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Resumen

La cebada (Hordeum vulgare L.) es uno de los cercales importantes en ¢l mundo, después del trigo, el
maiz y el arroz. Los afidos son probablemente la principal y mas extendida plaga de insectos de la cebada.
E]_ pulgon verde (Schizaphis graminum R.) es la especie mas destructiva de los cultivos en Norteamérica y
una de las especies de afidos que atacan los cultivos de cebada en Chile. En esta tesis se ha postulado que
algunas de las respuestas metabdlicas y fisiologicas en las plantas por la infestacion reflejarian el dafio
causado por los afidos y otras, podrian ser respuestas defensivas al estrés provocado por la infestacion.

Plantas de cebada sometidas a infestaciones con el pulgén verde (S. graminum R.) mostraron importantes
respuestas fisiologicas y metabolicas: a mayor nimero de afidos en las plantas en infestaciones
prolongadas (5 o mas dias de infestacion), resultaron menores pesos frescos (hasta un 30 %) y contenidos
relativos de agua, potenciales hidricos mas negativos (- 0.9 MPa) ¢ inferiores contenidos de clorofila,
carbohidratos y proteinas solubles en las plantas. Las tasas de asimilacion de CO2 también fueron bajas
respecto de plantas control, sin infestacion. Similares cambios fueron determinados en plantas bajo sequia.
Estos resultados sugieren que algunos de los cambios que ocurren en la cebada cv Aramir pueden ser
consecuencia tanto del estrés hidrico provocado (potenciales hidricos mas negativos e inferiores niveles de
proteinas solubles) como del dafio foliar causado (clorosis, tasas fotosintéticas y concentraciones de
azicares bajas, caida en los niveles de acido abscisico) por la infestacion del pulgén verde. En las plantas
de cebada bajo infestacionn, fué encontrada una acumulacion hasta de un 40 % de los aziicares solubles,
glucosa y fructosa y de 10 veces del aminoacido prolina. Esto se relacioné con el papel que podrian tener
estos solutos en el ajuste osmético en la célula. Cuantificaciones de ABA demostraron un incremento de
1.5 veces del nivel del control y estudios de cambios de la conductancia estomatica en estas plantas se
explican como respuestas adaptativas frente al deficit hidrico provocado por los afidos. Todas estas son
respuestas principalmente encontradas y descritas en plantas sometidas a estrés por sequia, que podrian

ayudar a evitar la pérdida de agua de los tejidos en las plantas de cebada bajo infestacion.
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Después de varios dias de infestacién con afidos, se produce una caida en el estado hidrico de las plantas
de cebada. El mecanismo de esta respuesta se desconoce. Sin embargo, en esta tesis se propone que la
destruccion de los cloroplastos del mesofilo en las plantas infestadas, afectaria las tasas fotosintéticas y
podria disminuir la capacidad de sintesis de ABA, lo que podrian ser factores que limitan la capacidad de
las plantas de cebada para ajustarse osméticamente (por acumulacion de solutos compatibles) y responder
fisiologicamente (por control estomatico de la pérdida de agua) al estrés hidrico provocado por la
infestacion por afidos.

Otros cambios bioquimicos estudiados que se producen en las plantas de cebada bajo infestacién por
afidos, ﬁJeron el incremento de la actividad de PAL y la induccién de la expresion de peroxidasas. La
respuesta temprana -a las 16 h- en la actividad de PAL en plantas bajo nfestacion, sugiere que los niveles
de diferentes compuestos fendlicos podrian cambiar en los tejidos de la planta. Esto lo corrobora el
aumento en el nivel de acido fertlico encontrado en las plantas después de la infestacion. La adicion del
compuesto a dietas artificiales en concentraciones cercanas a los niveles hallados en las plantas infestadas,
disminuy6 significativamente la sobrevivencia de S. graminum. Los cambios encontrados en el
metabdlismo de los fenoles en las plantas de cebada, podria ser una clara respuesta defensiva contra los
afidos. La actividad especifica de peroxidasa se incrementd en plantas bajo infestacion por afidos, entre 1.5
y 3 veces con respecto a los niveles determinados en los controles. El patron isoenzimatico de peroxidasas
fue estudiado en geles nativos, no encontrandose diferencias en el patron de isoenzimas en plantas
infestadas respecto al control. Esto sugiere que la mayor actividad peroxidasa en la cebada bajo
infestacion, podria ser por incremento en‘ la actividad y/o en la induccion de proteinas presentes en la
planta, ya que estas también se hallaron en las plantas control. Estos grupos de isoenzimas podrian estar
involucradas ademas en el metabolismo de fenoles como en la reparacion de paredes celulares dafiadas en
las plantas de cebada infestadas y se puede concluir que el incremento en la actividad enzimatica de la PAL

y de peroxidasas fueron respuestas defensivas en la cebada al ataque por los afidos.




Afidos alimentados en plantas de cebada previamente infestadas tiencn bajas tasas promedio de ganancia
de peso relativo (MRGR) y de desarrollo (1/D), solo 82 % y 68 %, respectivamente, comparandolas con
las tasas de crecimiento y desarrollo de afidos alimentados en plantas control sin una previa infestacion.
Estas baja tasas de crecimicnto y desarrollo se deben probablemente a la calidad del alimento de estas
plantas. Los bajos niveles de aziicares solubles, proteinas solubles y de sacarosa hallados en plantas

infestadas podrian ser una limitacién nutricional para los afidos que afectaria el desarrollo de las ninfas.

Estos resultados apoyan la hipdtesis propuesta en esta investigacion y sugieren que algunas de las
respuestés metabdlicas y fisioldgicas en la cebada por la infestacion con afidos, podrian ser consequencia
directa de dafio foliar (clorosis, tasas fotosintéticas bajas, caida cn los niveles de ABA vy la pérdida de la
regulacion estomatica). A pesar de esto, otras respuestas adaptativas transitorias, similares a las que
presentan plantas bajo sequia (acumulacion de solutos y de ABA) son inducidas en la cebada por el estrés
hidrico provocado por la infestacion. Respuestas defensivas son inducidas en las hojas de la cebada,
similares a las que presentan plantas bajo estrés bidtico (activacion de enzimas como PAL y peroxidasas)
por la actividad alimentaria de S. graminum en los tejidos. Algunos de estos cambios metabolicos
inducidos en la cebada (acumulaciéon de 4cido fenilico, baja en azicares y proteinas solubles) podrian ser

toxicos para los afidos o al menos deletéreos para el desarrollo de estos insectos.




Abstract

Barley (Hordeum vulgare L.) is the world’s fourth most important cereal crop, after wheat, maize, and
rice. Aphids are probably the most widespread insect pest of barley. The greenbug (Schizaphis graminum
R.) is the most destructive insect pest of barley in North America and one of the main aphid species which
attack barley in Chile. It is proposed in this thesis that some of the metabolic and physiological responses in
plants by aphid infestation show the damage caused and others could be defence responses to the stress
caused by the aphids. Some of these changes in barley plants could be deleterious for the aphids.

Barley plants subjected to several days of infestation by the greenbug (S. graminum R.) showed important
physiological and metabolical changes: The higher the number of aphids on the plants, the lower the water
potentials (-0.9 MPa), chlorophyll, soluble carbohydrate and protein contents. The rates of CO2
assimilation were also lower. Similar changes were observed in plants subjected to drought stress. These
reéﬁlts suggest that some of the changes that occurred in barley cv Aramir may be a consequence of water-
stress (lower water potentials and protein contens) and foliar damage (chlorosis, lower photosynthesis,
sugars content and abscisic acid levels) caused by greenbug infestation.

In infested barley plants, it was found an accumulation of soluble sugars glucose and fructose (c. 40 %).
The increase (up to 10-fold) in the aminoacid proline is thought to play a role in the osmotic adjustment of
the cell. Moreover, in these plants, the increased ABA levels (1.5-fold) and changes in stomatal
conductance -responses mainly found in plants subjected to drought stress- may be understood as
adaptative reponses to water deficits produced by the aphids. All these responses in infested barley, could
help to avoid water loss from the tissues. Yet, the mechanism by which the greenbug, after several days of
infestation, causes a drop in the water status of barley plants is still unknown. In this thesis it is proposed
that the disruption of the mesophyll chloroplast is what affects photosynthetic rates and it could also
decrease the capacity for ABA synthesis. These factors could limit the capacity of barley plants to adjust
osmotically (by accumulation of compatible solutes) and to physiologically respond (by estomatic control
of water loss) to water stress provoked by aphid infestation.

Other changes in infested barley plants could be related to plant defensive mechanisms or reparative

processes in the damage tissues. The early response of PAL activity in plants under infestation (16 h),
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suggests that the content of several phenolic compounds in these tissues could change. In infested plants,
ferulic acid levels increased. This compound decreased the survival of . graminum in artificial diets at
concentrations similar to those found in infested plants. This effect on the metabolism of phenolic
compounds in barley could be a defensive response of barley against aphids. An increase in peroxidase
activity (between 1.5 to 3-fold) was observed in the proteins of plants infested by the greenbug. These
groups of isozymes could repair damaged cell walls in infested plants. The results determined in native gels
with isozymatic patterns similar to those of protein extracts of control and to those of infested plants,
suggest that the higher peroxidase activity found in infested barley could be due to an increment of activity
or induction of proteins present in the infested plants, since they are also found in control plants. The
increaseci in peroxidase could be a host response to aphids attack. Under infestation, the increased PAL and
peroxidase activity could be related to these kind of responses on plants subjected to biotic stress by aphids.

New aphids reared on previously infested barley plants had the lowest mean relative growth (MRGR) and
developmental rates (1/D), solo 82 % and 68 %, respectively, compared with aphids reared in controls
plants without previous infestation. Aphids feeding on previously infested barley plants had the lowest
growth rates, most likely due to the poor food quality of these plants. The lower levels of soluble sugars,
soluble proteins and sucrose found on infested plants could be important nutritional factors which affect the
development of the nymphs.

These results support the hypothesis proposed in this thesis, and suggest that some of the metabolic and
physiologic responses in barley to aphid infestation could be direct consequences of damage to foliar tissues
(chlorosis and lower photosynthetic rates). In spite of this, adaptative responses similar to those shown by
plants under water stress (solute and A.BA accumulation) were induced in barley plants. Defensive
responses similar to those found in plants subjected to biotic stress, such as the activation of peroxydases
and PAL enzymes were induced in barley leaves possibly by the feeding stress of S. graminum in the
tissues. Some of the metabolic changes, particularly the accumulation of ferulic acid, and the decrease in
soluble sugars and proteins, could be toxic -or at least harmful- for development of aphids on infested

barley plants.

xii




1. Introduccion

Dentro de las especies cultivables de mayor importancia econdmica se encuentran los cereales. Después
del trigo, el maiz y el arroz, la cebada (Hordeum vulgare L.) es el cuarto cultivo cereal mas importante,
representando cerca del 12% del 4rea total cosechada para todos los cereales en el mundo (Pochlman,
1985). La cebada es uno de los cereales que se cultivan en Ia zona central de Chile, siendo atacado por los
afidos Schizaphis graminum (Rondani), Rhopalosiphum padi (L), Rhopalosiphum maidis (Fitch),
Sitobion avenae (Fabricius), Metopolopium dirhodum (Walker) y en los altimos afios por Diuraphis
noxia (Morvilko), una especie recientemente introducida al pais (Zidliga, 1967, Campos, 1976; Zerené et
al:;; 1988). Los afidos son posiblemente la principal plaga de insectos de la cebada, con Schizaphis
graminum R. (el pulgdn verde) como la mas destructiva en los cultivos de Norteamérica (Starks y
Webster, 1985).

Los afidos producen efectos devastadores en la produccién de los cereales debido al dafio causado en los
tejidos, a la remocion de nutrientes esenciales de la planta, a la transmision de virus ¥ a que su excreta
azucarada representa un medio de cultivo para hongos fitopatégenos. Se han sugerido diversos mecanismos
de resistencia en la cebada contra los &fidos, como son defensas morfolégicas y compuestos quimicos
naturales (Corcuera, 1993). Respuestas defensivas al ataque por afidos, como son la induccién de
inhibidores de proteasas, de otras enzimas y de compuestos deletéreos para los insectos, son posibles
mecanismos de resistencia en la cebada.

Bajo condiciones de estrés las plantas presentan respuestas fisiologicas y metabolicas. Algunos de estos
cambios corresponden a mecanismos de‘ adaptacién en las plantas frente al estrés. Estas respuestas,
algunas de ellas gencralmente transitorias, permitirian a la planta soportar temporalmente condiciones
ambientales adversas. El interés en estudiar la fisiologia y el metabolismo de las plantas de especies
cultivables frente a factores ambientales extremos, se ha incrementado en razén a que importantes pérdidas
en las cosechas son resultado de diversos tipos de estrés y por la ocurrencia simultanea de estos. Las altas o
bajas temperaturas, suelos salinos, sequia, patdgenos e infestacion por insectos podrian ser algunos df; ellos

(Heinrichs, 1988).
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En esta tesis sc pretende caracterizar y estudiar respuestas fisiologicas y metabolicas que ocurren en
-plantas de cebada por la infestacién de afidos y comprender que implicancias podrian tener estos cambios

en la interaccion entre la cebada v los afidos.

1.1 Bases bioquimicas de la resistencia en las plantas a los &fides

La resistencia en las plantas frente a los insectos esta conformada por cualidades heredadas que da como
resultado que plantas de un cultivar o de una especie resulten menos dafiadas que plantas que carecen de
estas cualidades (Smith, 1989). Esto hace que la resistencia en Ja planta sea relativa y que el grado de
resistencia esté basado en la comparacién con plantas mas susceptibles. Horber (1980) ha definido tres
categon'z.ls de efectos que plantas resistentes producen en los insectos, que pueden manifestarse como
antibiosis (en que la biologia del insecto es negativamente afectada), antixentosis (en la cual Ia planta actiia
Ccomo un hospedante pobre y el insecto selecciona una planta hospedante alternativa), y Ia telerancia (en
que cualidades genéticas de Ia planta otorgan Ja capacidad para frenar o recuperarse del dafio causado por
los insectos).
Entre las caracteristicas heredables estan los metabolitos secundarios en plantas, los que deben cumplir
algunos criterios para estar involucrados en la resistencia de la planta frente a los insectos: 1.- Efectos
deletéreos del compuesto en los insectos alimentados con dictas artificiales, 2.- Que se encuentre en los
tejidos donde se alimenta el insecto en concentraciones que puedan causar los efectos observados en dietas
artificiales y 3.- Que exista una correlacién entre la concentracién del compuesto y la resistencia de la
planta a los afidos. Se ha sugerido que varios grupos heterogéneos de compuestos naturales en las plantas
son "barreras" o factores defensivos pen;wnentm en las plantas contra insectos o patégenos (Brooks y
Watson, 1985; Haslan, 1986; Harbone, 1986). La importancia de la resistencia en el control bioldgico
(Pimentel, 1991) y las bases quimicas en las plantas en general frente a los afidos ha sido revisada por
Dreyer y Campbell (1987).




1.2 Factores de resistencia constitutivos en las plantas

Se han sugerido que diversos tipos de defensas morfolégicas afectan la biologia de los insectos. Los
pelos superficiales y pelos glandulares (tricomas), las ceras cpicuticulares y el engrosamiento de log tejidos
enﬁla planta determinarian el grado de resistencia de algunos cultivares a los afidos. Smith (1989) ha
descrito el papel que le corresponde a cada uno en alterar la naturaleza de la superficie foliar y eémo
afectan el comportamiento de los insectos. Los compuestos secundarios como sesquiterpenos (B-
Cariofileno y B-Fameseno) presentes en pelos glandulares (tricomas tipo A) de Solanum tuberosum y
Solanum berthaultii, son repelentes para el afido del duraznero Myzus persicae (Avé et al., 1987). La
infestacion de Ia cebada por R. pad se correlaciona inversamente con Ia cantidad de ceras en la superficie
delas ho_|as (Tsumuki et al., 1989). Ceras foliares de otras plantas contienen aleloquimicos que afectan a S,
graminum (Varanda et al., 1992) y otras especies de dfidos (Weibel y Starks, 1986). Los componentes de
ceras epicuticulares de plantas que estarian involucrados en resistencia a afidos son la 2-tridecanona
(Willians et al., 1980), y algunos alcanos (Klingauf et al., 1978), alcoholes (Dillwith y Berberet, 1990) y
dicetonas (Lowe et al, 1985). Incluso, se ha propuesto vna interdependencia entre Jas pectinasas de Ia
sahva de los afidos con el grado de metilacion y ramificacion de la péctina intercelular en la planta, Esta
interferencia por la péctina en la penetracion del estilete del 4fido, explicaria ¢l grado de resistencia en
sorgo (Sorghum bicolor) frente a S, graminum R. (Campbell y Dreyer, 1985; Dreyer y Campbell, 1987).

En cereales se han determinado diversos compuestos al interior de la planta con resistencia a patdgenos,
Por ejemplo, en algunas variedades de trigo, centeno y maiz se ha determinado la presencia de 4cidos
hidroxamicos (Corcuera et al,, 1985; Nlemeyer 1988) acumulados en ia planta como glucésidos, que
sufren hidrélisis por endoglucosidasas cuando el tejido vegetal es dafiado (Hofman y Hofinanova, 1969).
Se ha encontrado que plantas con un alto contenido de 4cidos hidroxamicos presentan una menor poblacién
de 4fidos (Argandoiia et al., 1980) tanto en condiciones de invernadero como de campo (Beck et al., 1983).
El papel que juegan los 4cidos hidréxamicos en la resistencia a los afidos (por ser téxicos e inhibir su
alimentacion) ha sido revisado por Niemeyer (1992) tomando en cuenta los aspectos ecologicos y

moleculares de esta interaccidn,
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En varias gramineas y particularmente en cebada, se ha descrito la presencia de protoalcaloides, que
poseen nitrdgeno heterociclico sélo en el anillo indélico. Gramina, el protoalcaloide mas simple, ha sido
ampliamente estudiado, debido a sus propiedades quimicas y biologicas incluyendo toxicidad a mamiferos,
insectos (entre ellos diferentes afidos), plantas y bacterias. Esto sugiere un papel general de este compuesto
en la proteccion de la cebada contra herbivoros, pestes y patogenos. En experimentos con dictas artificiales
con gramina en las especies S, graminum 'y R. padi, este compuesto mostré deterrencia (desestimulo de la
alimentacién) y toxicidad en los insectos, provocando la muerte del 50% de los afidos con una
concentracion (DL50) en la dieta dentro del rango de concentracion a la cual es encontrado el compuesto en
las hojas de cebada (Zudiga y Corcuera, 1986). Al estudiar la conducta alimentaria de los afidos, se
encontro que la presencia de gramina en dietas artificiales y en la planta, alteraban los habitos alimentarios
de 8. graminum y R padi, observandose un incremento del periodo de salivacion, un mayor niimero de
pruebas y un menor tiempo de ingestion (Zuiiiga et al., 1988). Ademas, se han hallado tanto en
experimentos de laboratorio como en el campo (Zuiiiga et al., 1985; Kanchisa et al., 1990; Rustamani et
al,, 1992) correlaciones entre ¢l contenido de gramina en las hojas vy la resistencia para los afidos S
graminum y R. padi

Otros compuestos constitutivos de las plantas de cebada con actividad biolégica y posibles roles
ecologicos son los flavonoides y fenoles. Se han determinado en solo cinco variedades de cebada hasta 27
flavonoides, con una distribucién variable en estos diferentes cultivares (Frost et al., 1977). Algunos de
¢stos compuestos muestran en dietas artificiales un efecto deterrente o toxico contra S, graminum (Todd et
al., 1971; Kanehisa et al., 1987) y Myzus persicae (Dreyer y Jones, 1981). Inicialmente fueron propuestos
de tener relacion con la proteccién contra l;>s afidos por Guenzi y McCalla (1966) diversos acidos fenolicos
como el acido ferilico, cumarico, vanilico, siringico y hidréxibenzoico en maiz, trigo y avena. A pesar de
ello, el posible papel de proteccién que tendrian algunos fenoles y flavonoides en Ia cebada contra los afidos
permanece incierta, debido a que no se han realizado experimentos para establecer correlaciones entre el

grado de resistencia y la concentracion de estos compuestos en la planta.




