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RESUMEN

El cultivo de chile (Capsicum annuum L.) destaca por el valor
agro-alimenticio alto del producto, aunado a su valor comer-
cial. Los nematodos Meloidogyne incognita 'y M. enterolobii (Me)
afectan al cultivo; M. enterolobii (Me) es el mds relevante por
su agresividad notable. El estudio de alternativas ecolégicas es
de interés para control estos fitopardsitos. Los objetivos de esta
investigacion fueron conocer el efecto de Bacillus subtilis (Bs)
(CH90) sobre la expresién de los genes PR-1, PR-5, y PR-12
que codifican proteinas relacionadas con patogénesis en chile cv.
California Wonder (Cw) infectado con Me; y evaluar el efecto de
Bs sobre agallamiento (A) y produccién de huevos (H) del nema-
todo en raices de Cw. Dos experimentos independientes (E1 y
E2) se establecieron con disefio completamente al azar. En E1 y
E2 los tratamientos fueron: Cw inoculado solo con Me (CwMe),
Cw con Bs 'y Me (CwBsMe), Cw solo con Bs (CwBs), y Cw sin
inoculacién (Cw). En ambos experimentos, el nivel de inéculo
de Bs fue 10* UFC mL", y para Me fue 500 ], por planta. En
El la expresién génica se determiné a 3, 7, y 14 d después de
inoculacién (DPI) con Me. En E2 las variables A y H se evalua-
ron 45 DPI con Me. PR-1y PR-5 se sobre expresaron 3 y 7 DPI
en los tratamientos CwBsMe y CwBs, en contraste con CwMe
(p=0.05). A los 14 DPI, los genes en todos los tratamientos tu-
vieron una expresién menor (p=<0.05). La sobre expresién maxi-
ma de PR-12 se registré a 14 DPI en los tratamientos CwBsMe
y CwBs (p=<0.05). Las plantas de cv. C. Wonder tratadas con B.
subtilis CH90 solo o en combinacién con M. enterolobii activa-
ron las rutas de defensa dependientes del 4cido salicilico (AS) y
jasmoénico (AJ) pero dicha activacién no afecté la reproduccién

del nematodo en raices de chile.
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ABSTRACT

Chili (Capsicum annuum L.) cultivation is remarkable for the
high agro-nutritional value of the product, coupled with its
commercial value. The nematodes Meloidogyne incognita and
M. enterolobii (Me) affect the crop; M. enterolobii (Me) is the
most relevant for its bold aggressiveness. To control these
phytoparasites with ecological alternatives is of interest. The
objectives of this research were to know the effect of Bacillus
subtilis (Bs) (CH90) on the expression of the PR-1, PR-5, and
PR-12 genes that encode proteins related to pathogenesis in chili
cv. California Wonder (Cw) infected with Me; and evaluate the
effect of Bs on galls (A) and egg (H) production by the nematode
in Cw roots. Two independent experiments (E1 and E2) were
established with a completely randomized design. In E1 and E2
the treatments were: Cw inoculated only with Me (CwiMe), Cw
with Bs and Me (CwBsMe), Cw only with Bs (CwBs), and Cw
without inoculation (Cw). In both experiments, the inoculum
level for Bs was 10 UFC mL", and for Me it was 500 J, per
plant. In E1, the gene expression was determined at 3, 7, and 14
d after inoculation (DPI) with Me. In E2, variables A and H were
evaluated 45 DPI with Me. PR-1 and PR-5 were overexpressed 3
and 7 DPI in the CwBsMe and CwBs treatments, in contrast with
CwMe (p=0.05). At 14 DPI, the genes in all treatments had a
lower expression (p=<0.05). The maximum overexpression of PR-
12 was recorded at 14 DPI in the CwBsMe and CwBs treatments
(p=0.05). Plants of cv. C. Wonder treated with B. subtilis CH90
alone or in combination with M. enterolobii activated the defense
pathways dependent on salicylic (AS) and jasmonic (A]) acids;
however, this activation did not affect the reproduction of the

nematode in chili roots.
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INTRODUCCION

a importancia del chile (Capsicum annuum L.)

se debe a su consumo y valor comercial. En

el mundo México es el segundo productor de
chile verde después de China (FAOSTAT, 2018)°.
La produccién del cultivo estd limitada por hongos,
bacterias, virus y nematodos fitopatégenos (Garcia-
Neria y Rivera-Bustamante, 2011; Nunez-Pastrana
et al., 2011; Mhatre et al., 2019). Los nematodos
agalladores (NAGs) (Meloidogyne spp.) son los mds
importantes por los dafos econémicos que ocasionan
en la agricultura (Jones ez al., 2013; Siddique and
Grundler, 2018). M. enterolobii es el mis relevante
por su distribucién geografica creciente, agresividad
alta y capacidad de reproducirse exitosamente en ge-
notipos de jitomate y chile resistentes a las especies
comunes de nematodos agalladores (Villar-Luna ez
al., 2017). Los NAGs son estrictamente biotréficos
e inducen la formacién de agallas en las raices, con
ello alteran la absorcién de agua y nutrientes (Mhatre
et al., 2019).

Durante la interaccién de los NAGs con sus plan-
tas hospedantes, los juveniles del segundo estadio (J,)
invaden las raices con la combinacién de mecanismos
fisicos (estilete) y bioquimicos (enzimas celuloliti-
cas y pectoliticas) (Jones et al., 2013). Los J, indu-
cen la formacién de células gigantes multinucleadas
(CGM), las cuales proveen al nematodo de los nu-
trientes necesarios para su desarrollo y reproduccién
(Jones et al., 2013). Las CGM son producto de las
modificaciones transcripcionales que el nematodo
ocasiona en el hospedante (Jones ez al., 2013; Shukla
etal.,2017).

