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Resumen. El chile (Capsicum annuum) CM334 es
resistente al oomiceto Phytophthora capsici (Pc), tal
resistencia se manifiesta por una reaccion de
hipersensibilidad (RH); sin embargo, este genotipo es
susceptible a Fusarium oxysporum (Fo). En el presente
trabajo se compararon los cambios celulares en la RH
inducida por Pc, interaccion incompatible (II), y la necrosis
inducida por Fo, interaccion compatible (IC). La necrosis y
la colonizacién por el oomiceto en la IT se confiné al sitio de
la inoculacion en el tallo; y en la IC, el patégeno colonizd
todo el tallo y la necrosis se limit6 a la zona de inoculacion.
La degradacion de las paredes celulares en la IC fue
evidente, en cambio en la I, solamente se observo el colapso
de las células. En la II el 31% de los nucleos de las células
corticales fueron rojos sugiriendo una RH y en la IC el 71%
fueron globosos y de color gris claro sugiriendo muerte por
necrosis.

Palabras clave adicionales: Interaccion compatible,
interaccion incompatible, oomicetos, reaccion de
hipersensibilidad, muerte celular programada, necrosis.

El chile (Capsicum annuum) es un cultivo de gran
importancia econémica en México, y la enfermedad
conocida como marchitez del chile inducida por el oomiceto
Phytophthora capsici (Pc) causa grandes pérdidas en las
zonas productoras. El chile criollo tipo serrano CM334 ha
destacado por su alto grado de resistencia al oomiceto que se
manifiesta por una reaccion de hipersensibilidad (RH)
(Bonnet et al., 2007). Durante la RH, las células localizadas

Abstract. The chilli (Capsicum annuum) CM334 is
resistant to oomycete Phytophthora capsici (Pc), such
resistance is manifested by a hypersensitive reaction (HR);
however, this genotype is susceptible to Fusarium
oxysporum (Fo). In this study we compared the cellular
changes in the HR-induced by Pc, incompatible interaction
(IT), and Fo-induced necrosis, compatible interaction (CI).
The necrosis and colonization by the oomycete in II was
confined to the site of inoculation in the stem, and in CI, the
pathogen colonized the whole stem and the necrosis was
limited to the site of inoculation. Cell wall degradation was
evident in the CI, whereas in the I, only the collapse of the
cells was observed. In the II, 31% of the nuclei of cortical
cells were red suggesting a HR and in the CI 71% of the
nuclei were globose and light gray suggesting a death by
necrosis.
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programmed cell death, necrosis.

Résumé. Le piment (Capsicum annum) CM334 est résistant
a l'oomyceéte Phytophthora capsici (Pc), cette résistance se
manifestant par une réaction d'hypersensibilité. Cependant,
ce génotype présente une sensibilité a Fusarium oxysporum
(Fo). Dans cette ¢tude, nous avons comparé les
changements cellulaires dans la réaction d'hypersensibilité
induite par Pc (l'interaction incompatible), et la nécrose
induite par Fo (I'interaction compatible). La nécrose et la
colonisation occasionnées par I'oomycete dans l'interaction
incompatible ont été limitées au site d'inoculation dans la
tige. Dans l'interaction compatible, 1'agent pathogeéne a
colonisé toute la tige et la nécrose a été limitée au site
d'inoculation. La dégradation des parois cellulaires était
évidente dans l'interaction compatible, alors que dans
l'interaction incompatible a été observé l'effondrement des
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alrededor del sitio de penetracion se “suicidan’ lo que trae
como resultado que la infeccion y el avance del patogeno se
detenga. La RH ha sido considerada un tipo de muerte
celular programada (MCP). En frutos de chile (Capsicum
baccatum) resistente a Colletotrichum gloeosporioides
(Glomerella cingulata), se observaron varias caracteristicas
citologicas tipicas de la MCP, como lo son la separacion de
la membrana plasmatica de la pared celular, la condensacion
del citoplasma, la dilataciéon del reticulo endoplasmico, la
presencia de numerosas vacuolas pequeiias, ntcleos
heterocromaticos y menos osmofilicos, y fragmentacion del
ADN. En contraste, en frutos susceptibles (C. annuum) hubo
degradacion de la pared celular, fragmentacion de vacuolas,
degradacion del nucleo y citoplasma, y condensacion del
citoplasma (Kim et al., 2004). Recientemente se observo
que algunas plantas de CM334 murieron después de haber
sido inoculadas con Pc (datos no publicados). La muerte de
estas plantas pudo haber sido el resultado de la pérdida de
resistencia o bien producto de una RH tan violenta y
extensiva a nivel del cuello de las plantas que éstas
terminaron por sucumbir. Dada la importancia del genotipo
CM334, calificado como el resistente universal a Pc y que
constituye una fuente potencial de resistencia al oomiceto
(Glosier et al., 2008), se consideré conveniente comparar
los cambios morfologicos celulares de las plantas de chile
CM334 en la interaccion incompatible con P. capsici, con
aquellos desarrollados en la interaccion compatible con
Fusarium oxysporum (Fo). Semillas germinadas de chile
CM334 y Yolo Wonder (YW) (utilizado como control
susceptible a Pc) se plantaron en vasos de plastico y se
mantuvieron en una camara de crecimiento a 25+2 °C con 14
hdeluzy 10 h de oscuridad.

