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RESUMEN

Las plantas pueden presentar cambios en su metabolismo secundario debido al dafio
infligido por insectos herbivoros. Tanto la magnitud como la dinimica de esas respuestas
inducidas (RI) afectan el presupuesto de recursos de la planta y su nivel de resistencia a la
herbivoria, estableciéndose una relacién de costo/beneficio de esas respuestas. Se estudié las
respuestas inducidas en el trigo silvestre Triticum umiaristatum por infestacion del afido
Rhopalosiphum padi, analizando la acumulacion de dcidos hidroxamicos (Hx) en el tejido
vegetal infestado.

Dado que las RI pueden ser metabdlicamente costosas para la planta, al asignar a
defensa recursos que podran ser utilizados en otras funciones como crecimiento o
reproduccion, se determiné la existencia de dichos costos en términos de parametros relativos
a la adecuacién bioldgica de la planta. Previamente se establecié que el proceso fisiologico
detras de las RI de Hx no reflejaba un aumento en Ia sintesis local de ¥x de la zona dafiada
(un proceso energéticamente costoso) sino una traslocacion de Hx desde érganos no dafiados
(un proceso que no es significativamente costoso en términos metabdlicos). Esta
aproximacién fisiologica inicial sirvié como elemento para predecir la inexistencia de costos de
esas RI. Esto se confirmo al evaluar parametros estimadores de la adecuacion biologica de la

planta relativos al crecimiento y desarrollo; no hubo diferencia en los parametros evaluados




en plantas control y plantas “inducidas” (plantas que recibieron una breve infestacion
controlada de afidos).

Adicionalmente se evalué la dinAmica espacial v temporal del fendémeno de RI,
extendiéndose el anélisis de Hx a todos los 6rganos de la planta y evaluando la persistencia en
el tiempo de la induccién de Hx.. Estos resultados se discutieron en el marco de la teoria de
Defensa Optima de plantas, conduciendo parcialmente a una verificacion de las predicciones
emergentes de dicha teoria general.

Esta tesis ilustra la posibilidad de proyectar patrones a nivel ecologico a partir de

aproximaciones a nivel fisiolégico de los procesos de asignacion de recursos en plantas.




ABSTRACT

Damage to plant tissues by herbivorous insects may induce changes in the secondary
metabolism of the plant. The amount and the dynamics of those induced responses (IR) affect
the resource budget of the plant as well as its resistance against herbivory, establishing a
cost/benefit relationship of those responses. The induced responses on the wild wheat
Triticum uniaristatum upon infestation by the aphid Rhopalosiphum padi were studied.
Hydroxamic acids (FHx) accumulation was analyzed in the plant tissue.

Since IR may impose a metabolic cost to the plant by allocating to defense resources
otherwise available to growth or reproduction, the existence of such costs -expressed as
fitness parameters- was determined. It was previously ascertained that the IR were not a
consequence of enhanced local synthesis of Hx at the infested tissue but the result of the
significantly less costly translocation of Hx from uninfested organs. This initial physiological
approach led to the prediction of a lack of costs of such IR. This was later confirmed by
evaluating plant fitness parameters related to growth and development. No significant
difference was found between control and “induced” plants (subjected to a short-term
controlled aphid infestation).

In addition, the temporal and spatial dynamics of such IR were assessed, extending the

analysis of Hx to all the organs of the plant and evaluating the persistence through time of the




Hx induction. These results were discussed in the framework of the Optimal Defense theory,
leading to a partial verification of the predictions arising from such general theory.
This thesis shows that patterns of resource allocation in plants at a physiological level

may lead to predictions dealing with patterns at an ecological level .




INTRODUCCION

Respuestas Inducidas (RI). Antecedentes generales

En una interaccion de herbivoria, el dafio a los tejidos de una planta puede inducir cambios en
su metabolismo secundario {("respuestas inducidas", RI) y afectar negativamente a los
herbivoros (Green & Ryan 1972, Carroll & Hoffman 1980, Edwards & Wratten 1983, Karban
& Carey 1984, Edwards & Wratten 1985, Bryant ef al. 1991, Rausher ef al. 1993, Seldal et
al. 1994), En hojas dafiadas por insectos herbivoros se ha detectado decrecimientos en los
niveles de nutrientes (Ciepiela 1989) asi como aumentos en las concentraciones de metabolitos
secundarios, tales como inhibidores de proteasas (Ryan 1978), compuestos fendlicos (Baldwin
& Schultz 1983), terpenos (Tallamy & McCloud 1991), alcaloides {Baldwin 1988),
furanocumarinas (Zangerl 1990), y cidos hidroxamicos (Niemeyer ef al. 1989a).

Como consecuencia de dichas RI, en algunos casos los insectos experimentan
reduccion en su tasa de crecimiento, disminuciéon de su fecundidad y aumento de su
mortalidad (Schultz & Baldwin 1982, Redak & Capinera 1994, Neuvonen et al. 1988,
Hanhiméki 1989). También pueden verse afectados el comportamiento de los insectos, la
palatabilidad de la planta y la distribucion espacial de especies fitofagas en la planta (Wratten
ef al. 1984, Gibberd ef al. 1988, Raupp & Sadof 1989). Asimismo, recientemente se ha
resaltado la importancia de la dispersion del dafio en la planta -probablemente como

consecuencia de cambios locales inducidos- tanto en términos de una mayor exposicion de los




herbivoros a enemigos naturales (Wratten ef al. 1988) como en la determinacién de la
competitividad de la planta (Edwards ez al. 1992, Marquis 1992a).

Las respuestas de las plantas al dafio por herbivoros abarcan escalas espaciales que
van desde hojas individuales hasta plantas enteras y escalas temporales que van desde minutos
hasta tiempo evolutivo (Karban & Myers 1989). Una amplia extenston espacial de la respuesta
al interior de la planta ha sido considerada como indicativa del caracter sistémico de ella
(Makus et al. 1980, Haukioja & Hanhimiki 1985, Karban 1986) aunque no siempre se ha
verificado (Tuomi ef al. 1988). Las RI no necesariamente involucran sintesis e novo; el dafio
puede poner en contacto enzimas y sustratos preformados y producir las moléculas
responsables del efecto sobre los herbivoros (Hartley & Lawton 1991). El tiempo que demora
en producirse la respuesta inducida y su duracién determinan si ésta afecta a los individuos
que produjeron el dafio (e.g. Tallamy 1985) o a futuros atacantes de la planta (e.g. Leather
1993).

El fenémeno de RI, como todo fendémeno biologico, no es de naturaleza fija o
inmutable. Se ha descrito que las RI pueden ser moduladas por caracteristicas de la planta
tales como genotipo, ontogenia y estado fenolégico (Coleman & Jones 1991) asi como por el
genotipo, historia de vida o conducta del herbivoro (Faeth 1991, Gianoli ez al., datos no
publicados: ver Apéndice, 1); adicionalmente, se ha encontrado que las condiciones
ambientales en las cuales ocurre la interaccion planta-herbivoro pueden ser determinantes en el

fenomeno mencionado (Karban 1987, Gianoli & Niemeyer 1996: ver Apéndice, 2).




El sistema afidos-gramineas-icidos hidroxamicos
Los 4cidos hidroxamicos (Hx) estin presentes tanto en gramineas cultivadas (trigo, maiz y
centeno) como en gramineas silvestres (Niemeyer 1988a), encontrandose en muchas especies
del género Triticum (Niemeyer 1988b). Se han descrito correlaciones inversas entre los niveles
de Hx -tanto en plantas (maiz y trigo) como en dietas artificiales- y la sobrevivencia, tasa de
crecimiento y peso de adultos de distintas especies de &fidos de los cereales (Argandofia et al.
1980, 1981, 1983, Zifiiga ef al, 1983, Corcuera ef al. 1985, Bohidar et al. 1986, Leszczynski
et al. 1989, Niemeyer ef al. 1989b, Thackray ef al. 1990). Los Hx estan presentes en el
mesdfilo de 1a hoja, haces vasculares (especificamente floema) y raices (Argandofia ef al.
1981, 1987, Givovich ef al. 1994). Los Hx se encuentran naturalmente en la planta en forma
de glucdsidos, los cuales son hidrolizados por la accion de enzimas presentes en los tejidos
que han sufrido dafio (Hofinan & Hofmanova 1971) liberandose de esta manera las agluconas,
de mayor actividad biologica que los glucosidos (Corcuera ef @l 1985). Las agluconas
aisladas de extractos de especies del género Triticum son el DIMBOA (2 4-dihidroxi-7-
metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona} y su andlogo demetoxilado DIBOA (Niemeyer ef al. 1992).
Los Hx no son los tnicos metabolitos secundarios presentes en el género Triticum que
han sido relacionados con la resistencia a 4fidos de los cereales. Se ha evaluado la deterrencia
(disminucién de la alimentacion) de afidos causada por flavonoides presentes en trigo
administrados en dietas artificiales (Dreyer & Jones 1981). En otro estudio, Ia resistencia de
plantas de trigo a afidos estuvo significativamente correlacionada con la concentracion de

fenoles totales mas no con la de alcaloides inddlicos (Leszczynski ef al. 1989). Se ha descrito




también el efecto de componentes de las ceras epicuticulares del trigo sobre Ia colonizacion
por afidos (Lowe ef al. 1985}