1.3 Factores de resistencia inducidos por estrés abiético y bidtico

Al igual que otros grupos de insectos los afidos en particular dependen de las plantas para su nutricion.
Factores ambientales que afecten las cualidades nutricionales y organolépticas de la planta podrian afectar
la interaccion planta-afido, debido a que la composicion de la planta cambia (Corcuera, 1993). Entre los
factores que afectan la composicién quimica de la planta estan diferentes tipos de estrés fisicoquimicos o
abidticos (propiedades quimicas del suelo, agua, temperatura, energia electromagnética, pesticidas y
reguladores del crecimiento, polucién ambiental y dafio mecanico) y bidticos causados por diversos
0rganismos como insectos, patogenos y malezas (Heinrichs, 1988).  Entre los factores abi6ticos que
afectan las concentraciones basales de algunos compuestos, esta la fertilizacion de plantas de cebada con
solucionf;s ricas en KNO3, lo que incrementa el contenido de gramina en las hojas mas jovenes. Las tasas
de crecimiento poblacional de S graminum son mas bajas en estas plantas fertilizadas con KNO3 que en
ausencia o baja concentracion de esta sal. Estos efectos podrian ser debidos a la mediana toxicidad o a la
actividad deterrente por la acumulacién de esta sal y al incremento en el contenido de gramina en las hojas
(Salas et al., 1990). Asi mismo, al someter plantulas de cebada a altas temperaturas, se encontrd un mayor
contenido de gramina en sus hojas (Hanson et al., 1981). Ha sido sugerido que plantulas de cebada
crecidas en regimenes de altas temperaturas y fotoperiodos largos, serian mas resistentes a los afidos, a
causa del incremento de gramina en las hojas jovenes por ambos factores (Salas y Corcuera, 1991; Hanson
etal., 1983). Hasta ahora no ha sido descrita la acumulacion de gramina por la infestacion de afidos.

Uno de los pocos metabolitos secundarios estudiados, en que su acumulacion y sintesis es promovida por
el ataque de insectos son los acidos hidroxamicos, que se encuentran constitutivamente en varias especies
de cercales. Estos compuestos incrementa.n sus niveles en las plantas de trigo por insectos chupadores,
como es la induccion en su acumulacion por la alimentacién de afidos (Niemeyer et al., 1989) y en plantas
de maiz después de dafio artificial (Morse et al., 1991a). La acumulacién de cstos compuestos por dafio
mecanico se explica mejor en la induccion de su sintesis como una respuesta en la planta ante insectos
fitéfagos (masticadores), lo que ha sido descrito en maiz bajo el ataque de larvas de lepiddpteros del género

Sesamia (Gutiérrez et al., 1988). Otros cambios fitoquimicos que han sido descritos por ocurrir después de




la infestacion y el dafio foliar son incrementos en la concentracion de fenoles (Leszcynsky, 1985),
alcaloides (Baldwin, 1988) y cambios en los contenidos de aminoacidos (Ciepiella, 1989).

Recien estan conociéndose los mecanismos de transduccion de las sefiales para la activacion de defensas
en las plantas contra el ataque de patogenos (Lamb et al., 1989; Stacey et al., 1992) y los mecanismos
moleculares detras de la induccion de proteinas (Ho y Sachs, 1989). Sin embargo, ya se postula que papel
podrian tener algunos compuestos en las plantas, haciendo parte de la sefial y transduccién de la respuesta
al dafio. El 4cido salicilico (Raskin, 1992) y otras moléculas con caracteristicas propias de fitohormonas,
como acido abscisico (Sanchez-Serrano et al., 1991) y el acido jasmoénico (Staswick, 1992), estarian
implicadas en la expresion de genes especificamente inducidos por dafio. La sintesis de inhibidores de
protcasaé en respuesta al ataque de insectos o patdgenos mediado por acido jasmonico es un ejemplo de la
induccion de respuestas defensivas activadas por estas sefiales (Ryan, 1990; Farmer y Ryan, 1992). En una
novedosa via de transduccion de esta sefial, Wildon et al,, (1992) concluyen que sefiales eléctricas estarian
involucradas en el mecanismo para la respuesta sistémica ante cl dafio que lleva a la sintesis de estos
mhibidores. Entre las proteinas que han sido descritas de tener un rol defensivo en la planta estan las
chitinasas, los inhibidores de tripsina/ -amilasas y las tioninas en cebada (Kragh et al., 1990; Garcia-
Olmedo et al., 1992; Apel ct al, 1990), lectinas  (Chrispeels et al., 1991), proteinas de las paredes
celulares, como extensinas, proteinas ricas en glicina (PsRG), proteinas ricas en prolina (PsRP) y proteinas
ricas en arabinogalactanos (Showalter, 1993) en otras especies.

En cebada se ha descrito la induccion de peroxidasas por la inoculacion con Erysiphe graminis f. sp.
hordei, agente causante de la enfermedad llamada "polvillo" en esta especie (Hislop y Stahmann, 1971). Se
han descrito similares cambios en la acﬁviaad peroxidasa en el fluido intercelular de tallos de hojas de trigo
infectadas. La mayor actividad corresponde a la induccion de dos isoenzimas de peroxidasas involucradas
con la respuesta de infeccion por patdgenos (Holden y Rohringer, 1985). Las peroxidasas catalizan
reacciones de entrecruzamiento entre macromoléculas como lignina (Zieslin y Ben-zaken, 1991).
Peroxidasas inducidas por la inoculacion con patogenos, llevarian a cabo la deposicion de compuestos
fenélicos similares a lignina en los sitios de penetracion y daio en la hoja, que proveerian a la planta de una

barrera frente a la degradacion de la pared celular y a la penetracion del hongo en el tejido (Vance et al,
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1980; Graham y Graham, 1991). Esto ba sido descrito en cebada (Aist y Israel, 1986; Wright y Heale,
1988), en que la insolubilizacion de compuestos similares a lignina en la pared y en la papilla (respuesta
morfoldgica), en los sitios de infectacion, se relaciona con la inhibicién del ingreso del patdgeno. Por otro
lado, se ha propuesto al 4cido jasmoénico como un transductor intracelular de Ia sefial provocada en plantas
por heridas o por ataque de patdgenos, hipétesis basada en la observacién de que la aplicacién exdgena de
jasmonato induce genes en diferentes especies de plantas que responden a heridas y patdgenos. Sin
embargo, el efecto del acido jasménico en Ia interaccion de la cebada con E. graminis es complejo. Si bien
el dcido jasménico tendria un efecto de proteccién en la cebada contra el hongo, no estaria involucrado en
el mecanismo de transduccion de la sefial que lleva a una induccién de proteinas relacionadas a patogénesis
(thwelzer etal., 1993). La induccién de peroxidasas por infestacion de afidos u otros insectos no ha sido
descrita anteriormente. La caracterizacién de respuestas defensivas en la cebada inducibles por afidos es un

campo de interés en la implementacién de cultivos con resistencia a los insectos.

1.4 Respuestas fisiologicas y metabélicas en las plantas frente a estrés ambiental

Las plantas presentan diversas Tespuestas ante condiciones de estrés en of ambiente, Los cambios en
mecanismos regulatorios del metabolismo permiten Ia sobrevivencia de Iz planta bajo estrés. Otros factores
que afecten estas respuestas de aclimatacion, podrian afectar aiin mas a lag plantas bajo estrés. La
infestacién por 4fidos y Ia sequia son dos factores que individualmente causan reducciones en la
produccién de los cereales. Resultan importantes efectos negativos en la produccién cuando estos dos
factores ocurren en sucesién, indicando que una interaccion sinérgica podria ocurrir entre Ia infestacion y la
sequia en las plantas (Fereres et al,, 1988).. Esto podria resultar si la infestacion por afidos imposibilita a la
planta de responder oportuna y eficientemente al estrés hidrico.

La infestacion por fidos causa sintomas de estrés hidrico en las hojas de las plantas de cebada, inclusive
en presencia de suficiente humedad en las raices. Diuraphis noxia decrece los potenciales hidricos de
plantas de cebada de 14 dias de edad e incrementa los niveles de metabolitos osméticamente activos en la
célula, por acumulacién de prolina y glicina-betaina en lag hojas (Riedell, 1989). Se desconoce el

mecanismo por el cual el pulgdn ruso del trigo (D. noxia) causa sintomas propios del estrés por déficit de
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agua en las hojas de plantas de cebada infestadas. Otro afido de los cereales que ha sido descrito en reducir
el crecimiento de las raices en cebada es Schizaphis graminum (Castro et al., 1988) y provocar dafio en la
cuticula y la epidermis de las hojas (Al-Mousawi et al,, 1983). Riedell (1989} ha propuesto que estos
efectos pueden causar una disminucion del ingreso de agua por el sistema radical o puede causar un
incremento de la pérdida de agua por y desde las hojas y tendrian roles importantes en los efectos de la
infestacion por este 4fido en los cambios en el estado hidrico de las plantas de cebada, En trigo, los efectos
defetéreos que cavsa Ia infestacion de S, graminum, afectan las Tespuestas adaptativas a nivel metabolico y
fisiologico de aclimatacién en las plantas frente al estrés por sequia (Dorschner et al., 1986). Sin embargo,
en trigo al igual que en cebada se desconoce como Ia infestacion por S. graminum afecta los procesos que
manuenen el balance hidrico de Ias plantas en ambas especics, ya que en las investigaciones previas no se
han rmllmdo estudios detallados sobre el estado hidrico de las plantas de cebada bajo infestaciones
prolongadas, como se llevé a cabo en esta tesis.

En plantas, las células y los tejidos muestran fumerosas respuestas metabélicas bajo déficit de agua,
algunas de ellas con una posible significancia adaptativa para enfrentar periodos de sequia. Por ejemplo, el
estrés hidrico tiene importantes efectos en el metabolismo de los carbohidratos en plantas. Estos incluyen
cambios en fotosintesis, en translocacién de fotosintatos, en particién de fotosintatos entre aziicares y
almidon, en la tasa de hidrélisis de polisacaridos de reserva y en respiracién (Kramer, 1983; Quick et al,,
1992). Se ha sefialado que acidos orginicos y carbohidratos estarian implicados en cumplir varios
funciones en la respuesta metabélica y fisiolégica de las plantas frente al estrés hidrico, El incremento en
los niveles de aziicares solubles esta deserito dentro del ajuste osmético (acumulacion de solutos) como un
aspecto importante de adaptacion en plantas mesofitas ante el déficit de agua. Sin embargo, otros estudios
sugleren que el estrés hidrico llevaria a una disminucién general de los aziicares solubles en las hojas
(Hanson y Hitz, 1982). El ajuste osmético es un mecanismo adaptativo por el cual el potencial hidrico en la
célula puede ser disminuido sin ser acompafiado de un cambio de turgencia. La mantencién de turgencia
permite la continuacién de la elongacion celular y facilita una mayor conductancia estomatica en Ia planta a
bajos potenciales hidricos (Turner y Jones, 1980). Se ha descrito que algunos iones inorganicos, proteinag

solubles y otros compuestos que contienen nitrégeno (glicina-betaina, prolina) son solutos que presentan un




incremento en plantas bajo estrés hidrico, aunque ¢l papel especifico y su importancia en la regulacion
osmdtica no esta bien entendida. Ademds, estos solutos aparecen bajo estrés en funcién de estabilizar la
estructura de proteinas y membranas (Rhodes, 1987). El papel propuesto para el ajuste osmético en
mantener la fotosintesis a bajos potenciales hidricos, pareciera no estar directamente relacionado con la
acumulacion de solutos (Gimma y Krieg, 1992). Zixfiiga et al., (1989) estudié la distribucién de prolina en
las hojas de cebada y demostré su acumulacion en plantas bajo sequia. Debido a que la infestacion por
afidos provoca en las plantas sintomas de estrés hidrico, se considerd importante en esta tesis cuantificar y
determinar los cambios de este aminoacido en la cebada bajo diferentes niveles y tiempos de infestacion, El
papel potencial de que la infestacion por afidos afecte la acumulacion de solutos osmorreguladores en las
plantas, i)odria explicar y dar cuenta de Jos efectos de la infestacion en alterar mecanismos adaptativos de
aclimatacion al déficit hidrico en los cereales.

El metabolismo del nitrogeno esta dentro de los procesos en la planta més sensibles al déficit hidrico
(Hsiao et al., 1976). Bajo sostenido estrés hidrico, en Ia hoja se presenta una degradacion neta de proteinas
y es mayor el metabolimo de Jos aminoécidos, pero disminuye el transporte por el floema de compuestos
con nitrdgeno fuera de la hoja. Esto resulta en una mayor concentracion de aminoacidos libres
(particularmente prolina) en hojas bajo estrés hidrico (Hanson y Hitz, 1982). La acumulacién de prolina es
una respuesta observada ampliamente en plantas expuestas a varios tipos de estrés ambiental (Stewart y
Larher, 1980, Hanson y Hitz, 1982), En plantas bajo estrés hidrico, la acumulacién de prolina es
acompafiada de la degradacion de proteinas, ademas de la prolina libre cuya sintesis proviene del
metabolismo de otros aminoacidos (Stewart, 1981). Se ha propucsto una variedad de funciones en Ia planta
como consecuencia de la acumulacion de ;;rolina (osmorregulacion por ajuste osmético celular, hidratacién
de biopolimeros, reservorio de N y de energia soluble para ser utilizado al finalizar el estrés hidrico),
Aspinall y Paleg (1981) han descrito las evidencias de que la acumulacién de prolina (como un soluto
compatible) tendria un importante papel en reducir la perdida de agua en la célula, asi como la importancia
de esta respuesta en especies mesofitas. El acido abscisico (ABA) y la prolina se acumulan en diferentes
especies de plantas en respuesta a la sequia, En cebada, la acumulacion de Iz hormona precede la

acurmulacién de prolina y al rehidratar las plantas, Ja disminucién en los niveles de ABAJ antecede la
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disminucién de prolina (Aspinall, 1980). Ambos eventos podrian estar enlazados en Ia respuesta adaptativa
de Ia cebada ante el estrés hidrico. ABA esta involucrado en miltiples procesos en el desarrollo y Ia
fisiologia en las plantas (dormancia de yemas y semillas, crecimiento, abscision y senescencia), Ademds, el
incremento en los niveles de ABA en plantas bajo estrés hidrico esta relacionado con el cierre de los
estomas, una importante respuesta en plantas bajo condiciones de sequia, evitando la pérdida de agua de las
hojas por transpiracién, al reducir la conductancia al vapor de agua a través de los estomas. El sitio
primario de accién del ABA en las hojas totalmente diferenciadas son las células de guarda en la epidermis
(Homberg y Weiler, 1984). Dos vias posibles para incrementar la concentracion de ABA en el apoplasto
en esta regién son por aumento del transporte a las hojas de ABA desde las raices o por liberacion del ABA
desde los; compartimientos en que se halla en el mesofilo. Esta dltima respuesta puede ser promovida por
pequefios cambios en el estado hidrico de Ia hoja (Hartung et al., 1988). Esta descrito que bajo infestacion
por afidos, se presentan cambios en los potenciales hidricos y sintomas de estrés hidrico de [as plantas de
cebada (Riedell, 1989). Se ha postulado que la reduccion del ingreso de agua por las raices en estas plantas
de cebada infestadas, podria corresponder a una reducida conductancia estomatica. Sin embargo en esta
tesis se demostrara que cambios en la fisiologia estomatica de plantas bajo infestacion, serian determinantes
en los efectos provocados por los afidos en el estado hidrico de Ia cebada,

El pulgén verde afecta en la cebada el crecimiento vegetativo de zonas aéreas, con destruccion de dreas
fotosintéticas por dafio local (zonas clordticas) en los tejidos foliares (Castro y Rumi, 1987). S. graminum
decrece la fotosintesis en cebada, lo que ha sido postulado que se deberia al dafio y clorosis foliar, Las
hojas infestadas tienen tasas fotosintéticas bajas y contenidos de clorofila menores cuando son comparadas
con los controles no infestados, presentm;do, ademas, mayores tasas de respiracién {Gerloff y Ortmann,
1971). Otras especies de afidos, como Sitobion avenae afectan en la cebada la eficiencia en la captura de la
lq_z, disminuyendo la fotosintesis (Blanco et al, 1992). En trigo, S. graminum decrece la asimilacién de
CO2 por disminucién de Ia capacidad fotosintética en el mesofilo (Ryan et al,, 1987). Sin embargo, en esta
tesis se sefiala que el estrés hidrico provocado en Ia planta por la infestacién por afidos, en particular por.S.
graminum, probablemente altera otros procesos metabélicos en Ia cebada, relacionados en mantener

niveles normales de poder reductor, de azicares y proteinas solubles en la planta.




11

Debido a que Ia infestacién por afidos provoca respuestas fisiologicas y metabélicas en Ias plantas, en

esta tesis se postula como hipétesis que algunas de estas respuestas reflejarian el dafio causado, en tanto
otras serian respuestas defensivas en las plantas ante el estrés,

1.5 Objetivos
Como objetivo general se pretende determinar v estudiar cambios fisiologicos y metabélicos
producidos en plantas de cebada por la infestacién con afidos ¥ como objetivos especificos se han

propuesto los siguientes:

I- Detel.'minar los efectos de la infestacion con el afido Schizaphis graminum R. sobre el estado
hidrico de plantas de cebada Yy caracterizar mecanismos fisiolégicos y metabélicos como respuestas
adaptativas al estrés hidrico provocado. Para ello, se evaluari en Ia planta bajo infestacién el
contenido relativo de agua, el potencial hidrico, niveles de acido abscisico (ABA) y la conductancia
estomatica al vapor de agua,

I1.- Caracterizar el efecto en las plantas de cebada que la infestacidn con S graminum presenta sobre
metabolitos importantes para la fotosintesis y el metabolismo de! carbono. Se medir4 el efecto en la
concentracion de clorofila, en los niveles de metabolitos solubles como azicares, aminodcidos,
proteinas y las tasas fotosinteticas de plantas sometidas a infestacion.

Ili.- Caracterizar en las plantas de ccbada cambios de la actividad de enzimas relacionadas con
fespuestas defensivas (actividad enzimatica de fenil alanina amonio liasa y peroxidasas) y la
acumulacién en la planta de algunos compuestos (fenoles) por infestacion de afidos,

IV .- Estudiar y evaluar el efecto que tiene sobre la biologia de los 4fidos los cambios producidos por
la infestacién de S graminum en el estado hidrico, nutricional ¥ composicidn quimica de la cebada,
Se determinaran la tasa intrinseca de crecimiento poblacional {rm), la tasa promedio de crecimiento
relativo (MRGR), la tasa de desarrollo (1/D} y la sobrevivencia de los afidos en plantas y en dietas

artificiales.
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2. Materiales y Métodos
21 Cultivo de las plantas
Se sembrd cebada Hordeum vulgare (cv Aramir) en potes con vermiculita estéril. Las condiciones de
crecimiento en las cdmaras de cultivo fueron 22 + 3°C y fotoperiodo de 14/10 h (luz/oscuridad) durante el
periodo de experimentacién. Las plantas fueron regadas con solucién nutritiva Hoagland 3 veces por

Semana, permaneciendo los potes marcados con etiquetas para identificar cada experiemento en bandejas

con agua corriente (Fig, 1).

22 . Infestaciones de la cebada con Schizaphis graminum R.

Grupos de plantas de cebada ¢v Aramir de 10 y 16 dias de siembra fueron infestadas con diferentes
nimeros iniciales de afidos apteros por planta; 0,2,4,6,8, 10,20 y 40 ninfas de 3er estadio (Wilson et al,,
1978) provenientes de Ia colonia en plantas de cebada del mismo cultivar, Los afidos permanecieron en las
plantas por intervalos de tiempo comprendidos entre 0 y 6 dias, retirdndolos para evaluar en as plantas los
parametros fisiolgicos y metabélicos descritos mds adelante en esta seccién, Se realizaron cinéticas en
tiempos mas cortos (0, 4, 8,12, 16,24 h,....) con las densidades iniciales de afidos descritas, para algunos
de los parametros evaluados.