Los patogenos Pc (cepa 6143) y Fo se cultivaron a
temperatura ambiente en medio V8 y PDA,
respectivamente. Plantas en etapa de 4-6 hojas verdaderas,
se inocularon realizando una puncién en el nudo de las hojas
cotiledonarias y sobre esta area se coloc un disco de medio
de cultivo de 0.5 cm de didmetro con micelio. Para las
plantas de CM334 se tuvieron tres tratamientos: 1)
inoculacion con Pc, 2) inoculacion con Fo y 3) testigo (con
puncién y disco de medio de cultivo sin micelio), y para YW
se tuvieron so6lo dos: 1) inoculacién con P. capsici, y 2)
testigo. En las inoculaciones con Pc, se consideraron los
tiempos 12, 24 y 48 h posteriores a la inoculacion (hpi) y 48,
96y 120 hpi en el caso de Fo. Cada tiempo contd con su
respectivo testigo. Ademas a los nueve dias posteriores a la
inoculacion (dpi), en cinco plantas de CM334 inoculadas
con Pc se evalud, por abajo del sitio de la puncion e
inoculaciéon el avance de la necrosis y colonizacion
sistémica, ya que toda la parte apical del tallo colapsé.

De cada una de esas plantas se tomaron tres
fragmentos de tallo de 1 cm de longitud a partir del sitio
donde terminaba la necrosis y hacia la base del tallo, cada
fragmento se coloco en una caja Petri con agua destilada
estéril para detectar el cremiento micelial y formacion de
esporangios del oomiceto. Las cajas se mantuvieron a
temperatura ambiente y luz blanca constante por 72 h para
observar la presencia o ausencia de esporangios. También

cellules. Dans l'interaction incompatible 31% des noyaux
des cellules corticales étaient rouges, suggérant une réaction
d'hypersensibilité. Dans ['interaction compatible 71%
¢taient globuleux et gris, suggérant la mort par nécrose.

Mots clés supplémentaires: Interaction compatible,
interaction incompatible, oomycétes, réaction
d'hypersensibilité, mort cellulaire programmeée, nécrose.

The chili (Capsicum annuum) is an economically important
crop in Mexico, and great losses in production areas are
caused by the disease known as chili wilt, induced by the
oomycete Phytophthora capsici (Pc). The CM334 creole
type Serrano chili has highlighted itself because of its high
level of resistance against the oomycete manifested
throughout a hypersensitive reaction (HR) (Bonnet et al.,
2007). During the HR, the cell located around the
penetration site “commits suicide”, which makes both the
infection and pathogen spreading stop. The HR has been
considered some kind of programmed cell death (PCD).
Several cytological characteristics, PCD typical, were
observed in chili fruits (Capsicum baccatum) resistant to
Colletotrichum gloeosporioides (Glomerella cingulata),
such as separation of the plasma membrane from the cell
wall, cytoplasm condensation, dilation of the endoplasmic
reticulum, the presence of numerous small vacuoles,
heterochromatic nuclei and less osmophilic, and DNA
fragmentation. Conversely, there was a degradation of the
cell wall, vacuole fragmentation, degradation of the nucleus
and cytoplasm, as well as cytoplasm condensation in
susceptible fruits (C. annuum) (Kim et al., 2004). It was
recently observed that some CM334 plants died after being
inoculated with Pc (unpublished data). The death of these
plants may have been the result of resistance loss, or derived
from a violent and extensive HR at a neck level of the plants;
they eventually succumb. Due to the relevance of the
CM334 genotype, described as the universal resistant to Pc
and representing a source of potential resistance to the
oomycete (Glosier et al., 2008), it was considered desirable
to compare the cell morphological changes of CM334 chili
plants in the incompatible interaction with P. capsici with
those developed with in the compatible interaction with
Fusarium oxysporum (Fo). The CM334 chili germinated
seeds and Yolo Wonder (YW) (used as a Pc susceptible
control) were planted in plastic cups and kept in a growth
chamber at 25+2 °C with 14 h of light and 10 h of darkness.