En el 4rea de gramineas-Hx se han publicado seis estudios en el tema de RI. Gutiérrez
et al. (1988), infestando con lepiddpteros, encontraron en dos cultivares de maiz aumentos del
42% y 96% en la concentracion de Hx respecto a plantas no infestadas. También en maiz,
Morse et al. (1991a, 1991b) encontraron un aumento en Hx del 18% y una disminucion en la
tasa de crecimiento (23%) y sobrevivencia (600%) de los afidos criados en las plantas
dafiadas. Sin embargo, estos filtimos trabajos emplearon dafio artificial, lo que limita el alcance
de sus conclusiones con respecto a la herbivoria (Hartley & Lawton 1987). Los trabajos que
emplearon afidos como agentes de dafio en trigo encontraron distintos niveles de aumento de
Hx. Niemeyer ef al. (1989a) detectaron incrementos (rango: 15-96%) en la concentracion de
Hx en dos de los cuatro cultivares de trigo examinados. Similarmente, Leszczynski & Dixon
(1990) encontraron aumentos (rango: 30-70%) en dos de cuatro cultivares de trigo evaluados.
Finalmente, Thackray ef al. (1988) informaron diferencias significativas en Hx y mortalidad de
afidos sobre plantas inducidas previamente, Trabajos recientes han encontrado RI en otros dos
cultivares de trigo y en el trigo silvestre Triticum uniaristatum (Gianoli & Niemeyer, datos no
publicados: ver Apéndice, 3).

Respecto a trabajos de RI en compuestos distintos a Hx, Leszczynski (1985) evalud
los cambios en la actividad de enzimas (Fenilalanina y Tirosina -amonio liasas) y concentracion
de fenoles en dos cultivares de trigo (resistente y susceptible) tras infestacion con afidos. Con
respecto a fenoles, no hubo un patron claro que diferenciara al cultivar resistente del

susceptible. El cultivar susceptible presentd una mayor actividad de las enzimas mencionadas




tanto antes como después de la infestacién, en comparacion con el cultivar resistente. En
consecuencia, es improbable que tales enzimas -tanto como elemento constitutivo como
inducido- sean relevantes para la resistencia a 4fidos de los cultivares de trigo. Por otro lado,
se ha evaluado el efecto de la infestacién por afidos sobre la actividad de las enzimas glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa y glutation reductasa en trigo y
cebada (Argandofia 1994). Los resultados en trigo y cebada fueron opuestos. Este hecho
sugiere que dichos cambios enzimaticos no serfan un mecanismo general de respuesta a la
herbivoria en gramineas. Mas atin, no se ha establecido una relacion clara entre Ia actividad de
dichas enzimas y la resistencia de gramineas a &fidos.

Las evidencias presentadas permiten concluir que los Hx -sin ser los Unicos
metabolitos secundarios en Trificum asociados a resistencia a afidos ni los Unicos que
modifican su concentracion tras dafio- son los metabolitos secundarios mejor conocidos
respecto a su funcién defensiva en dicho género. En consecuencia, pueden definirse
operacionalmente como la variable respuesta en el atributo "metabolitos de defensa en

Triticum" ¢ incluirse en los procedimientos experimentales que posteriormente se detallan.

Costos de las RL Antecedentes generales
En el marco de la teorfa de Defensa Optima' (Mc Key 1974, Rhoades 1979), gran parte de la

discusion concerniente a la evolucion de defensas quimicas en las plantas ha estado centrada

! La teoria de Defensa Optima tiene 3 postulados fundamentales: i) Las defensas tienen un costo, i) No

todas las partes de la planta son igualmente valiosas, en adecuacion biologica, para la planta, y iii) No
todas las partes de la planta poseen la misma probabilidad de ser atacadas por herbivoros. En
consecuencia, los patrones de asignacién de defensas deben reflejar, en tiempo ecoldgico, la frecuencia y
severidad de la herbivoria sufrida por la planta en tiempo evolutivo,
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en la nocién de que las defensas implican costos (Feeny 1976, Mooney & Gulmon 1982,
Rosenthal 1986, Simms & Fritz 1990, Herms & Mattson 1992, Simms 1992a). En el
findamento de esta nocién estd el axioma que indica que, dado un presupuesto finito de
recursos, la materia y energia asignadas a una funcidn particular no pueden ser
simultdneamente asignadas a otra funcidon. El costo directo de la defensa es entonces
equivalente a la cantidad de recursos dedicados a la produccién y mantenimiento de la
defensa. Este costo se ha estimado generalmente en un contexto biosintético, cuantificandose
en términos de algin recurso limitante (Chew & Rodman 1979, Gershenzon 1994); sin
embargo, se considera que los costos asi obtenidos estan subestimados pues no consideran los
costos asociados con las estructuras especializadas de almacenamiento, la autotoxicidad, el
transporte de precursores, etc. (Zangerl & Bazzaz 1992). Esta escala de observacion de
costos (nivel fisioldgico) deberia estar correlacionada con una aproximacion a nivel ecoldgico
(Bazzaz et al. 1987) donde se evaltan los costos indirectos de las defensas en plantas.

El costo indirecto de la defensa se define como la menor disponibilidad de recursos
para una deferminada funcién -generalmente referida a parametros estimadores de la
adecuacion bioldgica de la planta- debido a la inversion de dichos recursos en defensa
(Zangerl & Bazzaz 1992). Es decir, los beneficios de una reduccion en las tasas de herbivoria
se contraponen a los costos incurridos al destinar a metabolitos defensivos recursos que
podrian asignarse a crecimiento o reproduccion (Simms 1992a) (supuesto: cantidad limitada
de recursos). En consecuencia, las plantas deberian asignar recursos para defensa sélo cuando
y donde dicha asignacion resultara en un aumento de su adecuacién bioldgica (Fagerstrom ef

al. 1987). En este sentido, y siempre dentro de la perspectiva de la teoria de Defensa Optima
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(Mc Key 1974, Rhoades 1979), las defensas quimicas inducidas resultarian menos costosas
que las de tipo constitutivo, al ser producidas sélo en caso de necesidad (Karban & Myers
1989). Una de las dificultades que presenta la medicion de los costos indirectos es la
identificacion de la(s) funcién(es) de un determinado metabolito. La discusion acerca de la
naturaleza y funcién de los metabolitos considerados defensivos lleva ya mas de tres décadas
(Fraenkel 1959, Seigler & Price 1976, Haukioja 1980, Bryant ef al. 1985, Tuomi 1992,
Ohnmeiss & Baldwin 1994).

Numerosos estudios han intentado estimar los costos indirectos de las defensas
constitutivas (Tester 1977, Dirzo & Harper 1982, Berembaum et al. 1986, Simms & Rausher
1987,1989, Baldwin et al. 1990, Vrieling & Van Wijk 1992) pero pocos han podido detectar
experimentalmente la existencia de dichos costos (ver Simms 1992b). Por otro lado, son
pocos los trabajos de este tipo orientados a las defensas inducidas por herbivoria de insectos
(Brown 1988, Baldwin ez al. 1990, Karban 1993) y s6lo uno de ellos encontrd evidencias de
estos costos al constatar una disminucion en la produccion de semillas de las plantas inducidas
(Baldwin et al. 1990). Una probable explicacion a los diferentes resultados obtenidos en
dichos estudios surge a partir del andlisis de trabajos posteriores del mismo Baldwin
(Ohnmeiss & Baldwin 1994, Baldwin et al. 1994) y se presenta a continuacion.