221 Tasa intrinseca de crecimiento poblacional de los afidos {rm)

Plantas de cebada ov Aramir con diferentes densidades poblacionales de afidos por planta, permanecieron
con estos niveles de preinfestacion por 4 dias. Estas poblaciones iniciales de afidos fueron retiradas,
reinfestando las plantas de todos los grupos con dos afidos (4to estadio) por planta. Se evaluo la tasa de
crecimiento de Ja poblacion (rm) 5 dias después, calculada 2 partir de la fase exponencial de la curva de
crecimiento de la poblacion:

m=In (NENj)/t esdecir, rm=(nNf/InN;)/ t
Nf=N°ifidos finales Nj=N° afidos iniciales  t = Niimero de dias
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Figura 1. Condiciones de crecimiento de las plantas. Plantas de cebada Hordeum vulgare (cv
Aramir) de 15 dias de edad en potes con vermiculita en cdmaras de cultivo bajo las condiciones
descritas en la metodologia (22 + 3°C y 14/10 h de luz/oscuridad), fueron utilizadas para los
experimentos de infestacion con Schizaphis graminum R.
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2232 Tasa de crecimiento relativo promedio (MRGR) y tasa de desarrollo de afidos (1/D).
Grupos de plantulas de cebada cv Aramir sometidas a 4 dias de infestacion inicial con 0, 20 y 40 afidos
adultos de S. graminum, fueron utilizadas para evaluar estos parametros. Las poblaciones de afidos de la
preinfestacion son retiradas, numerando las plantas y colocando en cada una de ellas ninfas de ler estadio
provenientes de la colonia, las que han sido pesadas previamente. Estos afidos son pesados nuevamente al
cabo de 3 dias de permanecer en las plantas, colocandolos nuevamente en ellas para obtener la tasa de
desarrollo. La tasa promedio de crecimiento relativo (Adams & Van Emden, 1972) fué calculada con el

peso de los afidos para un periodo de 3 dias por medio de la siguiente ecuacion:

In (peso final, pg) - In(peso inicial, pg)

M.R.G.R. (ng/pg/dia) =
N° de dias que se evalud el incremento de peso
La tasa de desarrollo de los afidos fue calculada con la expresion 1/D, donde D es el tiempo en dias que

toma cada uno de los afidos para alcanzar el estado adulto e iniciar su reproduccion.

223 Experimentos con dietas artificiales: Sobrevivencia de éfidos

El sistema usado para los ensayos con dictas artificiales es ¢l descrito por Argandofia et al., (1983). Este
consiste en colocar sobre una capsula de vidrio, abierta por ambos extremos, una membrana de parafilm.
Sobre la membrana se depositan gotas de dieta liquida con nutrientes colocando sobre esta otra membrana
de parafilm. Para los ensayos de sobrevivencia se colocaron 10 ninfas (3er estadio) en el interior de cada
capsula y se contd cada 12 h ¢l namero de afidos vivos hasta las 84 h. Se realizaron 5 repeticiones por cada

tratamiento.

23 Contenido relativo de agua, peso fresco y peso seco de la cebada.
El contenido relativo de agua fue calculado de acuerdo a Wright (1977):
C.R.A (%) = (peso fresco - peso seco) / (peso a saturacion - peso seco)
El peso a saturacion fue determinado colocando tallos y hojas de cebada en agua destilada por 6 h a

25°C, secandolas rapida y ligeramente antes de pesar. Posteriormente, las hojas son mantenidas en estufa
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por 5 dias a 60°C para determinar el peso seco. El peso fresco y el peso seco fiieron obtenidos pesando

grupos de 10 plantas (tallos y hojas) antes y después de permanecer en estufa 5 dias a 60°C.

24 Potencial hidrico de las plantas de cebada

Los potenciales hidricos de las plantas se evaluaron con la metodologia de la bomba de presion descrita
por Scholander et al., (1964). Las plantas fueron cortadas en la base del tallo, colocando los tejidos de Ia
planta en una camara de acero, cerrada herméticamente, dejando s6lo el extremo cortado del tallo por fuera
de la cdmara. La cdmara fue presurizada con nitrégeno hasta alcanzar una presién suficiente para que el
agua del xilema salga por la zona cortada. La presion registrada en el manémetro (presion de balance) es

.

igual a la presion negativa correspondiente al potencial hidrico de la planta.

25 Acido abscisico (ABA)

Las determinaciones de dcido abscisico se realizaron colocando tejido fresco de hojas (1,0 g} cortado en
trozos de 1 cm en 5 ml de EtOH al 85 % (v/v) por 24 h a 25 C. El extracto se filtrd por medio de un
prefiltro Millipore (0,2 pum) y acidificado con H3PO4 (0,5 N) a pH 4,0. Muestras de 20 ul fueron
inyectadas en una columna Lichosphere 100 RP18 (Merck). La corrida isocratica se hizo con
acetonitrilo:agua (70:30, v/v) con flujo de 2.5 ml/min. La cuantificacion fue hecha por medicion de la
A236. La curva estindar fue calculada con (&) cis, trans-ABA estandar (Sigma Chemical CO., St. Louis,
MO) en EtOH al 85 % {v/v), con un tiempo de retencién de 5,5 min en un HPLC Merck-Hitachi (Lipp,
1991).

26 Fotosintesis y conductancia es'tomética al vapor de agua

La fotosintesis neta se evalud con un sistema abierto por medio de un analizador de gases infrarojo ADC
tipo 225/2/S8S/B, segun la metodologfa descrita por Hawkins et al., (1987). El IRGA (Infra Red Gas
Analyser) posee una fuente y un detector de radiacion infrarroja. La cantidad de radiacion que llega al
detector es funcion de la cantidad de moléculas de CO2 (absorbe radiacion infrarroja de 4,26 pm) que se

encuentren entre la fuente de radiacion y el detector. El instrumento posee dos cimaras Ilamadas de

referencia (con flujo de un gas de concentracion conocida de CO2 en ppm) y una cimara de analisis (por la
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cual se hace pasar aire del ambiente, midiendo la concentracién de CO? del aire exterior). Esta medicion
absoluta permite conocer la concentracion de CO7 del aire que circulara posteriormente por ambas
camaras, concentracion que disminuye en la camara de analisis cuando al colocar la planta, la fotosintesis
neta fija el C en los tejidos. Esta medicion diferencial se realizé con un flujo para ambas camaras de 18 I/h.
La temperatura al interior de las camaras se controld por medio de un ventilador, que ademas disminuye la
resistencia de la capa limite, manteniéndola constante.

La disminucion de CO2 en el interior de la camara de analisis se registro en ppm de CO2. Se midié en las
hojas el area foliar utilizada, obteniendo la asimilacion de CO2 por hora y por dm2 de hoja. Se evalué la
concentracién de clorofila de la hoja utilizada, para expresar la tasa de fotosintesis por mg de clorofila. Los
calculos ﬁsados para la determinacion de la tasa de fotosintesis fueron los siguientes:

El flujo de aire a través de las camaras se obtuvo midiendo el tiempo que demora el aire en recorrer un
dgtenninado volumen;

JCco2 = vit flujo del aire en I/h A = érea foliar en dm?2

Con estos valores es posible calcular ¢l volumen de CO3 asimilado por la hoja:

Icoz2=Jco2 x ACO2

JCO2 corresponde al flujo y ACO es la lectura diferencial obtenida del IRGA en ppm. El volumen del

CO2 es 22,4 /mol y su peso 44 g/mol. Con esto es posible obtener su densidad:

b =44 g/mol /22,4 I/mol = 2 g/l (P) densidad del CO2

Para determinar la masa de CO2 acumulado en 1 hora (I') se calculé de la siguiente ecuacion:

I'coz2=Ico2 x PCo2

Al tomar en cuenta el tejido foliar, tenem'os:

ico2=1c0o2 /A (dm2) masadeCO7 asimilado por la hoja en | hora referida al area foliar.

Para evaluar la conductancia estomatica, el flujo del vapor de agua desde las hojas (transpiracion) fue
determinado por medio de un porometro automatico de estado estacionario Mk3 (Delta-T Devices,

England). Las mediciones fueron realizadas colocando hojas intactas por su cara inferior (abaxial) frente al

sensor y el flujo de vapor de agua por los estomas fue expresado como resistencia estomatica (en s/cm), el
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inverso de la conductancia. Los valores de resistencia obtenidos en las hojas fueron calculados de acuerdo a

la curva de calibracién y a las formulas descritas por Stiles et al., (1970).

27 Clorofila total

La cuantificacion de Clorofila total se realizé segin el método descrito por Arnon, con la modificacién de
Lichtenthaler y Welibum (1983). Tejidos frescos de hojas (0,5 g) se maceraron en un mortero de porcelana
con EtOH p.a. (96 % v/v), filtrando a través de papel fiitro Wahtman N° 2, y midiendo la absorbancia del
filtrado a 649 y 665 nm en un espectrofotémetro Shimadzu UV 240 (P/N 204-58000). El calculo de la
concentracidn de clorofila total {ng/ml de extracto) se realizé mediante la formula:

Clorofila Total (pg/ml) = 18,08 (Ag49) + 6,63 (Ag65)

2.8 Azicares solubles (sacarosa, fructosa y glucosa)

Los azncares solubles totales se cuantificaron por medio del método colorimétrico con el reactivo
Antrona, descrito por Riazi et al., (1985). Tejido fresco de hojas de cebada (0,5 g) se colocd en EtOH al
8§ % (viv) a 25°C por 24 h, filtrando posteriormente en papel Whatman N° 1. Una alicuota de 0,1 ml de
extracto etandlico se hizo reaccionar con 3 ml de Antrona (0,15 % p/v en HpSO4 al 72 % v/v) recién
preparada a 100°C por 10 min. La reaccién fue detenida en hielo y la absorbancia medida a 625 nm en un
Spectronic 20. La concentracion fué expresada a partir de una curva de calibracion en equivalentes de
glucosa.

La concentracion de algunos azicares individuales en las hojas de la cebada (sacarosa, fructosa y
glucosa) fue determinada por cromatogra;ﬁa liquida de alta resolucion (HPLC) segiin la metodologia de
‘Nachtmann y Budna (1977). Los azicares fueron obtenidos del tejido utilizando la metodologia descrita
para obtener los extractos etanolicos descritos. Los extractos se pasaron por un prefiltro Millipore (0,2 pm)
antes de correr las muestras por una columna Merck (RP18) y ser caracterizados por medio de un detector

de indice de refraccion en gradiente isocritico de acetona: agua (55:45).
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29 Aminoicidos libres y determinacién de prolina

Los perfiles de los amino écidos individuales en plantas control y sometidas a infestacion se evaluaron
por HPLC, realizando la extraccién de amino acidos libres de tcjido fresco en EtOH al 85 %,
purificindolos a través de una columna Dowex 50W (Sigma). Los derivados fluorescentes fueron
obtenidos posteriormente con 9-Fluorenilmetilcloroformato (FMOC-CI), separandolos en una columna
ODS-Hypersil (250 x 4,6 mm) de 5 pm y detectandolos con un detector de fluorescencia Shimadzu RF-
530. Los amortiguadores, solventes, flujos y gradientes, asi como la metodologia utilizada, estdn descritos
por Labanauskas et al., (1981) y Chang et al,, (1982). Prolina fue cuantificada colorimétricamente de
acuerdo a la metodologia de Bates et al., (1973) con el reactivo Ninhidrina 4cida al 3 % (p/v) en H2S04
(p.a.), qt.Je forma el complejo coloreado con prolina, aminoacido que se extrae a partir de tejido fresco en
acido sulfosalicilico al 3 % (p/v). La absorbancia del complejo Ninhidrina-prolina extraido en tolueno

(p-a), fue medida a 520 nm en un Spectronic 20.

2.10 Proteinas solubles

La concentracion de las proteinas solubles en las plantas control y las sometidas a diferentes tratamientos
se cuantific por medio del método colorimétrico descrito por Bradford (1976). Tejido fresco de hojas es
homogenizado en 3 ml de amortiguador de extraccién Tris-HCI (62,5 mM, pH 6,8), SDS (2 %), B-
Mercaptoetanol (0.5 %) y el inhibidor de proteasas PMSF (2 mM). El extracto se centrifug a 10000 g x
30 min, tomando del sobrenadante una alicuota de 200 pl y agregando 5 veces este volumen en acetona
p.a. fria (-20°C). Se agit6 y dejé precipitar por 1 ha -20°C, centrifugando a 10000g x 5 min, La pella de
proteinas fué liofilizada y resuspendida e;l 1 ml de NaOH IN. Se tomé una alicuota y se hizo reaccionar
con ¢l reactivo de Bradford por 10 min a 25°C, midiendo Ia absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro
Shimadzu UV-240 (P/N 204-58000). Se expresd la concentracion de proteinas en base a la curva de

concentracion con BSA.
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2.11 Compuestos fendlicos

La metodologia utilizada para cuantificar la concentracion de fenoles en cebada es la descrita por Torres
et al., (1987). El tejido fresco de hojas de cebada controles y sometidas a infestacién se homogeniza en 20
ml de MeOH (p.a.) al 98 % (v/v), colocado en agitacion a 25°C por 12 h. Las muestras son filtradas en
papel Wahtman N 1, realizando una separacion y arrastre de otros componentes celulares con 20 ml de
hexano p.a. en embudos de decantacion por 5 veces, La fase MeOH:H20 es filtrada llevando a un volumen
estandard de 10 ml. Una alicuota de la muestra se coloca en H20 a reaccionar con el reactivo Folin-
Ciocalteau y NagCO3 al 20 % (p/v) por 2 h a 50°C. La absorbancia del complejo coloreado se midié a
765 nm en un espectrofotdmetro Shimadzu UV-240 (P/N 204-53000).

Para cuantificar y evaluar Ia concentracion de dcido fenilico en los tejidos de la planta, las hojas fueron

cortadas en trozos pequeiios y sumergidos en EtOH al 80 % (v/v) durante 24 h. El extracto etandlico fue
filtrado por medio de un prefiltro de acetato de celulosa Millipore (0.45 pm) y analizado por cromatografia
liquida de alta resolucion (Cromatégrafo Shimadzu LC-GB equipado con una columma Merck RP18). Las
condiciones de operacion fueron: tasa de flujo 1,3 ml/imin, un gradiente de fase mévil linear de solvente A
{(H20 pH 3) y B (acetonitrilo). 0-20 min (0 % -55 % B); 20-22 min (100 % B); 22-24 min (100 %); 25
min (0 % B). La deteccion se realizé a 236 nin. El tiempo de retencion para el estandar de 4cido fenilico
(Sigma, Co, USA) fue de 4,7 min.
2.12 Actividad PAL (fenil alanina amonio liasa)

La actividad PAL (EC 4.3.1.5) fue evaluada segin de la metodologia de Zucker (1965) cuantificando la

formacién de acido trans-cinndmico. Para la extraccion de proteinas a partir de tejido fresco se utilizd un

buffer borato (0,1 M, pH 8,0), B-Mercaptoetanol (0,01 M) y PMSF (3 mM). Una alicuota del
sobrenadante obtenido después de centrifugar a 10000g x 10 min a 4°C (centrifuga Sorvall RC-5B, rotor
SS5-34) fue utilizada para cuantificar [a concentracion de proteinas por el método de Bradford. Para evaluar
la actividad de la PAL, se realizo una incubacion a 37°C de una alicuota del sobrenadante con 100 ug de
proteina, con L-fenilalanina 10 mM, borato de sodio 100 mM a pH 8,8 y 8-Mercaptoetanol 10 mM en un

volumen final de 3 ml. La formacion del producto de la actividad de la PAL se cuantificd a 290 nm

e
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en un espectrofotémetro Shimadzu UV-240, La actividad enzimdtica se definié como pmoles de dcido-

transcinndmico formados por minuto (U).

2,13 Actividad peroxidasa

La actividad peroxidasa (EC 1.11.1.7) fue evaluada realizando un test enzimatico descrito por Cassab et
al, (1988). La actividad peroxidasa fue evaluada en geles nativos de poliacrilamida al 12 %, en
condiciones no denaturantes. Las proteinas nativas fueron obtenidas homogenizando tejido fresco en hielo
seco con el siguiente buffer de extraccion a pH 8,0: Tris-HCl 100 mM, MgClp 20 mM, EDTA 1 mM,
Kf:ICO?, 10 mM, -Mercaptoetanol 50 mM y PMSF 4 mM. El homogenizado se centrifugd a 12000 g x
10 min z; 4°C, tomando el sobrenadante con las proteinas para su precipitacion con 5 voliimenes acetona
p.a. fria (-20 C).

Después de centrifugar a 10000 g x 5 min a 4°C y liofilizar a sequedad la pella de proteinas, estos fueron
resuspendidos en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH 7,0). Posteriormente se cuantificd la concentracion de
proteinas por el método de Bradford (1976}, precipitando los pg de proteinas requeridos nuevamente en
acetona. Estos, fueron posteriormente resuspendidos directamente en e} buffer de muestra y cargados en los
bolsillos del gel native, Los geles fueron corridos a voltaje constante (200 volts) por 7 h. Terminada la
corrida, el gel es sumergido en amortiguador citrato de sodio 0,1 M a pH 4,5 por 30 min. Posteriormente el
gel fue transferido a la solucion reveladora de las bandas de proteina con actividad peroxidasa, que
contiene o~fenilendiamina 0,1 % (p/v), peroxido de hidrégeno 0.012 % (v/v) y buffers citrato de sodio 0,1
M7apH 4,5y 0,5 Ma pH 5,0. Una reaccion de color amarillo-naranja, desarrollada en forma de bandas en
el gel minutos después de afiadir Ia solu‘cién reveladora, indica la actividad peroxidasa. La reaccidn es
detenida agregando agua desionizada por 4 lavados sucesivos. Los geles son digitalizados inmediatamente
por medio de un Scanner (ScanMan 256, Logitech, USA) para su posterior estimacion de la actividad
enzimatica a través del programa Gel-Perfect 5-2. Al final de esta seccién se describen sus findamentos
sobre la técnica de digitalizacion y andlisis de las imagenes. Los geles debieron ser fotografiados

rapidamente debido a la poca estabilidad del color.
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Ademias, la actividad enzimatica de peroxidasas fué evaluada a partir de extractos de proteinas totales,
'rea]izando un andlisis por "Dot Blot". En este caso las proteinas obtenidas en condiciones no denaturantes
descritas anteriormente, son inmovilizadas en membranas de nitrocelulosa (MFS, Dublin, CA, USA) de
0,45 pm, por medio de un aparato de microfiltracion Bio-Dot (Bio-Rad, Richmond, CA, USA). Este
equipo permite colocar una membrana de nitrocelulosa sobre un soporte de goma flexible en medio de 2
placas, sujetadas firme y herméticamente. La placa superior posee agujeros distribuidos en 12 columnas y
8 filas (96 en total) permitiendo a través de ellos, que en alicuotas de 200 pL de buffer Tris-HCl a pH 7,0,
las proteinas sean "sembradas" inmovilizandolas en la membrana, en diluciones seriadas de 30, 15, 7,5 y
3,75 pg de proteina. La membrana de nitrocelulosa es colocada previo a esto por 30 min en amortiguador
Tris HC-I 0,1 M, pH 8,8. Colocadas las muestras se aplico un leve vacio en el sistema, depositando las
proteinas en el filtro de nitrocelulosa; Se agregaron posteriormente 200 pl de buffer Tris-HCI 0,1 M, pH
8,8 para lavar cada uno de los agujeros, retirando posteriormente el vacio. El desarrollo de una curva
estandar con peroxidasa de rabano (EC 1.11.1.7, tipo VI, sigma) permite estimar la actividad enzimatica
obtenida en las muestras, multiplicando el area del "Dot" por la intensidad del color de la reaccidn.
Obtenidos los Dot Blots en las membranas, estas fueron colocadas en amortiguador citrato de sodio 0,1 M,
pH 4,5, revelando la actividad peroxidasa en los Dots con la solucién antes descrita, que contiene o-
fenilendiamina, perdxido de hidrdgeno y los buffers citm.to de sodio. Se evaltio esta actividad de acuerdo a
la intensidad del color resultante en los Dots, digitalizando y analizando densitométricamente los resultados.

