducida. Hubo incrementos en los niveles de
transcritos de PR-2 a 7 y 14 dpi en JSilv+Na. En la interaccion jitomate-Me, a los 2 dpi la
expresion de PR-5 fue menor en JSilv. Sin embargo, a los 7 dpi, dicho gen se manifesto
mayormente. En el caso de Mi, JSilv mantuvo la transcripcion constante del gena 7 y 14 dpi,

mientras que a los 2 dpi el gen fue reprimido. A 2, 7 y 14 dpi con Na, el gen tuvo una
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expresion reducida en JSilv. El jitomate silvestre resultdé susceptible a Me, Mi, y Na
(interaccion compatible), debido a que ellos completaron su ciclo de vida en sus raices. Los
cambios en los niveles de expresion de PR-1, PR-2, y PR-5 sugieren que Me, Mi, y Na
estimulan o reprimen la resistencia sistémica adquirida (RSA) dependiente de AS en raices
de JSilv. Sin embargo, la estimulacion de la RSA no tuvo significancia biolégica pues no se

evitd el establecimiento y reproduccién de estos nematodos.

Palabras clave: Meloidogyne enterolobii, Nacobbus aberrans, tinguaraque, modificaciones

transcripcionales, resistencia sistémica adquirida.

ABSTRACT
Tomato (Solanum lycopersicum L.) crop is frequently affected by the root-knot nematodes

Meloidogyne spp. and Nacobbus aberrans (Na). These nematodes are biotrophic pathogens
and in susceptible plants (compatible interaction) alter the expression of genes whose
products can affect their life cycle. The defense against these pathogens is mainly regulated
by salicylic acid (AS), and manifests itself with the expression of some genes that code for
pathogenesis-related proteins (PRs). The aims of this work were to determine the type of
interaction established by M. enterolobii (Me), M. incognita (Mi) and Na with a local wild
tomato genotype (JSilv), and determine by gRT-PCR the expression levels of PR-1, PR-2
and PR-5 genes in these interactions. Two independent experiments (E1 and E2) were
established, each repeated once. The experimental design was completely random. As a
reference of susceptibility to these nematodes, cv. Rio Grande (JRg) was included. The E1
was to determine the type of tomato/root-knot nematode interaction, and included the
treatments: JSilv+Me, JSilv+Mi, JSilv+Na, JRg+Me, JRg+Mi, and JRg+Na. The E2 was for
gene expression analysis in roots at 2, 7 and 14 dpi (days post-inoculation). There were two
additional treatments - JSilv and JRg without nematode (Control) -. The three nematodes
successfully invaded the roots of JSilv as in JRg. At 60 dpi, root galling and egg production
was evident in both tomato genotypes. The PR-1, PR-2 and PR-5 genes were differentially
expressed in the two tomato genotypes in response to infection by Me, Mi, and Na. In
JSilv+Me, the gene was overexpressed at 2 dpi, and was decreasing at 7 and 14 dpi (p<0.05).
In JSilv+Mi the expression was increasing as time passed, with the highest over-expression

being recorded at 14 dpi (p<0.05). PR-1 transcript levels in JSilv+Na were constant over time
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and were always lower (p<0.05). The PR-2 gene, at 2 and 7 dpi was over-expressed
JSilv+Me. At 14 dpi in both genotypes, gene expression was reduced. There were increases
in the levels of PR-2 transcripts at 7 and 14 dpi in JSilv+Na. In the tomato-Me interaction, at
2 dpi the PR-5 expression was lower in JSilv. However, at 7 dpi, this gene manifested itself
mostly. In the case of Mi, JSilv maintained the constant transcription of the gene at 7 and 14
dpi, while at 2 dpi the gene was repressed. At 2, 7 and 14 dpi with Na, the gene had a reduced
expression in JSilv. The wild tomato was susceptible to Me, Mi, and Na (compatible
interaction), because they completed their life cycle in JSilv roots. Alterations in PR-1, PR-
2, and PR-5 expression levels suggest that Me, Mi, and Na stimulate or suppress AS-
dependent acquired systemic resistance (RSA) in JSilv roots. However, the stimulation of
RSA had no biological significance since the establishment and reproduction of these

nematodes was not avoided.

Key words: Meloidogyne enterolobii, Nacobbus aberrans, tinguaraque, transcriptional

modifications, systemic acquired resistance.
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1. INTRODUCCION

El jitomate es una hortaliza que esta incluida en la mayoria de las dietas de los seres
humanos, constituyéndose como un producto esencial y de mayor consumo; este incremento
en su valor culinario propicia que aumente su demanda y crezca su comercio a nivel mundial
(Heuvelink, 2018). Por lo tanto, esto conlleva a la necesidad de una mejora continua de su
produccion. A nivel mundial, Mexico ocupa el decimo lugar en produccién de jitomate;
mientras que, a nivel nacional, Sinaloa lidera la produccion, y Michoacan se posiciona en el
quinto lugar (FAO 2017; SAGARPA, 2018). El cultivo puede verse afectado por diversas
enfermedades que comprometen la produccién que se realiza en campo abierto e invernadero.
Las enfermedades son causadas por fitopatdgenos como bacterias, hongos, virus y nematodos
(Shankar et al., 2014). De estos ultimos, los nematodos agalladores son de los més relevantes
por las pérdidas significativas que causan en plantas en todo el mundo, afectan
principalmente a cultivos como jitomate, papa, chile, frijol, arroz, por mencionar algunos
(Flores, 2012; Dal Bello et al., 2012).

Los nematodos agalladores Meloidogyne enterolobii y Nacobbus aberrans son de los
mas perjudiciales en el cultivo de jitomate (Jones et al., 2013). Los sintomas significativos
que inducen en sus plantas hospedantes son: marchitez, enanismo, clorosis y agallamiento
(Nicol et al., 2011). EI agallamiento es el principal indicativo del desarrollo de estos
nematodos, ya que atrofian el tejido radical como producto de la formacién de sitios
especializados de alimentacion (Jones et al., 2013). M. enterolobii es una especie emergente
y de las mas agresivas por el amplio rango de hospedantes que parasita, la efectividad para
reproducirse y la formacion de grandes agallas. En contraste con otras especies de
Meloidogyne, induce un dafio mas severo en las raices (Castagnone-Sereno, 2012). M.
enterolobii puede superar el gen de resistencia Mi-1 (que confiere resistencia a las especies
comunes de Meloidogyne) y dafiar muchos cultivos econdmicamente importantes (Li et al.,
2016). Para el manejo de estos fitopatdgenos, es comun el uso de nematicidas sintéticos,
conjuntamente con practicas culturales. Los métodos convencionales para el control,
confirman que generan resistencia a largo plazo, haciendo improductivos a los compuestos
quimicos (Karssen et al., 2013). Adicionalmente. considerando los efectos nocivos que estos

nematicidas tienen en la salud humana, y en el medio ambiente, es necesario explorar
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alternativas de manejo ambientalmente amigables que minimicen estos impactos negativos.
La resistencia genética es una estrategia promisoria y ambientalmente compatible. Hoy dia,
muchas variedades mejoradas de jitomate tienen incorporado el gen Mi-1, que minimiza los
riesgos de infeccidn por especies comunes de agalladores (Pacheco et al., 2018). Dicho gen
fue encontrado en un pariente silvestre del jitomate S. peruvianum L. (Milligan et al., 1998).
Las principales fuentes promisorias de resistencia son los parientes silvestres, debido a su
alta diversidad genética ya que evitan el desarrollo del patégeno (Rodriguez, 2013). Son
varios los parientes silvestres de jitomate hasta ahora documentados. En la region, el méas
conocido es el “tinguaraque”, crece en ambientes perturbados, a veces es considerado como
maleza, y es tolerante a algunas plagas y enfermedades (Alvarez-Hernandez, 2012). Por lo
anterior es importante aprovechar la resistencia genética, explorando la poblacion silvestre
de la region.

En plantas susceptibles, los nematodos agalladores inducen la formacion de sitios
especializados de alimentacion (células gigantes y sincitios); durante la formacion de estas
estructuras, ocurren cambios transcripcionales dramaticos en genes implicados en el
metabolismo primario y secundario del hospedante (Jammes et al., 2005; Favery et al., 2016).
Se ha demostrado que el gen que codifica para la una enzima clave en la via de la pentosa
fosfato es esencial para la formacion de células gigantes, asi como otra serie de enzimas que
propician a la extension de la pared celular a través de endo-b-D-glucanasas, expansinas y
endotransglicosilasas de xiloglucano (Goellner et al., 2001; Jammes et al., 2005; Favery et
al., 2016). Algunas investigaciones que se tienen hasta el momento son las de Gheysen y
Fenoll, 2002, donde describen algunos efectores inyectados por Meloidogyne y como los
nematodos modifican las células para alimentarse y suprimen genes de defensa. Un ejemplo
es el corismato mutasa (CM) el cual se expresa en las células de la glandula esofagica del
nematodo. Caillaud et al., 2008, describen como los paréasitos biotr6ficos establecen una
relacion intima con sus plantas hospedantes, ademas de que mencionan que los nematodos
agalladores manipulan las funciones de las células vegetales durante una interaccion
compatible y asi establecer sus sitios de alimentacion. En plantas resistentes a nematodos es
comun la activacion de la resistencia sistémica adquirida (RSA), la cual acta como respuesta
de defensa de las plantas contra patdgenos biotroficos, por ejemplo, en la interaccion
incompatible jitomate /Globodera rostochiensis, los genes PR-1 y PR-5 fueron fuertemente
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inducidos (Branch et al., 2004). Un trabajo més reciente denota la relacién que existe entre
la expresion de genes relacionados con la patogénesis dependientes de la ruta del acido
salicilico (SA), donde se vinculé la actividad génica de Mi-1, ya que en plantas de jitomate
resistentes a M. incognita, hubo un incremento en la expresion de los genes PR-1 y PR-5, los
cuales estuvieron relacionados con un reducido nimero de hembras adultas y huevecillos del
nematodo presentes en las raices de jitomate, lo opuesto ocurrié en plantas de jitomate
susceptibles, favoreciendo el ciclo de vida de Meloidogyne incognita (Molinari et al., 2014).
La RSA es dependiente del acido salicilico, y se manifiesta con la expresién de genes
marcadores que codifican para proteinas relacionadas con la patogénesis (PRS), los productos
de genes marcadores presentan funciones especificas, tales son: PR-1: péptida sefial, PR-2:
B-1,3-glucanasas (degradan paredes celulares de patdgenos) y PR-5: inhiben el crecimiento
microbiano (Williamson y Kumar, 2006).

Hoy en dia, en jitomate no hay reportes de resistencia a los nematodos M. enterolobii
y N. aberrans; por tanto, es importante conocer la respuesta del jitomate silvestre durante la
interaccion con estos nematodos agalladores. Ademas de generar y aportar conocimiento
sobre los cambios transcripcionales que M. enterolobii y N. aberrans pudieran inducir
durante la interaccion, debido a que también no hay informacién sobre los cambios

transcripcionales que ellos inducen en este genotipo de jitomate silvestre.

10
Estefania Elizabeth Céazares Alvarez



1.2.  Objetivo general

Conocer los niveles de expresion de genes marcadores de RSA! dependiente de acido
salicilico en jitomate silvestre (S. lycopersicum var. cerasiforme) infectado con nematodos
agalladores.

1.2.1. Objetivos especificos

Determinar el tipo de interaccion que establecen M. enterolobii, M. incognita y N. aberrans
con un genotipo local de jitomate silvestre.

Estimar los niveles de expresion de los genes relacionados con patogénesis PR-1, PR-2 y PR-
5 en jitomate silvestre infectado con M. enterolobii, M. incognita, y N. aberrans.

! Resistencia sistémica adquirida
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1. REVISION DE LITERATURA

2.1.El cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum L.)