The Pc pathogens (strain 6143) and Fo were cultured
at room temperature in V8 and PDA medium, respectively.
Plants in the 4 to 6 true leaf stage were inoculated
performing a puncture in the node of cotyledonary leaves,
and a culture medium disk of 0.5 cm diameter, with
mycelium, was placed on this area; a total of three treatments
were obtained for CM334 plants: 1) Inoculation with Pc, 2)
inoculation with Fo and 3) control (with disk puncture and
culture medium without mycelium); only two were obtained
for YW: 1) inoculation with P. capsici, and 2) control. The
time considered in the Pc inoculations, 12, 24 and 48 h post-
inoculation (hpi), and 48, 96 and 120 hpi in the Fo case.
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cinco plantas inoculadas con Fo y cinco del testigo se
evaluaron a los 30 dpi como se describid para Pc, excepto
que los fragmentos de tallo fueron de 1.5 cm de longitud, y
debido a que no se observo dafio en la parte apical del tallo,
uno de los fragmentos correspondi6 a la parte apical, otro al
sitio de inoculacion y el tercero a la parte basal. Para las
observaciones citologicas bajo microscopia de luz se
tuvieron cinco plantas para cada tratamiento y tiempo, y
para ello se cortd un fragmento de tallo de 1 cm de longitud
de cada planta, situando en medio el sitio de la puncion.

La fijacion e inclusion con parafina de los tallos se
hizo con el protocolo de Lopez et al. (2005). Las muestras se
cortaron transversal y longitudinalmente a 8§ pm de grosor
con un microtomo HYRAX M 25 marca ZEISS y se
montaron en portaobjetos. Posteriormente se realizé una
tincién doble safranina (metilcelosolve) — verde rapido
(metilcelosolve) (Lopez et al., 2005) y los cortes se
observaron en un microscopio de luz VE-B6 marca Velab.
En cortes observados bajo el objetivo de 40X se contaron y
caracterizaron los nucleos de las células corticales y
medulares del tallo, también se registrd el nimero de células
del xilema que contenian polifenoles o hifas. Se observaron
muestras de todos los tiempos y tratamientos, pero estas
variables solo se evaluaron en CM334-Pc 24 hdi, CM334-
Fo 48 hdi, CM334-Testigo 24 hdi, YW-Pc 24 hdi y YW-
Testigo 24 hdi. Fue en estos tiempos en los que se
observaron diferencias evidentes entre tratamientos. Todos
los cortes que se evaluaron fueron del area donde se hizo la
puncion e inoculacion. En los tratamientos donde se inoculo
Pc, solo se evalud el tiempo 24 hpi debido a que a las 12 hpi
no se observaron cambios morfoldgicos evidentes entre
tratamientos y para las 48 hpi la totalidad del tallo en el area
de puncion e inoculacion estaba colapsada. En el caso de la
inoculacion con Fo, se eligi6 el tiempo de 48 hpi porque fue
en ese tiempo en el que se observaron los cambios mas
evidentes entre tratamientos.