Cuando las RI se evalian solamente en el tejido que ha suffido dafio (como
generalmente es el caso), no existe la certeza si el incremento local de la concentracion del
metabolito respuesta es consecuencia de un aumento en la tasa de sintesis del metabolito
secundario o es el resuitado de una traslocacion de metabolitos ya formados desde otros

organos o tejidos intactos de la planta. Sin duda que los requerimientos energéticos para uno u
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otro caso son distintos y por ende deben afectar de modo distinto las variables respuesta
elegidas para cuantificar los costos. La mera traslocacién de compuestos secundarios -en €l
caso de transporte via floema- no deberia significar un gasto energético significativo para la
planta (Taiz & Seiger 1991); ademas, no se estarfa cumpliendo con la condicion del uso
excluyente de un recurso, explicitada lineas arriba para justificar la existencia de costos
indirectos. Por otro lado, un aumento en la tasa de sintesis del metabolito acarrearia un gasto
energético para la planta. En consecuencia, la existencia de RI puede estar dando cuenta de al
menos dos procesos fisiologicos distintos (sintesis activa o traslocacion) con distintas
implicancias energéticas. El procedimiento experimental preciso para distinguir claramente
entre los procesos propuestos es el uso de compuestos con is6topos radiactivos (e.g. Baldwin
ef al. 1994). Sin embargo, como se discutira mas adelante, es posible realizar un acercamiento
experimental mas "grueso" que ain permita distinguir entre traslocacion y sintesis y conduzca

a la elaboracion de hipdtesis concernientes a los costos indirectos de las RI observadas.

Costos de las RL El sistema afidos-gramineas-icidos hidroxamicos

Se han determinado costos -en parametros estimadores de adecuacidn bioldgica- de la
resistencia a la herbivoria (sin analizar metabolitos secundarios) en maiz y cebada. La
resistencia a un lepidoptero en maiz estuvo correlacionada inversamente con la produccion del
cultivo (Klenke 1985 citado en Simms 1992a). En cebada, la tolerancia a afidos mostrd una
correlacion inversa con la biomasa a los 25 dias de edad (Castro ef al. 1988) aunque estudios
previos encontraron evidencias opuestas (Windle & Franz 1979). Con respecto a Hx, se ha

encontrado que la concentracion de Hx constitutivos en plantulas de diversos cultivares de
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trigo no tiene una relacion estadisticamente significativa con el rendimiento del cultivo
(Gianoli ef al. 1996: ver Apéndice, 4).

En relacién a RI, se encontré que -bajo distintas condiciones ambientales- las tasas de
crecimiento de plantulas de trigo estaban significativa e inversamente correlacionadas con el
nivel de induccidn de Hx que presentaban (Gianoli & Niemeyer 1996: ver Apéndice, 5). Esto
sugeriria la existencia de un costo de las RI en dicho sistema st este patron se mantuviese post-
infestacion. Aunque la variable cuantificada no fue un parametro tipico de la adecuacion
biolégica (relacionado con sobrevivencia o reproduccion) , se ha afirmado que la tasa de
crecimiento es una buena medida estimativa proximal de la adecuacion biologica de [a planta
(Fagerstrom 1989) y de su capacidad competitiva (Tilman 1986). Por otro lado, Gutiérrez et
al. (1988) no encontraron evidencias de traslocacion de Hx desde las hojas infestadas hacia el
tallo de las plantulas de maiz. En consecuencia, se podria especular que el proceso detras de
estas RI observadas implicaria gasto energético.

La metodologfa aplicada en los trabajos citados de RI en gramineas (infestacion
localizada en una hoja, generalmente hoja primaria) permite un acercamiento "grueso" al
problema de discriminar entre traslocacion y sintesis. Ya que las RI se cuantifican solamente
en la hoja infestada, la extension del analisis de Hx a todos los otros drganos (hoja secundaria,
tallo y raiz) podria permitir estimar si ocurrid una traslocacion o no. Efectuada dicha
discriminacion entre procesos, sus consecuencias sobre los costos indirectos de las RI de Hx
en el género 7riticum pueden ser predichas y puestas a prueba.

En consecuencia, la hipotesis de trabajo es que si las RI observadas reflejan una

sintesis aumentada de Hx antes que traslocacion desde otros Organos, entonces las RI
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deberian tener costos directos (metabolicos) e indirectos (expresados en parametros

estimadores de adecuacion biologica).
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo e Hipotesis General
Determinar la existencia de costos de las defensas (Hx) inducidas por infestacin de afidos en

el trigo silvestre Triticum uniaristatun.

Hipotesis: Dichos costos existen si las RI observadas reflejan sintesis activa de Hx antes que

traslocacion desde otros 6rganos de la planta.

Objetivos Especificos

1. Confirmar la existencia de RI en 7. uniaristatum por infestacion del afido R. padi.

2, Caracterizar la dinamica espacial y temporal del fenémeno de RI.

3. Estimar si la RI observada en T. uniaristatum es el resultado de una sintesis activa antes que
de una traslocacion desde otros érganos.

4. Determinar los costos indirectos de las RI en términos de parametros de adecuacion

bioldgica de la planta en la etapa pre-reproductiva.
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MATERIALES Y METODOS

Rhapalosiphum padi

El afido de los cereales Rhopalosiphum padi L. (Homoptera: Aphididae: Aphidinae)
presenta una amplia distribucion en gramineas silvestres y cultivadas de regiones templadas,
ocasionando dafio a las plantas tanto por la succion de nutrientes de la savia como por la
transmision de virus fitopatogenos (Leather & Dixon 1982, Leather ef al. 1989). Numerosos
estudios han evaluado la interaccion de este afido con los Hx de gramineas (Thackray ef al.

1990, Givovich & Niemeyer 1991, Givovich & Niemeyer 1995, Givovich ef al.1994).

Triticum uniaristatum

El trigo silvestre Triticum uniavistatum L. (Aegilops uniaristata L.) (Gramineae : Triticeae
Triticinae) es una especie anual de habito ruderal, tipica de formaciones esclerdfilas y habitats
perturbados (Kimber & Feldman 1987). Esta especie diploide pertenece a la misma tribu que
las especies diploides de trigos ancestrales que dieron origen al trigo hexaploide (7riticum
aestivum L.) que se cultiva actualmente (Feldman & Sears 1981). Se ha evaluado su
resistencia a afidos (Holubec et al. 1993) y a nematodos (Dosba & Rivoal 1982) como posible
fuente de resistencia a herbivoros en cereales. Esta especie contiene Hx (Niemeyer ef al .
1992) y experimentos preliminares mostraron que presenta RI por herbivoria de afidos

(Gianoli & Niemeyer, no publicado: ver Apéndice, 3).
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Rl en T. uniaristatum. Experimento basico

Los experimentos se desarrollaron en camaras de crecimiento Conviron-E7 a 15°C de
temperatura y fotoperiodo 12/12. Las plantulas se sembraron en recipientes plésticos de 25
mi de capacidad, siendo el sustrato tierra de hojas (Anasac). El experimento bésico consistid
en la infestacién de pléantulas de T, uniaristatum en el estadio de crecimiento No. 12 de la
escala de Zadoks et al. (1974) (hoja primaria totalmente desenrollada, hoja secundaria visible)
con 20 afidos apteros R. padi de segundo y tercer estadio ninfal confinados en capsulas-clip
disefiadas para tal fin, Estas capsulas se colocaron en Ia region distal de la hoja primaria de las
plantulas (a 2 cm del apice) (Fig. 1). Como control se utilizaron plantulas similares con
capsulas sin afidos. Pasado el tiempo de infestacion (48h), la hoja primaria completa se
procesé de acuerdo a Niemeyer ef al. (1989a) {ver detalles mas adelante). Mediante el analisis
por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) se determind la concentracion de Hx
para los distintos tratamientos. Las comparaciones se hicieron efectuando anlisis de varianza

(ANOVA) de una via (n=8).

i
Figura 1. Diagrama de la capsula-clip utilizada para los experimentos de infestacion
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Persistencia de las RI

Con el fin de estimar la ventana temporal en la cual se manifestarian los hipotéticos costos de
R, se determin6 la persistencia temporal del fenomeno. Se repiti6 el experimento basico
descrito previamente, variandose el tiempo post-infestacion transcurrido antes del analisis de
Hx . Los tratamientos fueron: 2, 4 y 8 dias después de finalizada Ia infestacion, utilizindose
para cada uno de estos tratamientos un grupo de plantas control y otro de plantas infestadas
(n=8). La persistencia de la induccion se evalué mediante ANOVA’s de una via al final de

cada periodo. Se analiz6 por separado las hojas primaria, secundaria y terciaria, y el tallo.