Después de la papa, el jitomate es la segunda hortaliza de mayor demanda a nivel
mundial. El cultivo se desarrolla a un rango 6ptimo de temperatura que va de 18 a 25 °C, y
en lugares de alta humedad (70%) FAQO, 2018). En cuanto a la produccion mundial, México
ocupa el noveno lugar (Figura 1) (FAO, 2019). A nivel nacional, Sinaloa es el estado con la
mayor produccién; mientras que Michoacan se sitta en el quinto (SIAP, 2017). La superficie
cultivada se establece con agricultura protegida (malla sombra e invernadero) y con menor
frecuencia a cielo abierto. Se estima que el jitomate es la principal hortaliza producida en
México con agricultura protegida (70%), seguido de pimiento (16%) y pepino (10%) (SIAP,
2017).

Principales paises productores de tomates frescos
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Figura 1. Produccion de jitomate a nivel internacional (FAO, 2017).
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2.1.1. Taxonomia

El jitomate es miembro de la pequefia seccion Lycopersicon junto con sus doce
parientes silvestres. Un adicional de cuatro especies de las secciones Juglandifolia y
Lycopersicoid se consideran parientes silvestres. Todas ellas son endémicas de Sudamérica,
pero el cultivo ha logrado una distribucion mundial, por las preferencias de consumo humano.
Las categorias taxondmicas a las que pertenece S. lycopersicum son: Reino: Plantae;
Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares); Superdivision: Spermatophyta (plantas con
semillas); Division: Magnoliophyta (plantas con flor); Clase: Magnoliopsida
(dicotileddneas); Subclase: Asteridae; Orden: Solanales; Familia: Solanaceae; Género:

Solanum; Especie: Solanum lycopersicum (Torrico, 2013).

2.1.2. Diversidad genética de S. lycopersicum

El jitomate es nativo del tropico americano, entre Ecuador y Peru y posteriormente
distribuido a Colombia, Bolivia y México; en este ultimo pais se considera que fue
domesticado (Peralta y Spooner, 2000). La gran adaptacion que tienen las plantas para crecer
en distintos sitios, es lo que permite que exista la biodiversidad genética, gracias a sus
caracteristicas evolutivas. Algunas zonas consideradas como un héabitat natural de las
poblaciones silvestres de jitomate, se han visto reducidas, debido al incremento de la
agricultura intensiva y al establecimiento urbano (Grandillo et al., 2011). EIl color de los
frutos de las plantas de jitomate silvestre varia segun la especie, en su mayoria son verdes,
aungue existen excepciones de color amarillo, naranja y rojo (Paran y van der Knaap, 2007).
La evolucion de los parientes silvestres de jitomate a lo largo del tiempo, ha permitido
incorporar las caracteristicas unicas, con la finalidad de aumentar la productividad en las
variedades comerciales que en la actualidad se emplean, ya que estas Ultimas se han visto

afectadas por los factores bidticos y abidticos (Hernandez-Bautista, 2014).

2.1.2.1. Parientes silvestres de S. lycopersicum
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Los cultivares de jitomate (S. lycopersicum) tienen parientes silvestres (PS) que son
nativos del oeste de Sudamérica y las islas Galapagos. El ancestro silvestre méas cercano al
jitomate cultivado para produccion intensiva es S. pimpinellifolium proveniente de la costa
de Peru y Ecuador, estudios indican que existen tres grupos genéticos de los cuales provienen,
las regiones costeras del norte de Ecuador, la region montafiosa del sur de Ecuador, norte de
Per( y la region costera de Per( (Blanca et al., 2012). Las dos variedades boténicas en las
cuales se divide S. lycopersicum son: Solanum lycopersicum var. cerasiforme y Solanum
lycopersicum var. lycopersicum, ambas originarios de la region andina (Cuadro 1) (Rick,
1990). Solanum lycopersicum var. cerasiforme es el antecesor del jitomate cultivado, por su
abundancia en América Central y por la forma de la flor. Investigaciones genéticas recientes
han demostrado que las plantas conocidas como cerasiforme es una mezcla de varios
cultivares de jitomates silvestres (Nesbitt y Tanksley, 2002). Se ha colectado de ambientes
himedos de Ecuador y Per0, en el borde oriental de la cuenca del Amazonas, ademas de las
costas y valles peruanos mas secos Y la costa ecuatoriana con alta humedad (Nakazato, 2012).
En cuanto a la domesticacion el jitomate sufridé una primera en Sudamerica y una segunda en
Mesoamérica (Sim et al., 2011; Blanca et al., 2015).

El aprovechamiento de los PS, tiene como principio generar variedades de jitomate
comerciales, con capacidades de produccion mejoradas y mayor tolerancia al estrés
ambiental (Sim et al., 2009). Los PS tiene una amplia diversidad genética, en contraste, en
las variedades cultivables ocurre lo opuesto (Garcia-Martinez et al., 2006; Bai y Lindhout,
2007), por ello los PS son la fuente mas importante de diversidad genética para usarse en el
mejoramiento genético, ya que se pueden encontrar genes de resistencia contra el estrés
bidtico y abidtico, o como fuente de otros atributos de importancia agronémica (Foolad,
2007; Bergougnoux, 2014). En regiones de Norte y Sudamérica, algunos de los PS
ampliamente distribuidos son: S. cheesmaniae, S. pimpinellifolium L.; S. chmielewskii, S.
habrochaites, S. chilense S. peruvianum L. y S. penelli Correll (Peralta et al., 2005; Sanchez
et al., 2006).

El jitomate y sus PS son parte de un grupo monofilético, donde se incluye el clado de
las papas. Cabe destacar que la amplia diversidad se debe al cambio climatico y ambiental

global en el que se hayan (Paran y Knaap, 2007). Segin D"Arcy (2001), la forma silvestre se
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debe nombrar como Solanum lycopersicum var. cerasiforme. Los PS se distribuyen a través

de Ecuador, Peru, Chile y las Islas Galapagos (Peralta y Spooner, 2007). Estos genotipos

tienen una amplia adaptacion a diversos ambientes, debido a que crecen en diferentes

altitudes, en montafas estrechas y geograficamente aisladas unas de otras, y también estan

adaptadas a condiciones ambientales especificas de suelo, condiciones que han dado como

resultado una amplia diversidad genética entre estas especies (Bai y Lindhout, 2007;

Bergoug-noux, 2014).

Cuadro 1 . Principales parientes silvestres de jitomate (Bauchet y Causse, 2012).

Especie

Distribucién geografica

S. pimpinellifolium (L. pimpinellifolium)

S. lycopersicum var cerasiforme (L.
esculentum var. cerasifrome)

S. arcanum (L. peruvianum)

w

. chmielewski (L. chmielewski)

w

. neorickii (L. parviflorum)

w

. pennellii (L. pennellii)

w

. habrochaites (L. hirsutum)

w

. chilense (L. chilense)

w

. huaylance (L. peruvianum)

w

. peruvianum (L. peruvianum)

S. corneluimulleri (=L. peruvianum, L.
glandulosum)

S. cheesmaniae ( L. cheesmaniae)

S. lycopersicum (L. esculentum)

Nativo del sur de Ecuador y del norte de Perd, Se
encuentra distribuido en valles y costas del pacifico.

En todo el mundo, en las regiones de tropicas y
subtropicales. Nativo de los Andes.

Nativo del norte de Bolivia y se distribuye al norte
de Per0, en la costa y al interior de los Andes.

Nativo del sur de PerG y del norte de Bolivia, se
encuentra en suelos secos y en areas drenadas.

Nativo del sur de Ecuador, sur y centro de Per, se
distribuye en regiones forestales.

Nativo de la costa de Per( y actualmente distribuido
en laderas secas y rocosas.

Proveniente del sur de Ecuador y del sur y centro de
Per(. Se puede encontrar en zonas secas y suelos
drenados.

Originario del sur de Per( y al norte de Chile, se
distribuye en los cauces secos.

Nativo de Per0 y se haya en laderas rocosas
alrededor del callején de Huaylas.

Originario del centro de Peru y del norte de Chile, se
puede encontrar en cauces Secos.

Proveniente del sureste de Perl, se encuentra
distribuido en lugares muy altos de hasta 3000 msn,
como el Vertiente occidental de los Andes o en
endientes mas bajas, como los bordes de
deslizamientos.

Especie endémica de las Islas Galapagos y se
distribuye en las orillas de los mares.

Originario de Ecuador y Per(, actualmente esta
distribuido en todo el mundo.

Estefania Elizabeth Céazares Alvarez
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2.1.3. Principales enfermedades

En todo el mundo, son diversos los factores que limitan la produccion del cultivo,
por ejemplo, las enfermedades inducidas por hongos, bacterias, virus y nematodos
fitopatogenos. Las enfermedades bacterianas mas comunes son las inducidas por
Pseudomonas syringae, esta bacteria produce en el area de la superficie foliar, tallo y en los
frutos pequenas lesiones circulares de color café a negro conocidas como “mancha
bacteriana”, ya avanzada la enfermedad atrofia el crecimiento de la planta y afecta
directamente la calidad de los frutos (Shankar et al., 2014; Griffin et al., 2017). Clavibacter
michiganensis pv. michiganensis, es otra bacteria que causa en jitomate el “cancro
bacteriano”, enfermedad caracterizada por presentar marchitamiento foliar, rizado de la hoja,
amarillamiento en la médula del tallo, lesiones de color marron a negro en hojas, como tal en
los frutos se puede apreciar un halo que va de color amarillo a blanco (Hwang et al., 2018).
Otra enfermedad que compromete la produccion es el “marchitamiento bacteriano” inducido

por Ralstonia solanacearum (Shankar et al., 2014; Zheng et al., 2017).

Con respecto a las enfermedades de etiologia fungica, destacan las causadas por
Alternaria alternata, que causa el cancro en el tallo, observandose a lo largo de toda la planta
manchas de color café, alrededor del tallo se forman anillos, que avanzan progresivamente,
hasta derrumbarlo (Encinas-Basurto et al., 2017; Poudel et al., 2018). Thielaviopsis basicola,
dicha enfermedad causa serios problemas, que comienzan alterando el tejido afectado, que
puede ser la raiz, donde aparecen lesiones que van de un color de rojo a café, seguido del
amarillamiento a lo largo de toda la planta, ademas de la pérdida de hojas (Trojak-Goluch et
al., 2016). La antracnosis de jitomate, es otra de las enfermedades muy populares que afectan
a dicho cultivo, el agente causal de esta enfermedad es Colletotrichum gloeosporioides, los
sintomas son muy visibles en los frutos y algunas veces en el area foliar del jitomate
caracteristicos por presentar depresiones circulares, que van desde un color marrén hasta
negro, en las raices se puede apreciar que el tejido interno se ve pardo y deteriorado con
abundante pequefios puntos negros debajo de la superficie de la raices (Shankar et al., 2014;
Alkan et al., 2015). De entre los oomicetos, Phytophthora infestans es el mas relevante, causa
la enfermedad conocida como “tizon tardio”. Los sintomas se hacen evidentes en las hojas,
ya que aparecen manchas palidas de color marrén, dichas manchas van creciendo y se unen
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hasta que el tejido muere, puede aparecer moho blanco cerca de las manchas; en los frutos
las lesiones tienen un color verde oliva (Shankar et al., 2014).

Entre los virus mas comunes que afectan el cultivo de jitomate destaca el virus de
remolacha (BBTV), afectando la parte superior de las hojas, volviéndolas rizadas; cuando
este virus invade la planta hospedante los sintomas caracteristicos consisten en hojas gruesas
y arrugadas, que toman un color amarillo, el tallo y frutos también suelen tomar dichos
sintomas (Beris et al., 2018). El virus del mosaico del tomate (ToMV) es otra de las
enfermedades mas comunes en el cultivo, es una cepa estrechamente relacionada con el virus
del mosaico del tabaco (TMV), ToMV se caracteriza por causar en las hojas el aspecto de
mosaico que va de verde claro a oscuro, distorsionando las hojas jovenes, acompafiado del
retraso en el crecimiento; en los frutos inmaduros se pueden observar puntos de color negro
y manchas amarillas (Shankar et al., 2014; Nischwitz et al., 2017). El virus X de la papa en
jitomate (PVX), se transmite principalmente por insectos vectores del tipo masticadores y
saltamontes. Al establecerse en el cultivo dicho virus causa el moteado de las hojas, leve
retraso en el crecimiento de la planta y en algunos casos el follaje puede presentar color
amarillo dependiendo de la cepa del virus, en las areas moteadas se pueden apreciar pequefias
manchas pardas (Cueto-Ginzoet et al., 2015). Finalmente se encuentran los nematodos
fitoparasitos, destacando los agalladores (Meloidogyne spp y Nacobbus aberrans) y los

formadores de quistes (Globodera rostochiensis) (Baranowski et al., 2018).