Un andlisis transcriptémico en raices de Arabi-
dopsis thaliana infectadas por M. incdgnita, reveld
que los genes sobre expresados fueron los implicados
en el desarrollo y reproduccién vegetal; en contraste,
genes codificantes de proteinas relacionadas con pa-
togénesis (PRs) fueron reprimidos. También enzimas

INTRODUCTION

he importance of chili (Capsicum annuumL.)

is due to its consumption and commercial

value. Mexico is the second world largest
producer of green chili after China (FAOSTAT,
2018)°. Crop production is limited by fungi,
bacteria, viruses and phytopathogenic nematodes
(Garcia-Neria and Rivera-Bustamante, 2011; Nufez-
Pastrana et al., 2011; Mbhatre ez al., 2019). Root-
knot nematodes (NAGs) (Meloidogyne spp.) are the
most important due to the economic damage they
cause in agriculture (Jones ez al., 2013; Siddique and
Grundler, 2018). M. enterolobii is the most relevant
due to its increasing geographic distribution, high
aggressiveness, and ability to reproduce successfully
in tomato and chili genotypes resistant to common
root-knot nematode species (Villar-Luna ez 4/,
2017). NAGs are strictly biotrophic and induce the
formation of galls in the roots, thereby altering the
absorption of water and nutrients (Mhatre ez al.,
2019).

During the interaction of NAGs with their host
plants, juveniles of the second stage J, invade the
roots with a combination of physical (stylet) and
biochemical (cellulolytic and pectolytic enzymes)
mechanisms (Jones ef al., 2013). The ], induce the
formation of multinucleated giant cells (CGM),
which provide the nematode with the necessary
nutrients for its development and reproduction
(Jones ez al., 2013). The CGMs are the product of
the transcriptional modifications that the nematode
causes in the host (Jones et 4l., 2013; Shukla ez 4l.,
2017).

A transcriptomic analysis in roots of Arabidopsis
thaliana infected by M. incognita revealed that the
overexpressed genes were those involved in plant
development and reproduction. In contrast, genes
encoding  pathogenesis-related  proteins  (PRy)
were repressed. As well as enzymes involved in
the biosynthesis of phenylpropanoids (example:
phenylalanine ammonium lyase, PAL) and PAD4, an
important protein for salicylic acid signaling (Jammes
et al., 2005). Several PRs possess antimicrobial
activity, reinforcement of cell walls, and may be

SFAOSTAT (Food and Agriculture Organization Corporate Statistical Database). 2018. World Crop Statistics by domain. http://www.

fao.org/faostat/es/#data/QC (Consulta: diciembre 2019).
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implicadas en la biosintesis de fenilpropanoides (por
ejemplo, fenilalanina amonio liasa, PAL) y PAD4,
una proteina importante para la sefializacién del 4dci-
do salicilico (Jammes ez al., 2005). Varios PRs poseen
actividad antimicrobiana, reforzamiento de paredes
celulares, y pueden estar involucrados en la senali-
zacién de defensa contra patégenos (Molinari ez al,
2014). Asi, algunos estudios se enfocan en conocer
los mecanismos de defensa de las plantas por medio
del andlisis de expresién de PRs (Hamamouch ez al.,
2011; Molinari et al., 2014).

La proteccién contra patégenos biotréficos estd
mediada por dcido salicilico (AS), el cual activa ge-
nes como PR-1, PR-2'y PR-5 esenciales para desen-
cadenar resistencia sistémica adquirida (RSA). En
contraste, la resistencia sistémica inducida (RSI)
dependiente de dcido jasmoénico (A]) parece ser mds
efectiva contra patdgenos necrotréficos; esta via de
senalizacién implica una expresién mayor de PR-3,
PR-4 y PR-12 (Hamamouch ez a4l., 2011; Molinari
et al., 2014). La RSI se activa por microorganismos
benéficos como Aspergillus niger, Penicillium chryso-
genum, y rizobacterias como B. subtilis. Varios de es-
tos microorganismos fueron eficaces para disminuir
la infeccién por M. incognita en jitomate (Solanum
lycopersicum), asi como incrementar la biomasa vege-
tal (Mhatre ez al., 2019).

M. enterolobii es la especie de nematodo con im-
portancia mayor por su distribucién geografica y
agresividad alta para superar la defensa de genotipos
de jitomate, chile, y otros de interés agronémico por-
tadores de genes de resistencia (por ejemplo, Mi-1,
N'y Tabasco) efectivos contra M. javanica, M. are-
naria'y M. incognita (Ye et al., 2013). Por ello, surge
la necesidad de estudiar alternativas sustentables para
su control. El objetivo de este estudio fue conocer el
efecto de B. subtilis sobre la expresién de genes mar-
cadores de resistencia sistémica adquirida (PR-I y
PR-5), e inducida (PR-12) en plantas de chile cv. Ca-
lifornia Wonder infectadas con M. enterolobii; ade-
mds, se evalud el efecto de B. subtilis (CH90) sobre el
agallamiento inducido por la produccién de huevos
del nematodo en las raices. La hipdtesis establecié
que, en plantas de cv. C. Wonder tratadas solo con B.
subtilis o con infeccién por el nematodo se activarian
las rutas de defensa dependientes de AS y AJ como
respuesta a las interacciones con los organismos.
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involved in defense signaling against pathogens
(Molinari et al., 2014). Thus, some studies focus on
knowing the defense mechanisms of plants through
the analysis of PRs expression (Hamamouch ez 4/,
2011; Molinari et al., 2014).

Protection against biotrophic pathogens is
mediated by salicylic acid (AS), which activates genes
such as PR-1, PR-2 and PR-5 essential to trigger
systemic acquired resistance (RSA). In contrast,
induced systemic resistance (RSI) dependent on
jasmonic acid (AJ) appears to be more effective against
necrotrophic pathogens; this signaling pathway
implies a higher expression of PR-3, PR-4 and PR-
12 (Hamamouch et al., 2011; Molinari et al., 2014).
The RSI is activated by beneficial microorganisms
such as Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum,
and rhizobacteria such as B. subrtilis. Several of these
microorganisms were effective in reducing the M.
incognita infection in tomato (Solanum lycopersicum),
as well as increasing plant biomass (Mhatre ez /.,
2019).