Evidencias de traslocacion de Hx en Ias RI
Para estimar si el aumento de Hx tras la infestacion en hoja primaria ocurria a expensas de un
decremento de Hx en otro érgano no dafiado, se repiti6 el experimento basico extendiéndose
el analisis de Hx en ambos tratamientos a la hoja secundaria, tallo y raiz. Luego de obtener las
cantidades brutas de Fx presentes en cada o6rgano, se hicieron analisis de la asignacion
proporcional de Hx a cada 6rgano. Esta asignacion proporcional, expresada en razones (Hx-
érgano) / (Hx-total en planta) fue -tras aplicarle la transformacidn arco seno- comparada entre
tratamientos (control vs infestado) mediante ANOVA’s de una via. Previamente se determind
si las cantidades totales de Hx por planta eran significativamente diferentes entre tratamientos
para evaluar la ocurrencia de un aumento en la tasa de sintesis y, caso contrario, para poder
establecer una comparacién legitima entre asignaciones proporcionales en cada tratamiento.
Tal como se indicara en la Introduccion, el resultado del experimento de estimacion de

traslocacion sirvié como base para determinar la existencia de costos indirectos de las RI.
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Andlisis cuantitativo de Hx en plantas

El tejido vegetal a analizar (20-50 mg) se pesd en una balanza analitica Shimadzu-L160 y
luego se troz6 y macerd en 1 ml de agua destilada en un mortero, usando arena de mar como
‘medio abrasivo, El extracto acuoso se dejd a temperatura ambiente por 10 min y luego se
llevé a pH 3 mediante la adicion de 2 gotas de HzPO, 0.1 N (esto facilita la precipitacion de
las proteinas presentes). El extracto uego se centrifugd a 13,000 RPM por 15 min, se recogio
el sobrenadante y se congeld hasta el momento de inyectarse. Para la HPLC, una alicuota de
50 ul se inyectd en un cromatdgrafo Shimadzu-LC9A con una columna Lichrospher-C18 RP-
100. Se aplico el siguiente programa de composicion entre los solventes A (MeOH) y B (0.5
ml POz en 11 H;0): 0a 7 min, 30% A; 7 a 9 min, 0% A; 9 a 15 min, 30% A. El flujo total
de solventes fire constante (1.5 ml/min) La deteccion se llevo a cabo a 263 nm. El tiempo de
retencion del DIBOA (2,4-dihidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona), el Hx principal en T.

uniaristatim (Niemeyer et al. 1992), fue de 3.2 £ 0.3 min.

Estimacion de costos de Ias RI en adecuacion biologica de la planta

En una primera etapa -realizada en el laboratorio- se efectud el experimento basico de
infestacién en plantulas crecidas en recipientes plasticos de 2.5 1 de capacidad (n=31) con
tierra vegetal como sustrato. Una vez finalizada la infestacion se trasladaron los recipientes
(fecha: 1 de diciembre de 1995) a un invernadero de fibra de carbono laminada CARBOLUX
de dimensiones 2 x 2.5 x 2.5 m (largo x ancho x alto). Los recipientes fiteron ubicados
alternadamente para cumplir con el principio de inter-dispersion (Furlbert 1984). Al interior

del invernadero las plantas recibieron una intensidad de Iuz en el rango de 30-50 Klux. La

|
|
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temperatura fluctud considerablemente, estableciéndose una T minima en el rango de 12-20 °
C y una T maxima en el rango de 29-36 °C.

Con el fin de determinar en ambos tratamientos (control vs infestado) pardmetros
estimadores de la adecuacion biolégica de la planta se consigné lo siguiente : i) fecha de
aparicion de hojas nuevas, ii) crecimiento (elongacion) de las hojas antes de alcanzar el estadio
fenolégico de macolla, iii) tiempo hasta alcanzar el estadio de macolla y iv) mortalidad a lo
largo de todo el experimento. Cuatro meses después de iniciado el experimento se cortaron las
plantas para determinar su biomasa total seca. Inicialmente se propuso evaluar parametros
estimadores de adecuacion biologica post-reproductivos (e.g. nimero y peso de semillas) pero
esto no fue posible dado que las plantulas de 7. wniaristatum no pudieron recibir el estimulo
de vernalizacion requerido para floracién (T.E. Miller, comunicacion personal) debido a la
temporada en la cual fueron sembradas (fines de la primavera).

Los procedimientos y analisis estadisticos aplicados para cada parametro evaluado son

detallados en el capitulo de Resultados,
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Tal como se observara en experimentos preliminares, la infestaciéon con afidos produjo un

aumento de la concentracion de Hx (mmol / kg peso fresco) en la hoja infestada (hoja

primaria) con respecto a la misima hoja de plantulas control (Media + ES: 0.214 : 0.019 y

0.125 + 0,028, respectivamente). Esta diferencia fiie estadisticamente significativa: F (1,14) =

6.99, P =0.019, ANOVA de una via (Fig. 2).

Figura 2. Concentracion de DIBOA (mmol / kg peso fresco) en plantulas de T, uniaristatum.

INF = plantulas infestadas con 20 &fidos R. padi, CON = plantulas control. (n = 8)
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Persistencia de las RI
En general, se observé el mismo patrén de acumulacién de Hx descrito para trigo
(Argandofia ef al. 1981), i.e., mayor concentracion de Hx en la hoja méds joven de la
plantula y decrecimiento del nivel de Hx con la edad en cada hoja después de alcanzar un
maximo en los primeros dias.

Con respecto a la hoja primaria se encontré que, a pesar de mantenerse la
tendencia de mayor concentracidén de Hx en el tratamiento infestado, estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas (Tabla 1). Es decir que no se mantuvo el nivel de

Hx inducido de la hoja que se observo inicialmente (Fig. 2).

Tabla 1. Concentracién de DIBOA (mmol / kg peso fresco) (Media = Error Estandar) en la
hoja primaria de plantulas de 7. uniaristatum infestadas con afidos R. padi (INF) y plantulas

control (CON) (n = 8) 2, 4 y 8 dias después de finalizada la infestacion (ddfi).

CON INF P
2ddfi 0.256 +0.025 0.314 +£0.034 0.180
4ddfi 0.265 £0.026 0.373 4+ 0.087 0.231
8ddfi 0.253 £0.047 0.299 £ 0.034 0.435

En la hoja secundaria no se encontr6 diferencias significativas en concentracion de Hx

entre tratamientos (Tabla 2).
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Tabla 2. Concentraciéon de DIBOA. (mmol / kg peso fresco) (Media + Error Estandar) en la
hoja secundaria de plantulas de 7. wniaristatum infestadas con afidos R. padi (INF) y plantulas

control (CON) (n= 8) 2, 4 y 8 dias después de finalizada la infestacion (ddfi).

CON INF P
2ddfi 1.689 £0.351 2.174+ 0479 0.312
4ddfi 1.220 £ 0.286 0.705 +0.182 0.067
8ddfi 0.351 £0.059 0.549+0.114 0.153

Con respecto a la hoja terciaria, no se encontro diferencias significativas ni 2 ni 4 ddfi, en
el caso del tratamiento 2ddfi hubo menor nitmero de réplicas (n=3) dado que esa hoja no
habfa aparecido en todas las plantas para esa fecha. Sin embargo, en el tratamiento 8ddfi
se observo una diferencia significativa entre tratamientos, apareciendo inducida (en nivel

de Hx) la hoja terciaria del tratamiento infestado (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracién de DIBOA (mmol / kg peso fresco) (Media + Error Estandar) en la
hoja terciaria de plantulas de 7. uniaristatum infestadas con &fidos R. padi (INF) y plantulas

control (CON) (n = 8) 2, 4 y 8 dias después de finalizada la infestacion (ddfi).

CON INF P
2ddfi 2.491 +1.361 3.361 £ 0.844 0.588
4ddfi 2.541 £ 0.547 1.688 £ 0.407 0.324

8ddfi 1.843 £0.184 2.930£0.270 0.008
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Finalmente, en los tallos se encontré una induccion de Hx 2ddfi en el tratamiento

infestado. Esta diferencia desaparecio pasados 2 dias més (Tabla 4).

Tabla 4. Concentracién de DIBOA (mmol / kg peso fresco) (Media = Error Estandar) en los
tallos de plantulas de 7. umiaristatum infestadas con afidos R. padi (INF) y plantulas control

(CON) (n=8) 2, 4 y 8 dias después de finalizada la infestacion (ddfi).