2.2.  Nematodos agalladores

Por los sintomas que induce en las raices de sus hospedantes, Meloidogyne
comprende el grupo tipico de nematodos agalladores (NAGs). Varias especies de
Meloidogyne, han sido reportadas en todo el mundo, tienen amplio rango de distribucion, y
destacan por su gran habilidad parasitica. Sus hospedantes de importancia agricola son: papa,
jitomate, chile, sandia y frijol, por mencionar algunos; y dentro de las especies con mayor
ocurrencia en climas tropicales son M. arenaria, M. incognita, M. javanica, M. enterolobii y

en climas templados M. hapla (Castagnone et al., 2013; Freitas et al., 2017).
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1.2.1. Meloidogyne enterolobii

M. enterolobii es uno de los NAGs mas agresivos por el amplio rango de hospedantes
que parasita, la efectividad para reproducirse y la formacion de grandes agallas. En contraste
con otras especies de Meloidogyne, induce un dafio mas severo en las raices (Castagnone-
Sereno, 2012). M. enterolobii puede superar el gen de resistencia Mi-1 (que confiere
resistencia a las especies comunes de NAGSs) y dafiar muchos cultivos econdmicamente
importantes (Li et al., 2016). Se estima que las pérdidas en rendimiento oscilan entre el 50-
65%; en casos ya muy avanzados el cultivo se vuelve inviable (Kiewnick et al., 2008). Es
facilmente transmisible por suelo y material vegetal infestado, como plantulas, bulbos y
tubérculos. La reciente intercepcion de esta plaga en varios paises como: Alemania, Paises
Bajos, Reino Unido, ilustra que tiene el potencial de ingresar a diferentes regiones. M.
enterolobii sobrevive en condiciones de invernadero y una vez que se ha introducido,

generalmente es dificil de controlar o erradicar (EEPO, 2008).

M. enterolobii fue inicialmente encontrado parasitando raices de Enterolobium
contortisiliquum en la isla de Hainan en China en 1983, y gener6 confusion al momento de
ser identificado a lo largo de los afios, anteriormente se relacionaba erroneamente con M.
incognita, un sigiloso analisis morfoldgico condujo a su identificacion como una nueva
especie. De tal identificacion surgid la descripcion de M. enterolobii, se detallaron nuevas
especies de nematodos agalladores similares, pero parecian diferir de él en ciertas
caracteristicas morfologicas. Por otra parte, otra especie muy similar fue detectada por
primera vez en berenjena en Puerto Rico y fue nombrada M. mayaguensis. Desde entonces,
una significativa cantidad de datos moleculares y morfoldgicos se han acumulado y la
relacion taxondmica de M. enterolobii y M. mayaguensis fue consensuada. Hoy dia,
generalmente se acepta que M. enterolobii y M. mayaguensis son la misma especie. M.
enterolobii ha sido encontrado en varias regiones de China, Vietnam, Florida, América
Central y del Sur, Francia y Suiza (Elling, 2013). En México se tienen reportes en los
siguientes hospedantes: sandia (Citrullus lanatus), en el Estado de Veracruz (Ramirez -
Suarez et al., 2013). Se reportd afectando plantas de jitomate cv. Ramsés en el valle de

Culiacéan, Sinaloa (Martinez et al., 2015). En chile jalapefio (Capsicum annuum L.) reportado

18
Estefania Elizabeth Céazares Alvarez



en Sinaloa (Villar-Luna et al., 2016). En el cultivo de pitaya (Stenocereus spp.) en Jalisco
(Ramirez- Suares et al., 2016).

2.2.2. Taxonomia

La taxonomia quedd establecida gracias a las descripciones hechas por Yang y
Eisenback (1983), nombrando la especie descubierta como M. enterolobii, mientras que
Rammah y Hirschmann, (1988) lo describieron como M. mayaguensis (Cuadro 2).

Cuadro 2. Clasificacion taxondmica de M. enterolobii

Reino: Animalia
Phylum: Nematoda
Clase: Secernentea
Orden: Tylenchida
Familia: Meloidogynidae
Género: Meloidogyne
Especie: enterolobii

2.2.3. Ciclo de vida

El ciclo comienza después de la embriogénesis, la primera etapa del juvenil (J1),
muda dentro del huevo y da origen al juvenil de segundo estadio (J2), los J2 emergen del
huevo y penetran las raices usando una combinacion de dafio fisico (mediante el uso de su
estilete) y la ruptura de la pared celular por accién de la secrecidn de enzimas celuloliticas y
pectoliticas. Los J2 migran a la punta de la raiz y hacen un giro en forma de U cuando
alcanzan la regién meristematica apical, alcanzando el centro del cilindro vascular en la zona
de diferenciacién. En ese punto es donde comienzan la formacidn de los sitios especializados
de alimentacién (SEA), que consisten de varias células gigantes multinucleadas, por tanto,
las células involucradas sufren hipertrofia e hiperplasia dando lugar al sintoma tipico del
agallamiento. Al alimentarse los J2 se hinchan y mudan a J3, y posteriormente a J4 (Perry
etal., 2009). En el estadio J4 se alcanza la etapa reproductiva, siendo ese momento en el que
se diferencian sexualmente. Los machos son vermiformes y abandonan la raiz, en cambio las

hembras adultas contindan alimentandose y agrandandose para hincharse, tomando una
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forma parecida a la de una pera. En la etapa adulta la hembra deposita los huevecillos en una
matriz gelatinosa producida por su glandula rectal. Dentro del huevo, la embriogénesis
conduce al desarrollo de juveniles de primera etapa comenzando de esta forma un nuevo
ciclo (Chitwood y Perry, 2009). En general, el ciclo de vida de Meloidogyne spp puede durar
de tres semanas a pocos meses, dependiendo de factores ambientales, el hospedante,
temperatura y humedad (Skantar y Handoo, 2008).

71 dentro de los

huevecillos
Fase exofitica . ’ 4.__-/

en el suelo

Huevecillos

Figura 2. Ciclo de vida de Meloidogyne spp. (Castagnone-Sereno et al., 2013).

1.3.  Nacobbus aberrans

N. aberrans es econdmicamente importante en regiones tropicales y subtropicales de
América del Norte y del Sur. En México causa dafios principalmente a cultivos de frijol, chile
y jitomate (Manzanilla-L6pez et al., 2002). El rango de hospedantes, incluye al menos 84
especies de plantas; en Europa es considerada plaga de cuarentena, y se han encontrado casos

en invernaderos de Inglaterra y Holanda (Manzanilla-Lépez et al., 2002; Lax et al., 2013).
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2.3.1. Taxonomia

Nacobbus fue descrito en un inicio por Thorne en 1955 en Utah, EE. UU, llaméndole
Anguillulina aberrans donde parasitaba a Atriplex confertifolia. Actualmente el
género consta de solo dos especies validas, N. dorsalisy N. aberrans (Luc, 1987;
Siddiqgi, 2000) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Clasificacion taxondmica de N. aberrans

Reino: Animal
Phylum: Nematoda
Clase: Secernentea
Orden: Tylenchida
Suborden: Tylenchina
Familia: Pratylenchidae
Subfamilia: Nacobbinae
Genero: Nacobbus
Especie: Aberrans

2.3.2. Ciclo de vida

El ciclo comienza con la etapa de huevecillo, dentro de este se haya el estadio juvenil
de primera etapa (J1). Al eclosionar los huevecillos, el J2 migra e invade la raiz
intracelularmente. Las mudas posteriores a J3, J4, ocurren dentro o fuera de la raiz. Este
nematodo durante todo su ciclo de vida, exceptuando la fase de hembra madura, tiene la
peculiaridad de entrar y salir de las raices, generando lesiones que necrosan el tejido y forman
cavidades en la corteza de la raiz, caracteristica de un endoparasito (Inserra et al., 1983). La
Unica fase en la que N. aberrans se vuelve sedentario es al alcanzar la fase de hembra madura,
formando los SEA llamados sincitios, manipulando las células de la planta hospedante,
gracias a una serie de enzimas y proteinas que secreta a través de su estilete (efectores). Los
sincitios se forman al estimular la division celular de la planta, disolviendo parcialmente la
pared celular de la planta, generando una fusién de protoplastos celulares y estos sitios de
alimentacion son los que dan lugar a las agallas (hipertrofia e hiperplasia). En este sentido,

N. aberran es estrictamente un nematodo agallador de raices. Las hembras se hinchan y
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liberan los huevecillos al exterior de la raiz, comenzando nuevamente el ciclo (Jones et al.,
2013). La duracidn del ciclo de vida del nematodo dependera del hospedante y los factores
abidticos, en condiciones dptimas (22-24°C) puede oscilar entre 37 - 90 dias (Costilla, 1985;

Manzanilla-L6pez et al., 2002).

Figura 3. Ciclo de vida de N. aberrans (Eves-van den Akker et al., 2014).

2.4. Estrategias de manejo de nematodos agalladores

Las sustancias nematicidas mas empleadas comprenden: hidrocarburos halogenados,
fosfatos organicos, ditiocarbamatos y compuestos nitrogenados (Ravelo, 2003). El uso de
estos productos tiene varias desventajas: resultan ser toxicos para los humanos y el entorno;
alteran el equilibrio biolégico del suelo; son costosos y en ocasiones requieren especificidad

de equipos.

Entre las estrategias de control basicas al confirmar la presencia de nematodos
agalladores (NAGS) en el cultivo son las del control de tipo cultural, que consiste en eliminar
plantas enfermas dentro del area de cultivo, para evitar la difusion de nematodos, regar con

abundante agua las plantas en los periodos de calor, para reducir la marchitez. Otras son el
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exponer las raices y el suelo a la radiacion solar, controlar la nutricion del cultivo de jitomate
y eliminar la presencia de malezas que alberguen nematodos (Abawi et al., 2008). La
rotacion de cultivos resulta ser dificil de implementar, ya que Meloidogyne spp, es un
nematodo que tiene una amplia gama de hospedante y para ser efectiva, la rotacion debe
durar al menos cuatro afios (Blancard, 2012).

Por otra parte, el control biolégico, implica generalmente el uso de agentes vivos para
reducir la poblacion por debajo del umbral de dafio, o bien, cuando las densidades de
poblacién son bajas, se impide que éstas aumenten hasta alcanzar el umbral de dafio (Gaur y
Perry, 1991). Entre los microorganismos usados para el control de nematodos son los hongos
de los cuales destacan: Arthrobotrys irregularis, A. dactyloides, A. conoid, Glomus
fasciculatum, Hirsutella minnesotensis, Paecilomyces, Marquandii y P. lilacinus, algunas
bacterias como: Bacillus penetrans, B. thuringiensis, y Streptomyces costaricains. Un
ejemplo del empleo de estos casos es con Verticillium chlamydosporium que infecta a los
huevecillos y al estadio J2 de M. hapla (Blancard, 2012). El empleo de los extractos de
plantas que han tenido éxito en la interrupcién del desarrollo de nematodos agalladores son
provenientes de las hojas y raices de: Azadirachta indica, Chromolaena odorata, Deris
elliptica, Euphorbia antiqguorum, Inula viscosa, Peganum harmala, Ruta graveolens, Senecio

cineraria y Swietenia mahogani (Blancard, 2012).

En la actualidad la resistencia genética sigue siendo una de las estrategias clave y mas
promisorias para el control de nematodos (Evans et al., 1994; Blancard, 2012). Actualmente
las variedades resistentes, estan comercialmente disponibles. Esta resistencia proviene de la
especie silvestre Solanum peruvianum, caracteristica conferida por el gen dominante "Mi"
(Mi-1); esto genera una respuesta de hipersensibilidad en el sitio de penetracion del
nematodo, de tal forma que las larvas ya no pueden entrar a la raiz; o bien la respuesta puede
ocurrir en el interior de la raiz y bloquear el desarrollo del nematodo. Dicho gen se haya
localizado en el cromosoma 6 de la especie silvestre y se sabe que es efectivo solo contra M.
incognita, M. arenaria, y M. javanica. Actualmente se han reportado casos donde se ha roto
la resistencia conferida en plantas portadoras de dicho gen; algunas de las causas mas

probables son la transferencia incompleta del gen y la influencia de la temperatura superior
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a los 28 °C. La familia de genes Mi, que va de Mi-2 a Mi-8, siguen siendo funcionales a 33
°C.