M. enterolobii is the nematode species of greatest
importance due to its geographic distribution and
high aggressiveness to overcome the defense of
genotypes of tomato, chili, and others of agronomic
interest that carry effective resistance genes (for
example, Mi-1, N and Tabasco) against M. javanica,
M. arenaria, and M. incognita (Ye et al., 2013).
Therefore, it becomes necessary to study sustainable
alternatives for control. The objective of this study
was to know the effect of B. subrilis on the expression
of marker genes for acquired systemic resistance (PR-
I and PR-5), and induced (PR-12) in chili plants
cv. California Wonder infected with M. enterolobiis
besides, the effect of B. subtilis (CH90), on the galls
induced by the production of nematode eggs in the
roots, was evaluated. The hypothesis established
that in plants of cv. C. Wonder treated only with
B. subtilis or with infection by the nematode would
activate defense pathways dependent on AS and AJ
in response to interactions with organisms.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Chili plants cv. California Wonder (Cw), genotype highly

susceptible to M. enterolobii, were used in this study. The seeds
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Plantas de chile cv. California Wonder (Cw), genotipo al-
tamente susceptible a M. enterolobii, se utilizaron en este estu-
dio. Las semillas se germinaron en cajas de pldstico sobre papel
absorbente hiimedo a 281 °C. Las pldntulas se trasplantaron
a macetas con 25 ¢cm? de arena esterilizada, y se mantuvieron
en condiciones controladas con fotoperiodo de 14 h luz, tem-
peratura de 281 °C, y humedad relativa de 70%. Los riegos
se realizaron cada 24 h con agua esterilizada y la fertilizacion se
realizé cada 15 d con una solucién de Nitrofoska ® (3.15 g L' de

agua esterilizada).
Inoculacién con B. subtilis y M. enterolobii

La cepa CH90 de B. subtilis (GenBank JF951247) se usé;
el Laboratorio de Biologfa Molecular de Bacterias de CINVES-
TAV - Unidad Irapuato proporcion la cepa. Para la preparacién
del inéculo, la bacteria se multiplicé en caldo nutritivo “Difco™
Nutrient Broth” (8 g de medio nutritivo en 1000 mL" de agua
destilada), la suspensién se mantuvo en agitacién (0.24 x g) a
28 °C durante 72 h. La inoculacién de las plantas se realizé al
momento del trasplante, con la rafz sumergida en una suspensién
bacteriana de 1x10® UFC mL" durante 15 min.

El in6culo de M. enterolobii se obtuvo de raices de jitomate
agalladas, cultivo monoxénico procedente de una poblacién en
Ahome, Sinaloa (Villar-Luna et /., 2017). La extraccién de los
huevos se realizé de acuerdo con Vrain (1977) y la obtencién de
juveniles del segundo estadio (J,) con el método de Baermann.
A los 21 dfas post-inoculacion (DPI) con la bacteria (Adam ez
al., 2014), las plantas se infectaron con el nematodo (500 J, por

planta)
Variables evaluadas y disefio experimental

Dos experimentos independientes (E1 y E2) se establecieron
con un disefio completamente al azar. En el E1 y E2 los trata-
mientos fueron: Cw inoculado solo con Me (CwMe), Cw con Bs
y Me (CwBsMe), Cw solo con Bs (CwBs) y testigo Cw solo con
medio de cultivo (Cw). Cada tratamiento consistié de 15 plan-
tas. Enel E1, a 3, 7, y 14 dias post-inoculacion (DPI) con Me, se
determinaron los niveles de expresién génica de PR-1 (proteina
relacionada con patogénesis 1), PR-5 (taumatina) y PR-12 (de-
fensina J1-2). Las muestras de raiz se congelaron con N, liquido y
se mantuvieron en ultracongelacién (-22 °C) hasta su uso.

En el E2, a 45 DPI con Me, se evalué el nimero de agallas,

y la produccién de huevos por gramo de raiz. La extraccién de
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were germinated in plastic boxes on wet absorbent paper at
2811 °C. Seedlings were transplanted into pots with 25 cm?
of sterilized sand and kept under controlled conditions with
a photoperiod of 14 h light, a temperature of 28+1 °C, and a
relative humidity of 70%. Irrigation was carried out every 24 h
with sterile water and fertilization every 15 d with a Nitrofoska®

solution (3.15 g L'! of sterilized water).
Inoculation with B. subtilis and M. enterolobii

The B. subtilis strain CH90 (GenBank JF951247) was
used; it was provided by the Laboratorio de Biologia Molecular
de Bacterias de CINVESTAV - Unidad Irapuato. For the
preparation of the inoculum, the bacteria were multiplied in
“Difco™ Nutrient Broth” (8 g of nutrient medium in 1000 mL"!
of distilled water), the suspension was stirred (0.24 x g) for
72 h at 28 °C. The inoculation of the plants was done at the
time of transplantation, with the root submerged in a bacterial
suspension of 1x10®* UFC mL" for 15 min.

The inoculum of M. enterolobii was obtained from tomato
roots with galls, a monoxenic culture from a population in
Ahome, Sinaloa (Villar-Luna ez 2/., 2017). The extraction of the
eggs was made according to Vrain (1977) and to obtain juveniles
of the second stage (J,) we used the Baermann method. At 21
days post-inoculation (DPI) with the bacteria (Adam er al.,
2014), plants were infected with the nematode (500 J, per plant).