La cuantificacion de los resultados en Ios geles y en los Dot Blots, se llevd a cabo tomando imagenes
digitalizadas por medio de un Scanner y posteriormente analizando densitométricamente estas imagenes por
mexdio del sistema Gel-Perfect 5-2, soﬁwa;re desarroliado por el Dr. Salvador Bozzo, Depto. de Medicina
Experimental, Facultad de Medicina de la Universidad de Cl;ile. El sistema Gel-Perfect esta basado en tres
programas que llevan acabo las labores basicas para realizar un analisis densitografico:

a) Captacion en imagenes de geles, membranas, etc., con un Scanner (ScanMan 256 Logitech),

digitalizando la imagen, produciendo archivos TIFF (Tagged Image File Format).
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b) Mediciones densitométricas del archivo TIFF usando el programa Gel 5-2. El tratamiento de la imagen
inicial, permite cuantificar el resultado obtenido por la intensidad relativa de la respuesta medida. Se
obtienen archivos OUTGEL.PS.
cﬁmprcsién de graficos y resultados usando lenguaje Posteript que lee los archivos OUTGEL:PS.

Los tres programas instalados en un computador AT386, son independientes entre si, es decir, se puede
digitalizar en un PC, transportar el archivo TIFF generado a otro PC para su medicion y luego el archivo

OUTGEL.PS a otro sistema para la impresion de los informes.

2.13.1  Test de glicosilacibn

La ca::acterizacif)n de las peroxidasas como glicoproteinas se realizé directamente en los geles nativos
descritos mas adelante empleando el método de fluorescencia descrito por Eckhardt et al. (1976). En este,
los geles corridos fueron fijados por 12 h en agitacion en una solucién de metanol al 40 % (v/v) y acido
acético al 5 %. Posteriormente, se oxidaron con écido peryddico al 0,5 % (p/v) en acido acético al 5 %, a
25°C por 2 h. A continuacion, con la finalidad de eliminar el exceso de icido peryodico, se lavaron con
bisulfito de sodio 0,5 % en acido acético 5 % (v/v), en tres lavados sucesivos de 10 minutos cada uno.
Concluido esto, los geles se sumergieron duranie 2 h en una solucidn que contiene dansilhidrazina al 0,09
% (p/v) en acetato de sodio 0,09 M, pH 5,6. La dansilhidrazina fue preparada al 1 % en EtOH y mezclada
con el amortiguador de acetato de sodio. Una vez concluida la tincidn, los geles fueron destefiidos con el
amortiguador acetato de sodio 0.09 M, pH 5,6 durante 4 horas en lavados sucesivos, hasta que el fondo
("background") de la tincion desaparccid. Las bandas con proteinas glicosiladas fueron observadas

empleando un transiluminador de luz uItra:violeta (Chromato-VUE transilluminator Model. TS-36).

214 FElectroforesis SDS de proteinas

El patrén de proteinas de cebada se evalud por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
(denaiurant;e) al 10 y 12 % segin la metodologia de Laemmli (1970). EIl gel de resolucion a pH 8,8
obtenido a partir de soluciones p/v de acrilamida:bisacrilamida (30 % : 0,8 %), buffer Trs-HCI IS My

SDS al 10 % se dejo a concentraciones finales de acrilarnida de 10 y 12 %. El gel concentrador a pH 6,8
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obtenido a partir de soluciones p/v de acrilamida:bisacrilamida (30 % : 0,8 %), buffer Tris-HCl 05 M y
SDS al 10 % se dejo a una concentracion de acrilamida de 4 %. El buffer de muestra a pH 6,8 con ¢l cual
se cargaron las proteinas en los bolsillos del gel, estaba compuesto por Tris-HCI 0,0625 M, B-
Mercaptoetanol 0,5 % (v/v), azul de bromofeno! 0,004 % y SDS al 2 %. Las muestras eran mantenidas a
bafio Man'a‘ por 5 min previamente a ser cargadas con ¢l objeto de denaturar completamente las proteinas.
Los geles de tamafio normal (180 x 130 x 1 mm) se corricron a voltaje constante (200 Volts) por 7 h y los
mini geles (95 x 80 x 1 mm) a 150 Volts por 5 h, utilizando como buffer Tris-HCI 0,25 M, glicina 0,192
MySDS 0,1 %apH 8,3.

Las proteinas utilizadas como estiandar de masa molecular conocida a partir de kits (Sigma Co. MO,
USA) o.omprenden los siguientes marcadores: Lisozima (14,3 KD), B-Lactoglobulina (18,4 KD),
Tripsindgeno (24 KD), Pepsina (34,7 KD), Albumina de huevo (45 KD), Albumina de bovino (66 KD),
Fosforilasa b (97,4 KD) y B-Galactosidasa (116 KD). Las masas moleculares de las proteinas de las
muestras fueron determinadas por interpolacion de la curva de movilidad relativa en los geles en funcién
del logaritmo de la masa molecular estandar de cada marcador,

Las bandas de proteinas en los geles fueron reveladas con la tincion de plata utilizando el método de

INielsen y Brown (1984). Inmediatamente después de terminar la corrida, las proteinas en el gel se fijaron

con una solucion de acido tricloroacético al 10 % (v/v) en agitacién por 30 min., seguido de 3 lavados (10
min. ¢/u) con EtOH al 10 % (v/v) y acido acético al 5 % (v/v). A continuacion el get es oxidado por 5 min
con dicromato de potasio 3,4 mM y acido nitrico 3,2 mM, lavando posteriormente 2 veces (5 min cada vez)
con agua desionizada. La plata es precipitada en las proteinas afiadiendo una solucion de nitrato de plata
12 mM por 30 min en oscuridad. Luego s'e lava por 1 min con agua desionizada, agregando posteriormente
la solucidn reductora que contiene carbonato de sodio 0,28 M y formaldehido 0,0185 % (v/v) renovandola
cada 5 min, hasta que se revelen claramente las bandas de proteinas. La reaccion de revelado es detenida
con acido acético al 5 % (v/v). Los geles mantenidos en esta solucién son fotografiados y analizados

densitométricamente por medio del sistema Gel-Perfect 5-2 descrito anteriormente en la seccién 2.12;
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2. Resultados

31 Efecto del nivel de infestacién por S graminum en el estado hidrico de la cebada

3.1.1 Incremento del niimero de afidos en el tiempo en los ensayos de infestacién artificial

Para determinar el aumento que presentd la poblacion de afidos en las plantas, se cont6 el ndmero de
4fidos por planta al final de los experimentos de infestacion artificial. El namero de afidos de S. graminum
que resulta al final de los tratamientos de infestacion se incremento en el tiempo en directa relacidn con el
mimero de afidos iniciales colocados por planta. Este incremento del nimero de afidos es de caracter

exponencial y se debe a la reproduccién partenogenctica que presentan este grupo de insectos (Tabla 1).

312 Contenido relativo de agua, peso fresco y peso seco

Debido a que los 4fidos provocan sintomas de estrés por sequia en las plantas infestadas, fueron
ew;;luados estos parametros en la cebada que indican el estado hidrico de la planta. Se determiné que el
contenido relativo de agua en las plantas de cebada disminuyd por efecto de la infestacion con S,
graminum, y se evaluo el efecto que tienen sobre este pardmetro los diferentes niveles de infestacion. A
mayor néimero de afidos que se encuentren en la planta después de algunos dias dc infestacion, mayor es la
‘reduccién en el contenido relativo de agua. En plantas controf sin infestar, ¢! contenido relativo de agua fue
sobre el 92 %, mientras que en plantas sometidas 6 dias a una infestacion de 10 4fidos iniciales, disminuyd
asoloel 82 % (Tabla 1).

Comparado con el control sin infestar de 16 dias, las plantas infestadas por 6 dias con 10 &fidos iniciales,
terminaron con un peso fresco inferior en 25 %. Plantas en este estado de desarrollo infestadas con 20
afidos iniciales presentaron una reduccién de peso fresco del 36 % comparado con el control (Tabla 1).
Con respecto al control sin infestar de 21 dias, las plantas infestadas por 6 dias con 10 y 20 fidos iniciales,
présentaron una reduccién importante en el peso fresco del 18 % y el 25 %, respectivamente. La reduccién
en ¢l peso seco, presento un patron similar al encontrado con ¢l peso fresco, en cuanto a ser mayor Ia

reduccion en las plantas sometidas a infestaciones con mayores densidades poblacionales de
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Tabla 1. Efecto de diferentes niveles de infestacion por Schizaphis graminum en el
estado hidrico de plantas de cebada de edades diferentes.

Afidos/ Planta Conteni, Rel. Peso Fresco Peso Seco  Peso Fresco Peso Seco
de Agua (16 dias) (16 dias) (21 dias) * (21 dias) *

Iniciales Finales (%deagua) (mg/10 plantas) (mg/10 plantas) (mg/10 {mg/10

plantas) plantas)
0' 0 922 1.58 + 0,09 0.14 £ 0.02 1.92 £ 0.07 0.18 £0.02
2 18+ 3 90 +3 1.60 +£0.08 0.14 £0.01 1.86 £ 0.08 0.18 £0.01
4 42+ 8 8713 1.53 £ 0.06 0.13 £0.01 1.84 £0.06 0.17 £ 0,01
5 52+ 8 N.D. 1.55 £ 0.06 0.15 £ 0.01 1.76 +£0.08 0.17£0.01
6 66 £12 86+2 1.38 £ 0.04 0.12+0.02 1.72 £ 0.04 0.16 £0.02
8 82+15 83+4 1.35£0.04 0.11 £ 0.01 1.65 £0.04 0.15+0.01
10 104 £20 82+%3 1.20 £0.03 0.10 £0.01 1.60 £ 0.03 0.14+0.01
15 136 £22 N.D 1,25 +0.03 0.12£0.01 1.52 £0.04 0.13 +0.02
20 182 +25 N.D. 1.05+£0.04 0.10 £ 0.01 1424004 0.13 +£0.01

Once grupos de plantas de ccbada cv Aramir de 10 y 16 dias (*) de edad fueron infestadas con
diferentes densidades poblacionales de fidos. Después de 6 dias se contaron el nimero final de dfidos de
cada grupo y cada uno de los parimetros fue evaluado, tomando en cuenta tallos y hojas de la planta. EI
contenido relativo de agua corresponde a los célculos realizados para plantas de 16 dias de edad al final
de 6 dias de infestacidn. Cada valor es el promedio de 4 repeticiones % el crror cstandar. N.D,: No
determinado.
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afidos a edades tempranas. Esta reduccion alcanzd a ser del 35 % (con respecto al controi de la misma
edad) en plantas de 16 dias de edad ¢ infestadas por 6 dias con 20 afidos iniciales por planta. En plantas de
21 dias de edad (infestadas por 6 dias con 20 afidos iniciales por planta) la reduccién en peso seco
_comparado con el control, alcanzo el 28 %. Al comparar con el control de la misma edad, los tratamientos
con 10 afidos iniciales, en plantas con 16 y 21 dias de edad y 6 de infestacion, la reduccion en el peso seco
fue del 29 % y del 22 %, respectivamente (Tablal),

Los cambios encontrados en el peso fresco y seco de plantas de cebada sometidas por 6 dias a
infestaciones entre 0, 10 y 20 afidos iniciales por planta, mostraron que existe una susceptibilidad mayor de
Ias plantas al infestarse en estados de desarrollo temprano (a 10 dias de edad), en comparacién con plantas

de mayor edad (16 dias) sometidas a los mismos niveles de infestacion,

3.1.3 Potencial hidrico (%)

Este parametro es frecuentemente utilizado para indicar el nivel de estrés por sequia al que esta sometida
una planta. Se hallaron potenciales hidricos mas negativos en la cebada por la infestacion con S.
graminum. En los niveles de infestacion al que fueron sometidas las plantas, los potenciales hidricos fueron
mas negativos a tiempos de infestacién mayores (Fig. 2, A y B). Potenciales hidricos de ~ 0,23 MPa
hallados en las plantas control sin infestar de 16 dias de edad, disminuyeron a - 0,80 MPa en plantas de la
migma edad al cabo de 6 dias de infestacién con 10 afidos iniciales por planta (Fig. 2A). Evaluando esta
variacion a tiempos mas cortos, duplicando el ntumero de afidos iniciales por planta, al cabo de 72 horas de
infestacion, se hallaron cambios importantes del potencial hidrico, que con respecto al control sin infestar,
alcanzd valores de - 0,55 MPa para el gru.po de plantas con 20 afidos iniciales (Fig 2B). Plantas de cebada
cv Aramir después de varios dias de infestacion por el afido Schizaphis graminum, presentaron menores
pesos fresco y seco, bajos potenciales hidricos e inferiores contenidos relativos de agua en las hojas, todos
cllos sintomas de estrés hidrico. El desarrollo de estos cambios en el estado hidrico de la cebada, estd

relacionado con el nivel y la duracion de la infestacion al que esta sometida Ia planta,
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Figura 2. Efecto de la infestacion por S. graminum en los potenciales hidricos y en los niveles de
prolina de plantas de cebada. (A) Potencial hidrico y niveles de prolina en plantas de 16 dias de
edad y 6 de infestacion con diferentes densidades poblacionales de afidos. (B) Potencial hidrico y
niveles de prolina en plantas control (NI) sin afidos a 10y 13 dias de edad o plantas (I) con 20 afidos
iniciales por planta a 13 dias de edad y 3 dias de infestacién. Cada punto es el promedio de 5
(potencial hidrico) y 3 muestras (prolina) * el error estandard (e.c.).
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314 Contenido de dcido abscisico (ABA) y resistencia estomitica al vapor de agua.

Plantas bajo infestacion con importantes cambios en el estado hidrico podrian presentar un incremento en
los niveles de ABA como ha sido descrito cn plantas bajo sequia. Un aumento en los niveles de ABA
podria estar relacionado con cambios en el cierre de los estomas. Para caracterizar esto, se evalud el
contenido de ABA total en las hojas y la resistencia estomética hasta 96 h después de infestar las plantas.
Mayores niveles de dcido abscisico fueron encontrados en hojas de plantas infestadas, con un maximo a 72
h de infestacién con 20 afidos iniciales por planta. Este incremento neto del contenido de ABA en plantas
infestadas foe determinado desde las 24 h de inicio de la infestacién, niveles que aunmentaron y
permanecieron altos hasta las 72 h. A las 96 h de inicio de a infestacion, la cantidad de ABA total bajé en
las hojasl infestadas en relacion a los niveles encontrados en las plantas sin afidos (Fig. 3A).

Los patrones diurnos de resistencia estomdtica entre las 0 y 96 h de plantas de cebada sin infestar
(control) e infestadas por S. graminum, son distintos. En las primeras 48 h, ambos patrones no fieron
significativamente diferentes (test- t, P > 0.198). Sin embargo, las hojas de plantas infestadas presentaron
una resistencia estomatica significativamente inferior (P < 0.001) a los valores hallados en los controles en
las horas de luz (60 y 84 h) y mayor (P < 0.001) en el periodo de oscuridad (a las 72 h). Al cabode 96 h
(oscuridad), Ia resistencia de los estomas fué significativamente mas baja (P < 0.001) en las hojas
infestadas que en las control (Fig. 3. Ay B).

Para determinar si la resistencia estomitica en las hojas infestadas por 96 h se recuperaba al
suministraries ABA cxdgeno, hojas del grupo control y del grupo infestado fueron cortadas en la zona
basal de la planta y colocadas por este extremo en 3 soluciones de concentracion creciente de ABA y se
evalud Ia resistencia de los estomas al ;'apor de agua a las 0, 3 y 6 h de incubacion. El patrén de
incremento de la resistencia estomatica frente al ABA exdgeno, fue similar para los tratamientos control e
infestado (Fig. 3B). A las 3 y 6 h, en la concentracién mayor de ABA utilizada, la resistencia estomatica en
las hojas control fué 50 % mas alta que la encontrada en hojas de plantas previamente infestadas. Para las
hojas infestadas, a resistencia estomatica fue similar a las 6 h de incubacién en las dos concentraciones de
ABA. En hojas de ambos grupos {control ¢ infestadas) incubadas con agua, la resistencia de los estomas

disminuyg, haciéndose nula (0 s/cm) a las 6 h de incubacion.
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Figura 3A. Ciclo diurno de los niveles de dcido abscisico y de la resistencia estomdtica en plantas
de cebada control y bajo infestacion. Plantas de cebada de 10 dias de edad se infestaron inicialmente
con 20 afidos adultos por planta. Se evalud el nivel de ABA en hojas de plantas control sin
infestacion (NI --0--) y en las hojas de plantas infestadas (I --s--) cada 24 h y cada 12 h Ia resistencia
estomatica en plantas control (NI —A--) e infestadas (I —+#--). Para las mediciones dc los niveles de
ABA, cada valor es el promedio de 3 muestras y para la resistencia de los estomas el promedio de 8
muestras *e.c.




Resistencia estomatica (s/cm)

29a

12 L T _
“ToOmNe T
=
9 L _
T
=1 i

6 L ) i

. T

€1

1

3

0 | lllfl\ll‘mn ﬁr 0

0
- ) 012 012 012012“}‘12T12

Horas de incubaciéon

Figura 3B. Respuesta de la resistencia estomdtica en las hojas al incubarlas con ABA exdgeno.
Hojas de plantas del grupo control, no infestadas (NI) y del grupo de infestadas por 96 h (I) fueron
cortadas e incubadas por 6 h en solucion control (0x, agua sin ABA), o en soluciones con 3.8 (1x) y
7.6 (2x) x 10-5 M de ABA. Cada pusnto es el promedio de 8 mediciones + e.c..
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La resistencia estomatica al vapor de agua mostré un patréq diurno similar en plantas infestadas y plantas
control entre las 0 y 48 h desde el inicio de la infestacion. Esto contrasta con la menor resistencia en los
periodos de luz (60 y 84 h) y mayor en oscuridad (72 h) en plantas sometidas a infestacion, Estos cambios
en la fisiologia de los estomas podrian obedecer -en periodos de luz- a la redistribucion diurna y -en
periodos de oscuridad- al incremento transitorio de ABA en las hojas de este grupo de plantas. Sin
embargo, a pesar del incremento neto de ABA en plantas infestadas, la resistencia de los estomas fue
menor en estas plantas en las horas de luz, facilitando con ello la perdida de agua, Ademas, en hojas que
previamente permanecen infestadas, a las 96 h de infestacidn, 1a resistencia de los estomas al vapor de agua
es minima a pesar de corresponder a un periodo de oscuridad. La restauracién de Ia fisiologia estomdtica
enel coritrol de la perdida de agua, al cortar estas hojas e incubarlas con ABA exdgeno es indicativo que el
afido S. gramimun afectaria en la cebada la capacidad de sintesis y redistribucién de esta hormona en
tiempos de infestacion prolongados. Los bajos niveles de ABA en las plantas (en infestaciones
prolongadas) afectarian irreversiblemente la regulacion de la pérdida de agua de la planta a través de los

estomas.

32 Efecto de Ia infestacion por Schizaphis graminum en los niveles de clorofila, proteinas,
aminoécidos solubles y en la fotosintesis de plantas de cebada
Para caracterizar como los niveles de clorofila, proteinas y aminoacidos solubles en las hojas de cebada
son afectados por la infestacion y como esto podria afectar la fotosintesis, fueron evaluadas las

concentraciones de estos metabolitos y Ia fijacion de CO7 en las plantas.

321 Clorofila total

La infestacion de Ia cebada con el afido S. graminum, provoca clorosis en las plantas, la que se
manifiesta localizada en sitios de Ia hoja en que se alimenta el pulgdn. En grupos de cebada de 16 dias de
edad, sometidas a infestaciones con densidades poblacionales iniciales entre O y 10 4fidos por planta, al

cabo de 6 dias de infestacion, los niveles de clorofila total disminuyeron en relacion al nimero de afidos

(Fig. 4A). En las plantas con 10 éfidos iniciales, la concentracién de clorofila solo alcanzé el 27 % de Ia
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concentracion del control de 16 dias sin infestar. Con estas densidades poblacionales, la reduccion de la
cantidad de clorofila foliar en los tratamientos intermedios (2, 4, 6 y 8 afidos iniciales por planta) alcanzd
un-grado de correlacion de 0.95 en relacion al nivel de infestacion,

A lo largo del tiempo de infestacion, a 3 dias de infestar con 20 afidos iniciales, se hallé que ¢l nivel de
clorofila total en las plantas de 13 dias de edad, es 10 mg por g de peso seco, 72 % de la encontrada en el
control de 13 dias de edad sin infestar (Fig. 4B). Enzimas presentes en la saliva del pulgén verde
posiblemente son los principales causas de la aparicion de clorosis y la destruccion de los tejidos en la
cebada en las zonas donde se alimenta. Los bajos niveles de clorofila en las hojas bajo infestacién

afectarian los niveles de captura de luz y disminuiria las tasas de fotosintesis en las plantas de cebada.