En la interaccion compatible YW-Pc los primeros
sintomas de necrosamiento se presentaron a las 24 hpiy a los
5 dpi todas las plantas murieron. La presencia de micelio y
esporangios a lo largo del tallo de todas las plantas,
evidencio que el avance del patdgeno no se detuvo. En la
interaccion incompatible CM334-Pc se observo el
necrosamiento a las 24 hpi y a los 9 dpi el necrosamiento
avanzd en el tallo s6lo 2.06 cm por debajo del sitio de
puncion e inoculacion. No se detecto la presencia de micelio
y esporangios en el segmento basal de tallo analizado, lo que
indic6 que el avance del oomiceto finalmente fue detenido.
Enlainteraccion CM334-Fo lalongitud de la necrosis fue en
promedio de 0.33 cmalos 3 dpi,de 0.52cmalos23 dpiya
los 30 dpi el hongo avanzd sistémicamente hasta el
segmento del tallo evaluado mas distante al punto de
inoculacion; en todos los fragmentos se registrd la presencia
de micelio, microconidos y macroconidios. Las plantas
testigo a los 30 dpi no presentaron sintomas de
necrosamiento o signos de algiin patégeno. Con excepcion
del tratamiento Y W-Pc, en todos los demas se distinguieron
en las células de los cortes de tejido analizados, tres tipos
principales de nucleos: 1) Normales, con formas variadas
(esféricos, ovalados o alargados), de color gris claro y con

Each time had its respective control. Also, nine days post
inoculation (dpi), the necrosis advancing and systemic
colonization were evaluated in five CM334 Pc inoculated
plants, below the puncture and inoculation site, since the
entire apical stem had collapsed.

A total of three stem pieces 1 cm long were taken
from each of these plants at the point where necrosis ended
and towards the base of the stem; each fragment was placed
in a Petri dish with sterile distilled water in order to detect the
mycelia growth oomycete sporangia formation. The dishes
were kept at room temperature and under a constant white
light for 72 h to determine either the presence or absence of
sporangia. Moreover, five Fo inoculated plants and five
from the control were evaluated at 30 dpi as described for
Pc, with the exception that the stem fragments were 1.5 cm
long; since no damage was observed in the apical part of the
stem, one of the fragments corresponded to the apical side,
another to the inoculation and the third to the basal. A total of
five plants were for cytological observations under light
microscopy for each treatment and time; a 1 cm stem
fragment was cut from each plant to do so, placing the
puncture site in the middle.

Figura 1. Microfotografias de los tipos de nucleos
observados durante las interacciones evaluadas: (A)
normales, (B) rojos, (C) globosos y (D) globosos-rojos.
Barra=50 pm.

Figure 1. Microphotographs of the types of nuclei observed
during the evaluated interactions: (A) normal, (B) red, (C)
globose and (D) globose-roed. Bar=50 um.
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presencia de granulos generalmente pequeios y oscuros,
con un nucléolo pequefio de color anaranjado (Figura 1A).
2) Rojos, generalmente esféricos u ovalados, condensados
(contraidos), de apariencia granulosa y color rojo; los
granulos del nicleo fueron de color rosa oscuro a rojo y el
nucléolo con frecuencia no fue distinguible (FiguralB). 3)
Globosos, nucleos grandes y esféricos, de color gris claro,
con pocos granulos oscuros y con un nucléolo grande de
color anaranjado brillante situado generalmente en el centro
del nucleo (FiguralC). En todas las plantas testigo,
solamente en las células danadas por la puncion se observo
la acumulacién de polifenoles (formando estructuras
esféricas de colorrojo y textura lisa) y a las 24 h posteriores a
la puncion (hpp), las células del tallo mostraron el 98.5% de
nucleos con apariencia normal. En cambio en la interaccion
incompatible (CM334-Pc), el colapso de tejidos avanzd
hasta la médula del tallo (pero sin degradacion aparente de
las paredes celulares) a las 24 hpi y el 30.9% de los nticleos
de las células de la corteza, no colapsadas, fueron rojos
(Figura 1B). Las hifas del oomiceto se encontraron entre las
paredes celulares del tejido cortical y medular del tallo y en
el 10.9% de los elementos del vaso del xilema. En la
interaccion compatible (CM334-Fo), alas 48 hpi las células
localizadas en el sitio de la inoculacion mostraron mayor
acumulacion de polifenoles, en comparacion con la
incompatible y las células en contacto con ellos se
degradaron total o parcialmente. En esta interaccion 70.8%
de los nucleos visibles en la corteza fueron globosos (Figura
1C), y s6lo el 0.3% presentd color rojo y se localizaron en
sitios con acumulacion de polifenoles o cercanos a las hifas.
Estos ultimos nucleos, a diferencia de los observados en la
interaccion incompatible, mantuvieron un nucléolo grande
(Figura 1D). Las hifas de Fo invadieron inter e
intracelularmente al parénquima y al 1.7% de los elementos
de vaso del xilema. En la interaccién compatible YW-Pc
casi la tercera parte del diametro del tallo fue colapsado
presentando una evidente degradacion de las paredes
celulares a las 24 hpi y el 14.3% del total de nucleos
observados en la corteza fueron de color rojo y granulosos.
Las hifas crecieron intercelularmente en las células del
parénquima y también se observaron dentro del 13.2% de
los elementos de vaso del xilema.