Variables evaluated and experimental design

Two independent experiments (E1 and E2) were established
with a completely randomized design. In EI and E2 the
treatments were: Cw inoculated only with Me (CwMe), Cw with
Bs and Me (CwBsMe), Cw only with Bs (CwBs) and control Cw
only with culture medium (Cw). Each treatment consisted of
15 plants. At E1, at 3, 7, and 14 days post-inoculation (DPI)
with Me, we determined the levels of gene expression of PR-1
(protein related to pathogenesis 1), PR-5 (thaumatin) and PR-12
(defensin J1-2). Root samples were frozen with liquid N, and
kept deep-frozen (-22 °C) until use.

In E2, at 45 DPI with Me, we evaluated the number of galls
and the production of eggs per gram of root. The egg extraction
occurred as it was already described and they were counted with
a 4X (Zeiss Primo STAR, Germany) stereoscopic microscope.
In this experiment, we also evaluated the production of fresh
and dry biomass (root and foliage). The fresh biomass was
determined immediately after sampling, and for dry weight, the
plants were placed in an air forced oven at 65 °C until weight

remained constant (4 d).
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huevos fue como ya se describié y se contabilizaron con un mi-
croscopio estereoscdpico 4X (Zeiss Primo STAR, Germany). En
este experimento también se evalué la produccién de biomasa
fresca y seca (raiz y follaje). La biomasa fresca se determiné de
inmediato después del muestreo, y para el peso seco, las plantas
se colocaron en una estufa a 65 °C hasta que el peso se mantuvo

constante (4 d).

Extracciéon de RNA total, sintesis de cDNA,
y PCR en tiempo real

La extraccién de RNA total de raices de chile cv. California
Wonder se realiz6 con el kit RNeasy” Plant mini kit (Qiagen)
y se incluyé una digestién con DNasa (Qiagen); todo este pro-
cedimiento se desarrollé de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La pureza del RNA obtenido se verificé por espectro-
fotometria de 260 nm, y la integridad por electroforesis en gel de
agarosa al 1.2%. Para la sintesis de cDNA se utilizé la M-MLV

retro transcriptasa (Promega™) y el oligo dT, . (Invitrogen); se

12-18
siguieron las instrucciones del fabricante.

Los niveles de expresion génica se determinaron en un sis-
tema CFX Connect™ Real-Time PCR Detection (Bio-Rad).
Oligonucleétidos especificos se usaron para PR-1, PR-5y PR-12
(Cuadro 1) (Garcfa-Neria y Rivera-Bustamante, 2011; Nufez-
Pastrana ez /., 2011; Villar-Luna ez a/., 2017). La mezcla de re-
accién consistié de 5 uL de amortiguador de pH Buffer pro, 1
uL de cada oligonucledtido (10 mM), 2 uL SYBR Green I (Invi-
trogen) 1:75000, 0.125 4L Amplificasa® (BioTecMol) 0.625 U,
y 3 uL de cDNA, para un volumen final de 25 u L ajustado con
agua libre de nucleasas.

Las condiciones de amplificacién consistieron de una desna-
turalizacion inicial a 95 °C por 3 min, seguida 39 ciclos (95 °C por
10's, 60 °C por 30 sy 72 °C por 30 s). Para descartar la formacién

de productos inespecificos se incluyé un andlisis de disociacién.

Total RNA extraction, cDNA synthesis, and real-time PCR

The extraction of total RNA from roots of chili cv. California
Wonder was performed with the RNeasy® Plant mini kit
(Qiagen), including a digestion with DNase (Qiagen); this entire
procedure was performed in accordance with the manufacturer
instructions. The purity of the RNA obtained was verified by
260 nm spectrophotometry, and integrity by electrophoresis in
1.2% agarose gel. For cDNA synthesis, we used M-MLV reverse

transcriptase (Promega™) and oligo dT (Invitrogen); and

12-18
followed the manufacturer instructions.

Gene expression levels were determined on a CEX Connect™
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Specific
oligonucleotides were used for PR-1, PR-5 and PR-12 (Table 1)
(Garcfa-Neria and Rivera-Bustamante, 2011; Nufez-Pastrana
et al., 2011; Villar-Luna et al., 2017). The reaction mixture
consisted of 5 uL of pH Buffer pro, 1 uL of each oligonucleotide
(10 mM), 2 uL SYBR Green I (Invitrogen) 1: 75000, 0.125 uL
Amplificasa® (BioTecMol) 0.625 U, and 3 uL of cDNA for a
final volume of 25 uL adjusted with nuclease-free water.

The amplification conditions consisted of an initial
denaturation at 95 °C for 3 min, followed by 39 cycles (95 °C for
10's, 60 °C for 30 s and 72 °C for 30 s). To discard the formation
of nonspecific products, we included a dissociation analysis, and
then determined the relative expression levels by using the 24T
method (Schmittgen and Livak, 2008), as an internal reference
the GAPDH gene (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase).
As a calibrator of the values of the control plants we carried out

three technical replications per treatment.
Statistical analysis

With the data, we performed an analysis of variance
(ANOVA) and the means comparison Tukey test (p=<0.05) in

Cuadro 1. Oligonucleétidos usados para el andlisis por PCR en tiempo real.
Table 1. Oligonucleotides used for real-time PCR analysis.