322 Proteinas solubles

Los niveles de proteinas solubles en las hojas de Ia cebada sometidas a infestaciones con S. graminum
por 6 dias disminuyeron significativamente (Fig. 5). En el grupo de mayor infestacion inicial (10 &fidos por
planta) los niveles de proteinas solubles sol6 alcanzaron un 30 % del nivel determinado en los controles de
16 dias de edad. Esta disminucion en proteinas solubles de cebada en los 6 grupos, fue proporcional al
nivel de infestacion al que estaba sometida Ia planta.

Los niveles de proteinas solubles en la cebada son afectados por la infestacién de S, graminum. Esto
podria estar determinado indirectamente por el efecto del estrés hidrico provocado en la cebada por la
infestacion, sobre la tasa de sintesis y la tasa de recambio de las proteinas en la hoja. En cebada, la
reduccion de los niveles de proteinas solubles (entre ellas Rubisco) y tal vez cambios en su actividad,

explicarian efectos directos del estrés hidrico provocado por los aftdos sobre la fotosintesis.
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Figura 4. Efecto de la infestacion por S. graminum en los niveles de clorofila y en las tasas de
Jotosintesis de plantas de cebada. (A) Clorofila total y fotosintesis en plantas de 16 dias de edad con
6 dias de infestacion con diferentes densidades poblacionales de 4fidos y en (B) plantas control (NI)
de 10 y 13 dias de edad sin &fidos o en plantas de 13 dias de edad y 3 dias de infestacién (I) con 20

afidos iniciales por planta. Para ambos pardmetros, cada punto es ¢l promedio de 4 muestras + e.e..
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Figira 5. Efecto de la infestacion por §. graminum en los niveles de aziicares solubles y proteinas
solubles en plantas de cebada. Niveles de azficares y proteinas solubles en plantas de 16 dias de

edad y 6 de infestacion con diferentes densidades poblacionales de afidos. Cada punto es el promedio
de 3 muestras + e.e.,
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323 Efecto de la infestacién por Schizaphis graminum en la composicién de aminoécidos libres
en cebada

La acumulacién de aminoacidos ha sido descrita como otro de los efectos del estrés hidrico en plantas. Se
cuantificé el nivel de algunos aminoécidos libres (no proteicos), presentes en las hojas de plantas control y
plantas con 72 h de infestacion con S. graminum. El contenido relativo de algunos aminoacidos
individuales de plantas de cebada control e infestadas, indican que los acidos glutimico (Glu) y aspartico
(Asp), serina (Ser), glicina (Gly), arginina (Arg) y alanina (Ala) son entre otros los aminodcidos s
representativos en ambos grupos de plantas (Fig. 6). Diferencias con respecto al control en los niveles de
glicina, histidina (His), arginina, prolina (Pro), tirosina (Tyr) y fenilalanina (Phe) en las plantas infestadas,
sugieren'cambios importantes en el metabolismo de algunos amino4cidos por la infestacién. Sin embargo,
la similitud en los perfiles del contenido relativo de mds de la mitad de los aminodcidos libres, sugieren que
el "pool" de estos metabolitos no presentan cambios significativos, en este tiempo de infestacién. Cambios
en los niveles de prolina en la cebada fireron determinados en plantas bajo tiempos de infestacién mayores y

sometidas a otros tratamientos (seccion 3.3.2 y 3.7).

324 Fotosintesis

La fotosintesis en cebada es afectada significativamente por la infestacion con S, graminum, Para los
mismos niveles de infestacién descritos anteriormente, después de 6 dias, la fotosintesis en el grupo de
plantas més infestado es en promedio de 1.1 mg CO2/dm2h, alcanzando solé el 50 % del valor hallado en
el control sin infestar de 16 dias de edad (Fig. 4A). Al evaluar en este mismo grupo solé 72 horas después
de haber iniciado la infestacion, se hallo una reduccion en la fotosintesis que alcanzé el 15 % comparando
al respectivo control sin infestar de 13 dias de edad. En plantas infestadas con 20 afidos iniciales, esta
reduccién a 72 h despus de infestar, corresponde a un 35 % comparado con el control de 13 dias de edad
(Fig. 4B). En cebada, Ia reduccion en los niveles de clorofila total, unido a los menores niveles de proteinas
solubles (entre ellas Rubisco), podrian deberse principalmente al dafio provocado por los afidos.
Alteraciones en Ia actividad y en el recambio de algunas enziimas que participan en fotosintesis, explicarian

efectos directos del estrés hidrico provocado por los afidos en las tasas de asimilacion de COa.
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Figura 6. Contenido relativo de aminodcidos solubles en las hgjas de cebada. Se cuantifico el nivel
de algunos aminoacidos solubles en plantas control sin infestar y plantas de 13 dias de edad y 3 de
infestacion con S. graminum. Cada punto es el promedio de 2 muestras + c.e.. El contenido relativo
(%) se expresé como el porcentaje del contenido de cada aminoacido con respecto a la suma del
contenido total de aminodcidos (100 %) para cada muestra determinada,
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325 Efecto de la infestacién por Schizaphis graminum y Rophalosiphum padi sobre parametros
fisiolégicos y niveles de algunos metabolitos en Ia cebada

Para comparar el efecto causado sobre algunos parametros en la cebada por la infestacion con S
graminum con el efecto causado por otra especie de afido (R. padi), plantas de 10 dias de edad fueron
infestadas con 5 4fidos de cada especie por planta. Parimetros relacionados con el estado hidrico y Ia
fotosintesis en las plantas evaluados 5 dias después, mostraron que las plantas infestadas con S graminum
presentaron potenciales hidricos mas bajos y mayores reducciones en los niveles de proteinas solubles,
clorofila total y tasas fotosinteticas (Tabla 2). Los mayores cambios encontrados en los niveles de clorofila
y en las tasas fotosinteticas en las plantas infestadas por S. graminum, podrian deberse a diferencias en las
em;,lmas presentes en la saliva y/o en la conducta alimentaria entre estas especies de afidos, Estas
diferencias, afectarfan el nivel de dafio foliar ¥ la magnitud de otros cambios en las plantas de los cereales

que provocaria la infestacion de cada especic.

33 Efecto de la infestacién por Schizaphis graminum en la proporcién y concentracién de los
aziicares sacarosa, glucosa, fructosa, ademas en los niveles del aminodcido prolina en

cebada.

La acumulacién de solutos es un aspecto importante de adaptacién en plantas ante el deficit de agua. Ya
que las plantas de cebada infestadas presentan sintomas de este tipo de estrés, cambios en Ia proporcion de
los niveles de azitcares como fructosa, glucosa y sacarosa en plantas infestadas con S graminum, junto
cofi la acumulacién de otros solutos (e.;g. prolina), podrian ser parte en Ia cebada de una importante
respucsta metabélica ante el déficit hidrico provocado. Para evaluar si en la cebada la acumulacién de

azucares solubles y de prolina hacen parte de este importante mecanismo, se determiné el nivel de estos

solutos en plantas bajo infestacion por afidos.




Tabla 2. Efecto de la infestacién por Schizaphis graminum y Rophalosiphum padi en
algunos parametros fisiologicos y niveles de metabolitos en cebada,

Tratamicnto  Potencial Hidrico Proteina Soluble  Clorofita Total Fotosintesis
(MPa) (mg/ g peso s) {mg/gpesos) (mgCOz/dm2h)
Control ~0.27+005 a 218+15 a 93x04 a 3.16%0.1 a
Infestado
S. grantimun -0.604+0,05 ¢ 124+16 b 43+03 ¢ 1.70 0,08 ¢
“R. padi -0421008 b 204£12 a 6.6+04 b 2.54+0.09 b

Grupos de plantas de 10 dias de siembra fueron infestadas con 5 4fidos por planta. Los
diferentes parametros en la cebada se evaluaron 5 dias después de infestacién. Promedios +
error estindar de 4 repeticiones. Letras diferentes entre filas de una misma columna, se

refieren al nivel de significancia con respecto al control (Kruskal-Wallis; 0.05 {b}>P<(c)
0.01),
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33.1 Aziicares solubles totales

La variacién encontrada en la concentracion de aziicares solubles en plantas de 16 dias de edad y 6 de
infestacion a diferentes niveles, fue similar al patrén encontrado en Ja reduccion del contenido de clorofila,
en la disminucién de la actividad fotosintética y en los niveles de proteinas solubles. Con respecto al
control, la disminucién en los aziicares solubles determinada en las plantas con mayor nivel de infestacion
inicial, alcanzd a ser el 70 % (Fig. 5). A tiempos mas cortos de infestacion la determinacion por
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de cambios en la concentracion relativa y particular de los
azicares glucosa, fructosa y sacarosa, mostrd variaciones importantes entre ellos (Fig. 7). A 72 horas de
infestacion inicial con densidades poblacionales entre 0 y 20 afidos por planta, se hallé una disminucién en
Ia concentraclon de sacarosa, de 19 a 8 mg por g de peso seco (reduccion del 60 %). En los niveles
intermedios de infestacién con 5, 10y 15 afidos iniciales, la reduccidn en Ia concentracion en la planta de
sacarosa, alcanzé cl 40, 45 y 50 %, respectivamente, disminucién que no mostrd una correlacion directa
con el nimero de 4fidos en Ja planta. La concentracion de glucosa, fructosa y sacarosa a 72 horas de
infestacién con densidades poblacionales entre 0 y 20 Afidos iniciales por planta, mostrd una variacion en la
proporcién de ellos relacionada nuevamente con el nivel de infestacion al que esti sometida Ja planta, El
patron de variacion para glucosa y fructosa fue similar, pero contrasta con lo hallado para la sacarosa:
para ambos aziicares se hallé una mayor concentracion, en directa relacién con e nimero de dfidos
iniciales en la planta. La glucosa y fructosa tienen en las plantas control sin infestar de 13 dias de edad, una
concentracion de 18 y 14 mg por g de Peso seco respectivamente, incrementandose a lag 72 horas de
infestar con 20 4fidos iniciales por planta a 27 y 25 mg por g de peso seco. En los niveles de infestacion
intermedios, entre 0 y 20 afidos inicial&s,. a las 72 horas de infestacién, los niveles de glucosa y fructosa
fueron siempre mas altos en relacién a los niveles encontrados en el controf sin infestar, entre 20 y 25 mg
por g de peso seco para cada aziicar (Fig. 7). Estos cambios en la proporcién relativa en mg por g de peso
s€co muestra que los niveles de fructosa y de glucosa aumentan proporcionalmente con el mayor nivel de
infestacion, hasta alcanzar a duplicar su valor, lo que podria explicar el incremento por infestacion def 40
% al sumar estos aziicares, En tanto para la sacarosa, la reduccion alcanza a ser de 4 veces en el grupo

mas infestado con respecto al valor del control sin infestar,
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Figura 7. Contenido de los aziicares fructosa, glucosa y sacarosa en plantas de cebada. Los
niveles de estos azicares fueron evaluados a las 72 h de infestacion con O, 5, 10, 15 y 20 afidos
iniciales por planta de S, graminum, El total de aziicares solubles es Ja suma del contenido individual
de los tres aziicares en cada grupo de plantas. Cada valor es el promedio de 3 muestras + e.c..,
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La concentracién de sacarosa en la cebada sometida a infestacion por S, graminum, mostrd una
disminucién progresiva a tiempos de infestacion mayores. La cinética del contenido de sacarosa en las
hojas, realizada entre las 0 y 120 h de infestar las plantas con 20 y 40 afidos iniciales, mostrdé una
reduccion significativa en los niveles de este aziicar a tiempos cortos de infestacion, (Fig. 8). En el grupo de
plantas infestadas con 40 afidos iniciales por planta, a 5 dias de infestacion, solé se encontrd un 25 % de la
concentracion hallada en el control sin infestar. En ¢l grupo de plantas infestadas con la mitad de esta
cantidad de afidos, la concentracion de sacarosa sold Hega a ser de 50 % del valor control. Fs interesante
anotar que 2 las 24 horas de inicio de la infestacion, en ¢l grupo mas infestado (40 afidos iniciales/planta),
se encontrd una menor concentracion de sacarosa en la planta de cebada con respecto al control (testdet, P
<0.05). Esta rapida disminucién en la concentracién de sacarosa, liega a ser significativa a las 72 horas en
el grupo de plantas infestadas con 20 afidos iniciales (P < 0.01).

Los cambios determinados a las 72 h en la proporcién de los niveles de fructosa, glucosa y sacarosa en
plantas infestadas con S. gramintm, podria ser parte en la cebada de una importante respuesta metabolica
ante el déficit hidrico provocado por &fidos. A las 96 y 120 h, Ia caida en los niveles de aztcares solubles
en la cebada bajo infestacion podria explicarse por las menores tasas de fijacion de COp y al deterioro del
metabolismo que ocurre en la planta. Esto sugiere que en infestaciones prolongadas la infestacién por S
graminum, podria afectar en la cebada la capacidad de ajustar osmdticantente por medio de estos solutos
ante el estrés hidrico provocado. Ademas, la significativa disminucién de sacarosa en la planta a tiempos

cortos de infestacion, podria tener importantes efectos en Ja nutricién de los afidos en las plantas.

332 Prolina

En plantas de cebada de 16 dias de edad, fueron determinados niveles de prolina de 2 mmoles/Kg de peso
seco, con incremento en los niveles de 20 veces en hojas de plantas infestadas con mas de 100 afidos por
planta (6 dias de infestacion con 10 4fidos iniciales). El aumento més significativo (P < 0.01) en los niveles
de.prolina en la cebada, fue observado en los grupos de mayor infestacion inicial (8 y 10 afidos iniciales)
comparados con el control. Los grupos sometidos a infestaciones mas bajas (2, 4 y 6 afidos) presentaron

una acumulacion de prolina inferior a la descrita para los dos tltimos grupos (F ig. 2A). Este aumento en la
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Figura 8. Ciclo diario del contenido de sacarosa en hojas de cebada cv Aramir. Grupos de plantas
de 10 dias de edad se infestaron con 20 o 40 adultos de S. graminum por planta. Los niveles de
sacarosa se midieron por HPLC en todos los grupos de plantas cada 24 h por 5 dias. NI: No
infestado. 20: 20 afidos iniciales por planta. 40: 40 ifidos iniciales por planta. Cada punto es el
promedio de 3 muestras + e.e.,
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concentracién de prolina esta relacionado entre otros, con cambios en el potencial hidrico de las plantas de
cebada infestadas por S. graminum. Plantas infestadas por 3 dias con 20 afidos iniciales, presentan un
nivel de prolina significativamente superior (test-t, P < 0.01) a los nivelcs en las plantas control (Fig, 2B).
La relacién entre la disminucién de los potenciales hidricos en plantas de cebada infestadas con la
acumulacién de prolina en las hojas, indicaria tal como ha sido postulado, que cambios en los componentes
del potencial hidrico, podrian ser parte del mecanismo para gatillar su acumulacién. La disminucién de los
potenciales hidricos en plantas infestadas podria tener relacion con la acumulacién de prolina y de 4cido
abscisico, metabolitos importantes en la respuesta de adaptacion en la cebada bajo estrés por sequia. El
papel de este mecanismo y la relacién que tendria con la conservacion del estado hidrico en la planta bajo

S

infestacion serd discutido.

34 Efecto de la infestacién por Schizaphis graminum en metabolitos con pesible rol defensivo
y.su efecto sobre los afidos
Ha sido descrito que compuestos fendlicos en dietas artificiales presentan cfectos antialimentarios o
toxicos contra S. graminum. Para evaluar en cebada si la infestacion con afidos provoca cambios en los
niveles de fenoles totales o incrementos en algunos de ellos, fuerdn determinados las concentraciones de
estos metabolitos en las plantas bajo infestacion. Ademas, se determinaron los efectos toxicos que presentd

un dihidrixifenol sobre S. gramintm, cuyo nivel aumento en la planta por la infestacion con esta especie.

34.1 Fenoles totales

-

La concentracion de fenoles totales en la cebada, a 6 dias de infestacién con densidades poblacionales

entre 0 y 10 afidos iniciales, no fue diferente a los niveles determinados en el control (Fig. 9).

342  Acido ferilico
En la caracterizacion de cambios en la concentracion de algunos compuestos fendlicos descrifos en
relacion a metabolitos defensivos en plantas, se determind un incremento en la concentracién de acido

ferilico (un dihidroxifenol) en la cebada, para los mismos niveles de infestacion descritos en relacion a
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fepoles totales. El cido ferilico en la planta se increment6 en funcién de la infestacion, de 4,5 umol/Kg pf
en Jos controles hasta 14,3 umol/Kg pf en las plantas sometidas a la mayor infestacién (Fig. 9). Es
probable que cambien otros compuestos fenolicos simples no determinados en las plantas infestadas y esto
pueda explicar el hecho de que niveles similares de fenoles totales se presenten en plantas sometidas a

diferentes infestaciones iniciales.

343 Sobrevivencia de 4fidos en dietas artificiales con #cido feriilico

Para determinar si habria un efecto del acido ferilico en la biologia de Schizaphis graminum, se
incorpord este compuesto en distintas concentraciones a dietas artificiales y se evalué la sobrevivencia de
los éﬁdo; entre las 0y 96 h. Se expresé la sobrevivencia en las dietas como el porcentaje del niimero inicial
de 4fidos que permanecen vivos a los diferentes tiempos. La sobrevivencia de ninfas alimentadas en dietas
artificiales con este compuesto fu¢ afectada en concentraciones por sobre 10 pM, alcanzando a esta
oc;r;cenn'acién s6lo el 50 % de sobrevivencia a 36 h de inicio del experimento {en ¢l grupo control, el 50 %
s alcanza a las 60 h). En los otros grupos alimentados con las dietas a concentraciones mas altas de este
compuesto (20, 30 y 40 uM) el 50 % de sobrevivencia s alcanza rapidamente, entre las 12 y 2{ h de inicio
de los ensayos (Fig. 10). Para los diferentes tiempos evaluados, la concentracidn de acido fertlico en las
dietas artificiales o dosis letal con la cual Ja sobrevivencia es del 50 % (DL50) fué de 16 uM. Este cfecto
toxico del compuesto en las dictas artificiales ocurre en el rango de concentracion en que el acido ferdlico
(4,5 - 14,3 pmol/Kg p f) fué encontrado en las plantas control e infestadas por 6 dias con 10 afidos
iniciales, respectivamente.

Los efectos del acido ferdlico en los en:;ayos con dietas artificiales en la sobrevivencia de S. graminum,
sugieren que la induccion de este compuesto por la infestacion con esta especie, podria afectar la biologia

de los afidos en la planta.

..
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Figura 9. Efecto de la infestacion en los niveles de Jenoles totales y dcido ferilico. Se evalud ¢l
contenido de estos compuestos cn plantas de 16 dias de edad y 6 de infestacién con diferentes
densidades poblacionales de afidos, con 0 a 10 afidos iniciales por planta. En la determinacién de
ambos metabolitos cada valor es el promedio de 3 muestras + e.c..
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Figura 10, Experimentos con dietas artificiales. Efecto sobre la sobrevivencia de los afidos del
4cido fentlico en dietas artificiales que presentan una concentracién creciente del compuesto (0, en la
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3.5 Efecto de la infestacién por Schizaphis graminum en actividades enzimaticas relacionadas
con respuestas de defensa en Ia cebada ante estrés bigtico

3.5.1 PAL (fenil-alanina-amenio-liasa)

La actividad PAL se evalué en tiempos cortos de infestacion (0 y 24 I). Se presentd un méximo en la
actividad de esta enzima a las 16 h de infestacion de las plantas con 20 afidos iniciales de S. graminum. La
actividad PAL en las plantas infestadas fué inducida en este maximo un 100 % comparado con los niveles
haltados en su respectivo control. La actividad de esta enzima fue afectada por el fotoperiodo al que se
encontraban las plantas, aumentando en 1,5 veces los niveles en ambos tratamientos en el periodo de luz

con relacion a los niveles de actividad en el periodo de oscuridad (Fig. 11).
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¥igura 11. Actividad fenil alaning amonio ligsa (PAL).La actividad PAL fuc evaluada a través de
un ciclo diurno de 24 h en plantas control e infestadas con 20 &fidos iniciales por planta cada 4 h.