Dado que Pc no avanzo sistémicamente en CM334,
se infiere que la planta mostro6 resistencia al patégeno y que
la necrosis observada fue producto de una rapida e intensa
RH. En las plantas susceptibles del cv Yolo Wonder todo el
tallo mostrd necrosis y fue colonizado; asi mismo, en la
interacciéon compatible CM334-Fo, el patogeno crecid
sistémicamente a lo largo del tallo como lo indic6 el hecho
de que en todos los segmentos analizados hubo desarrollo
del patdgeno, confirmandose la susceptibilidad de CM334 a
este hongo. Aunque en las tres interacciones evaluadas se
presentaron sintomas de necrosamiento, hubo claras
diferencias estructurales a nivel de tejidos, lo que indica que
los mecanismos responsables de la necrosis fueron
diferentes. En las interacciones compatibles YW-Pc y
CM334-Fo fue evidente la degradacion de las paredes
celulares desde las 12 hpi, debido posiblemente a la
actividad de enzimas liticas producidas por estos patdogenos

The fixation and embedding in paraffin the stems
was carried out by the Lopez et al. (2005) protocol. The
samples were cut transversely and longitudinally to an 8 pm
thickness with a HYRAX M 25 microtome ZEISS brand;
then they were placed on slides. Afterwards, a safranin
double stain (methyl cellosolve) was performed — fast Green
(methyl cellosolve) (Lépez et al., 2005) and the sections
were observed under a VE-B6 light microscope Velab brand.
The nuclei of cortical and medullary stem cells were counted
and characterized in sections observed under the 40X
objective; also, the number of xylem cells containing
polyphenols or hyphae was recorded. Samples of all times
and treatments were observed, but these variables were
evaluated only in CM334-Pc 24 hdi, CM334-Fo 48 hdi,
CM334-Control 24hdi, YW-Pc 24 hdi and YW-Control 24
hdi. It was during such time frames when there were clear
differences among treatments. All of the assessed sections
were from the area where both puncture and inoculation had
been performed. Only the 24 hpi time was evaluated in the
treatments where Pc was inoculated due to a lack of evident
morphological changes among treatments; furthermore, by
the 48 hpi, the entire stem at the puncture and inoculation
site had collapsed. A48 hpi time was chosen in the case of Fo
inoculation because it was at that time when the most
obvious changes, among treatments, were observed.

The first necrosis symptoms, in the YW-Pc
compatible interaction, occurred at 24 hpi; by the 5 dpi, all of
the plants were dead. It was revealed by the presence of
mycelium and sporangia along the stem of all plants that the
advance of the pathogen did not stop. Necrosis was observed
in CM334-Pc incompatible interaction at 24 hpi and;
necrosis had advanced on the stem only 2.06 cm below the
puncture and inoculation site by the 9 dpi. The presence of
mycelium or sporangia, in the basal stem segment analyzed,
was not detected, thus indicating that that the avance of the
oomycete was finally stopped. The length of the necrosis in
the CM334-Fo interaction averaged 0.33 cm at 3 dpi, 0.52
cm at 23 dpi and by the 30 dpi the fungus systematically
moved forward to the evaluated stem segment most distant
from the inoculation point; the presence of mycelium,
microconides and macroconidia was recorded in all
fragments.