Gen Ndmero de acceso Secuencia (5 — 3’) Amplicén (pb)
F: GGCCTTATGACTACAGTTCACTCC
GAPDH AJ2de011 R: GATCAACCACAGAGACATCCACAG 217
PR-1 XM_016683907 F: CCCAAAATTACGCCAATCAAAG 120
) R: ACATCTTCACGGCACCAG
F: TGGTGGAGTCTTGCAGTGC
PR5 NM_00132489 6 R: CGTGCAATGGATCGCGTG 181
PRI2 X95730 F: CAAGGGGTTGTGCCTTAGTA 105

R: TTCCTGCAGAAGCATTTAAGA

GAPDH (Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), PR-1 (Proteina relacionada con patogénesis 1), PR-5
(Taumatina) y PR-12 (Defensina J1-2). ¢ GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), PR-1

(Protein related to pathogenesis 1), PR-5 (Thaumatin) and PR-12 (Defensin J1-2).
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Los niveles de expresién relativa se determinaron por el método
2784CT (Schmittgen y Livak, 2008), y como referencia interna el
gen GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa). Como
calibrador de los valores de las plantas control se realizaron tres

réplicas técnicas por tratamiento.
Andlisis estadistico

Con los datos de las variables se realizaron, un analisis de
varianza (ANDEVA) y prueba de comparacién de medias de
Tukey (p < 0.05) en cada experimento independiente. Antes del
ANDEVA, los datos de nimero de agallas y de huevos se trans-
formaron a log, (x + 1). Todos los anlisis se realizaron con el

programa SAS v. 9.0 (SAS Institute Inc., 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Expresion de genes PRs en raices de chile
inoculadas con B. subtilis y M. enterolobii

Los genes PR-1y PR-5, los cuales son marcadores
de RSA dependiente de AS (Gruner ez al., 2013; Mo-
linari e al., 2014) se sobre expresaron 3 y 7 DPI con
el nematodo en los tratamientos CwBsMe'y CwBs; en
contraste, en el tratamiento CwMe la expresion fue
inferior. A los 3 DPI, los niveles de PR-1 en CwBsMe
y CwBs, fueron 85.48% superiores al registrado en
CwMe (p=<0.05). La expresién de PR-5 en el trata-
miento CwBs fue 58.27% superior a la registrada en
CwBsMe y CwMe (p=<0.05). A los 14 DPI, PR-1y
PR-5 tuvieron una expresién menor en todos los tra-
tamientos (Figura 1Ay 1B).

Respecto al gen PR-12, un marcador de RSI de-
pendiente de AJ (Hamamouch ez al., 2011; Moli-
nari et al., 2014), 3 DPI la expresién en CwMe fue
67.40% superior al de los tratamientos CwBsy CwBs-
Me. A los 7 DPI, la sobre expresiéon de PR-12 en el
tratamiento CwBsMe fue 57.21% superior (p=<0.05)
respecto a CwMe'y CwBs (Figura 1C). Todos los tra-
tamientos presentaron sobre expresiéon de PR-12 en
los 14 DPI. Los tratamientos CwBsMey CwBs fueron
los que mostraron la expresiéon mayor (p=<0.05) en
contraste con CwhMe.

En el tratamiento CwlMe, los niveles de expre-
sién de PR-1y PR-5 se asociaron con la interaccién
compatible que se establecié entre Cw y Me. Es de-
cir, el nematodo inhibié la expresién de los genes de
defensa para crear las condiciones favorables para
su establecimiento y reproduccién (Hamamouch ez
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cach independent experiment. Before the ANOVA, the data for
the number of galls and eggs were transformed to log,, (x + 1).
All analyses were performed with SAS v. 9.0 (SAS Institute Inc.,
2002).

RESULTS AND DISCUSSION

Expression of PRs genes in chili roots inoculated
with B. subtilis and M. enterolobii

The PR-1 and PR-5 genes, which are markers of
AS-dependent RSA (Gruner et al., 2013; Molinari ez
al., 2014) were overexpressed at 3 and 7 DPI with
the nematode in the treatments CwBsMe and CwBs;
in contrast, in the CwMe treatment the expression
was lower. At 3 DPI, the PR-1 levels in CwBsMe and
CwBs were 85.48% higher than that registered in
CwMe (p=<0.05). The expression of PR-5 in the CwBs
treatment was 58.27% higher than that registered in
CwBsMe and CwMe (p=<0.05). At 14 DPI, PR-1 and
PR-5 had a lower expression in all treatments (Figure
1A and 1B).

Regarding the PR-12 gene, an AJ-dependent
RSI marker (Hamamouch ez 4/, 2011; Molinari ez
al., 2014), at 3 DPI the expression in CwMe was
67.40% higher than that of the CwBs and CwBsMe
treatments. At 7 DPI, the overexpression of PR-12 in
the CwBsMe treatment was 57.21% higher (p=<0.05)
compared to CwMe and CwBs (Figure 1C). All
treatments presented overexpression of PR-12 at 14
DPI. The treatments CwBsMe and CwBs were those
that showed the highest expression (p=<0.05) in
contrast to CwMe.

In the CwMe treatment, the expression levels of
PR-1 and PR-5 were associated with the compatible
interaction that was established between Cw and
Me. That is, the nematode inhibited the expression
of defense genes to create favorable conditions for
their establishment and reproduction (Hamamouch
et al., 2011; Molinari et al., 2014). The main line of
defense activated against biotrophic pathogens is a
response at local and systemic levels (RSA) (Molinari
et al., 2014). M. enterolobii could interfere with
the salicylic acid (AS) pathway as an early defense
response indicator and activator of RSA (Jammes ez
al., 2005; Hamamouch ez 4/., 2011) during giant cell
formation. Similarly to reports in other interactions
with Meloidogyne spp., M. incognita regulated RSA
by reducing AS and AJ levels and consequently
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Figura 1. Niveles relativos de expresion de genes que codifican para proteinas relacionadas con patogénesis (A: PR-1, B: PR-5,
C: PR-12) en plantas de chile cv. California Wonder. Me: M. enterolobii, MeBs: B. subtilis y M. enterolobii; Bs: B.
subtilis. Barras son medias de tres replicas y linea sobre barra es el error estindar. Medias con letra diferente fueron
significativas (Tukey; p<0.05). Valores debajo de la linea punteada indican represién génica y arriba de la linea indican
sobre expresiéon (Schmittgen y Livak, 2008).