N. aberrans tiene un amplio rango de hospedantes, por tanto, es importante buscar
plantas control que no son hospederas, que funcionan como cultivos trampa, con la finalidad
de reducir las poblaciones de N. aberrans. Se han usado como cultivos antagonicos: la avena
(Hordeum vulgare) Chrysanthemum cinerariaefolium o Tagetes erecta (Manzanilla-Lopez
et al., 2002). En la actualidad ya se opta por cultivares resistentes que provienen de plantas
silvestres y que recientemente se han reportado en frijol (Cid del Prado, 2016) y en algunas
lineas de chile (C. annuum) (Gomez - Rodriguez et al., 2017). El uso del manejo integrado
de plagas (MIP) combina los diferentes tipos de control, de tal manera que logre una
reduccion exitosa de las poblaciones de N. aberrans. Franco- Navarro (2016), propone que
la combinacion de P. chlamydosporia, nematicidas sintéticos y técnicas de proteccion en

cultivos amigables como el compostaje, mostré una disminucion notoria de los nematodos.

2.5. Alteraciones transcripcionales inducidas por Meloidogyne spp. y N. aberrans

Los NAGs (Meloidogyne spp. y N. aberrans) han desarrollado multiples estrategias
que les permiten infectar y sobrevivir con éxito en las raices de sus plantas hospedantes.
Pueden secretar numerosas proteinas, denominadas efectores, los cuales tienen diversas
funciones, como la supresion de las defensas de las plantas, todo ello mediante la formacion
de un SEA,; la formacion del SEA es un prerrequisito para completar exitosamente su ciclo
de vida. En la actualidad las herramientas moleculares han permitido conocer las numerosas
proteinas que secretan los nematodos para conocer especificamente su funcionalidad, de tal
forma que nos permita entender las respuestas de la interaccion planta-patégeno, y como de
esa manera se puede dar el parasitismo o se pueda dar la resistencia de la planta. Entre los
efectores que producen los NAGs, estan, por ejemplo, f-1,4-endoglucanasas, pectato liasas,
poligalacturonasas y expansinas, que estan involucrados en la degradacion de la pared celular

y de la invasion intercelular de los J2 en los tejidos de la raiz (Jaubert et al., 2002).
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Durante la interaccion planta-nematodo, ocurre una serie de sefializaciones, ya que
los efectores del nematodo copian las funciones de las moléculas propias de las plantas,
alteran el ciclo celular, las hormonas, las estructuras celulares, el metabolismo y el transporte
de nutrientes (Caillaud et al., 2008; Hewezi y Baum, 2013). Gracias a los sitios
especializados de alimentacion, ocurren alteraciones celulares y dan lugar al agallamiento
radical (Caillaud et al., 2008; Favery et al., 2016). Se ha comparado que el aumento del
tamarfio de las células alteradas es hasta 400 veces méas grande que una célula vascular normal
de laraiz (Abad et al., 2009). Las estructuras que inducen los nematodos agalladores son los
SEA llamados sincitios y células gigantes. Aungue estos dos tipos de sitios de alimentacion
comparten algunas caracteristicas estructurales la principal funcion es la de suministro de
nutrientes para el nematodo. Se ha visto que en plantas suceptibles como Arabidopsis, maiz
y frijol infectadas con Meloidogyne incognita, presentan las alteraciones en las paredes
celulares, donde se forman los SEA, de tal forma que incluyen la presencia de
homogalacturonano péctico altamente esterificado, xiloglucano y arabinan pectico (Caillaud
et al., 2008).

Para que ocurra el establecimiento exitoso del nematodo dentro de la raiz, usualmente
debe existir una represion de genes de defensa, mientras que aquellos relacionados con el
metabolismo primario del hospedante son sobre-expresados (Barcala et al., 2010; Portillo et
al., 2013). Se ha visto en jitomate, que en plantas tratadas con los inductores acido 2,6-dicloro
isonicotinico (INA), acido benzoil (1,2,3) tiadiazol-7-carbamoditioico S-metilo éster (BTH),
las plantas son susceptibles al atague de M. javanica, presentando una represion de genes
dependientes de &cido salicilico PR-1b y PR-2, y una expresion de los genes PR-3 y PR-5
(Sanz-Alférez, 2008). Por otro lado, en plantas de arroz, el nematodo M. graminicola
reprimio las vias del acido jasmonico (AJ), suprimiendo la expresién del gen JiOsPR1, lo
que promueve la susceptibilidad de las plantas (Nahar et al., 2011). Se ha expuesto que través
de las vias de sefializacion el AS, puede activar el sistema de defensa de las plantas contra
nematodos agalladores; en este sentido, Molinari et al. (2014), demostraron que los genes PR
especificamente de sefializacion y respuesta de AS fueron fuertemente inducidos en plantas
de tomate que albergan el gen R Mi-1, provocando una resistencia sistémica adquirida,
mientras en la interaccion con M. incognita hubo una represion de los genes relacionados con
la patogénesis (PR) asociados a la SAR dependiente de SA.
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En plantas de chile CM334 infectadas con N. aberrans, también se ha comprobado la
represion de los genes PR-1, WRKY1 y POX, al ser susceptibles al nematodo y lo opuesto
ocurrié en plantas resistentes al oomiceto P. capsici (Villar-Luna et al., 2014). Otro ejemplo
es en plantas de camote (Ipomoea batatas L.), inoculadas con M. incognita, Lee et al. (2018),
encontraron que los genes relacionados con la patogénesis PR1, PR2 (beta-1,3-glucanasa),
PR4 (quitinasa) y PR5 (taumatina), durante la Infeccion con el nematodo, no se expresaron.

Se ha visto que en agallas formadas por M. incognita en A. thaliana, al evaluar la
expresion génica, los genes que son de una misma ruta metabdlica pueden estar sobre-
expresados y sub-expresados, lo que indica que no todos los genes pertenecientes a una
misma ruta metabdlica se comportan de forma similar (Jammes et al., 2005; Caillaud et al.,
2008). Otro ejemplo de lo mencionado es que en jitomate susceptible a M. javanica, Bar-Or
et al. (2015), observaron que a los 5 y 10 dias dpi, existe una regulacién similar en los grupos
de los mismos genes tanto en la regulacion positiva como la negativa; por tanto, los eventos
en la formacion y mantenimiento de los sitios de alimentacion estan relacionados con el
desarrollo del nematodo, y las células gigantes alcanzan su tamafio maximo y actividad al
comienzo de la puesta de huevos. En J2 de M. incognita, se indujo la supresion de un gen
efector (especifico de la glandula subventral) el cual conduce a la alteracion transcripcional
de otros efectores no relacionados, de tal manera que se observé una reduccion en la
penetracion de M. incognita en plantas de jitomate (Shivakumara et al., 2016). Dentro de los
genes efectores importantes para infeccion y patogenicidad de los nematodos agalladores se
hayan los genes: msp-16 / péptido16D10, HIGS del gen msp-9 y msp-40. Dichos genes han
sido probados en distintas plantas modelo como lo son Arabidopsis, uva y papa (Huang et
al., 2006; Yang et al., 2013; Dinh et al., 2014).

Otro de los cambios transcripcionales que se han estudiado en la planta Arabidopsis,
es la identificacion de una proteina recientemente identificada como Mi-EFF1 de M.
incognita la cual es secretada por el nematodo dentro de la célula gigante y esta dirigida a los
nacleos, donde puede manipular la funcién nuclear de la célula hospedante y a su vez se
dirigen a las proteinas vegetales directamente para reprogramar las funciones celulares, este
caso ocurre de igual manera en los nematodos formadores de quites (Hewezi et al., 2008;

Jaouannet et al., 2012). La formacién de los SEA proporciona un suministro prolongado de
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nutrientes por parte de la planta hospedera, por tanto, se requiere de una represion de las vias
de defensa, por lo cual existe una abundancia en los transcriptomas de genes sensibles a AS
y AJ. Chinnapandi et al. (2017), encontraron que en plantas de jitomate inoculadas con M.
javanica, se da la regulacion positiva de WRKY45 en los sitios de alimentacién y en las
células vecinas esta involucrado en la represion de las respuestas de defensa de las plantas,
activandose directa o indirectamente, por secreciones de nematodos, ademas, sefialan que
SIWRKY45 es un factor de transcripcidn potencial por parte del nematodo invasor haciendo

favorable su desarrollo en la raiz.

Un estudio molecular de gRT - PCR en plantas de Arabidopsis thaliana indicé que el
nematodo Heterodera schachtii promueve la activacion de la RSA dependiente de AS tanto
en las raices como en las hojas de las plantas infectadas, generando un aumento en los
transcritos de PR - 2y PR - 5 (marcadores de RSA dependiente de AS) (Hamamouch et al.,
2011). Se ha visto que M. incognita al infectar plantas de A. thaliana, parece disminuir la
eficiencia de RSA dependiente de AS y AJ, evidenciando niveles reducidos de PR-1 y PR-5.
Un caso muy similar ocurrié en la interaccion compatible jitomate-M. javanica, donde se
evidencio la respuesta de RSA y de los cambios en la expresion de varios genes PR que
responden al AS, PR-1b, PR-2 y PR-5, de tal manera que se determiné baja regulacion de la
expresion génica en PR-1b y PR-2, excepto en el gen PR-5 donde el nematodo indujo su
expresion (Sanz-Alferez et al., 2008). La aplicacion exdgena de AS en brotes de plantas de
frijol infectadas con M. incognita promueven la activacion de RSA y los genes marcadores
se ven sobre expresados. Por otro lado, Al-ldrus et al. (2017), observaron en la inoculacion
con M. incAgnita en bananos Cavendish, que la RSA se cierra, ya que se manipula este
sistema de inmunidad por la infeccion de nematodos, evitando asi que el AS induzca la via

de expresion génica que conduce a la produccién de proteinas PR.

2.6. Resistencia sistémica adquirida (RSA)

La RSA, es un mecanismo de sefializacién a larga distancia de defensas contra
factores bi6ticos que son fitopatdgenos hongos, bacterias, virus, nematodos, entre otros. Esta

caracteristica Unica hace de la RSA un rasgo altamente deseable en la produccién agricola
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(Gao et al., 2015). La RSA implica la generacion de una sefial (0 sefiales) en el sitio de
interaccion, que subsecuentemente se translocan a los tejidos lejanos, activando las
respuestas de defensa que dan como resultado una resistencia de amplio espectro. La
produccion de esta sefial mévil se da en el floema generdndose dentro de las primeras seis
horas de la infeccion en las hojas primarias, transfiriendo la sefial rapidamente a los tejidos
no infectados (Chanda et al., 2011; Kachroo y Robin, 2013; Wang et al., 2014).