Las barras oscuras en el eje x indican periodos de oscuridad. Cada punto es el promedio de 3
muestras + e.e..
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352 Peroxidasas

La actividad peroxidasa s mayor en extractos de proteinas de plantas infestadas por . graminum que la
de extractos de plantas control. En la cinética de actividad en relacion al tiempo de infestacion con 20
afidos iniciales por planta (entre 0 y 72 h, determinada en Dot-Blots), se hall6 por analisis densitométrico,
un aumento de actividad del 50 % a 48 h de inicio de la infestacion, mayor actividad que permanece por
sobre los niveles determinados en los controles a las 72 h (Figs. 12A y 12B). La actividad enzimatica en la
curva estandard con peroxidasa de rabano, determinada bajo las mismas condiciones de revelado para las
muestras aparcce en la Fig. 12B. Al duplicar a 40 el nimero de afidos niciales por planta, la actividad
enzimatica de peroxidasas, 48 h de iniciada la infestacion, es 3 veces mayor en extractos provenientes de
plantas iﬁfestadas, comparado con la actividad del control (Fig. 120).

Para evaluar si el incremento en la actividad enzimatica en plantas infestadas era debido a sintesis de
peroxidasas que no estan expresadas en los controles, s¢ corricron clectroforesis de las proteinas en su
conformacion nativa en geles no denaturantes. La actividad peroxidasa evaluada directamente en el gel,
mostr6 varias bandas con esta actividad en los controles y en plantas infestadas. Estas bandas pueden ser
divididas en tres grupos de acuerdo a su movilidad clectroforética, presentandose una banda adicional (B)
distinguible solo en las corridas de proteinas de plantas infestadas (Fig. 13A). El grupo que migro mas
rapido (D) esta constituido de una sola banda, igual que el grupo de movilidad intermedia (C). El grupo de
peroxidasas que corrio cerca de la parte superior del gel (A) presentaron la mayor intensidad en la tincion,
formado por 2 bandas. Ademas, la tincion por actividad peroxidasa en cada una de las bandas de todos los
grupos, es superior en las proteinas de plantas infestadas a la tincién por actividad cn las de plantas control.
Los niveles de actividad peroxidasa en ic;s controles son 50 % mas bajos que los niveles determinados
densitometricamente cn ¢l grupo (A), correspondiente a proteinas de plantas infestadas (Fig. 13B). El test
de glicosilacién realizado en geles nativos corridos en las condicciones descritas, mostré una reaccion

positiva a la marcacién con dansilhidrazina en todas las bandas, indicando que estan glicosiladas.
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Figura 12. Actividad peroxidasa en Dot-Blots. (A) Membranas de nitrocelulosa después del
revelado por actividad peroxidasa. Las muestras se colocaron en alicuotas de 200 ul, en diluciones
seriadas de 30, 15, 7.5, y 3.75 pg de proteina. La actividad peroxidasa fue evaluada de proteirias de
plantas de cebada a las 0, 24, 48 y 72 hs de infestacion inicial con 20 afidos por planta, Se¢ utilizé
peroxidasa de rabano para la curva estandar (1.0, 0.5, 0.25, 0.] 25, 0.0625 pg de peroxidasa VI). El
nivel de actividad peroxidasa de los "Dots" en la membrana superior aparecen en la pagina siguiente.




Actividad Peroxidasa en Dots

(B) Estimacion de la actividad peroxidasa. Se llevo a cabo por digitalizacion y analisis
densitométrico de la membrana superior de la Figura 12A. Se indican los niveles de actividad
peroxidasa de los Dots en las filas con 30 pug (1 a 6) y 15 ug (7 a 12) de proteinas. Los valores del
nivel de la actividad (areca x intensidad) de las muestras estan dados en términos relativos (sin
unidades) y como el % del nivel de actividad comparado con el control (se asigno6 un 100 % para la

actividad del control de la misma edad sin infestacion).
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Actividad relativa respecto al control*
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Actividad relativa respecto al control*
Actividad Peroxidasa en Dots
Contrales Infestado Dot Axl % del control
1 2 3 1 2.15 72
2% 3.00 100
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(C) Estimacion de la actividad peroxidasa. Dot-Blots de proteinas de plantas de 12 dias de edad a
48 h de infestacién inicial con 40 afidos por planta. Los controles (no infestados) a los 10 y 12 dias
de edad. Se sembré en los dots alicuotas con 50, 25 y 12.5 Mg de proteinas de los tratamientos. Los
valores del nivel de la actividad (4rea x intensidad) de las muestras estan dados en términos relativos

(sin unidades) y como el % del nivel de actividad comparado con ¢l control (se asigno un 100 % para
la actividad del control de la misma edad sin infestacidn).

.
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(48 h)

CONTROLES INFESTADOS
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Figura 13. Actividad peroxidasa en geles no denaturantes. (A) Proteinas en su conformacién nativa
de plantas de cebada control (carriles 1 y 2) e infestadas por 48 h (carriles 3 y 4), se corrieron en
geles de acrilamida y bajo condicciones no denaturantes, realizando el revelado de las bandas con
actividad peroxidasa con la solucion de 0-PNA y H207 a pH 5,0. Cada carril se cargo con 60 ug de
proteinas de cebada. Grupos de bandas con esta actividad (A, B, C, D) fucron observados tanto en
los controles como en proteinas de plantas bajo infestacién. La estimacion de actividad aparece en la
Fig. 13B.
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(B). Estimacion de la actividad peroxidasa en el gel nativo.Todos los carriles (1, 2, 3, 4) se
cargaron con 60 pg de proteina. En la parte superior, densitograma del grupo de proteinas en la
banda A, en que la actividad peroxidasa aparece expresada en términos relativos (area) y como el
porcentaje para cada carril. Abajo: Tabla con la actividad relativa de peroxidasas de los carriles
control (1 y 2) ¢ infestado (3 y 4) de cada una de las bandas (A, B, C, D) determinadas en el gel. La
digitalizacion y calculos para estimar la actividad peroxidasa fucron realizados con cl

Perfect 5.2.

B

8

8

48

36

C

12

12

42

34

D

8

8

50

34

52

programa Gel-




53

La rapidez en Ia respuesta en la mayor actividad peroxidasa en plantas de cebada infestadas con el afido S,
graminum, esta relacionada con los niveles de infestacion inicial al que fué sometida la planta, tal como

ha sido discutido para otras respuestas fisiologicas y metabélicas. La induccién en la actividad de estas
enzimas en cebada por infestacion de 4fidos no ha sido descrita previamente. Ademas, es importante
sefialar que debido al caricter de glicoproteinas que presentan estas enzimas, esto puede dar como
resultado que en los geles nativos, una misma proteina presente dos bandas con actividad peroxidasa,
dél;ido a que la movilidad relativa de la proteina podria cambiar si el ntmero de residuos del azicar es

diferente.

36 . Efecto de la infestacién por Schizaphis graminum en patrones electroforéticos SDS de
proteinas de cebada

Los patrones electroforéticos de proteinas de la cebada en geles SDS son diferentes en plantas que han
estado sometidas a infestacion. El analisis densitometrico de los geles mostro que los patrones de proteinas
de los controles de 10 y 16 dias de edad no presentan diferencias, contrastando con algunas bandas que no
estan presentes en el patrén de plantas infestadas por 6 dias. Ademas, se encontrd la presencia en el patron
proteico de estas plantas algunas bandas de bajo peso molecular ( 46, 29, 20 y 13 KD) que no se
corresponden a bandas en el patrén del control. Estas diferencias podrian deberse a degradacién de
péﬁtidos mayores {proteinas de alto peso molecular) en las hojas de plantas bajo periodos de infestacién
prolongados, similar a lo que ocurre en el proceso de senescencia foliar.

En tiempos de infestacién mas cortos (72 h) los patrones electroforéticos de proteinas de plantas control e
infestadas no presentaron diferencias iml;ortantes, con similitud en la totalidad de las bandas en ambos
tratamientos (Figs. 14). Es prudente sefialar que la separacion de las proteinas en los geles, presenta las
limitaciones propias de esta técnica, lo que podria superarse realizando geles bidimensionales, En todo
caso, estos. resultados junto a los patrones obtenidos en los geles nativos para evaluar la actividad
peroxidasa, sugieren que Ja mayor actividad enzimatica en plantas infestadas, se deberia a induccion y/o a
un incremento en la actividad de peroxidasas que son expresadas constitutivamente en la cebada, ya que

estas bandas se encontraron tambien en plantas control sin infestacién.
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PATRONES DE PROTEINAS
(Electroforesis SDS)
CONTROL INFESTADO CONTROL INFESTADO
dia 13 dia13 Rf % % PM
A 1 2

(Kd)
106 002 37 68 888
004 94 64 873
007 30 21 853
009 7.8 81 834
011 18 07 817
014 31 53 801
016 19 21 1783
020 63 72 759
2 024 48 72 736
i 028 12 37 1703
033 15 49 679
035 68 11 659
041 31 87 579
045 25 30 496
45 048 50 65 456
049 10 05 450
! 052 97 95 421
055 66 50 397
056 1.2 12 384
35 061 3.0 26 344
' 065 27 1.8 310
1 066 1.0 0.8 30.1
] 0.70 42 39 274
; 082 25 08 185
097 19 12 65

18 |

3 : L.
| g -

Figura 14. Patrones de proteinas de cebada. Electroforesis SDS de proteinas de plantas de cebada
control de 13 dias de edad {carril 1) y de 13 dias de edad y 3 dias de infestacién (carril 2) con S,
graminum, Las bandas de proteinas se analizaron por medio de tincién con plata, digitalizando la
imagen del gel y realizando el analisis densitométrico con el programa Gel-Perfect 5-2, Carril A
(pesos moleculares estandard). En Ia tabla aparecen los resultados del andlisis densitométrico.
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33 Efecto de la infestacion, de dafio mecanico y de sequia en la cebada

La infestacion por S. graminum causa sintomas de estrés hidrico cn las plantas de cebada. Ademas, este
afido ha sido descrito como una especic que dafia la cuticula y la cpidermis en las hojas. Para comparar los
efectos de la infestacion por 4fidos con algunos efectos de la sequia o del dafio foliar artificial en la cebada,
se evaluaron parametros fisiologicos, la concentracién de algunos metabolitos y el patron de resistencia

estomatica en plantas bajo cada uno de estos tratamientos.

3.1 Parametros fisiologicos y niveles de metabolitos en la cebada

Con respecto al control, los potenciales hidricos de las plantas de cebada disminuyen significativamente
en tratm;ﬂentos de infestacion (ANOVA, P < 0.01) y de déficit de agua (P < 0.01) y la concentracion de
prolina aument en las hojas de cebada sometidas a estos dos tratamientos 11 (P < 0.01) y 14 veces (P <
0.01), respectivamente (Tabla 3). Los niveles de aziicares y de proteinas solubles en la cebada son
afectados por los tres tratamientos, siendo importante esta disminucion comparada con ¢l control (52 %) en
plantas infestadas por S. graminum o en aquellas bajo sequia (38 %); Similar disminucion fue determinada
en la concentracién de proteinas solubles, alcanzando 38 % para las infestadas y 28 % para plantas bajo
déficit de agua. Después de 5 dias de infestacion por S. graminum, ¢l contenido de clorofila en la cebada
sol6 es del 55 % del contenido en los controles de la misma edad. Las hojas con dafio mecanico presentan el
mismo nivel de reduccion en ¢l contenido de clorofila que plantas bajo sequia, después de 5 dias de
tratamiento .(c. 20 % de reduccion). Con relacion a la fotosintesis, la disminucién alcanzo a ser del 56 %
(expresada en mg de CO2/dm2h) o de 26 % (expresada en mg de CO2/mg de clorofila total) en las plantas
infestadas. En las fotos de la Fig. 15 apa:recen los tratamientos de infestacion y dafio mecanico artificial,
Detalles de los tratamientos aparecen en los métodos y el nivel de significancia entre tratamientos en los

resultados de la Tabla 3.




Tabla 3. Efecto de 5 dias de tratamiento de infestacién, dafio y sequia en pardmetros fisiolégicos y en la
concentracién de metabolitos en plantas de cebada.

Tratamiento
Control A
Control B
Infestacion
Daiio

Sequia

Potencial Hidrico
(MPa)

-0.28+0.06a
-0.26 £0.08a
-0.84+0.09¢
-0.40+0.10a

-0.78+0.05¢

Azucares Solubles
(mmol/Kg p s)

122+4 a
117+ 4 a
56+5 ¢
101+4 a

73+4 b

Proteinas Solubles

(mg/g ps)
143+6a
1405 a
87+5 b
129+4 a

102+6 b

Prolina
(mmol/Kg p s)

42+04 a
38+03 a
423+44 ¢
103+2.0 a

533+48 ¢

Clorofila Total
(mg/g ps)

81+04 a
79403 a
44+04 c
6.5+03 b

6.5+04 b

56

Fotosintesis
(mg CO2/mg CI)

237+0.08 a

2544004 a

1.89 £0.06 b
N.D.

N.D.

Grupos de 20 plantas de cebada cv Aramir de 10 dias de edad se utilizaron en los experimentos. Controles, sin
tratamientos: (control A) plantas de 10 dias de edad y (control B) plantas de 15 dias de edad. El 3er grupo de plantas fue
infestado con 20 éfidos adultos de S. graminum (poblacién que alcanzé en los 5 dias un promedio de 160 4fidos por planta).
El dafio mecanico artificial se realizé hiriendo las hojas dos veces por dia con 20 pinchazos de un microcapilar de vidrio

por 5 dias. El tratamiento de estrés hidrico fue realizado, su
sembradas. Cada

columnas difieren significativamente de a en b: P< 0.05 yenc:P<0.01 (ANOVA).

spendiendo el suministro de agua a las plantas 7 dias después de
valor es el promedio de cuatro muestras + el error estindar. N. D.- no determinado. Las letras entre
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Figura 15. Plantas de cebada sometidas a infestacion o dafio artificial, Arriba, en la parte superior
aparecen de izq. a der., en la primera bandeja, plantas de 10 dias de edad, que se infestaran
respectivamente por 24, 48 y 96 h (20 afidos por planta) o, en la scgunda bandeja, plantas de 10 dais
de edad que seran heridas mecanicamente por iguales periodos de tiempo (20 pinchazos por planta
cada 12 h). En la parte inferior de la foto, ambos grupos de plantas después de los tratamientos,
Notese la perdida de turgencia y clorosis de las plantas de los grupos infestados por mas de 24 h.
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372 Resistencia de los estomas al vapor de agua

El dafio mecanico artificial no afects el patron de resistencia de los estomas. Los patrones diurnos de
resistencia estomatica en plantas de cebada infestadas por S. graminum o bajo déficit de agua, son
diferentes entre ellos y respecto del control (Fig. 16). En el grupo infestado, entre las 0 y 48 h de inicio de la
infestacion, la resistencia de los cstomas mostrd un patron similar al encontrado en plantas control sin
infestar. Después de este tiempo, la resistencia estomatica fue menor en periodos de Iuz ( 60 y 84 h) y
mayor durante ¢l periodo de oscuridad (72 h) en plantas infestadas que en los controles. A 96 h de inicio de
la infestacion, el grupo de plantas infestadas, no present6 el aumento en la resistencia estomatica para el
periodo de oscuridad hallado a las 72 h (ver seccion 3.1.4). Plantas de cebada sometidas a déficit de agua,
presentaron entre las 0y 60 h un patrén con menor resistencia de los estomas en los periodos de luz (12, 36
y 60 h) y significativamente mayor en los periodos de oscuridad (24 y 48 h) que el patrén diurno del control
sin sequia,

Los resultados con las plantas sometidas a heridas artificiales -la leve disminucion de los potenciales
hidricos y la similitud con los controles del patron de resistencia de los estomas- indican que el dafio
causado en la cuticula y en la cpidermis de las hojas de cebada (postulado en otras investigaciones) no

pareciera ser un factor clave en alterar ¢l estado hidrico de la planta.

3.7.3 Daiio foliar provocado por afidos Y por dafio mecénico artificial en cebada

Para comparar en la cebada el dafio foliar provocado por la infestacién con el provocado por dario
mecanico artificial, asi cémo para cvaluar la posible accion de patdgenos transmitidos por los afidos,
grupos de plantas de 10 dias de edad se infestaron por 24 h (N° 1), 48 h (N°2) y 96 h (N° 3) con 20 afidos
por planta y otros grupos se hirieron 20 veces cada 12 hpor 24 h (N° 1), 48 h (N° 2) y 96 h (N° 3). En la
foto de la Fig. 17A pueden verse plantas infestadas por solo 24 h (N° 1), que presentan después de 72 h,
puntos cloréticos similares a los que ocurren en plantas que permanccen infestadas por 96 h (N° 3). Los
puntos locales de dafio (clorosis) posteriormente, a las 120 h, cambian a un color rojo, sin presentarse un

aumento de la superficie foliar afectada, A 48 h, en plantas de cebada dafiadas mecanicamente por 48 h (N°
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2), no se observan sitios cloréti;:os (Fig. 17A), aunque puntos locales dc dafio fueron observados en estas
plantas pos‘tedonnente, a las 96 h {Fig. 17B).

El grupo dafiado por 96 h presenté una reduccion significativa en la concentracion de clorofila. La
manifestacion y localizacion de puntos cloréticos en las hojas de las plantas infestadas solo por cortos
intervalos de tiempo (24 1), descarta que en los ticmpos en que fueron realizados los experimentos, los
cambios determinados en la cebada sea por la accién de patdgenos. La presencia y el efecto del dafio de
patogenos en plantas infestadas, se presentarian como sintomas que deberian manifestarse a pesar del
retiro de la infestacion y extenderse en las hojas (clorosis) en sitios distintos a aquellos donde se

alimentaron los afidos.
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Resistencia estomatica (s/cm)

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tiempo (h)

Figura 16. Patrones de resistencia estomdtica en plantas bajo sequia, dano artificial e infestacion.
En un régimen de luz/oscuridad, se realizo un ciclo diurno de resistencia de los estomas evaluando
este parametro cada 12 h en plantas control sin tratamiento (C -O-) o en plantas sometidas a sequia
(S -V-), dafio mecanico artificial (D -®-) ¢ infestacion inicial con 20 afidos por planta (I -+-), Los
tratamientos de estrés se realizaron en plantas de 10 dias de edad por 5 dias como se describe en los
métodos. Cada valor es ¢l promedio de 8 muestras + el e. e.. Para comparar entre los tratamientos, se
incluyeron los datos de resistencia estomatica en plantas infestadas (I) que corresponden a la Fig. 3.
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Figura 17. Clorosis en hojas de plantas de cebada control, heridas artificialmente o infestadas por
S. graminum. (Izq.) Plantas heridas artificialmente a las 48 h (dafio 2), bajo infestacion con 20 afidos
iniciales por planta por 24 h (infestado 1) y por 72 h (infestado 3) con 20 afidos inicialcs por planta,
(Der.) Hoja de plantas a las 120 h de ser heridas artificialmente y hojas de plantas sometidas a 120 h
de infestacion. Los sitios cloréticos son los lugares de dafio foliar provocado por los pinchazos (daiio
artificial) o por los afidos (dafio por infestacion).
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38 Efectos sobre los afidos de cambios provocados en la cebada por la infestacion de
Schizaphis graminum.

Se considerd importante evaluar si era afectada la biologia de estos insectos al alimentarse y desarrollarse
en plantas que presentaron cambios en su composicion provocados por infestacion u otros tratamientos. Se
evalud el crecimiento poblacional de los afidos para determinar la tasa intrinseca de incremento de la
poblacién, ya que se postula que esta podria ser afectada por los cambios mencionados, al someter

previamente las plantas a diferentes niveles de infestacion.

3.8.1 - Tasaintrinseca de crecimiento poblacional de los afidos (rm).