Figure 1. Relative levels of expression of genes that code for proteins related to pathogenesis (A: PR-1, B: PR-5, C: PR-12) in
chili plants cv. California Wonder. Me: M. enterolobii, MeBs: B. subtilis, and M. enterolobii; Bs: B. subtilis. Bars are
the means of three replicates and the line in each bar is the standard error. Means with different letters were significant
(Tukey; p<0.05). Values below the dotted line indicate gene repression, and above the line indicate overexpression
(Schmittgen and Livak, 2008).
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al., 2011; Molinari et al., 2014). La linea de defen-
sa principal activada contra patdgenos biotréficos es
una respuesta a niveles local y sistémico (RSA) (Mo-
linari ez al., 2014). M. enterolobii podria interferir en
la ruta del 4cido salicilico (AS) como indicador de
respuesta de defensa temprana y activador de RSA
(Jammes et al., 2005; Hamamouch ez 4/., 2011) du-
rante la formacién de las células gigantes. En forma
similar a lo reportado en otras interacciones con Me-
loidogyne spp., M. incognita regul6 la RSA por medio
de reducir los niveles de AS y AJ y en consecuencia
disminuyd la expresién de PR-1y PR-5 en A. thalia-
na (Hamamouch ez a/., 2011).

Durante la interaccién incompatible de M. incog-
nita con jitomate, se observé una sobre expresion de
PR-1, en contraste con lo registrado en las interac-
ciones compatibles; lo cual sugiere que, durante la
defensa contra M. incognita, PR-1 tuvo una funcién
importante dependiente de la activacién de AS (La-
vrova et al., 2017). Martinez-Medina et /. (2016) in-
dicaron que el hongo Trichoderma redujo la infeccién
por M. incognita en plantas de tomate por medio de
la activacién de las respuestas de defensa dependien-
tes de AS y AJ. A pesar de la expresién de genes PRs
como PR-1y PR-5, importantes para desencadenar
la RSA, M. incognita puede superar o bloquear dicho
mecanismo de defensa y establecerse exitosamente en
el hospedante (Hamamouch ez 4/, 2011).

En la actualidad se han evaluado cepas diferentes
de Bacillus para desencadenar RSI en plantas suscep-
tibles a Meloidogyne; lo cual ha resultado una opcién
prometedora para el control de nematodos en culti-
vos de importancia agricola (Adam ez al., 2014). En
los tratamientos CwBsMe y CwBs, en etapas tempra-
nas de la interaccién (3 y 7 DPI), B. subtilis (CH90)
pudo activar la ruta de AS con la expresién de PR-1
y PR-5. Las rizobacterias como Pseudomonas fluores-
cens'y Bacillus spp. pueden activar la resistencia sisté-
mica (Mhatre et /., 2019). En su estudio Niu ez 4/.
(2016) demostraron que B. cereus AR156 promovié
la resistencia sistémica en A. thaliana Col-0 contra P
syringae pv. tomato con la activacién de AS, AJ y ET,
para asi sobre expresar los genes PR-1, PR-2, PR-5
y PDF1.2 (PR-12); ademds, aument6 la biomasa de
las plantas tratadas. B. subtilis es eficaz para el con-
trol de Meloidogyne, principalmente por medio de la
activacién de RSI a través de las vias de senalizacién
dependientes de AJ (Adam ez al., 2014).

Leonetti e al. (2017) encontraron que los genes
marcadores de la via de sefalizacién del AS (PR-1y

268 VOLUMEN 55, NUMERO 3

decreased the expression of PR-1 and PR-5 in A.
thaliana (Hamamouch ez /., 2011).

During the incompatible interaction of M.
incognita with tomato, an overexpression of PR-I
was observed, in contrast to that registered in the
compatible interactions; which suggests that during
the defense against M. incognita, PR-1 had an
important function dependent on the activation of AS
(Lavrova et al., 2017). Martinez-Medina ez al. (2016)
indicated that the Zrichoderma fungus reduced the
M. incognita infection in tomato plants through the
activation of defense responses dependent on AS and
AJ. Despite the expression of PRs genes such as PR-1
and PR-5, important for triggering RSA, M. incognita
can overcome or block this defense mechanism and
successfully establish in the host (Hamamouch ez 4/,
2011).

At present, different strains of Bacillus have been
evaluated to trigger RSI in plants susceptible to
Meloidogyne; which has become a promising option
for the control of nematodes in crops of agricultural
importance (Adam ez al., 2014). In the CwBsMe and
CwBs treatments, in the early stages of the interaction
(3 and 7 DPI), B. subtilis (CH90) was able to activate
the AS pathway with the expression of PR-1 and PR-
5. Rhizobacteria such as Pseudomonas fluorescens and
Bacillus spp. can activate systemic resistance (Mhatre
et al., 2019). Niu et al. (2016) demonstrated that
B. cereus AR156 promoted systemic resistance in A.
thaliana Col-0 against P syringae pv. tomato with the
activation of AS, AJ and ET, in order to overexpress
the PR-1, PR-2, PR-5 and PDFI1.2 (PR-12) genes;
in addition, biomass of the treated plants increased.
B. subtilis is effective for the control of Meloidogyne,
mainly by the activation of RSI through AJ-
dependent signaling pathways (Adam ez al., 2014).

Leonetti ez al. (2017) found that the marker genes
of the AS signaling pathway (PR-1 and PR-5) and the
ACO gene that encodes a precursor oxidase enzyme
of ET biosynthesis, were induced in tomato plants
inoculated with 7" harzianum and then with M.
incognitaat 5 DPI of the nematode. But the expression
of the JERF3 gene (AJ/ET3 response factor) was
not affected. Those same authors observed that the
activation of RSA and the production of ET by 7.
hargianum reduced the infection of M. incognita;
while the compatible nematode-plant interaction in
the absence of 77 harzgianum suppressed locally and
systemically the expression of the PR-1, PR-5 and
ACO genes
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PR-5) y el gen ACO que codifica para una enzima
oxidasa precursora de la biosintesis de ET, se indu-
jeron en plantas de jitomate inoculadas con 77 har-
zianum 'y después con M. incognita a los 5 DPI del
nematodo. Pero la expresion del gen /ERF3 (factor de
respuesta AJ/ET3) no se afectd, los mismos autores
observaron que la activacién de RSA, y produccién
de ET por 7. harzianum redujo la infeccién de M. in-
cognita; mientras que la interaccién nematodo-planta
compatible en ausencia de 7. harzianum suprimié la
expresién de los genes PR-1, PR-5y ACO de manera
local y sistémica.