Las plantas estan constantemente expuestas a una serie de patdgenos, que en funcion
de sus estilos de vida se pueden dividir ampliamente en biotréficos y necrotréficos. Los
patdgenos biotroficos dependen de los nutrientes de las células hospedantes vivas, mientras
que los necrotroficos se alimentan de células muertas. Las plantas emplean distintas
respuestas inmunitarias para contrarrestar estos patogenos. Esta primera linea de defensa
implica el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PMAPs), tales
como flagelina bacteriana, lipopolisacaridos y peptidoglicanos. Los PMAPS son reconocidos
por proteinas transmembranales especializadas en la planta, denominados receptores de
reconocimiento de patrones (RRP). El reconocimiento de PMAPs mediado por RRP
desencadena la sefializacion que conduce a la activacion de la resistencia basal denominada
inmunidad activada por PMAPs (Schwessinger y Ronald, 2012). Algunos de los efectores de
nematodos, tienen actividad inmunosupresora y desempefian un papel esencial en el éxito del
parasitismo, actuando en diferentes fases. En una primera fase los PAMPs son identificados
por los RRP, lo que origina la inmunidad activada por PAMPs; en una segunda fase los
nematodos adaptados secretan efectores especificos para evitar o suprimir la respuesta de la
planta, en la fase tres, los efectores son reconocidos por receptores concretos del gen de la
resistencia intracelular (R), dando lugar a la inmunidad activada por el efector (ITE) (Portillo
et al., 2013). Lo anterior se asocia con la resistencia de la enfermedad y la respuesta de la
muerte celular provocada por la respuesta hipersensible (RH). De tal manera que la planta se
obliga a producir las NADPH oxidasas RbohD y RbohF que dan lugar a las especies reactivas
de oxigeno (ROS). De esta forma el nematodo ajusta el patrén de muerte celular, en la planta
al invadir a la raiz, evitando las respuestas de defensa inducidas por AS (Morales et al., 2013;
Niu et al., 2016).
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El AS se encuentra entre las sefiales involucradas en la RSA, ademas de varios
componentes que provienen de la via del AS, como el derivado metilado de la AS vy el
diterpenoide deshidroabietinal, el 4cido azelaico del &cido dicarboxilico de nueve carbonos
(C9), un derivado del amino&cido &cido pipecdlico, los radicales libres, el 6xido nitrico (ON)
y las especies reactivas de oxigeno galactolipidos (Gao et al., 2015; Chaturvedi et al., 2012;
Gao et al., 2014). La biosintesis de las fitohormonas después del ataque de nematodos se
prolonga en todas las partes de la planta (incluyendo los sitios no infectados), con la finalidad
de conferir la RSA, dando como resultado preparacion para futuros ataques, provocando una
comunicacion a larga distancia con las sefiales mediadas por AS/ AJ/ etileno (ET) (Gozzo,
2003). Las respuestas de defensa mediadas por AS dan como resultado la percepcion de las
sefiales mediante un mecanismo de amplificacion por retroalimentacion de las respuestas de
defensa, de tal manera que se da la expresion de genes de defensa inducidos por AS
generando una induccion y acumulacion sistéemica de marcadores AS, como las proteinas

relacionadas con la patogénesis PR-1, PR-2 y PR-5 (Sels et al., 2008).

En la RSA, local y sistémica, se produce abundante acumulacion de AS despues de
la infeccidon por patdgenos, de tal manera que se induce la expresion de multiples genes
relacionados con la patogénesis (PR), los cuales se consideran marcadores de la via de
sefializacion de AS. Los genes PR-1, PR-2 y PR-5 han sido utilizados como marcadores de
dicharuta, ya que han sido probados para inducir la capacidad de defensa en plantas (Wubben
et al. 2008; Hewezi et al., 2010). En Arabidopsis thaliana se han estudiado las diferentes
rutas metabolicas, mas relevantes en la interaccion con fitopatdgenos, ya sean del tipo
biotrofico o necrotrofico. Para el tipo biotrofico se da la RSA la cual estd asociada con la
acumulacion dependiente de AS. Se sabe que los factores de transcripcion se unen a un
elemento sensible de AS y que NPR1 / NIM1 regula la expresion del gen de defensa al
interactuar con los factores de transcripcion bZIP. Los mutantes ssil y acd6 muestran
fenotipos dependientes de SA, donde se ha visto que la resistencia a P. parasitica se mantiene
en el doble mutante cpré nprl, PR-1, PR-2 y PR-5 pueden estar implicados en la resistencia
a este patdgeno (Thomma et al., 2001). Por otro lado, los genes PR-3, PR-4 y PR-12 que
codifican las proteinas antimicrobianas son regulados por AJ y etileno. La via de defensa
dependiente de AJ / etileno que no comprende PR-3, PR-4 y PR-12, es otro mecanismo de
resistencia, llamado resistencia sistémica inducida (RSI), es incitado naturalmente por
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algunas bacterias de rizésfera no patdgenas. Se ha demostrado que RSI y RSA se pueden
activar simultaneamente, lo que resulta en un nivel de proteccion adicional contra patdgenos.
Mientras que AS promueve la muerte celular, el AJ participa en la represion de la muerte
celular dependiente de superdxido y, por lo tanto, en la contencion de la lesién ocasionada
por los patdgenos necrotroficos. EI AJ y etileno parecen afectar de manera diferencial la
muerte celular ya que el etileno, como SA, esta involucrado en la promocion de la muerte
celular (Rao et al., 2000).

La acumulacion de proteinas PR-1, PR2 y PR-5, se consideran actualmente como
marcadores bioquimicos mas confiables para RSA. En concreto, la sefializacion AS y los
genes de respuesta fueron fuertemente inducidos en plantas de jitomate portadoras del gen
Mi-1 (Molinari et al. 2014). El gen NPR1 ha sido identificado recientemente como un
receptor de AS en el nucleo celular, ya que, NPR1 interactia con factores de transcripcion
TGA que pueden unirse a un elemento cis requerido para la capacidad de respuesta de AS
(Vlot et al. 2009).

2.6.1. Proteinas relacionadas con patogénesis

Las proteinas relacionadas con la patogénesis (PR), son aquellas proteinas que solo
son detectables cuando existe una alta concentracion de estas en los tejidos afectados y tejidos
sanos, y usualmente son activadas en respuesta a la infeccion por patdégenos. No obstante,
también han sido detectadas cuando existe una aplicacion exdgena de ciertas fitohormonas,
que desencadene una sefial de respuesta. Se ha visto que las proteinas PR responden frente
a un elicitor adecuado, acumulandose en espacios extracelulares y en pH bajos (Van Loony
Van Strien, 1999; Sels et al., 2008). Numerosos estudios revelan que las PR tienen un elevado
potencial frente al ataque de fitopatogenos, las PRs presentan diferentes tamafios que van de
5 a 75 kDa, también se ha observado que exhiben diferentes funciones en la interaccion
planta-patégeno (Cuadro 4) (Sels et al., 2008).
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Cuadro 4. Principales propiedades de las familias de proteinas relacionadas con la
patogénesis (Sels et al., 2008).

Familia Tipo  de Tamafio Funcion Actividad
miembro (kDa) microbiana
PR-1 Tabaco PR-1? 15 Antifungico Desconocida
PR-2 Tabaco PR-2 30 b-1,3-Glucanasa b-1,3-
Glucano
PR-3 Tabaco P, Q 25-30 Quitinasa (class 1L,
IV,V,VI,VI)
PR-4 Tabaco ‘R’ 15-20 Quitinasa class 1,11 Quitinasa
PR-5 Tabaco S 25 Taumatina-like Membrana
PR-6 Inibitor del 8 Inhibitor de
jitomate | proteinasas
PR-7 Jitomate P69 75 Endoproteinasa
PR-8 Quitinasa de 28 Quitinasa class 11 Quitinasa
pepino
PR-9 Tabaco 35 Peroxidasa
‘peroxidasa
formadora de
lignina’
PR-10 ‘PR1 del perejil" 17 ‘Ribonucleasa’
PR-11 Quitinasa de 40 Quitinasa class | Quitinasa
tabaco calse V
PR-12 Rébano Rs-AFP3 5 Defensa Membrana
PR-13 Arabidopsis 5 Thionin Membrana
THI2.1
PR-14 Cebada LTP4 9 Proteina de Membrana
transferencia de
lipidos
PR-15 Cebada Ox0a 20 Oxalato oxidasa
(germin)
PR-16 Cebada OxOLP 20 Oxalato oxidasa
PR-17 Tabaco PRp27 27 Desconocida

Las PRs se han clasificado en 14 familias, segun la composicion de aminoacidos y
las propiedades que presentan, que van de PR-1 a PR-14, han sido evidenciadas en diferentes
plantas, tales como tabaco, tomate, pepino, perejil, rabano, Arabidopsis y cebada. Se sabe
que las familias de PR-2 a PR-14 tienen funciones especificas y actividad enzimatica, por
ejemplo, B -1,3-glucanasa (PR-2), quitinasas (PR-3, PR-4, PR-8, PR-11) y una peroxidasa
(PR-9), PR-10 es una ribonucleasa (Gozzo, 2003).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

Se usaron semillas de jitomate silvestre “tinguaraque” (TGM-N) (JSilv). Adicionalmente,
se incluyeron semillas del cv. Rio grande (JRg) como referencia de susceptibilidad a los
nematodos agalladores Meloidogyne enterolobii, M. incognita, y N. aberrans. Las semillas
se desinfectaron superficialmente con una solucién de hipoclorito de sodio (1%, Vv/Vv) y se
germinaron en una camara hiimeda bajo condiciones asépticas a 26x1°C con fotoperiodo de
14 h luz. Las plantulas de 10 dias de edad se trasplantaron en macetas conteniendo 25 cc de
arena estéril (una plantula por maceta). El riego se realizé cada 24 h con agua esterilizada, y
la fertilizacion quincenalmente con una solucion de Nitrofoska (12-12-17, 3.15 g por litro de

agua).
3.2. Inoculacion con nematodos agalladores

El in6culo de M. enterolobii (poblacion Ahome, Sinaloa), M. incognita (poblacion (Los
Mochis, Sinaloa), y N. aberrans (poblacion CP Campus Montecillo) procedio de raices
agalladas de jitomate cv. Rio grande (cultivo monoxénico). La extraccion de huevos se
realizé segun Hussey y Barker (1973), y los juveniles de segundo estadio (J2) se obtuvieron
con la técnica de Baermann usando cajas Petri de vidrio e incubando los huevos en agua
destilada esteril a 25+1 °C. Las plantas se inocularon cuando tuvieron veintiun dias de edad,

colocando una suspension de 500 J2 en la base del tallo.
3.3. Experimentos

Se establecieron dos experimentos independientes (Exp 1y Exp 2), cada uno de ellos se
repiti6 una vez. El disefio experimental fue completamente al azar. EI Exp 1 fue para
determinar el tipo de interaccién jitomate-nematodo agallador, y comprendié los
tratamientos: 1) JSilv+M. enterolobii, 2) JSilv+M. incognita, 3) JSilv+N. aberrans, 4)
JRg+M. enterolobii, 5) JRg+M. incognita, y 6) JRg+N. aberrans (cada uno con cinco
repeticiones) Las variables evaluadas fueron nimero de nematodos en el interior de las raices
a los 2, 7 y 14 dias posteriores a la inoculacion (dpi), y a 60 dpi se registré el nimero de
agallas y huevos por gramo de raiz.
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Para contabilizar los nematodos, las raices se tifieron por el método hipoclorito de sodio-
fucsina &cida (Byrd et al., 1983), se registr6 el nimero de nematodos y el estadio
correspondiente bajo un microscopio 6ptico 10x (Zeiss Primo Star, Germany). Para
determinar el nGmero de huevos, de cada raiz se realiz6 la extraccion como se describid

anteriormente, y se contabilizaron bajo un microscopio estereoscopio (Zeiss, Germany).

El Exp 2 fue para determinar los niveles de expresion génica en la interaccion jitomate-
nematodo agallador. Se evaluaron los tratamientos: 1) JSilv+M. enterolobii, 2) JSilv+M.
incognita, 3) JSilv+N. aberrans, 4) JRg+M. enterolobii, 5) JRg+M. incognita, 6) JRg+N.
aberrans, 7) JSilv sin inoculacién, y 8) JRg sin inoculacién (se usaron cinco repeticiones por
tratamiento). El material vegetal se muestred a 2, 7, y 14 dpi con el nematodo. Las raices y
follaje se congelaron con N2 liquido y se almacenaron en ultracongelacion hasta su uso. En
este experimento, se incluyeron plantas adicionales inoculadas con cada nematodo para
verificar la eficacia de la inoculacion, realizando una tincion de raices en los diferentes

tiempos post-inoculacion.