CON INF P
2ddfi 1.969 £0.170 2.996 £0.271 0.014
4ddfi 3.812+0.411 3.059+0.353 0.213

8ddh 3.109 + 0.406 4.438 +0.908 0.162
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Evidencias de traslocacion de Hx en Ias RI

Inicialmente se determiné que la cantidad total de FIx no fuera diferente entre
tratamientos. Esto se hizo con el fin de: i) descartar la posibilidad de un aumento en la
tasa de sintesis de Hx en las plantas infestadas y ii) legitimar la comparacién de
asignaciones proporcionales de Hx para cada 6rgano. No hubo diferencias significativas:
F(1,14) = 4.75, P = 0.845 en la cantidad total de Hx (umoles, Media = Error Estandar)
entre las plantulas infestadas (0.215 % 0.029) y las plantulas control (0.221 % 0.011).

Al extender el anilisis de Hx a todos los 6rganos de la planta se encontrd que,
adicionalmente a la diferencia significativa en la cantidad de Hx en hoja primaria (I11) entre
plantas infestadas y control, el tallo (Ta) de plantas control mostraba una mayor cantidad de
Hx que el tallo de plantas infestadas. Aunque esta diferencia no fue significativa sugirié una
posible traslocacion de Hx desde el tallo hacia la H1. No hubo diferencias significativas entre

tratamientos para la hoja secundaria (H2) ni para la raiz (Ra) (Tabla 5).

Tabla 5. Cantidad de DIBOA (umoles x 10%) (Media + Error Estandar) en organos de
plantulas de 7. uniaristatum infestadas con afidos R. padi (INF) y plantulas control (CON) (n

= 8). H1=hoja primaria, H2= hoja secundaria, Ta= tallo, Ra= raiz.

CON INF 1 4
Hi 0.492 + 0,029 0.727 +0.079 0.041
H2 10.197 £1.382 11.132 +0.782 0.601
Ta 9.816 +1.017 7.370 + 0.689 0.112

Ra 1.775 £0.238 1.744 £ 0.271 0.931
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Para evaluar adecuadamente la posible traslocacién sugerida por estos resultados se
analiz6 la asignacion proporcional de Hx (cantidad en bruto) para H1 y cada uno de los
otros 6rganos, al interior de cada tratamiento. En la tabla 6 se observa que la asignacion
proporcional relativa de Hx entre la H1 y los organos no infestados sélo fue diferente
entre tratamientos para el par Ta / F1, lo cual apoyd la idea sugerida de traslocacion de

Hx desde el tallo hacia la hoja infestada.

Tabla 6. Asignacién proporcional relativa de Hx (umoles, Media * Error Estindar) entre
la hoja primaria y los 6rganos no infestados en plantulas infestadas (INF) por afidos K.
padi y plantulas control de T. uniaristatum (n=8). H1= hoja primaria, H2= hoja secundaria,

Ta=tallo, Ra= raiz,

CON INF P
Ta/H1 10.208 £ 1.173 5.713 £ 0.761 0.007
H2 /H1 16.320 +2.242 13.915 +3.505 0.574
Ra /H1 5.284+0.618 3.769 £ 0.739 0.142

Esta evidencia apoy0 aiin mas la sugerencia de traslocacion desde el tallo hacia la
hoja primaria tras la infestacion. En consecuencia, y tal como se adelantara en la
introduccién, al ser el proceso de traslocacion un proceso que no involucra costos
metabolicos significativos para la planta, la prediccién que emergio fue que no se
observarfan costos indirectos (expresados en pardmetros estimadores de adecuacion

bioldgica de la planta) de estas RI en T. uniaristatum por infestacion de R. padi.
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Costos de Ias RI en parimetros estimadores de adecuacion biologica de la planta
Crecimiento (elongac.i(')n) de las hojas

Se midio el crecimiento en mm de las hojas primaria (H1) y secundaria (H2) 3 y 7 dias
después de finalizada la infestacion. Tal como se aprecia en la tabla 7, no hubo diferencias
significativas (ANOVA Kruskal-Wallis de una via) entre las plantulas control y las
infestadas en los parametros evaluados, siendo las diferencias menos significativas en la
evaluacion a los 7 dias lo cual hizo desestimar evaluaciones posteriores. En consecuencia,

no se detectaron costos de las RI a este nivel.

Tabla 7. Crecimiento (mm, Media + Error Estandar) de las hojas primaria (HI) y
secundaria (H2) 3 y 7 dias después de finalizada la infestacion (ddfi). Plantulas infestadas

(INF) por afidos R. padi y plantulas control de 7. uniaristatum (n=30).

3 ddfi 7 ddfi
H1 H2 H1 H2
CON 143+£0.96 13.90+1.59 1.73+£0.69 37.95+5.30
INF 0.04+0.04 16.72£1.75 0.76:: 022 42.35+4.23
P> 023 0.30 0.79 0.48

Produccién de hojas
El namero promedio de hojas producidas hasta 15 dias después del fin de la infestacion,

por plantas que sobrevivieron hasta el estadio de macolla, no fue significativamente
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diferente (F (1,36) = 0.35, P = 0.5569) entre plantas infestadas (INF) o control (CON):
CON = 3.76 £ 0.20, INF = 3.90 = 0.14 (Media £ Error Estandar).

Para obtener una estimacién més precisa de la dinamica de la produccién de
hojas, se calcul6 la tasa intrinseca de crecimiento poblacional (r,) de las hojas en cada

tratamiento (considerando a las hojas en cada tratamiento como una poblacion).

Deduccion:
dN r NK-N)
Ecuacion Logistica: — =
cuacion Logistica ” x
K-N

tras transformar e integrar: In =c—7r,t

N
Esta expresion tiene la forma de la ecuacion de una recta (y = mx + b) y por lo tanto
permite realizar una regresion lineal (Y = In (K-N/N), X =1 ; Fig. 3) y obtener el valor
de la pendiente = -1,; donde K = niimero total promedio de hojas producidas en cada
tratamiento, N = nlunero promedio de hojas producidas en cada tratamiento (al tiempo t)

y t = dias después del inicio de la infestacion,
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@ Control
1 - ® Infestado

0 2 § 8 13 17

Figura 3. Regresion lineal entre In (K-N / N) y t = dias después del inicio de la
infestacion para plantas de 7. uniaristatum infestadas con afidos R. padi y plantas control

(r*=0.92, P < 0.01 para ambos tratamientos)

Los valores de 1y, asi obtenidos fueron: ry, Plantas control = 0.1056, r,, Plantas infestadas
= 0.1210. La comparacion estadistica de estos valores se hizo mediante una prueba F de
homogeneidad de pendientes: F (1,6) = 5.99, P > 0.95. En consecuencia, tampoco se

manifestaron costos de las RI a este nivel.
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Tiempo hasta estadio de macolla

Para evaluar si las RI afectaron el tiempo requerido por las plantas para alcanzar el
estadio de desarrollo de macolla se hizo una comparacion de distribuciones de frecuencia
(Fig. 4). Tras aplicar una prueba de Kolmogorov-Smirnov de dos muestras (dos colas) se

concluyd que no hubo diferencias significativas entre las muestras al nivel o = 0.05.

-

'EICON

Numero de plantas
O-_2NWLALUIO~NDDO

13 17
ddfi

Figura 4. Distribucion de frecuencia del tiempo requerido por plantas de 7. uniaristatum
control (CON) e infestadas (INF) con afidos K. padi para alcanzar el estadio de macolla

(ddfi = dias después del fin de la infestacion).

Biomasa final y mortalidad

Pasados cuatro meses de crecimiento en invernadero, y en vista de la imposibilidad de
obtener semillas de las plantas (ver Materiales y Métodos), las plantas de ambos

tratamientos se cortaron y se llevaron a una estufa Memmert a 70 °C por 48 h. A




31

continuacion se determind la biomasa aérea en una balanza Shimadzu EB2800. Las biomasas
(g + Error Estandar) asi determinadas fireron 8.07 £ 0.45 y 7.71 £ 0.62 para plantas control e
infestadas, respectivamente. No hubo diferencias significativas entre tratamientos, ANOVA:
F(1,30)=0.22, P = 0.643.