Los cambios transcripcionales del gen PR-12 fue-
ron mds notorios a los 14 DPI, se observé una sobre
expresién del gen en los tratamientos CwBs y CwBs-
Me, donde fue evidente el antagonismo entre la ruta
del AS y AJ, de esta forma la expresién de PR-1y
PR-5 (AS) fue menor, mientras que PR-12 (A]) fue
sobre expresado. Molinari et al. (2014) encontraron
que M. incognita puede activar la RSA, tanto depen-
diente de AS como dependiente de AJ, en plantas
de A. thaliana; de modo que se considera que existe
una via de AS dependiente y una independiente de la
accién del A] y ET (Zhang ez al., 2012).

Las vias de sefalizacién pueden activarse mutua-
mente para desencadenar respuestas de defensa con-
tra patdgenos; sin embargo, también puede ser una
herramienta utilizada por los patégenos para activar
o reprimir las respuestas de defensa del hospedero y
poder desarrollarse (Zhang ez al., 2012). Otros estu-
dios demostraron que existe un antagonismo entre la
via de sefalizacién de AS y AJ/ET lo cual repercute
en la activacion de defensa (Caarls ez a/., 2015); por
lo tanto, Meloidogyne puede manipular las respuestas
de defensa, al aprovechar las interacciones entre AS y
A]J para establecerse exitosamente (Shim ez al., 2013).

Niamero de agallas, huevos y biomasa vegetal en
la interaccién chile-B. subtilis-M. enterolobii

Todas las raices de los tratamientos CwMe y
CwBsMe fueron agalladas con éxito. El tratamiento
CwMe present6 24.67% menos agallas que el trata-
miento CwBsMe (p=0.05); sin embargo, respecto al
namero de huevos no hubo diferencias significativas
entre ambos tratamientos (Cuadro 2). El tratamiento
CwBsMe presentd 41.71% mayor biomasa fresca de
raiz con respecto al testigo (p < 0.05), mientras que
los tratamientos CwMe y CwBsMe tuvieron 34.61%
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The transcriptional changes of the PR-12 gene
were more noticeable at 14 DPI. An overexpression
of the gene was observed in the CwBs and CwBsMe
treatments, where the antagonism between the AS
and AJ pathways was evident; thus, the expression
of PR-1 and PR-5 (AS) was lower, while PR-12 (A])
was overexpressed. Molinari ez a/. (2014) found that
M. incognita can activate RSA, both AS-dependent
and AJ-dependent, in A. thaliana plants; thus, it is
considered that there is one AS pathway dependent
and one independent from the action of JA and ET
(Zhang et al., 2012).

Signaling pathways can activate each other to
trigger defense responses against pathogens; however,
they can also be a tool used by pathogens to activate or
repress host defense responses and be able to develop
(Zhang et al., 2012). Other studies showed that
there is an antagonism between the AS and AJ/ET
signaling pathway, which affects defense activation
(Caarls ez al., 2015); therefore, Meloidogyne can
manipulate defense responses, taking advantage of
the interactions between AS and A]J to establish itself
successfully (Shim ez al., 2013).

Number of galls, eggs and plant biomass in the
chili-B subtilis-M. enterolobii interaction

All the roots of the CwMe and CwBsMe
treatments were successfully infected with galls. The
CwMe treatment expressed 24.67% less galls than the
CwBsMe treatment (p=<0.05); however, regarding the
number of eggs there were no significant differences
between both treatments (Table 2). The CwBsMe
treatment presented 41.71% higher fresh root
biomass in regard to the control (p=<0.05), while the
CwMe and CwBsMe treatments recorded 34.61%
more fresh foliage biomass (p=<0.05) than the
control. The dry foliage biomass increased 40.95%
in the CwBsMe and CwMe treatments (p=<0.05)
compared to the control (Table 2).

Even when B. subtilis (CH90) activated the
expression of defense genes, this effect was not
decisive to reduce galls and egg production; thus, M.
enterolobii successfully concluded its life cycle in cv.
California Wonder roots. Xia et /. (2019) evaluated
different species of Bacillus against M. javanica in
tomato plants; and it was B. halotolerans the one that
showed the greatest reduction in galls and eggs of
M. incognita. Therefore, it is suggested that not all

GAYOSSO-ROSALES ez al. 269



AGROCIENCIA, 1 de abril - 16 de mayo, 2021

Cuadro 2. Efecto de B. subtilis en plantas de cv. California Wonder infectadas con M. enterolobii.
Table 2. Effect of B. subtilis on cv. California Wonder plants infected with M. enterolobii.

. ) Agallas por g Huevos por g Biomasa fresca (g) Biomasa seca (g)
fatamiento de raiz’ de raiz’ Raiz Follaje Raiz Follaje
j
CuwBs (gzggigzgg 5 (gzggigzggb) 1.120£0.084"  1.960+0.100° 0.057+0.004*  0.175£0.009"
CwBsMe 26.59+1.94 3215.56+338.65  1.407+0.124*  2.747+0.162* 0.056+0.007:  0.272+0.011*
(1.42+0.03%) (3.47+0.04%)
CwMe 20.03+1.29 3439.39:200.60  1.193:0.120°  2.493:0.148* 0.060:0.006* 0.2700.014*
(1.31+0.02%) (3.52+0.027)
Control 0.00+0.00 0.00+0.00 0.820£0.057°  1.713+0.110"° 0.042+0.005* 0.160£0.012°
(0.00+0.00°) (0.00+0.00)