3.3.1. Expresion génica relativa de PR-1, PR-2, y PR-5. Inicialmente se realiz0 la
extraccion de RNA total de raices ultracongeladas en los distintos tiempos de evaluacion. La
extraccion se realizo usando el RNeasy® Plant mini kit (Qiagen), incluyendo una digestion
con DNasa (Qiagen), todo el procedimiento fue de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La pureza e integridad del RNA se verificd por espectrofotometria (260 nm), y
por electroforesis en gel de agarosa a 1% (TAE 1x) respectivamente. La retrotranscripcion
(sintesis de cDNA\) se realiz6 a partir de RNA total usando oligo dTi2.18 (Invitrogen), dNTP
Mix (Bioline), agua libre de nucleasas, y la enzima M-MLV reverse transcriptase (Promega),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los niveles de expresion génica (niveles de
mRNA) se determinaron en un termociclador CFX Connect™ Real-Time PCR Detection
(Bio-Rad). La mezcla de reaccion fue en un volumen de 25 pL y consistié de 0.63 U de
amplificasa (Biotecmol), 10 pM de cada oligonucledtido, SYBR® Green | (1:75000)
(Molecular Probes™-Invitrogen™) como fluor6foro, 5 uL de cDNA, y agua libre de
nucleasas. Los oligonucleétidos especificos se describen en el Cuadro 7. Las condiciones de
amplificacion fueron una desnaturalizacion inicial a 95° C por 3 min, seguido de 35 ciclos a

95° C por 15 s, alineamiento a 65° C por 35 s, y extension a 72° C por 35 s. Para descartar la
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formacion de productos inespecificos, se incluyd un analisis de disociacion. Los niveles de
expresion génica relativa se calcularon con el método 244 (Schmittgen y Livak, 2008),
usando como referencia interna el gen Actina para normalizar la expresion del gen de interés,

y las plantas Control (sin inoculacién) para calibrar su expresion.

Cuadro 5. Oligonucleétidos utilizados para el andlisis de expresién génica

Gen No. de acceso’ Secuencia Producto de
(57-----3%) PCR (pb)
PR-1 Y08804 Fw- GGATCGGACAACGTCCTTAC
Rv- GCAACATCAAAAGGGAAATAAT 193
PR-2 NM001247229 Fw— AAGTATATAGCTGTTGGTAATGAA
Rv—- ATTCTCATCAAACATGGCGAA 606
PR-5 NMO001247422 Fw- GCAACAACTGTCCATACACC 192

Rv- AGACTCCACCACAATCACC

ACT BT013524 Fw- GCTTTGCCGCATGCCATTCT 315
Rv- GATACCTGCAGCTTCCATACC

NCBI (National Center for Biotechnology Information). PR-1: funcion desconocida; PR-2: B-1,3-glucanasa; PR-3: tipo
taumatina; ACT: actina. Mollinari et al. (2014)

3.4.Analisis estadistico

Los datos de numero de nematodos, agallas y huevecillos (previamente transformados a
logio (X + 1), asi como los niveles de expresion génica relativa fueron sometidos a un analisis
de varianza (ANOVA), y a un analisis de comparacion de medias con el método de Tukey
(p< 0.05) utilizando el programa SAS version 9.0 (SAS Institute Inc., 2002).
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4. RESULTADOS

4.1. Invasion de raices de jitomate por nematodos agalladores

El nimero de individuos de M. enterolobii en el jitomate silvestre a los 2 dias post-
inoculacion (dpi), fue de 4.36 y los estadios que predominaron en las raices fueron J2 (Figura
4A), lo cual fue menor, en comparacién con el jitomate comercial (cv. Rio grande) con 33.85,
para este caso también abundaron los estadios J2 (Figura 4E). A 7 dpi se manifestdé un
incremento en el nimero de nematodos encontrados, en contraste al primer tiempo, siendo
23.42 en los tratamientos de jitomate silvestre; un valor reducido en comparacion al
comercial con 36.24. A los 14 dpi, el nimero de nematodos contabilizados en este tiempo de
muestreo fue superior al segundo (34.78) en el jitomate silvestre, encontrando mayor nimero
en el jitomate comercial (51.13) (Cuadro 6). Ademas de que también se encontraron hembras
adultas y escasos estadios adultos (Figura 4). A los 7 dpi en jitomate silvestre abundaron los
estadios J3 (Figura 4B) y a los 14 dpi los J4 (Figura 4C), en cambio en raices de jitomate
comercial a los 7 dpi predominaron los J3 (Figura 4F) y a los 14 dpi J4 y hembras (Figura
4G).

Cuadro 6. Numero de nematodos en raices de jitomate inoculadas con nematodos agalladores.

) Nematodos/g de raiz
Tratamiento

2dpi 7dpi 14dpi
JSilvNa 31.36 (1.48+0.08%) 24.02 (1.40+0.03°) 9.74 (1.03+0.08)
JRgNa 23.65 (1.38+0.05%) 26.06 (1.430.07%) 16.79 (1.25+0.02%)
JSilvMe 4.36 (0.73+0.01°) 23.42 (1.39+0.02%) 34.78 (1.540.14P)
JRgMe 33.85 (1.52+0.07%) 36.24 (1.56+0.10%) 51.13 (1.72+0.01%)
JSilvMi 57.17 (1.75+0.06%) 48.67 (1.69+0.02%) 28.49 (1.47+0.02%)
JRgMi 63.52 (1.76+0.12%) 43.51 (1.64+0.04%) 15.45 (1.20+0.03°)

JSilv: jitomate silvestre; JRg: cv. Rio grande. Na: N. aberrans; Me: M. enterolobii; Mi: M. incognita. 2, 7, y 14: dias post-
inoculacion con el nematodo. Los valores representan la media * error estandar (n= 5). Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes (Tukey, p<0.05). EI ANOVA se realizd utilizando datos transformados [logio (X + 1)] y se

muestran entre paréntesis.
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Figura 4. Desarrollo de M. enterolobii en raices de jitomate silvestre (S. lycopersicum var.
cerasiforme) (A-D); cv. Rio grande (E-H). A-E: 2 dpi; B-F: 7 dpi; C-G: 14 dpi; D-H: 60 dpi.
N=nematodo. Raices tefiidas por el método hipoclorito de sodio-fucsina acida (Byrd et al.,
1983). Barra de escala= 50 pm.
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En la interaccion jitomate silvestre- M incognita, a 2 dpi el nimero de individuos fue
creciente y proporcional (57.17) observando la abundancia de los estadios a J2 (Figura 5A);
en cuanto a la cantidad de nematodos en el genotipo comercial fue ligeramente superior al
silvestre (63.52), donde los estadios encontrados fueron J2 (Figura 5E). A los 7 dpi, los
juveniles de cuarto estadio pertenecientes a M. incognita, ya se evidenciaban en las raices de
jitomate silvestre (Figura 5B. En este caso el mayor nimero de nematodos se evidencio en el
genotipo silvestre con 48.67 nematodos, mientras que para el comercial los valores fueron
43.51, cabe sefalar que en este genotipo se encontraron J3 y J4) (Figura 5F). A 14 dpi, se
presentd una disminucion en el nimero de nematodos encontrados, en comparacion al
segundo tiempo de muestreo, en raices de jitomate silvestre fue de 28.49, mientras que en el
jitomate comercial fue de 15.45 (Cuadro 6). La presencia de abundantes J4 y escasas hembras
inmaduras, se observaron en este tiempo de evaluacion, en el jitomate silvestre (Figura 5C)

y jitomate comercial (Figura 5G).

Por otro lado, los juveniles del segundo estadio de Nacobbus aberrans en raices de
jitomate silvestre (Figura 6A) y cv. Rio grande (Figura 6E), se encontraron a los 2 dpi y el
numero de nematodos fue de 23.65 para el jitomate silvestre menor al registrado en cv. Rio
grande 31.36 (Cuadro 6). A 7 dpi, en ambos genotipos el estadio predominante fue el J3,
(Figura 6B silvestre y Figura 6F comercial), con un promedio de individuos de 24.02 en el
jitomate silvestre, solo ligeramente inferior al nimero de nematodos encontrados en el
genotipo comercial (26.06) (Cuadro 6). A 14 dpi, hubo una disminucién del nimero de
nematodos encontrados en contraste al segundo tiempo de muestreo, el estadio predominante
fue el J4, con un numero de nematodos de 9.74 en el genotipo silvestre y de 16.79 nematodos
hallados el genotipo comercial (Figura 6) (Cuadro 6). La anatomia del J4 en raices de jitomate
silvestre se muestra en la Figura 6C y la correspondiente al jitomate comercial corresponde

a la Figura 6G.
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Figura 5. Desarrollo de M. incognita en raices de jitomate silvestre (S. lycopersicum var.
cerasiforme) (A-D); cv. Rio grande (E-H). A-E: 2 dpi; B-F: 7 dpi; C-G: 14 dpi; D-H: 60 dpi.
N=nematodo. Raices tefiidas por el método hipoclorito de sodio-fucsina acida (Byrd et al.,
1983). Barra de escala= 50 pm.
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Figura 6. Desarrollo de N. aberrans en raices de jitomate silvestre (S. lycopersicum var.
cerasiforme) (A-D); cv. Rio grande (E-H). A-E: 2 dpi; B-F: 7 dpi; C-G: 14 dpi; D-H: 60 dpi.
N=nematodo. Raices tefiidas por el método hipoclorito de sodio-fucsina acida (Byrd et al.,
1983). Barra de escala= 50 pm.
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4.2. Agallamiento y produccion de huevos en raices de jitomate infectadas con
nematodos agalladores

El agallamiento inducido por M. enterolobii en raices de jitomate silvestre y del cv.
Rio grande (comercial) fue marcado a los 60 dpi (Figura 7). En este caso para el genotipo
silvestre el namero de agallas por gramo de raiz fue de 30.92, mientras que el genotipo
comercial fue de 51.59 (Cuadro 7) (p<0.05). En cuanto a la hembra M. enterolobii,
encontrada dentro de las raices a los 60 dpi, se puede apreciar la anatomia tipica que presenta
en la Figura 4D correspondiente al jitomate silvestre y la Figura 4H al jitomate comercial.
Con respecto a M. incognita en ambos genotipos fue evidente la sintomatologia en las raices
(Figura 7). En el genotipo silvestre el nimero de agallas por gramo de raiz fue de 28.84 y
para el comercial fue de 24.21 (Cuadro 7) (p<0.05). Respecto a la morfologia de la hembra
de M. incognita, dentro de las raices agalladas a los 60 dpi fue evidente en jitomate silvestre
(Figura 5D) y en el comercial (Figura 5H). Para N. aberrans el agallamiento de raices fue de
tipo rosario, tipico del nematodo, siendo 24.08 el nimero promedio de agallas por gramo de
raiz correspondiente al genotipo silvestre y 28.29 para el comercial (Cuadro 7) (Figura 7).
En cuanto a la hembra N. aberrans, que ocasiona el agallamiento radical se evidencio tanto

en jitomate silvestre (Figura 6D), como en el comercial (Figura 6H) a los 60 dpi.

Cuadro 7. Agallamiento y huevos en raices de jitomate a 60 dpi con nematodos agalladores.

Tratamiento

Agallas/g de raiz Huevos/g de raiz
JSilvNa 24.08 (1.400.01%) 4162.79 (3.61+0.039)
JRgNa 28.29 (1.46+0.03%) 4445 55 (3.64+0.04%)
JSilvMe 30.92 (1.50+0.02°) 7873.62 (3.89+0.029)
JRgMe 51.59 (1.72+0.03%) 7444.49 (3.87+0.03?)
JSilvMi 28.84 (1.47+0.02%) 7687.80 (3.88+0.02°)
JRgMi 24.21 (1.40+0.02°) 9926.78 (3.99+0.03?)

JSilv: jitomate silvestre; JRg: cv. Rio grande. Na: N. aberrans; Me: M. enterolobii; Mi: M. incognita. Los valores representan
la media + error estandar (n= 8). Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, p<0.05). El ANOVA
se realizo utilizando datos transformados [logio (x + 1)] y Se muestran entre paréntesis.
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Figura 7. Agallamiento de raices de jitomate silvestre (S. lycopersicum var. cerasiforme) (B,
D, F), y del cv. Rio grande (A, C, E) a 60 dpi con M. enterolobii (Ay B), M. incognita (Cy
D), y N. aberrans (E y F). A=agalla.
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Con relacion a la produccion de huevos a 60 dpi, en raices del jitomate silvestre el
namero de huevos de M. incognita fue 7687.80, y de 9926.78 para el comercial (p<0.05). En
cambio, para M. enterolobii, el nimero fue de 7873.62 en el genotipo silvestre, y 7444.49 en
el comercial. El genotipo silvestre inoculado con N. aberrans presentd 4162.79 huevos por
gramo de raiz, mientras que para el comercial fue de 4445.55. Para los tratamientos con M.
enterolobii y N. aberrans el nimero de huevecillos por raiz fueron estadisticamente similares

en ambas lineas de jitomate (Cuadro 7).