La mortalidad de las plantas, desde el inicto del tratamiento de infestacion hasta el
final del experimento, fue muy similar para cada tratamiento: 50 % para las plantas
control y 45 % para las plantas infestadas. Por otro lado, la distribucion de frecuencia de
mortalidad entre tratamientos fue similar (Fig. 5) Tras aplicar una prueba de
Kolmogorov-Smirnov de dos muestras (dos colas) se concluyé que no hubo diferencias

significativas entre las muestras al nivel o = 0,05,

Plantas muertas
O =N Whthh =~

ddhf

Figura S. Distribucion de frecuencia de la mortalidad de plantas de 7. uniaristatum
control (CON) e infestadas (INF) con el afido R. padi durante el experimento de

evaluacion de costos de RI (ddfi = dias después del fin de la infestacion).
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DISCUSION

RI en T. uniaristatum. Experimento bisico

El aumento en la concentracién de Hx tras la infestacion en la hoja primaria (71%) fue de
magnitud relativamente grande en comparacién con los antecedentes publicados en trigo
por infestacion de afidos (Niemeyer 1989, Leszczynski & Dixon 1990) los que mostraron
RI de Hx en el rango de 15 a 96%. Rangos similares de RI se han encontrado en otras
gramineas, tanto para Hx (Gutiérrez et al. 1988, Morse et al. 1991a, Morse ef al. 1991b)
como para otros compuestos (Leszczynski 1985, Cabrera ef al. 1994, Muifioz ef al.
1994).

Se ha seflalado que la intensidad del dafio inicial sufrido por la planta puede
determinar la magnitud de las RI (Karban 1991). En este estudio, 20 afidos por plantula
fueron suficientes para generar las RI. Otros experimentos en 7. uniaristatum mostraron
que el nivel de RI no fue diferente utilizando densidades mayores de afidos (Gianoli &
Niemeyer, datos no publicados: ver Apéndice, 6). Por otro lado, se ha encontrado en 7.
aestivum que densidades de afidos menores a las utilizadas en este experimento (20 afidos
/ plantula) no son capaces de generar RI (Gianoli & Niemeyer, datos no publicados: ver
Apéndice, 7). En consecuencia, al menos para dos especies del género Trificum, el

fendmeno de RI seria aparentemente de naturaleza discreta, requiriendo un nivel de daiio
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minimo (umbral de dafio) para manifestarse pero permaneciendo invariante a magnitudes
mayores de dafio este nivel inducido.

Esto a primera vista pareceria estar en contradiceion con los postulados de la teoria
de Defensa Optima, pues se esperaria que estimulos mayores desencadenaran respuestas
mayores para hacer frente a amenazas de herbivoria méis contundentes. Sin embargo, y
desde una perspectiva de explicacion proximal, ello puede deberse a lo que en
ecofisiologia animal se conoce como “restricciones de disefio” (Calow 1987) i.e. no se
observan RI mayores porque la maquinaria metabolica de la planta no seria capaz de
acumular Hx (o transportarlo) por encima del nivel inducido. Se ha planteado con
anterioridad que las plantas poseen restricciones a la expresion ilimitada de su plasticidad
fenotipica (Schlichting 1986). En términos generales, el hallazgo de que existe un proceso
de traslocacion detrds de las RI de Hx es consistente con la idea de la “induccién
limitada”, considerando la existencia de un “pool” limitado de Hx en la planta susceptible

de ser traslocado, en oposicion a la idea de sintesis aumentadas por estimulos de daiio.

Persistencia de las RI

La induccién de Hx observada en la hoja primaria (H1) no se mantuvo en el tiempo,
dejandose de notar a partir de 2 dias después del fin de la infestacion, aunque la tendencia
de mayores niveles de Hx en el tratamiento infestado se mantuvo. No existen trabajos
previos en los que se haya evaluado la persistencia de la induccién de Hx; sdlo se ha
verificado la persistencia de tales RI con infestacién continua (Gutiérrez ef al. 1988) y no

tras un “pulso” de infestacién como en este experimento. Experimentos realizados en
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otros sistemas mostraron una gran variabilidad en las persistencias de RI: desde 21 horas
hasta semanas o afios, dependiendo del sistema y el tipo de dafio (Tallamy & Mc. Cloud
1991, Hartley & Lawton 1991, Clausen e al. 1991).

Aunque se ha intentado definir patrones generales que caractericen a las RI
(Edwards & Wratten 1983, Herms & Mattson 1992) la particularidad de cada sistema
planta-herbivoro hace dificil una comparacién de los resultados obtenidos. Se ha sugerido
que es mas relevante evaluar la duracién o persistencia de la i.nducci(')n en relacion a las
historias de vida de la planta v del herbivoro que las gener6é (Karban & Myers 1989). En
el caso de T. uniaristatum, al ser una especie de crecimiento rapido se esperaria una corta
duracion de las RI debido a las elevadas tasas intrinsecas de recambio metabdlico y a la
posibilidad de suplir 1a pérdida de recursos o biomasa con nuevo tejido producido (sensu
Coley et al. 1985). Con respecto a los afidos, si estos representaran una presion de
seleccion importante, se esperarian respuestas persistentes en el tiempo en vista de la
poca movilidad de estos herbivoros. Sin embargo, esta vision de “respuestas especificas al
tipo de herbivoro” ha sido puesta en tela de juicio, postulandose que las RI serian
defensas de amplio espectro, efectivas contra la mayoria de los herbivoros y patogenos
(Krischik ef al. 1991). No existe consenso acerca de si la evolucién de las Rl esta
influenciada por presiones de seleccién “difusas” (a nivel de gremio) o especificas
(Rausher et al. 1993).

El hecho de que la hoja terciaria (H3) apareciera inducida 8 ddfi se ajusta a
predicciones compatibles con la teoria de Defensa Optima (Coleman & Jones 1991). Asi,

la proteccion contra la herbivoria deberia desplazarse a las hojas mas valiosas para la
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planta, i.e. las mas j6venes, conforme éstas se desarrollaran. Sin embargo, este patron no
se observo para la hoja secundaria (F2). Probablemente, la “sefial de proteccidn” tenga
un fempo sdlo compatible con hojas que en el momento de la infestacion no estén ain
iniciando su expansion. Curiosamente, solo al estar completamente expandidas fue que
las H3 aparecieron inducidas.

Finalmente, la induccion de Hx encontrada en el tallo 2 ddfi podria explicarse a la
luz de los resultados del experimento de traslocacion, donde se encontrd evidencias que
sugerian una traslocacion de Hx desde el tallo hacia Ia H1 de plantas infestadas. Asi, el
aumento en Hx en el tallo de plantas infestadas 2 ddfi podria reflejar un reajuste en el
nivel de Hx en el tallo tras la traslocacion inicial hacia la HI. Sin embargo, esta
sugerencia -y las otras propuestas en esta seccidn- quedan sélo a nivel de especulacién
debido a que en este experimento -a diferencia del experimento de traslocacién- no se
determiné la cantidad bruta total de Hx en la planta pues el analisis no se extendio a las

raices.

Evidencias de traslocacién de Hx en Ias RI

Aunque existe literatura que describe la extension espacial de las RI a tejidos no dafiados
(e.g. Broadway et al. 1986), no se han encontrado trabajos que evalien en todos los
organos de una planta atacada el stafus de inducido de cada tejido. Las evidencias
experimentales encontradas en este trabajo apoyaron la sugerencia de que detrds del
fenémeno de RI en el sistema evaluado estaba un proceso de traslocacion de Hx

(probablemente via floema, donde se han encontrado Hx (Givovich ef al. 1994) desde el
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tallo hacia 1a H1. No existen trabajos que describan traslocacion de Hx inter-Grganos en
plantulas de gramineas, por lo que no es posible dilucidar si este proceso estaria
“gatillado” por la infestacidén o es un proceso que ocurre naturalmente pero cuya tasa se
incrementaria tras la infestacion por afidos.

El patron de traslocacion encontrado es de algun modo opuesto al esperado, ya que
en el transporte en el floema generalmente las hojas méas maduras sirven como fuente de
metabolitos a las zonas mas jovenes o de activo crecimiento (Richardson 1975),
habiéndose observado este patron incluso en experimentos de RI (Makus ef al. 1980). Sin
embargo, también se ha afirmado que este patron puede ser alterado por dafio a la planta
(Taiz & Seiger 1991) y, mas precisamente, se ha descrito a los afidos como
modificadores de las relaciones fuente / sumidero en los procesos de transporte en el
floema (Dixon 1975).