Los valores representan la mediaterror estdndar (n=15). Medias con letra diferente en cada columna son significativamente
diferentes (Tukey; p=0.05). 'El andlisis ANOVA se realizé con datos transformados [log, , (x + 1)], los valores se muestran entre
paréntesis. Cw: cv. California Wonder; CwBs: Cw inoculado solo con B. subtilis; CwBsMe: Cw inoculado con B. subtilis y con
M. enterolobii; CwMe: Cw inoculado solo con M. enterolobii; Control: Cw inoculado solo con medio de cultivo. < The values
represent the mean + standard error (n=15). Means with different letters in each column are significantly different (Tukey;
p=0.05). "ANOVA analysis was performed with transformed data [log , (x + 1)], values are shown in parentheses. Cuw: cv.
California Wonder; CwBs: Cw inoculated only with B. subtilis; CwBsMe: Cw inoculated with B. subtilis and with M. enterolobii;
CwMe: Cw inoculated only with M. enterolobii; Control: Cw inoculated only with culture medium.

mds biomasa fresca de follaje (p < 0.05) que el testi-
go. La biomasa seca de follaje aumenté 40.95% en
los tratamientos CwBsMe y CwMe (p < 0.05) respec-
to al testigo (Cuadro 2).

Aun cuando B. subtilis (CH90) activé la expre-
sion de los genes de defensa, este efecto no fue deter-
minante para reducir el agallamiento y produccién
de huevos, de esta forma M. enterolobii concluyd
con éxito su ciclo de vida en raices del cv. California
Wonder. Xia er al. (2019) evaluaron distintas espe-
cies de Bacillus contra M. javanica en plantas de jito-
mate; y fue B. halotolerans la que mostré una mayor
reduccion de agallas y huevos de M. incognita. Por lo
tanto, se sugiere que no todas las bacterias del género
Bacillus pueden tener un efecto antagdnico efectivo
contra nematodos agalladores.

En este estudio se observé que B. subrilis no tuvo
un efecto importante sobre la produccién de biomasa
fresca y seca. En otros, B. subtilis se reporté como
promotora de crecimiento vegetal y ha sido eficaz
para disminuir la infeccién de M. incognita en culti-
vos de jitomate (Adam ez al., 2014; Niu ez al., 2016).
Sin embargo, en nuestro estudio la cepa CH90 de B.
subtilis no mostr6 dichas caracteristicas, lo cual po-
dria estar relacionado con la agresividad alta de M.
enterolobii.

Los tratamientos CwMe y CwBsMe tuvieron ma-
yor biomasa fresca de raiz y follaje, y un incremento en
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bacteria of the genus Bacillus may have an effective
antagonistic effect against root-knot nematodes.

In this study, we observed that B. subzilis had no
important effect on the production of fresh and dry
biomass. In others, B. subtilis was reported as a plant
growth promoter and has been effective in reducing
M. incognita infection in tomato crops (Adam er
al., 2014; Niu ez al., 2016). However, in our study
the CHI0 strain of B. subrtilis did not show those
characteristics, which could be related to the high
aggressiveness of M. enterolobii.

The CwMe and CwBsMe treatments had greater
fresh root and foliage biomass, and an increase in dry
foliage biomass, which suggests that in our study,
M. enterolobii had a promoting effect on biomass.
Meloidogyne spp. can induce transcriptional changes
in their hosts in order to be able to develop; these
changes can directly affect plant development (Jones
et al., 2013). The high values of fresh biomass
registered in those treatments that involved M.
enterolobii could be the result of the metabolic
modifications induced by the nematode (for
example, accumulation of water in the roots). Since
it has been shown that in the compatible interactions
of M. incognita with tomato and A. thaliana over
expressions of genes involved in cell transport occur,
such as those encoding for aquaporins (Jammes ez al.,
2005; Shukla ez al., 2017), and proteins associated
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biomasa seca de follaje, lo cual sugiere que en nuestro
estudio, M. enterolobii tuvo un efecto promotor so-
bre la biomasa. Meloidogyne spp. puede inducir cam-
bios transcripcionales en sus hospederos para poder
desarrollarse, estos cambios pueden repercutir direc-
tamente en el desarrollo de las plantas (Jones ez al.,
2013). Los valores altos de biomasa fresca registrados
en aquellos tratamientos que involucraron a M. en-
terolobii podrian ser producto de las modificaciones
metabdlicas que induce el nematodo (por ejemplo,
acumulacién de agua en las raices). Ya que se ha de-
mostrado que, en las interacciones compatibles de M.
incognita con jitomate y A. thaliana, ocurren sobre-
expresiones de genes implicados en el transporte ce-
lular, como aquellos que codifican para acuaporinas
(Jammes ez al., 2005; Shukla ez al., 2017), y proteinas
asociadas al transporte de agua y la osmorregulacién
celular (Jammes et al., 2005).

CONCLUSIONES

Meloidogyne enterolobii resistié la respuesta tem-
prana de defensa de C. annum dependiente del dcido
salicilico (PR-1y PR-5) e indujo la respuesta depen-
diente del dcido jasménico (PR-12). Las plantas tra-
tadas con B. subtilis (CH90) solo, o en combinacién
con el nematodo activaron las rutas de defensa de-
pendientes de ambos 4dcidos. Sin embargo, dicha ac-
tivacién no afecté la reproduccién de M. enterolobii
en raices de chile.
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with water transport and cellular osmoregulation
(Jammes et al., 2005).

CONCLUSIONS

Meloidogyne enterolobii resisted the salicylic acid-
dependent early defense response of C. annum (PR-1
and PR-5) and induced the jasmonic acid-dependent
response (PR-12). Plants treated with B. subtilis
(CH90) alone, or in combination with the nematode
activated the defense pathways dependent on both
acids. However, this activation did not affect the
reproduction of M. enterolobii in chili roots.
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