4.3. Expresion génica relativa de PR-1, PR-2, y PR-5 en raices de jitomate infectadas
con nematodos agalladores

La expresion del gen PR-1 fue diferencial en los tres diferentes tiempos de evaluacion
en ambos genotipos de jitomate infectados con los nematodos agalladores. En raices de
jitomate silvestre infectado por M. enterolobii (JSilvMe), el gen fue sobre-expresado a 2 dpi,
y fue disminuyendo a los 7 y 14 dpi; lo opuesto fue registrado en el control susceptible cv.
Rio grande (JRgMe) el cual exhibid altos niveles de transcritos en los ultimos tiempos de
evaluacion (p<0.05) (Figura 8A). En plantas infectadas con M. incognita, la expresion de
PR-1 en el tratamiento JSilvMi fue creciente conforme transcurri6 el tiempo, registrandose
la mayor sobre-expresion a los 14 dpi; en contraste en el tratamiento JRgMe, la expresion fue
tardia y unicamente a 7 dpi fue superior a JSilvMi (p<0.05); en ambos genotipos de jitomate
este gen fue reprimido a 2 dpi, al presentarse valores inferiores a los del control (JSilv y JRg
sin inoculacion) (Figura 8B). Con respecto a aquellos tratamientos que involucraron a N.
aberrans, los niveles de transcritos en el tratamiento JSilvNa fueron constantes a lo largo del
tiempo y siempre fueron inferiores a los registrados en JRgNa (p<0.05), en este dltimo

tratamiento a 7 dpi fue donde se detectd la mayor sobre-expresion (Figura 8C).
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Figura 8. Niveles de expresion relativa del gen PR-1 en raices de S. lycopersicum var. cerasiforme (jitomate
silvestre) y S. lycopersicum (cv. Rio grande) infectadas con Meloidogyne enterolobii (A), M. incognita (B), y
N. aberrans (C). Valores por debajo de la linea roja indican represion génica, y arriba de la linea roja sobre-
expresion. Cada barra representa la media de tres repeticiones y la linea en cada barra es el error estandar. Barras
con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, p<0.05).
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El gen PR-2, alos 2 y 7 dpi tuvo una sobreexpresion en plantas de jitomate silvestre
inoculadas con M. enterolobii, en contraste con el jitomate comercial, donde Unicamente tuvo
una sobrexpresién inferior a los 2 dpi. A los 14 dpi en ambos genotipos la expresion del gen
fue reducida (Figura 9A). En la interaccion jitomate- M. incognita, a los 2 y 7 dpi el genotipo
silvestre registrd la mayor acumulacion de transcritos en comparacion con el genotipo
comercial (Figura 9B). A 14 dpi solo se sobreexpreso ligeramente el gen PR-2 en el genotipo
silvestre. De tal forma que si hubo diferencias significativas entre ambas lineas de jitomate.
En plantas de jitomate infectadas con N. aberrans, hubo incrementos en los niveles de
transcritos de PR-2 a 7 y 14 dpi con respecto al jitomate comercial (Figura 9C).
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Figura 9. Niveles de expresion relativa del gen PR-2 en raices de Solanum lycopersicum var.
cerasiforme (jitomate silvestre) y S. lycopersicum (cv. Rio grande) infectadas con Meloidogyne
enterolobii (A), M. incognita (B), y Nacobbus aberrans (C). Valores por debajo de la linea roja
indican represion génica, y arriba de la linea roja sobre-expresion. Cada barra representa la media de
tres repeticiones y la linea en cada barra es el error estandar. Barras con la misma letra no son
significativamente diferentes (Tukey, p<0.05).
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Para el caso del gen PR-5, los niveles de sobreexpresion en la interaccion jitomate-
M. enterolobii, a los 2 dpi fue menor en el jitomate silvestre, en comparacion con el
comercial. Sin embargo, a los 7 dpi, dicho gen se manifestdé mayormente en el genotipo
silvestre, mientras que a los 14 dpi solo se sobreexpreso en el genotipo silvestre (Figura 10A).
En el caso de M. incognita en las plantas de jitomate, el genotipo silvestre mantuvo la
transcripcidn constante del gen PR-5 a los 7 y 14 dpi, solo a los 2 dpi, en el genotipo silvestre
el gen fue reprimido, mientras que para el jitomate comercial la represion de dicho gen fue a
los 14 dpi (Figura 10B). Finalmente, en la interaccion de jitomate con N. aberrans, a los 2, 7
y 14 dpi en el jitomate comercial se detectd la mayor expresion del gen, lo contrario fue

registrado en el jitomate silvestre (Figura 10C).
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Figura 10. Niveles de expresion relativa del gen PR-5 en raices de S. lycopersicum var. cerasiforme
(jitomate silvestre) y S. lycopersicum (cv. Rio grande) infectadas con Meloidogyne enterolobii (A),
M. incognita (B), y Nacobbus aberrans (C). Valores por debajo de la linea roja indican represion
génica, y arriba de la linea roja sobre-expresién. Cada barra representa la media de tres repeticiones
y la linea en cada barra es el error estandar. Barras con la misma letra no son significativamente
diferentes (Tukey, p<0.05).
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5. DISCUSION

Los nematodos agalladores (Meloidogyne spp y Nacobbus aberrans) son los parasitos
mas agresivos para las plantas cultivables, ya que transforman el tejido radical, formando un
suministro de nutrientes que altera el desarrollo vegetal; limitando de esta forma la
produccion de cultivos en todo el mundo (Shurtleff y Averre, 2000; Manzanilla-Lopez et al.
2002; Manzanilla-Lopez, 2010). Actualmente con la disminucién en el uso o la prohibicion
de muchos productos quimicos debido a los impactos ambientales adversos, es de suma
importancia explorar estrategias como la resistencia genética a estos fitoparasitos (Moens et
al. 2009). La resistencia genética sigue siendo una de las estrategias clave y mas promisorias
para el control de nematodos agalladores (Evans et al., 1994; Blancard, 2012). En jitoamte,
usualmente esta resistencia proviene de la especie silvestre Solanum peruvianum;
caracteristica conferida por el gen dominante "Mi" (Mi-1). En el presente trabajo se evalud
la respuesta de un genotipo local de jitomate silvestre (S. lycopersicum var. cerasiforme) a la

infeccién con M. enterolobii, M. incognita y N. aberrans.

M. enterolobii invadié con éxito las raices tanto del jitomate silvestre como del cv. Rio
grande. El namero de individuos en los tres tiempos de evaluacion fue creciente. Esto se
asocia a lo descrito en la literatura, se genera un incremento en el nimero de nematodos
encontrados, coincidiendo con lo reportado por El-sherif et al., (2007), Crozzoli, (2010) y
Sangronis et al. (2013). Esto se debe a que las condiciones son idéneas para el desarrollo del
nematodo, ademas que se ha relacionado con la susceptibilidad de la planta hospedante
(Ehwaeti et al., 1998). Se ha visto que esta especie de nematodo es muy agresiva, ya que en
una evaluacion con un nivel de inoculo de 500 J2 de M. enterolobii y M. javanica en un
conjunto de portainjertos con el gen Mi -1respectivamente se encontrd que M. javanica no
pudo completar su ciclo de vida, mientras que el desarrollo de M. enterolobii no se vio
afectado por las hembras que pusieron una cantidad abundante de huevos, 24 dias después
de la inoculacién, rompiendo dicha barrera de resistencia (Cantu et al., 2009). En cuanto a la
morfologia de M. enterolobii observada en este trabajo, se asemeja con la ya documentada
(Yang y Eisenback, 1983; Karssen et al., 2012). Los juveniles de segundo estadio fueron
vermiformes, alargados, afilado en ambos extremos con cola muy larga y estrecha. Por otro

lado, la hembra adulta de este género, presenta una anatomia parecida a la de una pera a
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globular, el tamafio es variable, con cuello prominente de tamafio variable, sin protuberancia
posterior (Karssen et al., 2012). Las raices de ambos genotipos de jitomate también fueron
invadidas por M. incognita, el desarrollo del nematodo fue evidente detectandose todos los
estadios. Este nematodo presentd las caracteristicas tipicas descritas originalmente por
Eisenback y Triantaphyllou (1991); y Hirschmann (1986); detallando la longitud y
morfologia de estas poblaciones en los juveniles de segundo estadio, son alargados y la punta
de la cola tiene un aspecto redondo y puntiagudo, siendo el extremo de la cola bien definido
(Handoo et al., 2005; Dos Santos et al., 2012).

Las raices de ambos genotipos de jitomate también fueron invadidas por N. aberrans,
detectandose todos los estadios. Los estadios se compararon con las caracteristicas que
describen Manzanilla-Lopez et al (2002), notandose que los J2 fueron vermiformes, los
juveniles de cuarto estadio J4 presentaron la forma de “C”, mientras que la hembra adulta
fue en forma de saco. En las raices de jitomate silvestre el nimero de individuos fue mayor
en el primer tiempo de muestreo (2dpi), en contraste al comercial; en cambio a los 7 y 14 dpi,
fue inferior la cantidad de nematodos hallados en el genotipo silvestre en comparacion al
jitomate comercial. Lo anterior es similar a lo reportado por Inserra et al., (1984), donde la
poblacion final de N. aberrans fue inferior a la poblacion inicial. Cabrera, et al. (2016),
evaluaron la respuesta de los cultivares de tomate a la infeccion con N. aberrans agregando
un nivel de inoculo de 100 J2, evidenciando asi el desarrollo del patdgeno. Cabe destacar que
el nematodo N. aberrans, tiene la capacidad de endoparasito migratorio y sedentario
(Manzanilla-L6pez et al. 2002).

En cuanto a la presencia de agallas y huevecillos, en todos los tratamientos evaluados fue
abundante. En ambos genotipos de jitomate, el agallamiento inducido por M. incognita fue
similar al descrito en la literatura, presentado raices con agallas prominentes (Dropkin, 1989).
Para M. enterolobii, el agallamiento fue mas notorio en el genotipo silvestre, mientras que en
el comercial fue reducido. M. enterolobii, induce agallas tipicas en las raices de las plantas
infestadas, donde en ataques severos, se pueden encontrar agallas extremadamente grandes
y numerosas (Cetintas et al., 2007); en los tratamientos evaluados con este nematodo los
resultados fueron concordantes. En general el agallamiento por Meloidogyne ha sido descrito

en la literatura como cuentas de un collar, evidente de un exitoso desarrollo dentro de un
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hospedante idoneo (Abad et al., 2009; Moens et al., 2009; Nicol et al., 2011; Hernandez-
Ochandia et al., 2012). Un estudio de Warmerdam et al., (2018) encontraron que a las seis
semanas después de la inoculacion, el nimero promedio de masas de huevos de M. incognita
en Arabidopsis oscil6 entre cinco y 45 por planta, haciéndolo ver como susceptible. Por el
contrario, se ha visto que en plantas de chile infectadas con M. incognita, el nematodo no
indujo agallas en la raiz, y no se observo formacién de masa de huevecillos en el cv.
'Charleston Belle', mientras que M. mayaguensis (=M. enterolobii) produjo agallas visibles,
y numerosas masas de huevecillos en 'Charleston Belle”, demostrando su agresividad y
capacidad de superar las barreras de defensa de la planta hospedante ((Brito et al., 2007);

esto ultimo se relaciona con lo observado de esta investigacion.