En tal contexto, se esperaria que una infestacion en la H2 (o, en general, la hoja
mas joven) generara un fendmeno de traslocacion de mayor magnitud. De manera similar
a la discutida en la seccién precedente, este patron se justificaria en el marco de la teoria
de Defensa Optima al extenderse la proteccidn a los tejidos mas valiosos en aporte firturo
al éxito reproductivo de la planta. Los resultados encontrados parecieran no ajustarse a
tal teorfa en vista del hecho que la H2 del tratamiento infestado no apareci¢
significativamente inducida, aunque mostré un mayor nivel de Hx que la H2 del
tratamiento control. Sin embargo, esa teoria es aplicable a la H3 (ver discusién en la

seccion anterior).
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Tal como se mencionara anteriormente, el experimento de traslocacion fue
disefiado con el fin de: i) estimar si efectivamente estaba ocurriendo tal fenémeno en las
RI observadas, y, de obtenerse indicios que apoyaran su ocurrencia, ii) predecir que los
costos metabdlicos de tales RI serian insignificantes y, en consecuencia, no se
manifestarfan en costos indirectos. Esto Gitimo se apoyaba en el hecho que se considera
que la carga hacia los haces vasculares y posterior transporte en el floema de compuestos
de naturaleza similar a los Hx ocurre por difusién y por flujo de masas (generado por la
carga activa de az(icares y aminodcidos), respectivamente (Taiz & Seiger 1991). A la
vista de los resultados obtenidos, se sugiere que las plantulas de T. umiaristatum
reaccionan al ataque de 4fidos elevando la concentracion de sus metabolitos de defensa
(Hx) en la zona atacada mediante el transporte -sin costo energético significativo- de
éstos desde un tejido no dafiado. Dicho de otro modo, ocurriria una reasignacion
proporcional de defensas en plantas que han sufrido un ataque localizado por herbivoros
(ver Tabla 6). Esta aproximacion experimental al fendmeno de traslocacién, si bien
permitid distinguir si los procesos detras del fenémeno involucraban sintesis, no es de
ningin modo conclusiva. El uso de métodos que incluyan compuestos marcados con
isétopos radioactivos (e.g. Baldwin ef al. 1994) podra discernir de manera definitiva si el

proceso detras del fendémeno de RI de Hx es efectivamente una traslocacion.
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Costos de las RI en parimetros estimadores de adecuacion bioldgica de la planta
En la seccion de Resultados se pudo apreciar que ningin parametro estimador de
adecuacién biologica presentd diferencias significativas entre los tratamientos control e
infestado. Si existieran costos de las RI en este sistema se habria esperado un mejor
desempefio de las plantas control en alguno de los parametros evaluados, referidos a
crecimiento, desarrollo y sobrevivencia.

En una aproximacion general, la inexistencia de costos de Rl se podria explicar de
varias maneras. A continuacion se presentan algunas hipétesis posibles al respecto:
1. Aunque existen costos de las RI de Hx, no fue posible detectarlos en esas condiciones
experimentales. En particular, el nivel de induccion de Hx solo comprometio una
Jraccion muy pequefia, relativamente insignificante, del presupuesto de recursos
basados en nitrogeno (c.f. Brown 1988) y por ello no se reflejé en los parametros
evaluados.

Esta explicacion es plausible pero dificil de evaluar en el sistema estudiado, debido
a que no existen trabajos que hayan estimado el costo directo (biosintético) de la
produccion de una molécula de Hx como para estimar el impacto relativo de la induccién
de Hx en el metabolismo de la planta. Sin embargo, si efectivamente el costo fuera muy
pequefio, resultaria entonces fundamental evaluar el beneficio -en mayor proteccion
contra la herbivoria- que ese nivel inducido le provee a la planta para buscar una
explicacién consistente con ese resultado.
2. Los parametros evaluados no fueron los mds apropiados, estos no se ajustaron a la

escala en que se manifestaron los costos de las RI, (e.g. Karban 1993).




39

A primera vista, eso no parece probable para el presente estudio, ya que se evalud
el crecimiento (la elongacion) de la HI y la H2 pocos dias después de la infestacion, y
siendo ésta una aproximacion fina no se detectd efecto significativo de las RI de Hx. Mas
atin, dado que el fenémeno de RI se aborda finalmente desde una perspectiva ecologico-
evolutiva, cualquier efecto (i.e. costo) que no se exprese en algun parametro estimador
de la adecuacion bioldgica de la planta carece de importancia real para el problema
3. Los Hx tienen, ademds de su rol defensivo, otros roles relacionados con el
crecimiento o el desarrollo de la planta. Esto genera un balance entre los costos y los
beneficios de tales RI.

Se han descrito algunos roles fisiologicos de los Hx y sus compuestos derivados. Se
han postulado una actividad tipo citoquinina (Pethé & Dinya 1992) y efectos tanto
estimulantes (Ray ef al. 1977) como inhibidores (Venis & Watson 1978, Venis 1979) de
la actividad de auxinas o andlogos de auxinas. En vista de la aparente inconsistencia de la
evidencia, no es posible aiin afirmar algo acerca del efecto de los Hx sobre el crecimiento
de la planta. También se ha descrito un posible rol de los Hx exudados por la raiz como
agentes fitosideroforos (facilitan la absorcion de hierro al formar complejos con sus
iones) (Petho 1993). Sin embargo, al no existir un patron consistente en la relacion entre
la exudacién de Hx y su acumulacion en tejidos de la planta (Pérez & Ormefio-Nifiez
1991), no es posible suponer que ese fendmeno esté dando cuenta del patrén de
acumulacion de Hx observado. Se ha destacado recientemente la importancia de la

identificacion de las funciones “primarias” de un metabolito secundario en el contexto de
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la determinacion de los costos fisiolégicos y ecologicos de las defensas en plantas (Simms
1992a).
4, Las RI, aunque originalmente eran costosas, fueron por seleccion dejando de serlo.

Esta proposicién (Simms 1992b), formulada originalmente en el contexto de la
evolucion de defensas constitutivas, no ha sido ain evaluada en ningun sistema. En
primer lugar, habria que estimar -para el sistema de RI de Hx- el grado de control
genético de ese mecanismo de defensa para poder considerarlo susceptible de ser
seleccionado (e.g. Zangerl & Berembaum 1992). Por otro lado, la proposicion de Simms
ha sido cuestionada, dudindose que la presién de seleccién aludida pueda haber sido lo
suficientemente consistente y sostenida como para reducir significativamente las
correlaciones genéticas entre defensas y adecuacién boldgica de plantas (Zangerl &
Bazzaz 1992). Esta dificultad aparece mayor aun en sistemas de respuestas inducidas por
herbivoria, en vista de la improbable constancia, de generacién a generacion, de la
magnitud, frecuencia y naturaleza de la herbivoria.
5. Existiendo costos de las RI a nivel genotipico, éstos no se manifestaron a nivel
Jenotipico porque el ambiente del experimento no lo propicio.

Se ha especulado en similar sentido al suponer que los costos podrian expresarse si
las plantas experimentales estuvieran sujetas a competencia entre ellas (Brown 1988) o a
otras formas de estrés, emulando la condicion natural en que la adecuacion biologica se
hace efectiva. Adicionalmente, se ha encontrado en 7. aestivum que las condiciones
ambientales (temperatura) afectan el nivel de expresion de las RI de Hx (Gianoli &

Niemeyer 1996: ver Apéndice, 2). Por lo tanto, esta explicacion del patron observado
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seria plausible, tomando en cuenta que en el experimento de invernadero las plantas se
desarrollaron en recipientes individuales de volumen aparentemente no limitante y las
condiciones ambientales de crecimiento en el invernadero (microclima de alta temperatura
y alta humedad) fueron distintas a las prevalentes en el habitat natural de I. uniaristatum
(Los Balcanes, Turquia: clima mediterraneo, verano calido y seco (Kimber & Feldman
1987)). Sin embargo, esto nitimo podria también interpretarse como un tipo de estrés
para la planta. Por lo tanto no resulta claro si las condiciones ambientales en las que se
realizo el experimento estimularon o inhibieron la expresion de costos de RI de Hx.
Aunque se considera que la existencia de RI refleja una adaptacion para minimizar
los costos de las defensas (Edwards & Wratten 1983) y por tanto se supone que en todo
sistema donde existan RI las defensas constitutivas involucran un costo, una evaluacion
preliminar de costos de Hx constitutivos en 7. aestivum no encontré evidencias de la
existencia de dichos costos (Gianoli ef al., 1996: ver Apéndice, 4). Esto conduce a una
pregunta mas fundamental y que podria ser contestada con alguna de las hipotesis
previamente planteadas: ;Representan los Hx (nivel constitutivo) un costo para la planta?.
Volviendo al tema de los costos de las RI de Hx en T. uniaristatum, se aprecia que
las hipdtesis explicativas arriba planteadas se postulan enfrentando el fenémeno de RI
observado desde aproximaciones tanto ecologicas como fisiologicas. En ambas
aproximaciones, la explicacion supone la ocurrencia de determinados eventos o procesos,
los cuales no siempre son susceptibles de ser medidos o evaluados. En este trabajo, una
aproximacion fisiologica inicial (el experimento de traslocacidn) permitid generar una

prediccidn de efectos que se observarian a nivel ecologico (experimento de determinacién
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de costos), lo cual fue efectivamente confirmado. En consecuencia, la inexistencia de
costos de RI de Hx pudo ser explicada satisfactoriamente tras el discernimiento
preliminar del mecanismo de traslocacién asociado a esas RI y establecerse asi que no
estaba ocurriendo un uso excluyente de recursos sino que se estaba reasignando,
mediante transporte (sin costo), recursos ya comprometidos a defensa.