Neither necrosis nor any other pathogen symptoms
were revealed by the plants at 30 dpi. A total of three main
types of nucleus were perceived in all other cells, except for
the YW-Pc treatment: 1) Normal with various shapes
(spherical, oval or elongated), light gray and with the
presence of granules, usually small and dark, and a small
orange nucleolus (Fig. 1A). 2) Red, usually round or oval,
condensed (contracted), grainy appearance and reddish; the
nucleus granules were from dark pink to red and the nucleus
was often not distinguishable (Fig. 1B). 3) Globose, large,
spherical nuclei, light gray with few dark granules and large
nucleus with a bright orange, usually located in the center of
the nucleus (Fig. 1C). A polyphenols accumulation (forming
red and soft textured spherical structures) was observed in
all of the control plants, but only in the puncture damaged
cells, and 24 h post puncture (hpp) a 98.5% nucleus with a
normal appearance was revealed by the stem cells. In
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(Roncero et al., 2000; Feng et al., 2010), y a que los
mecanismos de defensa de las plantas no se dispararon tan
rapido ni con la magnitud necesaria para defenderse del
ataque por el patogeno. En contraste, en las células de los
tallos de CM334 inoculados con Pc, las paredes celulares no
mostraron mayor degradacion aunque si sufrieron colapso.
En la interaccién CM334-Pc la acumulacion de compuestos
fenolicos pudo haber contribuido a evitar la colonizacion del
tejido por parte el oomiceto, ya que se ha reportado que los
acidos fenolicos solubles contenidos en tallos de variedades
resistentes de chile estan asociados con su resistencia a Pc
(Fernandez y Liddell, 1997). Por el contrario, la gran
acumulacion de compuestos fendlicos en la interaccion
CM334-Fo no pudo evitar la colonizacion, debido quizés a
que estos compuestos no fueron nocivos para este hongo o a
que hubo diferencias en el tipo de fenoles acumulados en
uno y otro caso. Se sabe que los nucleos de células bajo
diferentes tipos de MCP sufren una condensacion o
contraccion y se tornan de coloracion oscura (Guimarédes y
Linden, 2004). Esto coincide con lo observado en células de
la interaccion CM334-Pc donde se presentd el mayor
porcentaje de nticleos rojos (30.9%) en comparacion con las
interacciones compatibles CM334-Fo (0.3%) y YW-Pc
(14.3%). Es posible que en la interaccion Y W-Pc algunas
células en las que se observaron nucleos rojos y granulosos
también hayan sucumbido por un proceso de MCP, s6lo que
al presentarse con menor frecuencia (14.3%) en
comparacion con el genotipo resistente CM334 (30.9%), no
se evitd la colonizacién por el oomiceto. Sin embargo, la
posibilidad de que se trate de dos tipos de nucleos rojos con
caracteristicas ultraestructurales diferentes no puede
descartarse; de ahi que es necesario verificar bajo
microscopia electronica de transmision si la ultraestructura
de los nucleos rojos de la interaccion compatible YW-Pc es
similar o no a la de la incompatible CM334-Pc. Por otro
lado, algunas de las caracteristicas de los nucleos de tipo
globoso presentes en la interaccion compatible CM334-Fo
coinciden con las reportadas en interacciones planta-
patdégeno compatibles, donde los ntcleos presentaban un
nucléolo grande y prominente o los nucleos no fueron
deformados y contenian cromatina menos densa que
nucleos de células con MCP (Jones et al., 1974; Kosslak et
al., 1997). Estos autores comentan que el nticleo parece ser
el primer organelo que reacciona a los estimulos y que los
cambios sufridos presumiblemente indican una actividad
metaboélica nuclear alta. En la presente investigacion se
encontraron claras diferencias estructurales entre la
interaccidon incompatible CM-334- Pc y las interacciones
compatibles CM334-Fo y YW-Pc. A nivel de microscopia
de luz, las diferencias en la estructura celular observadas
entre las interacciones evaluadas, sugieren que en las
interacciones compatibles (Y W-Pcy CM334-Fo) la muerte
celular fue producto de la actividad de los metabolitos
secretados por el patdgeno (a nivel de pared celular),
mientras que la muerte celular en la interaccion
incompatible (CM334-Pc) se debid probablemente a una
MCP que inhibi6 el avance del oomiceto a lo largo del tallo
delaplanta.