N. aberrans también completd su ciclo de vida en raices de jitomate silvestre. Esto
concuerda con lo reportado por Cazares-Alvarez et al. (2019) donde cinco poblaciones
locales de tinguaraque resultaron susceptibles a este nematodo. La presencia de hembras
adultas y masas de huevecillos fue notable, se sabe que el ciclo de vida difiere al de
Meloidogyne spp. siendo que los J2, al ingresar a la raiz tiene la peculiaridad de migrar
intracelularmente, deteniéndose solo en el estadio de hembra inmadura, para comenzar a
establecer el sitio de alimentacion (sincitios), volviéndose sedentario, para producir
huevecillos en la matriz gelatinosa y dar inicio a una nueva generacion (Manzanilla-Lopez
et al., 2002; Eves-van den Akker et al., 2014). En las raices infectadas de jitomate en ambos
genotipos con N. aberrans mostraron las tipicas agallas tipo rosario, ademas de masas de
huevecillos. No se observaron sitios de alimentacion asociados en los estadios J3 y J4, ya que
probablemente no se alimentan, lo anterior se relacion con lo reportado por Vovlas et al.,
(2007), Williamson y Roberts (2009) y Lax et al., (2014). Cabrera, et al. (2016), evaluaron
cultivares de jitomate confrontados con N. aberrans y a los 90 dpi eran evidentes las
denominadas agallas y las masas de huevecillos, siendo susceptibles al completar su ciclo de

vida.

La susceptibilidad y resistencia a nematodos, esta determinada por la formacion de
agallas y la produccion de masas de huevecillos, por ejemplo, se han examinado diferentes
especies de jitomate infectadas con M. incognita, donde las resistentes no presentaban

irritacion en las raices ni produccion de masas de huevecillos, indicando un alto grado de
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resistencia. Sin embargo, en otras variedades de jitomate, solo se observaron algunas agallas
sin masas de huevos, atribuyendo el termino de moderadamente resistente, en cambio en
aquellas plantas con elevado nimero de agallas y masas de huevos fueron susceptibles
(Sakhuja et al., 1991) Caso similar ha ocurrido en plantas de jitomate inoculadas con
Meloidogyne (Talavera et al., 2009; Dejene y Abrar, 2015). Los resultados obtenidos del
experimento de infeccion, con respecto al desarrollo de NAGs en raices de jitomate silvestre
y de cv. Rio grande, indicaron que los nematodos evaluados en este trabajo, concluyeron
exitosamente su ciclo de vida, ya que se hallaron hembras adultas y masas de huevecillos a
los 60 dpi. Con el nematodo N. aberrans, también se ha observado el mismo comportamiento,
sobre todo en plantas portadoras del gen de resistencia Mi-1, de tal forma que sobrepasa las
barras de resistencia mostrando los signos de agallamiento y la produccion de huevos; se ha
demostrado que este gen es inefectivo para N. aberrans y M. enterolobii (Veremis et al.,
1997; Cabrera et al., 2019). Los NAGs evaluados en el presente estudio se caracterizan por
ser agresivos con sus hospedantes susceptibles, en el caso de Meloidogyne, se sabe que el
comienzo para el ciclo de vida, consiste en la infectividad de los J2s para ingresar a la raiz
de la planta huésped, de tal manera que establecen su sitio de alimentacion al interior de los
tejidos meristematicos, generando la formacion de células gigantes; los J2 al ser sedentarios
sufren de tres mudas para ser adultos (lbrahim y El-Saedy, 1987). Las hembras adultas
generan abundantes masas de huevecillos en una matriz gelatinosa, mientras que los machos

salen de la raiz.

Los nematodos agalladores han evolucionado para mantener una relacion muy compleja
con sus hospedantes induciendo la formacion de sitios de alimentacion que aseguren su
supervivencia (Abad et al., 2003). El desarrollo de estos sitios esta asociado con la capacidad
del nematodo para manipular la maquinaria transcripcional de la planta hospedante; tal es el
caso de Arabidopsis donde la supresion del gen miR396, favorece el desarrollo del nematodo,
para alcanzar todos los estadios y la etapa adulta, con la formacion de sincitios de
alimentacion (Hewezi et al. 2008; Hewezi et al. 2012). En nuestros resultados, en plantas
infectadas por M. enterolobii los maximos niveles de transcritos de PR-1 se registraron en el
genotipo comercial, ya que el genotipo silvestre solo se expreso a los 2 dpi, decreciendo a
los 7 y 14 dpi, mientras que el comercial en un inicio se mantuvo reprimido el gen (2dpi), y

constante a los 7 y 14 dpi. Cabe sefialar que, a los 2 dpi, es el tiempo donde el niUmero de
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nematodos encontrados el JSilvMe, fue muy bajo, en cambio fue mayor en nimero de
nematos encontrados en el JRgMe. En la interaccion de jitomate con M. incognita el maximo
nivel de expresion de PR-1 se registr6 a en el genotipo silvestre a los 14 dpi; cabe sefialar
que en un inicio ningun genotipo tuvo expresion relevante del gen (regulacion negativa), pero
a los 7 y 14 dpi, se sobreexpresaron. A los 14 dpi, el nimero de nematodos encontrados, se
redujo notablemente, en el caso del genotipo comercial; lo opuesto ocurrié en el silvestre. En
el caso de la interaccion con Nacobbus aberras los transcritos del gen PR-1 fueron a los 2dpi
mayores en el genotipo silvestre, reprimiendo el gen en el genotipo comercial, sin embargo,
a los 7 y 14 dpi, el genotipo comercial elevo la cantidad de transcritos del gen PR-1. El
nimero de nematodos fue muy bajo en el caso del jitomate silvestre a los 7 y 14 dpi. La
sobreexpresion de PR-1 se relaciona con la activacion de la resistencia sistémica adquirida
(RSA) dependiente de acido salicilico (AS), siendo evidente para estos resultados (Molinari
et al., 2014). Hamamouch et al. (2011), relacionan que la sobreexpresion del gen PR-1, en
plantas de A. thaliana infectadas con M. incognita, disminuye la susceptibilidad al nematodo,
donde ademés encontraron una sobreexpresion tardia a los 8 y 9 dpi, caso similar a lo ocurrido
en el presente estudio. Kyndt, (2012), también observé un aumento de los niveles de
expresion genica PR-1 y PR-10 despues de la baja regulacion inicial en arroz durante la
infeccidn por M. graminicola. Xie et al. (2016), lo relacionan con las vias de sefializacion de
AS lo cual podria ser manipuladas por el efector Misp12, que inyectan los nematodos en las
células de la raiz para soportar el parasitismo de nematodos en las Ultimas etapas. También
se ha encontrado que la falta de induccion del gen PR-1 se debe a que el patdgeno inhibid los
procesos de defensa de la planta hospedante estableciendo una interaccion del tipo
compatible (Sanz-Alférez et al., 2007). Estudios recientes se han centrado en la expresion
génica en raices de jitomates resistentes y susceptibles a Globodera rostochiensis que el AS
puede inducir PR-1 en los cultivares resistentes, mientras que cultivares susceptibles no
mostraron el mismo nivel de regulacién positiva del gen (Uehara et al ., 2010 ). Se ha visto
que en plantas de Arabidopsis, las respuestas de defensa dependientes de AS desencadenadas
por la infeccion en este caso del virus CaMV, pueden ser ineficaces para restringir la
multiplicacion y propagacion del virus. Al haber transcripcién del gen PR-1 en las
interacciones plata-patdgeno, se hace evidente la participacion de RSA, mediada por AS
(Cameron, 2000; Mukhtar et at., 2009).
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En un estudio se evaluo la capacidad de infeccion de los nematodos M. incognita y H.
schachtii en Arabidopsis, monitoreando la via de sefializacion del AS, para lo cual se evalu6
la expresion de los genes PR-2, PR-3 y PR-5, peculiarmente el gen PR-2 respondié en las
plantas infectadas por los nematodos, generando altos niveles de transcripcidn, esto se le
atribuye a la diferencia en el nivel de infectividad y/o a los diferentes mecanismos de
parasitismo, en este trabajo concluyeron que M. incognita activd RSA dependiente de AS y
AJ en las raices (Davis et al., 2008; Hamamouch et al., 2011). Estos resultados concuerdan
con las sobre-expresiones detectadas en ambos genotipos de jitomate infectados con M.
enterolobii, M. incognita y N. aberrans. Las proteinas codificadas por los genes PR-2 y PR-
3 - quitinasas y PR-1 son importantes en la patogénesis, ya que estas enzimas destruyen las
paredes celulares de los fitopatdgenos (especialmente en combinacidn) y también participan
en la formacion de oligosacarinas que regulan las respuestas inmunes de las plantas. EI gen
PR-2 codifica para la enzima B— glucanasa; a la cual se le atribuyen a degradar paredes
celulares de los patdgenos; lo cual se puede relacionar con una tasa de disminucion de

nematodos al paso del tiempo (Dzhavakhiya et al., 2007; Zinovieva et al., 2017).

El producto del gen PR-5 presenta una funcion similar a la taumatina; se ha visto que
tiene la peculiaridad de ser estable bajo condiciones de estrés osmético, de tal formar que
puede inhibir las enzimas digestivas del patogeno (Dzhavakhiya et al., 2007). En la
evaluacion del gen PR-5 en el presente estudio, mostro a los 2 dpi en el genotipo comercial
un elevado nivel de expresion, lo opuesto en el silvestre; en relacidn al nimero de nematodos
por gramo de raiz fue menor en el genotipo silvestre. A los 7 y 14 dpi fue el genotipo silvestre
el cual tuvo indices altos de expresion, en la interaccion con el nematodo M. enterolobii, ya
gue se mantienen los transcritos del gen hasta el altimo dia de evaluacion, algo similar ocurrié
en la interaccion con el nematodo M. incognita el genotipo silvestre presento un elevado
nivel de expresién a los 7 y 14 dpi, de tal forma que se incremento el transcrito del gen PR-
5, mientras que en el caso del genotipo comercial dicho gen tuvo una regulacion negativa.
Finalmente, N. aberrans indujo un nivel de transcrito mayor y constante en todos los tiempos
de evaluacidn en el jitomate comercial, sin embargo, el jitomate silvestre presento un menor
namero de J3 y J4 a los 7 y 14 dpi. En estudios moleculares mas puntales en plantas de

jitomate se ha destacado que la expresion de PR-5también se induce a una temprana
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infeccion, aunque a niveles méas bajos en las raices (Molinari et al., 2014). Se ha visto que
después de la infeccion, G. rostochiensis y G. pallida la cantidad de transcripciones de PR-5
aumento ligeramente en un grado similar en todas las lineas de papa evaluadas (Sobczak et
al., 2005). Przybylska y Obrepalska, (2018) observaron que la respuesta de M. arenaria en
plantas de maiz presento niveles de expresion altos y constantes de los genes que codifican
las proteinas PR (PR-1, PR-3, PR-4, PR-5, PR-10) en cultivares resistentes en todos los
tiempos. Ademas, descubrieron que la mayoria de los genes que codifican las proteinas PR a
tiempos tempranos la defensa de la planta se ve comprometida mas tarde en las células
vegetales infectadas. Cabe sefialar que los genes PR-1 y PR-5 para la via AS, se regulaban
negativamente a las 24 hpi, en plantas tolerantes. ElI hecho de que en algunos casos la
supresion de defensa de la planta esta mediada por la capacidad del patogeno para
establecerse exitosamente dentro de la planta hospedante se da particularmente en los
primeros dias de infeccion, por ejemplo, el nematodo M. incognita inoculado en A.
thaliana, a los 5 y 14 dpi, apago la via de AS y AJ (Hamamouch et al., 2011).
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6. CONCLUSIONES

Los nematodos agalladores M. enterolobii, M. incognita y N. aberrans completaron su
ciclo de vida en raices del jitomate silvestre (TGM-N) (S. lycopersicum var. cerasiforme) al
igual que en el cv. Rio grande; siendo evidente la presencia de hembras adultas, formacion
de agallas y produccion de huevos. Por tanto, los tres nematodos establecieron una
interaccion de tipo compatible con este genotipo silvestre.

M. enterolobii, M. incognita y N. aberrans modificaron los patrones de expresion de los
genes PR-1, PR-2, y PR-5 (marcadores de la resistencia sistémica adquirida dependiente de
acido salicilico) en raices de ambos genotipos de jitomate (TGM-N y cv. Rio grande). Los
cambios en los niveles de expresion genica sugieren que estos nematodos estimulan o
reprimen la resistencia sistemica adquirida (RSA) dependiente de AS en raices del jitomate
silvestre. Sin embargo, la estimulacion de la RSA no tuvo significancia bioldgica sobre los

nematodos, pues no se evitd su establecimiento y reproduccion.
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