La inexistencia de costos de las RI en el sistema estudiado en principio no validaba
uno de los postulados fundamentales de la teoria de Defensa Optima, referido
precisamente a la existencia de costos de las defensas en plantas. Sin embargo, dicho
postulado supone, para justificar la existencia de tales costos, un uso excluyente de
recursos, lo cual -como se indicara en el parrafo anterior- fue descartado en este sistema.
Por lo tanto, los resultados obtenidos son consistentes con la teoria de Defensa f)ptima.
Arribamos asi a una situacion en la que el hecho de que no se cumpla con un postulado
de dicha teoria conduce al sostenimiento de ella, tras dilucidar los procesos subyacentes
al fenémeno de RI observado. Esta aparente paradoja puede entenderse al considerar que
la teorfa de Defensa Optima se gesté en un marco conceptual que, en principio, no
comprendia las defensas inducidas por herbivoria. Este tipo de defensas, y los patrones
asociados a ellas, vinieron a afiadir un nuevo eje de optimizacion: la plasticidad en la
asignacion optima de defensas a nivel espacial y temporal o, dicho de otro modo, el ajuste
en tiempo ecoldgico a los ambientes bidticos cambiantes. En consecuencia, la existencia
de defensas inducidas por herbivoria le confiere a la teoria de Defensa Optima una nueva

escala de validez, o una nueva escala en la cual pueda ser evaluada.
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Dado que la herbivoria puede reducir significativamente la adecuacion biologica de
las plantas (Marquis 1992b) puede en consecuencia afectar la distribucién y abundancia
de las poblaciones de plantas (Harper 1977). Por lo tanto, el conocimiento de los
mecanismos de resistencia de plantas a la herbivoria puede resultar fundamental para
entender, por un lado, los patrones de distribucién y abundancia de plantas y, por otro,
los patrones de asignacion de defensas en plantas a nivel individual. En esta tesis se ha
ilustrado experimentalmente la posibilidad de predecir la existencia (o ausencia) de
patrones observables a nivel ecoldgico a partir del conocimiento a nivel fisiologico de los
procesos de asignacion de recursos a defensa en plantas, tal como habia sido propuesto

anteriormente en un contexto tedrico (Bazzaz ef al. 1987).
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CONCLUSIONES

1.El fendmeno de RI de Hx en el trigo silvestre Triticum uniaristatum por infestacion del
afido Rhopalosiphum padi presenta una dinidmica espacial y temporal que se ajusta
parcialmente a las predicciones de la teoria de Defensa Optima.

2. Estas RI, tras infestacion controlada en la hoja primaria, son el resultado de un proceso
de traslocaciéon de Hx desde el tallo hacia la hoja infestada, el cual no involucraria un
costo metabolico significativo para la planta.

3. Dicha traslocacion de Hx se traduce en la inexistencia de costos indirectos, medidos en
parametros estimadores de adecuacion biologica de la planta, de esas RI de Hx.

4. La inexistencia de costos indirectos de esas Rl de Hx valida las predicciones de la
teoria de Defensa Optima porque el proceso fisioldgico detras de esas RI no involucra el
uso excluyente de recursos,

5. Es posibie predecir la existencia (o ausencia) de patrones observables a nivel ecoldgico
a partir del conocimiento a nivel fisiologico de los procesos de asignacion de recursos a

defensa en plantas.
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APENDICE

1. Efecto del genotipo de afidos sobre las RI

Valores de r,, y niveles de Hx (mmol/kg peso fresco) en plantas infestadas por los

clones Sal y Sar2 del afido Sitobion avenae para dos cultivares de Triticum

aestivum
Valores de 1, Hx en plantas infestadas (Media - EE)
Antilhue Kona Antilhue Kona
Sal 0.256%0.013ab 0.265+0.021a 0.3581.0.042b 0.571+0.035a
Sar2 0.2104£0.032¢ 0.230£0.022bc 0.430£0.067ab 0.409+0.081b

" Medias seguidas de letras distintas al interior de cada grupo de 2 clones x 2 cultivares

son significativamente diferentes (Student-Newman-Keuls test).
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2. Efecto de factores ambientales sobre las RI

Indice de induccion (INDX) en plantas infestadas por el dfido Rhopalosiphum padi
bajo diferentes regimenes de temperatura y fotoperiodo. INDX = [Hx]inf. / Media
[Hx]cont. para cada régimen. Media de 8 réplicas (Error Estindar)

Horas Luz
Temperatura
16 12 8
25 0.91(0.04) 1.01(0.06) 0.86(0.06)
20 0.86(0.04) 0.86(0.07) 1.13(0.10)
15 1.260.08) 1.12(0.14) 1.14(0.12)

Analisis de Varianza de 2 vias para indx

* Efecto de factores:

P
Temperatura 0.001
Fotoperiodo 0.806
* Interaccion de factores:
P

Temperatura x Fotoperiodo 0.068
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3. Rl en cultivares de trigo Triticum aestivum y en el trigo silvestre T. uniaristatum

Niveles de Hx (mmol’kg peso fresco, Media * Error Estindar) en plantas control

(CON) e infestadas (INF) por el afido Rhopalosiphum padi

Cisne Millaleu Lautaro Paleta T. uniaristatum
CON 0.73+0.13 0.71+0.03 2.11+0.17 1.72+0.19 0.13+£0.0]

INF 0.73 %0.15 0.84+£0.05 238+0.21 297+022 022+0.03

P 0.995 0.028 0.331 0.001 0.042
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4. Relacion entre Ia concentracion de Hx y Ia productividad (peso de semillas) en

cultivares de de trigo T. aestivam (ausencia de costos de Hx constitutivos)
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60 L ® 20 heads

Grain yield (g)
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Hydroxamic acids in wheat cultivars (mmol / kg fr. wt)
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5. La relacion entre la tasa de crecimiento de plintulas de trigo antes de Ia infestacién

por ifidos y Ia magnitud de la RI (INDX = [Hx]inf. / Media [Hx]control)

3 k- I T .'I ] i T ]
r=-0.28 P<0.02
2 o _
X ® .
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E » * .
2® ... . oy 5
1_\;‘..\'\..'\ ¢ s ® . |
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Growth rate (mm/day) prior to infestation




6. Efecto de la densidad de afidos sobre Ia RI en T. uniaristatum

DIBOA {mmol / kg peso

fresco)

0.700

0.600 +
0.500
0.400 +

0.300
0.200
0,100

0,000 +

20

Nimero de afidos por capsula

No hubo diferencias significativas entre ningiin par de tratamientos (LSD test)

Valores de P para cada combinacidn :
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{13 {2} {3} {4}
DIBOA 0.301 0.230 0.415 0.554
10af {1} 752717 .609040 263232
20af {2} 752717 410550 155445
30af {3} .609040 410550 537365
40af {4} 263232 155445 537365
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7. Efecto de Ia densidad de afidos sobre la RI en T. aestivum

T +Desv, Estd.
[ +Error Estd. R
’g‘o_s o Media
g -
Q -
g 06 i
g
: n.
[=]
..E, 04 a
g 1
g 0.2
(&) 1
1]
a 2 10 25
N AFIDOS

LSD test. Valores de P para cada combinacion :

25af {4}  .017786 185624 530209

N 1 2 (3} {4y
DIMBOA 0244 0.383 0.470 0.546
0af . {1} 260244 071481 017786
2af {2} 260244 477882 185624
10af {3} 071481 477882 530209