contrast, in the CM334-Pc incompatible interaction, the
collapse progressed to the tissue of the stem pith (but
without apparent cell walls degradation) at 24 hpi, and
30.9% of the cells nuclei in the cortex, not collapsed, were
red (Fig. 1B). The oomycete hyphae were found between the
walls of cortical and medullary tissue of the stem and in
10.9% of the xylem vessel elements. An increased
polyphenols accumulation was revealed in the CM334-Fo
compatible interaction by the cells located in the inoculation
site at 48 hpi, in comparison with the incompatible; the cells
in contact with them were either totally or partially
degraded. A total of 70.8% of the nuclei visible in the cortex,
in this interaction, were globose (Fig. 1C), and only 0.3%
were red and located at sites with polyphenols accumulation
or near the hyphae. Unlike those observed in the
incompatible interaction, these latter nuclei maintained
large nucleoli (Fig. 1D). The parenchyma was inter and
intracellularly invaded by the Fo hyphae, and 1.7% of the
xylem vessel elements. Almost a third of the stem diameter
was collapsed in the YW-Pc compatible interaction, by
presenting clear cell walls degradation at 24 hpi and the
14.3% of the total nuclei observed in the cortex were red and
granular. The hyphae grew intercellularly in the parenchyma
cells, and were also observed in 13.2% of the xylem vessel
elements.

Since the Pc did not systematically moved in
CM334, it is inferred that a resistance from the plant to the
pathogen was revealed, and that the observed necrosis was
due to a rapid and intense HR. Concerning the susceptible
Yolo Wonder plants, the whole stem had necrosis and was
colonized, also, in the CM334-Fo compatible interaction the
pathogen grew systematically along the stem, as indicated
by the fact that in there was a pathogen development in all of
the analyzed segments, confirming CM334 susceptibility to
such fungus. Even though necrosis symptoms were revealed
in the three evaluated interactions, there were clear
structural differences at tissue level, which indicates that the
mechanisms responsible for necrosis were different. The
cell walls degradation was quite evident since the 12 hpi in
the Y W-Pc and CM334-Fo compatible interactions, perhaps
due to lytic enzymes activity produced by these pathogens
(Roncero et al., 2000; Feng et al., 2010), and because the
plants defense mechanisms were neither triggered as
quickly nor to the extent required in order to defend itself
from the attack of the pathogen.

Conversely, in CM334 stem cells Pc inoculated, cell
walls did not have a higher degradation, although they did
experience a collapse. The phenolic compounds
accumulation could have contributed to prevent tissue
colonization by the oomycete, as it has been reported that the
content of soluble phenolic acids in stems of resistant
varieties of chile are associated with resistance to Pc
(Fernandez and Liddell, 1997). Instead, the large phenolic
compounds accumulation in the CM334-Fo interaction was
not sufficient to prevent colonization, probably due to the
fact that such compounds were not harmful to the fungus, or
because there were differences in the type of phenols
accumulated in each case. It is known that the cells nuclei,
under different MCP types undergo condensation or
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contraction, and become dark colored (Guimardes and
Linden, 2004). This is consistent with what has been
observed in the CM334-Pc interaction, where the highest
red nuclei percentage was revealed (30.9%) compared to the
CM334-Fo (0.3%) and YW-Pc (14.3%) compatible
interactions. It is possible that in the YW-Pc interaction,
some of the cells in which red and granular nuclei were
observed had also succumbed to an MCP process, but only
to appear less frequently (14.3%) compared to the CM334
resistant genotype (30.9%); the oomycete colonization was
not prevented. Nevertheless, the possibility that these two
types of red nuclei had different structural characteristics
cannot be excluded; hence, it is necessary to verify if the red
nuclei ultrastructure of the Y W-Pc compatible interaction is
similar or not to CM334-Pc incompatible. Furthermore,
some of the characteristics of the globose type nuclei present
in the CM334-Fo incompatible interaction are consistent
with those reported in compatible plant-pathogen
interactions, where the nuclei had a prominent and large
nucleolus, were not deformed, and contained less dense
chromatin than the nuclei cells with MCP (Jones et al., 1974;
Kosslak et al., 1997). It is discussed by these authors that the
nucleus appears to be the first organelle to react to stimuli
and that the changes experienced probably indicate a high
nuclear metabolic activity. Clear structural differences
between the CM-334- Pc incompatible interaction and the
CM334-Fo and YW-Pc compatible were revealed in the
study hereby. It is suggested by the cellular structure
differences observed among the evaluated interactions, at a
light microscopy level, that the cellular death observed in
the compatible interactions (YW-Pc and CM334-Fo) was
due to the activity of the metabolites secreted by the
pathogen (at cellular wall level), whereas the cellular death
in the incompatible interaction (CM334-Pc) was probably
due to an MCP which inhibited the oomycete progress along
the stem of the plant.
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