En experimentos con grupos de plantas de cebada de 16 dias de edad y 5 dias de preinfestacion con S,
graminum (entre 0 y 10 afidos iniciales por planta), no se encontré diferencias significativas (tes-t, P >
0.05) en la poblacion producida por una nueva infestacion con dos afidos (de 3er estadio) por planta por 5
dias (Fig. 18A). El nimero de 4fidos finales de la segunda infestacion, al cabo de 5 dias, fué en promedio
de 13 éfidos para los 6 grupos. La tasa intrinseca de crecimiento de la poblacion no fué significativamente
diferente entre los grupos preinfestados y el control (Fig. 18B). Debido a los limites de duracién de los
experimentos con las plantas bajo infestacion, se determiné que evaluar otros parametros en los afidos,
podrian mostrar si los cambios provocados en la composicién de la planta afectarian la biologia de los
insectos. La dificultad en obtener de las plantas de cebada una medida en forma directa de su calidad como
alimento disponible para los afidos, plantes la necesidad de determinar en los insectos otros parametros con
lo que esto pudiera ser evaluado. Los afidos dependen de las plantas para su nutricion y estudios en que se
ha determinado la calidad del alimento, indican que afidos con alimento de alta calidad, alcanzan un mayor
tamafio y se desarrollan mas rapidamente que con alimento de inferior calidad. La tasa de crecimiento
relativo (mrgr) de un afido (que es su ganancia de peso por unidad de peso y por unidad de tiempo) y la
tasa de desarrollo (1/D) de un afido (que es el tiempo requerido para desarrollarse desde su nacimiento
hasta el estado adulto) son medidas indirectas que indicarian la calidad del alimento que representan las

plantas de cebada para los afidos.
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Figura 18, Tasa intrinseca de incremento de la poblacion de dfidos (ry). Plantas de cebada de 10
dias de edad se infestaron con diferentes niveles (grupos con 0, 2..., 10 afidos por planta) de S
graminum. 4 dias después esta primera poblacién de afidos fué removida. (A) 2 afidos se colocaron
por planta en cada uno de los 6 grupos y el nimero de 4fidos por planta 5 dias después, permiti6

calcular Ja tasa de incremento de la poblacién, rm, (B) que fué calculada como el In (NF/Ni) / t {t=5
dias). Cada valor representa un promedio (n= 10) +¢c.e..
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(C). Tasa promedio de crecimiento relativo (MRGR) y tasa de desarrollo (1/D) de dfidos. Plantas
de cebada de 10 dias de edad se infestaron por 5 dias con 10 ifidos iniciales por planta. Esta
poblacién de afidos fué retirada, colocando en plantas control y en plantas previamente sometidas a
infestacion, ninfas de S. graminum de ler o 2do estadio de desarrollo. La tasa promedio de
crecimiento (MRGR) v la tasa de desarrollo fue calculada como se describe en los métodos. Cada

valor representa un promedio (n=8) £ e.c..
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382 Tasa intrinseca promedio de crecimiento {(MRGR) y tasa de desarrollo de los 4fidos (1/D).
Ninfas de §. graminum de ler y 2do estadio colocadas en plantas control o plantas sometidas a una
infestacion previa por 5 dias con 10 afidos iniciales por planta, presentan tasas de crecimiento y tasas de
desarrollo diferentes entre los dos tratamientos. La menor tasa intrinseca de crecimiento en las ninfas en
plantas previamente infestadas (solo el 79 %) y la menor tasa de desarrollo (72 %} indican que los cambios
provocados por Ia infestacion de S, graminum  afectan significativa {test de t, P < 0.05) y negativamente

estos parametros de la biologia de los afidos (Fig. 18C).

39 - Efectos sobre los afidos de cambios provocados en la cebada por infestacién , por dafio
mecdnico artificial o por déficit de agua

39.1 Tasa intrinseca de crecimiento (MRGR) y tasa de desarrollo (1/D) de 4fidos

Para comparar el efecto en Ia biologia de los fidos de la infestacién por 8. graminum, con el causado por
déficit hidrico o por el dafio artificial en Ia cebada, fueron evaluadas las tasas de crecimiento y las tasas de
desarrollo de ninfas colocadas a desarrollarse en plantas previamente sometidas a estos tratamientos,
Afidos que se desarrollaron en plantas de cebada previamente infestadas, tienen significativamente las més
bajas tasas de MRGR (test-T, T= 5.303, df=8, P <0.001) y I/D (test-T, T=7.205, d £= 8, P< 0.001) ¢,
82 %y 68 %, respectivamente, comparado con las tasas de ninfas en plantas control sin previa infestacion.
Los afidos que se desarrollan en el grupo de plantas sujetas a déficit hidrico, también poseen bajas tasas de
MRGR (T= 1.886, d.f= 8, P > 0.09) y I/D (T= 3.856, d.f= 8, P < 0.001), c. 89 % Yy c 77 %,
respectivamente. Los afidos que se desarrollan en hojas de cebada heridas artificialmente, tienen tasas
similares de MRGR (T=1.886, d.f=8, P> 0.7, ¢. 97 %) y1/D (T=0.930,df=8,P>0.28, c. 92 %) de
las tasas de éfidos en desarrollo en plantas control (Fig. 19). Bajos nivcles de axzicares y proteinas
solubles en plantas infestadas podrian afectar en parte y dar cuenta de bajas tasas de desarrollo de los
afidos en estas plantas. Ademss, se discutirdn otros factores que podrian estar reduciendo la cantidad de
nutrientes ingeridos por los afidos en plantas con bajos potenciales hidricos, relacionados principalmente

con ¢l mecanismo de alimentacion de estos insectos.
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Figura 19. Tasa promedio de crecimiento relativo (MRGR) y tasa de desarrollo (1/D) de dfidos en
plantas bajo sequia, daio artificial y previa infestacién. Tasas de crecimiento y desarrollo de ninfas
de 8. graminum que se desarrollaron en plantas control sin tratamiento (C), bajo sequia (S), con dafio
mecanico artificial (D) o infestacién inicial con 20 afidos por planta (I). Cada valor es el promedio de
10 muestras + e.¢.. Las ecuaciones para calcular ambas tasas y como se realizaron los tratamientos
aparccen descritas en la scecion materiales y métodos.
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4. Discusion
En esta tesis se estudiaron cambios fisiologicos y metabélicos producidos en plantas de cebada por
infestacion con afidos. Se postuld la hipotesis de que la infestacion por afidos provoca respuestas
fisiologicas y metabolicas cn las plantas, algunas de las cuales reflgjan ¢l daiio causado, en tanto que otras
son respuestas defensivas en las plantas ante el estrés. Aspectos principales de la discusion sera proponer
una explicacion del deterioro hidrico que presenta la cebada bajo infestacion, el efecto que estos cambios
provocados por S. graminum tienen en el metabolismo del carbono en la planta y el papel que podrian tener

respuestas defensivas en la planta frente a los afidos.

Estado hidrico de las plantas infestadas por Schizaphis graminum y caracterizacién de respuestas
metabdlicas y fisiologicas en la cebada ante el estrés hidrico provocado por los ifidos.

Hasta ahora se¢ desconocia el mecanismo por el cual la infestacion por afidos causa un deterioro
significativo en el estado hidrico de las plantas bajo infestacion. S graminum ha sido descrito como una
especie que reduce ¢l crecimiento de las raices (Castro ct al., 1988) y que daiia la cuticula y la epidermis en
las hojas (Al-Mousavi et al., 1983). En esta condicion, se reduciria cl ingreso de agua por las raices y las
hojas perderian agua. Sin embargo, s posible que respuestas fisiologicas y metabolicas inducidas por el
estrés hidrico provocado en las plantas, incluyendo incremento en niveles de acido abscisico (ABA), cierre
de estomas ¢ incremento de osmolaridad celular, sean afectados por la infestacion, explicando los cambios
en el estado hidrico de la cebada infestada por afidos.

El incremento transitorio hasta las 72 h en los niveles de ABA determinado en plantas de cebada
infestadas, probablemente sea debido a induccion en la sintesis de esta hormona (Zeevaart, 1980). El
mecanismo de biosintesis de ABA dependiente de estrés atin no esta claro. Sin embargo, se ha postulado
que la induccion es gatillada por pérdida de turgencia en las hojas (Raschke, 1982) o por reduccion en el
volumen celular (Ackerson y Radin, 1983). Evidencias aportadas del estudio de la biosintesis de ABA

indican que esta hormona es sintetizada utilizando como precursores a las xantofilas (Zeevaart et al.,
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1991). En mutantes de maiz (Zea mays), en los que [a lesion génica afecta los pasos iniciales de la
biosintesis de carotenoides dentro del cloroplasto, hay una importante reduccién en los niveles de ABA
(Moore y Smith, 1985). La caida en los contenidos de ABA en Iz cebadaa 96 h de infestar las plantas con
S, graminum, podria explicarse por disminucién en los niveles de precursores {carotenoides) en la hoja, con
efcctos negativos en la sintesis de la hormona.

El cierre de los estomas se inicia por redistribucién del ABA almacenado desde cloroplastos del mesofilo
a el apoplasto (Comish y Zecvaart, 1985), proceso que depende de los gradientes de pH dentro de la hoja,
las propiedades de 4cido-debil de la molécula de ABA y de las propiedades de permeabilidad de Ia
membrana celular, Una probable explicacion para el cambio en la resistencia estomatica de las plantas de
cebada bajo infestacion podria ser por alteracién de la distribucion subcelular y €l metabolismo del ABA en
el mesofilo durante las horas de luz, que impediria el acceso de esta hormona a los sitios de accién en las
células de guarda de la epideris (Trejo et al., 1993). Ademis, se ha postulado en investigaciones recientes
que cambios en las relaciones hidricas (potencial hidrico) a nivel de Ia epidermis, podrian estar actuando
€omo moduiadores de la respuesta de los estomas frente al incremento de ABA (Tardicu y Davies, 1992).
En hojas que permanecieron con 4fidos bajo 96 h de infestacion, la resistencia de los estomas al vapor de
agua es minima (cercana a 0 sfem) y Ia clorosis en estas plantas provocada por la infestacion da cuenta del
dafio en los cloroplastos del meséfilo, organelo postulado como sitio de sintesis y almacenamicnto de ABA,
Este deterioro de los cloroplastos podria explicar los niveles bajos de ABA encontrados para estas plantas a
las 96 h de infestacion,

Ast, los pesos frescos inferiores, los potenciales hidricos bajos y los contenidos relativos de agua menores
en la cebada bajo infestacion por S: graminum, serian consequencias de una alteracién en la resistencia - :
estomatica en las plantas en las horas de Iuz. En esta tesis los resultados de los experimentos con plantas
bajo dafio mecanico sugieren que factores postulados por Riedell (1989) en trigo bajo infestacitn ~como el
dafio causado en la cuticula y en la epidermis de las hojas- no serian determinantes en los cambios del

estado hidrico de la cebada bajo infestacion, En relacion a In respucsta en ¢l patrén do conductancin de

plantas de cebada bajo sequia (entre las 12 a 60 h), podria estar relacionada con lo sugerido en que una
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"sciial de ABA" en el xilema en plantas bajo estrés hidrico, podria proveer a la planta con un mecanismo de
medicion del estado hidrico del suclo cn Ia zona radical (Tardicu y Davics, 1992).

El incremento de la actividad y cambios en Ja expresion de isoenzimas de ~-amilasas en hojas de cebada
bajo estrés hl'd'rioo {Jacobsen ct al., 1986) unido a la estimulacion de la conversion de almidén a sacarosa a
tiempos cortos de estrés hidrico (Fox y Geiger, 1985) es en parte una explicacién probable para el
incremento temprano de aziicares solubles -en particular de los monosacaridos glucosa y fructosa- en
plantas bajo infestacién. Ademis, los cambios determinados en Ja proporcién de estos azucares y sacarosa
en las hojas, podria estar relacionado con ambos procesos para incrementar el potencial osmédtico celular,
facilitando asi Ia retencién de agua en el tejido. Sin embargo, a mayor nivel y tiempo de infestacion, la
mt;nor proporcién de sacarosa en relacién con estos monosacaridos es contradictoria con antecedentes
descritos para otras especics diferentes a cebada, que muestran baja en los niveles de almidén asi cono
igual o ir.lcrt;.mento en ¢l nivel de sacarosa en las hojas de plantas bajo sequia (Quick et al,, 1992). La
mayor actividad de enzimas -invertasa y sacarosa sintasa- que degradan sacarosa a fructosa y glucosa,
podria incrementar los niveles de estos monosacéridos en las plantas infestadas, como ocurre en hojas de
cebada infectadas con E. graminis £, sp. hordei, en que el efecto del patdgeno sobre a actividad invertasa,
incrementé la hidrélisis de sacarosa a glucosa y fructosa (Scholes et al., 1993). Ademas, estos autores
sugieren junto a Wright (1992) que en la medida que progresa la infeccion, habria una inhibicion de las
tasas de fotosintesis, como resultado de la pérdida de actividad y/o Ia cantidad de enzimas fotosintéticas del
ciclo de Calvin (Scholes, 1992). Con respecto a es.to, es valido esperar que Iz inhibicion en fotosintesis
causada por el estrés hidrico en las plantas bajo infestacion, sea determinante en que menos sacarosa esté
siendo producida en términos absolutos,

Prolina es un soluto compatible acumulado en las hojas en repuesta a varios tipos de estrés ambiental y
su induccién es comin durante el ajuste osmético en vatias especies. Se ha descrito la acumulacion de
prolina en las hojas de cebada tratadas con PEG (Riazi et al,, 1985) o solamente con ABA 0 en
combinacion con sales como NaCl o KCI (Pesci, 1988). La sciial que altera los niveles celulares de prolina,

no se debe simplemente a un cambio de turgencia celular, estando asociado ademds, con procesos
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relacionados al potencial osmético de la célula (Hanson y Hitz, 1982) y cambios de pH citoplasmaticos
(Pesci y Beffagna, 1985). Correlaciones entre la acurmulacién de prolina y ABA han sugerido que ambos
eventos podrian estar enlazados en la respuesta adaptativa de la cebada ante el estrés hidrico (Stewart y
Voetberg, 1985).

En plantas de cebada la acumulacién tanto de ABA como de prolina fucron eventos determinados por la
infestacion por S. gramintm, aungue la manera como estos podrian estar relacionados no es clara. A pesar
de Ja disminucion en los contenidos de ABA, en infestaciones prolongadas, los niveles de prolina
permanecen altos. Esto sugiere que la acumulacion de prolina en cebada no seria dependiente sélo de los
niveles de ABA, dando altemativa a otros mecanismos postulados que estarian involucrados en su
acumulacion. Evidencias para que la acumulacion de prolina en cebada se deba a disminucion cn Ia tasa de
oxidacion se basan en la inhibicién de Ia oxidacién de prolina en hojas de cebada bajo sequia (Stewart et
al., 1977), asi como la inhibicién de las tasas de oxidacién de prolina en mitocondrias aisladas de plantas
dt? Zea mays sometidas a estrés hidrico (Sells y Koeppe, 1981), causado por una caida en la actividad de la
primera enzima en la via de oxidacién de prolina, protina deshidrogenasa (PDH), en respucsta al estrés
(Rayapati y Stewart, 1991). Sin embargo, la caracterizacion del efecto del estrés hidrico y tratamientos de
ABA exdgeno en la actividad de PDH en maiz, ha permitido concluir que ABA no seria parte, al menos, de
la via que conecta la disminucién en la actividad de PDH y el estrés por sequia (Dallmier y Stewart, 1992).
Esto podria explicar los altos niveles de prolina que permanecen en las hojas de cebada infestada, a pesar
de la reduccién de metabolitos postulados importantes (c.g. ABA) en su acumulacién en la planta,

Debido a que las hojas de cebada en infestaciones prolongadas ticnen bajos niveles de carbohidratos
solubles, es factible que la infestacién por S. gramimam afecte la capacidad de las plantas para ajustarse
osmoticamente antc el estrés hidrico provocado, Las implicaciones metabélicas de reducidas tasas
fotosintéticas causadas por la infestacién con S. graminum, podrian afectar los factores que gobieman la
particion de productos de fotosintesis entre carbohidratos y aminoacidos (Winter et al., 1992), La
asi;nilacic'm de CO2 durante ¢l estrés hidrico es importante para la acumulacion de prolina (Joyce et al.,

1992). Las plantas de cebada sometidas a un periodo de 48 h de oscuridad, fueron incapaces en convertir
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glutamato a prolina durante estrés por sequia, indicando que los carbohidratos en las hojas, juegan un rol
importante en la acumulacion de este aminoacido (Stewart, 1981 ). El bajo nivel de carbohidratos cn plantas
de cebada después de varios dias de infestacion podria limitar el flujo de carbono para la sintesis de prolina.
Incluso, debido a que los afidos remueven aziicares y compuestos que contienen nitrogeno, podrian reducir
la cantidad de nitrogeno disponible para la sintesis de prolina y esto pueden ser evidencias para explicar
porque las plantas de cebada infestadas con S. graminum, acumulan menos prolina (11 veces comparado
con 14) en respuesta al estrés hidrico provocado que plantas con similar reduccion en el potencial hidrico
sin infestacion.

En plantas de cebada infestadas por S. gramimum los niveles de clorofila disminuyen mientras que los
niveles de prolina se incrementaron. Estos cambios también se determinaron en plantas de cebada
sometidas a sequia. Los altos niveles de prolina sugieren que este aminoacido (como un compuesto de
depdsito) tenga relacion en la formacion de clorofila después de la cesacion del estrés hidrico, como ha sido
postulado en trigo bajo este tipo de estrés (Bengston et al., 1978). El acido glutamico es un precursor tanto
para clorofila (Beale, 1991) como para la sintesis de prolina (Thompson, 1980) y experimentos en
cotiledones de rabano para demostrar el enlace entre la sintesis de ambos compuestos, indican que sc
compite por el glutamato como precursor comiin (Le Dily et al., 1993).

La infestacion de la cebada por S. graminum afecta el estado hidrico de la planta (Cabrera ct al., 1994).
Los mecanismos inducidos temporalmente (metabdlicos y fisiologicos) ante ¢l estrés hidrico provocado,
como el incremento de los niveles de ABA, de solutos osméticos (monosacaridos solubles y prolina) y
cambios en la fisiologia de los estomas, son importantes respuestas en la cebada ante la infestacion. La
disminucion en los pesos frescos y en los contenidos relativos de agua de las plantas infestadas, sugiere que
ante el estrés hidrico provocado por ¢l afido S. graminum, estos mecanismos en la cebada son afectados e
insuficientes después de varios dias de infestacion, en prevenir la pérdida de agua de la planta. Este
desbalance del exceso de pérdida de agua en relacion al ingreso de ella por las raices, da cuenta de la

disminucion del contenido de agua en las plantas dc cebada.
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Fotosintesis y metabolitos importantes en el metabolismo del carbono en Ia cebada que son
afectados por la infestacion con Schizaphis graminum

Generalmente, la disminucién de la fotosintesis es relacionada con una reduccion en la conductancia
estomética (Farqubar y Sharkey, 1982). En esta investigacion se hallé que plantas de cebada infestadas con
el afido S. graminum, tienen niveles de asimilacién de didxido de carbono inferiores a los niveles
determinados en plantas control sin infestar. Sin embargo, a pesar de mostrar cambios en el patrén de
resistencia estomatica, no presentaron niveles inferiores de conductancia al vapor de agua en las horas de
luz. En trigo, estd descrito que 8. graminum induce una disminucién en la asimilacion de CO2 por
reduccion en la capacidad fotosintética en el mesofilo, mucho mas que por una inferior conductancia
estomatica al vapor de agua (Ryan et al., 1987). Los analisis de los componentes de conductancia al CO2
en los estomas y en el mesofilo, sugieren que cada vez es menos importante para las tasas de asimilacion la
conductancia a nivel de los estomas y mas importantes las limitaciones en el mesofilo, cuando hay
incrementos de los niveles de estrés hidrico al que se encuentre la planta {Comnic et al,, 1989). Asi, las tasas
de asimilacién de CO2 son afectadas y responden a variaciones pequeifias en el estado hidrico general de la
hoja y parte de esta disminucion se atribuye a efectos no estomaticos (como seria lo descrito en trigo y se
sugiere de los resultados en esta tesis en cebada) a nivel del cloroplasto, presentandose el transporte de
electrones y la fosforilacién como los mayores blancos de la inhibicion (Kaiser, 1987).

Estudios en plantas superiores sugieren que frente al estrés hidrico se presentan efectos directos sobre
procesos metabdlicos mas importantes que los causados por el cierre de los estomas. Bajo estrés hidrico, la
respiracion se incrementa en proporcion de la fotosintesis bruta y la fotosintesis neta. Las implicaciones en
la fotosintesis neta del estrés hidrico provocado en la cebada por la infestacién de S. graminum, podria
incluir efectos tanto sobre la fotosintesis bruta como también cn la produccion de CO2 liberado por
procesos respiratorios (fotorespiracion y respiracion mitocondrial) en la luz (Lawlor, 1983). Ademis,

' mediciones de los productos de captura de energia y transporte de electrones en los tilacoides (NADPH- y

ATP) requeridos para la regeneracion de ribulosa 1,5-bifosfato (RuBP) y para la sintesis do aziicares,
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sugieren que como consecucncia del estrés hidrico resultaria una disminucion del contenido de
intermediarios del ciclo de Calvin en los tejidos fotosintéticos en las plantas (Stuhlfauth ct al., 1991).

La inhibicion de la sintcsis proteica es una respucsta inicial a una variedad de estrés ambiental,
incluyendo sequia. Esta claro que dependiente del tipo de estrés, se presenta la induccién de la expresion de
genes especificos y la sintesis de "proteinas-inducidas por estrés " (Ho y Sachs, 1989). En ccbada la
modificacion de la expresion génica inducida por ABA ha sustentado la hipétesis de que esta hormona es
clave en la respuesta frente a la sequia, debido a que la aplicacion de ABA exogeno, induce la expresion de
la mayoria de genes inducidos por estrés hidrico (Grossi et al., 1992). Los niveles de proteinas solubles son
afectados en cebada por la infestacion de S. graminum. Esto podria estar determinado por el efecto del
estrés hidrico inducido en la cebada por la infestacion, sobre la tasa de sintesis y la tasa de recambio de las
proteinas en la hoja. Los efectos directos de la sequia sobre el recambio de las proteinas, podria llevar a
perder cerca del 40-60% de las proteinas foliares en las plantas bajo estrés hidrico (Hanson y Hitz, 1982).
El estrés hidrico afecta la sintesis y la actividad de la ribulosa bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco),
enzima que puede constituir cerca del 50% de las proteinas foliares solubles (Lawlor ct al., 1989). Los
efectos negativos sobre los niveles y posiblemente la menor actividad de algunas proteinas solubles en
cebada producidos por la infestacion, contrastan con el efecto positivo sobre la fotosintesis de otro tipo de
estrés. Los cambios en la actividad de algunas enzimas del metabolismo del carbono (sedoheptulosa 1,7-
bifosfatasa en el estroma y fructosa 1,6-bifosfatasa en ¢l citosol) son considerados parte de factores
descritos en incrementar la capacidad fotosintética en las hojas durante la aclimatacion de plantas a bajas
temperaturas, como son incremento en los niveles de proteinas solubles, en tasa de transporte de electrones
y la mayor actividad de enzimas como la Rubisco y fructosa 1,6-bifosfatasa en el estroma (Holaday et al.,
1992).

Diferentes especies de afidos presentan en la saliva celulasas, lipasas y enzimas proteoliticas que (unidas
a pectinasas y poligalacturonasas) son injectadas por los afidos en los tejidos de la hoja durante su
alimentacion. La presencia de estas enzimas en la saliva de algunas especies de afidos ha sido postulada

como el principal factor causante de dafio foliar en plantas infestadas. Se ha descrito para la saliva de S,
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graminum la presencia de pectinasas y poligalacturonasas (Runlin et al., 1991). La reduccion en los niveles
de clorofila en la cebada infestada, estarfa relacionado con la destruccion de la estructura y funcién de
organelos en el mesdfilo, tal como ha sido descrito para esta y otras especies de afidos. Al-Mousawi et al.
{1983) en un estudio ultraestructural del dafic causado por la actividad alimentaria de S. graminum en
cultivares s;lsccptibles y resistentes de trigo, describe que los cloroplastos son los organclos que primero
son afectados en las zonas infestadas de la hoja. En trigo y otros cereales, el dafio foliar causado por el
aftdo Diuraphis noxia, determinado también por un estudio ultraestructural de los grana (estructura
funcional del cloroplasto por apilamiento de las membranas tilacoides) mostré un severo deterioro dentro
de los primeros 5 dias de infestacion (Fouché et al., 1984). Asi mismo, el daiio ocasionado en células del
mesdfilo y en los cloroplastos en plantas de trigo por el afido Metopolophium dirhodum (Brzezina et al.,
19-;36) es discutida en relacion al efecto negativo en el proceso fotosintético. Estos eventos de dafio
relacionados con la actividad alimentaria de S. graminum conduciria a alteraciones importantes de la
actividad fotosintética en las células de la cebada afectadas, reduciendo asi la capacidad en los tejidos de Ia
planta para la asimilacion de carbohidratos.

La pérdida de clorofila y Ja disminucion en los niveles de proteinas en plantas de cebada infestadas por S,
graminum, estan dentro de las manifestaciones propias (ademas de otros procesos) de sencscencia en las
hojas. Sc ha sugerido que una disminucién en la actividad del cloroplasto, provocada por la disrupcion de
su estructura, serfan eventos primarios de la senescencia foliar. Ademas, la senescencia de las hojas es
caracterizada por la degradacion de los componentes de la pared celular y de la membrana, lo que llevaria a
una pérdida de la estructura del tejido y de la compartimentalizacion celular (Noodén y Leopold, 1988). Es
posible que producto de Ja infestacion por S. graminum, se gatillen en las plantas de cebada los
m;canismos de senescencia, donde el etileno ha sido identificado como cl factor mas importante dentro de
las hormonas vegetales y reguladores del crecimiento.

Asi, serian varias las causas de la reduccion de las tasas de fotosintesis en plantas de cebada infestadas

por 8. graminum. La disminucion de los potenciales hidricos en las hojas de cebada, podria estar afectando

las tasas de asimilacién a nivel del mesofilo, inhibiendo procesos como el transporte de electrones y la
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fosforilacion. Esto tendria consecuencias en los niveles en la célula de poder reductor, afectando los niveles
de intermediarios del ciclo de Calvin. Consecuencia del estrés hidrico habrian mayores tasas respiratorias
en la planta bajo infestacion. Reducciones en los niveles de clorofila y proteinas solubles (Rubisco)
explicarian alteraciones directas en las tasas de fotosintesis. Es posible que la infestacion acelere la
senescencia foliar y que el deterioro de las hojas sea parte de este proceso gatillado en la cebada por cl dafio

provocado por los afidos.

Induccién de enzimas y cambios en los niveles de écido ferilico en cebada por la infestacién con
Schizaphis graminum.

La induccion de la actividad peroxidasa en plantas de cebada por la infestacion con el afido S. graminum,
esta relacionada con los niveles de infestacion inicial al que esta sometida la planta, tal como ha sido
discutido para otras respuestas fisiologicas y metabdlicas. La induccion en la actividad de estas enzimas en
cebada por infestacion de afidos no ha sido descrita anteriormente. La "induccion” de los 3 grupos de
bandas en los extractos de proteinas de plantas infestadas por S, graminum, esta referida a un aumento en
la tincion por actividad de peroxidasas anionicas, pero se desconoce a que nivel molecular de regulacion
esta el control de esta actividad mayor en las plantas de cebada infestadas (incremento de la sintesis o de la
actividad de proteinas ya sintctizadas). El incremento de esta actividad en plantas infectadas por el
patdgeno E. graminis es consccuencia del incremento de dos isoenzimas con valores de pl de 8.5 y52de
al menos scis isoenzimas dec peroxidasas extracclulares en cebada (Kerby y Somerville, 1989). Se
desconoce si la expresion de estas peroxidasas en cebada son producto de la induccién de diferentes genes o
son el resultado de modificaciones postraduccionales (por ejemplo, por diferentes niveles de glicosilacion)
de una protcina. Esto podria dar cuenta y explicar en los resultados obtenidos que una enzima presente
diferentes posiciones (movilidades relativas) en el gel.

La acumulacion de peroxidasas anionicas en tejidos de cotiledén de soya, en respuesta a un "inductor”, un

glucano de la pared celular del hongo Phytophthora megasperma f. sp. Glycinea (Graham y Graham,

1991) indica que una posible sciial de la infeccion por patdgenos para la planta, que podria activar esta
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respucsta, podrian ser componentes estructurales de origen fiingico (fragmentos de la pared celular),
producto de la actividad de cnzimas (pectinasas) descritos como potentes inductores. Las pectinasas cstan
entre las primeras enzimas hidréliticas producidas por patdgenos microbianos de plantas durante los pasos
iniciales conducentes a la infeccion del tejido. Evidencias en Ricinus communis, indican que la actividad
inductora de una endopoligalacturonasa del hongo Rhizophus stolonifer es consceuencia de la liberacion
por esta enzima de fragmentos pécticos de la pared celular vegetal, que actian como inductores primarios
de la produccion de fitoalexinas, en respuesta a la infeccion. Conclusiones similares han sido descritas para
la bacteria Lrwinia carotovora en soya y otras especics (Lamb et al., 1989). Debido a la presencia de
pectinasas y poligalacturonasas en la saliva de S graminum (Runlin ct al., 1991) cs posible que la
induccién de la actividad peroxidasa en plantas de cebada sea una respuesta defensiva gatillada por
fragmentos de la pared vegetal liberados por las enzimas del afido.

En cebada, una de las respuestas descritas frente a daiio artificial y al ataque por E. graminis f.sp. hordei,
es un proceso de reparacién consistente en deposicion de agregados citoplasmaticos en la pared celular en
los sitios de dafio o de penetracion del patégeno (Russo y Bushnell, 1989). Los cambios en la actividad
peroxidasa determinados en plantas de cebada infestadas, sugieren que cstas enzimas podrian tener roles
funcionales especificos (lo que ha sido propuesto frente a patégenos), en depositar compuestos similares a
lignina cn los sitios de daiio. La actividad peroxidasa inducida por afidos podria estar relacionada con la
insolubilizacion de compuestos fendlicos en la pared ante el dafio en respuesta al ataque por S. graminum.
A pesar de no desarrollar en esta tesis experimentos conducentes a validar csta hipotesis, el incremento del
acido ferilico en plantas infestadas, uno de los componentes de la pared cclular en cebada y en trigo (Smart
y O’brien, 1979), podria estar relacionado entre otros aspectos, con la deposicion de compuestos fenolicos
en la pared, como una importante respuesta en la cebada ante el dafio por infestacion.

Las bases bioquimicas para la resistencia de la cebada frente a los afidos compromete factores diversos
cn la planta, como son defensas morfologicas y diferentes compuestos naturales (Corcuera, 1993). Las
plantas de cebada infestadas por S. graminum no presentan cambios en los niveles de fenoles totales. Sin

embargo, ¢l incremento cn las hojas de acido fenilico y el cfecto deletéreo sobre los afidos que este




compuesto presento en dietas artificiales a concentraciones similares a las determinadas en la planta, indica
que ademas de lo planteado en relacién a la pared celular, podria estar involucrado en Ia proteccion
(resistencia) de la cebada frente a los 4fidos. Leszcynski et al., (1985) ha descrito que el metabolismo yel
contenido de compuestos fendlicos en cultivares resistentes y susceptibles de trigo son afectados por la
infestacion de R padi. Los incrementos de la actividad de dos enzimas claves en la biosintesis de fenoles,
fenilalanina amonio liasa (PAL) y tirosina amonio liasa (TAL) se correlacionaron con cste mayor
contenido de compuestos fendlicos bajo infestacion por R padi. Cambios en el contenido de fenilalanina y
tirosina en estos cultivares bajo infestacion por Sitobion avenae estan relacionados con el incremento de
actividad de estas enzimas (Ciepiella, 1989). En ccbada, esti descrita la mayor actividad de PAL por
infeceion de Puccinia hordei, aunque no se hallaron cambios en el contenido de compuestos fendlicos
(Harms y Terbea, 1984). La mayor actividad de PAL en plantas infestadas por afidos, podria estar
relacionada con la sintesis de compuestos deletéreos en la biologia de los insectos. En esta tesis se
determino la répida induccion de esta enzima en las primeras 24 h de infestacion en plantas infestadas con
S. graminum, lo que esta dentro de los tiempos descritos de su induccién por el ataque de patégenos. El
efc;cto que compuestos fenolicos presentes en cuatro cultivares de trigo causaron en la alimentacién del
&fido Rhopalosiphum padi, sugiere que los niveles de estos compuestos en la planta podrian estar
asociados al proceso de seleccion del hospedante por los Afidos y que los dihidroxifenoles (e.g. dcidos
feriilico, cafeico y pirocatecol) serian particularmente toxicos para los afidos de los cereales {Leszezynski
ct al., 1985). Entre otros, los fenoles como compuestos naturales en cebada podrian estar relacionados de
alguna manera con el grado de resistencia: frente a los afidos. Kanehisa et al., (1987) evalué ¢l efecto sobre
S. graminum de compuestos hallados en hojas de diferentes cultivares de cebada en experimentos con
dietas artificiales. Los acidos fendlicos (ferdlico, siringico, vanilico, clorogénico vy 3, 5~cinnimico)
presentaron importantes efectos en los afidos, disminuyendo la sobrevivencia de ellos. En esta tesis, los
efectos del dcido ferdlico en los ensayos con dietas artificiales en la sobrevivencia de S. gramintm, sugieren
que la induccién de este compuesto en la cebada, podria afectar -ademas de otros factores discutidos- Ia

bic;logia de los &fidos en las plantas, Es probable que al menos parte de los efectos deletéreos determinados
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en las tasas de ganancia de peso y desarrollo de S. graminum en plantas preinfestadas, pueda deberse a la
acumulacion de acido fenilico y a la presencia en cebada de otros compuestos fendlicos no determinados en
esta investigacion,

Han sido descritos incrementos en ¢l contenido de 4cidos hidroxamicos en plantas de maiz inducido por
afidos (Niemeyer et al., 1989) por heridas causadas por Iepidpteros (Gutiérrez et al., 1988) o por heridas
causadas por dafio artificial (Morse ct al., 1991a). Dos tipos distintos de dafio foliar en maiz (cortes finos
con remocion de tejido o por destruccion mecanica sin retirarlo) afectaron diferencialmente la sobrevivencia
y la tasa de crecimiento del afido R. padi en las hojas (Morse et al,, 1991b). Las causas de este efecto no
son facites de sefialar, lo que podria explicarse por cambios en algunos nutrientes, como el balance de
aminodcidos en la planta (Ciepiella, 1989) o incremento en la concentracién de compuestos toxicos, como
fenoles o 4cidos hidroxamicos (Thackray ct al., 1988). En esta tesis, las tasas de crecimiento y desarrollo
de ninfas de S. graminum colocadas en plantas de cebada sometidas a dafio no fueron diferentes a las tasas
de ninfas que se alimentan en plantas control. Debido a que ambos parimetros fueron afectados
significativimente en las ninfas en plantas sometidas previamente a infestacion, es probable que el cfecto
sobre Ia biologia de los 4fidos de estos tratamientos en las plantas, se deba a diferencias en la respuesta en
la cebada de los' cambios provocados frente al dafio artificial y frente al afido S. graminum. Sin embargo,
el deterioro general del metabolismo en la cebada, asi como los bajos niveles de azicares y proteinas
so{pbl&e encontrados en plantas infestadas podrian ser importantes factores nutricionales que afectarian y
explicarian - .. las bajas tasas dc desarrollo de los afidos en estas plantas. Estudios adicionales sobre la
nutricién de los afidos en dietas artificiales donde los niveles de sus constituyentes puedan ser cambiados
independientemente podrian ser especialmente valiosos para establecer una mejor comprension sobre cl
papel de estos metabolitos en relacion al estrés provocado en la planta por los afidos v el desarrollo de los
insectos.

Contrario a las obscrvaciones con dietas artificiales, la acumulacion de glicina-betaina y prolina en las
hojas no afecta et comportamicnto de alimentacion del afido en plantulas de ccbada bajo estrés hidrico

(Zdiitiga ct al,, 1989). En plantas de trigo crecidas hidroponicamente, los adultos de S, graminum
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mostraron una caida en la longevidad y en la fecundidad cuando los niveles de estrés hidrico alcanzan un
nivel importante (por disminucion del potencial osmético al agregar polictilen-glicol al medio) con cl
pc;;encial hidrico del medio de -0.75 MPa o inferior (Summer, 1983). A pesar de la posible influencia de la
osmoregulacion, en las c€lulas del floema, el potencial de presion disminuye a cero bajo estrés hidrico
scvero. El efecto directo de un bajo potencial de presion probablemente sca muy importante para los afidos
o insectos "chupadores”, debido a que la presion hidrostatica es considerada determinante en ¢l esfuerzo
fisico necesario para obtener alimento (Holtzer et al, 1988). Schizaphis graminum sc alimenta
preferencialmente desde los tejidos vasculares en sorgo (Campbell, 1982) v del floema en cebada (Ziiiga
etal., 1989) y se acepta que la mayor fuente de alimento para los 4fidos es la savia del floema. Es probable
que las ninfas de S. graminum que sc desarrollaron en plantas infestadas o bajo sequia tengan incluso baja
ingestion de savia del flocma como resultado de los bajos potenciales hidricos en las hojas, afectando la
cantidad de nutrientes ingeridos.

De acuerdo a los objetivos y resultados que han sido discutidos en esta tesis, se puede concluir que:

L Las plantas de cebada infestadas por el afido S. graminum, presentan sintomas de déficit hidrico.
La acumulacién de solutos, el incremento transitorio de ABA v los cambios en ¢l patrén de resistencia de
los estomas estarian relacionados con procesos metabélicos y fisiologicos de adaptacion en la planta ante cl
déficit de agua provocado por los afidos.

IL- Después de varios dias de infestacion la disminucion del peso fresco, de los contenidos relativos
de agua y de los potenciales hidricos en las hojas de cebada, sugicre que las respuestas fisiologicas y
metabolicas de adaptacion ante el estrés hidrico provocado, son afectadas por los afidos e insuficientes en
prevenir la perdida de agua de la planta.

IIL- Las plantas de cebada con altos niveles de infestacion por S. graminum, presentan después de
varios dias, niveles inferiores de azicares solubles, de proteinas solubles, de clorofila total y bajas tasas
fotosintéticas. Los resultados en esta tesis sugieren que algunos de estos cambios podrian estar
relacionados directamente con ¢l dafio foliar causado por los afidos. Sin embargo, parte de estos cambios

podrian ser ¢l resultado del déficit hidrico provocado en las plantas por la infestacion.
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IV .- El incremento de la actividad de las enzimas PAL y peroxidasas, podria estar relacionado con
procesos defensivos cn la cebada bajo infestacion. La reparacion de paredes celulares dafadas por
insolubilizacién de compuestos fendlicos similares a precursores de lignina, podria ser parte de una
importante respuesta ante la infestacion. Es necesario la caracterizacion de este mecanismo inducido por
los afidos, como ya ha sido descrito frente a patogenos.

V.- Las tasas promedio de crecimiento relativo y desarrollo de los afidos, refleja en los insectos los
cambios que ocurren en las plantas bajo infestacion. Bajos niveles de azicares solubles, de proteinas
solubles y de sacarosa hallados cn plantas infestadas pueden ser importantes factores nutricionales que
afectan el desarrollo de los afidos. Sin embargo, los efectos que sobre los afidos podrian tener cambios
producidos cn las plantas, podrian explicarse por la acumulacion de compuestos, deletéreos para la

biologia de estos insectos.

Los resultados apoyan la hipétesis propuesta cn esta investigacion y por lo tanto, sugicren que algunas de
las respuestas metabolicas y fisiologicas en la cebada por la infestacion por el afido Schizaphis graminum
R. serian consequencia directa del daifio foliar (clorosis, tasas fotosintéticas bajas, bajos niveles de ABA y
pérdida de la regulacion estomatica) causado en los tejidos por la actividad alimentaria y enzimas presentes
en la saliva de los afidos. A pesar de esto, son inducidas en la ccbada respuestas adaptativas frente al
déficit hidrico provocado por la infestacion, similares a las que presentan las plantas bajo sequia
(acumulacion de solutos y de ABA). Otras respucstas, de caracter defensivo ante los afidos similares a las
que presentan plantas bajo estrés biodtico (induccion de enzimas como PAL y peroxidasas), estarian
probablemente involucradas en la sintesis de compuestos toxicos deletéreos para los insectos y en procesos
de reparacion como de reforzamiento de los tejidos dafiados. Algunos cambios metabolicos provocados en
la ccbada por la infestacion (acumulacion de acido fenilico y la baja en aziicares y proteinas solubles)

podrian ser toxicos para los afidos, o al menos, deletercos para el desarrollo de estos insectos.
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