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RESUMEN

Los cultivos de gramineas son afectados por &fidos, pues
ellos succionan la savia del tejido vegetal, lesionéndolo y
dejindolo propenso a la infeceidn por bacterias y hongos pa-
tégenos y porque transmiten virus. EIl propdésito de esta tesis
es determinar si los dcidos hidroxdmicos ciclicos (Hx) pre-
sentes en algunos cereales constituyen un mecanismo de defensa
de los cereales contra los afidos.

Se observd que la concentracidén de los Hx variaba en las
diferentes especies y variedades de gramineas estudiadas. Los
Hx no fueron detectados en Hoadeum disfichum L., mientras que
en Zea mays L. la concentracién llegd hasta 8 mmoles/kg de peso
htmedo. Se encontrd Hx en coleoptilos, hojas y raices. La
mayor concentracidén se encontré en las hojas, pero no se detec-
+aron en los frutos. Los Hx empiezan a ser detectados en las
hojas alrededor de 24 horas después de la germinacidén, alcan-
zaron un maximo al cuarto dia de edad y luego disminuyeron pro-
gresivamente.

Al infestar H. distichum, Z. mays, Trnitdicum aedtfivum y
Tniticum durum con Metopolophium dirhodum (Walker) o
Schizaphis graminum (Rondani) se observé que la reproduccidn
de los &alfidos fué menor en aquellas variedades que tenian ma-
yor concentracién de Hx. Estas correlaciones se obtuvieron
también al infestar plantas de la misma especle pero de eda-

des diferentes.
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El nimero de &fidos presenteé en cada hoja se correla-
‘ciond inversamente con el contenido de Hx en ellas. La con-
centraci§n de estos compuestos fué mayor en las hojas mis nue-
vas y disminuyd a medida que la hoja énvejecié. Esto sugirid
que la distribucién vertical de S. graminum en las plantés de
trigo, estaria relacionada con el contenido de estos compues -
tos en las hojas.

Estos resultados dieron apoyo a la hipétesis que la sus-
ceptibilidad de gramineas a la infestacidn por &fidos es
afectada por la concentracidén de Hx en'la planta. Esta in-
terpretacidn fué avalada por los resultados obtenidos en en-
sayos de alimentacidn de &fidos con dietas artificiales. En
estas condiciones el DIMBOA, el Hx mis abundante en extrac-
tos de maiz y trigo, causd efectos deletéreos sobre M.
dinhodum y S. graminum en concentraciones similares a las
engontradas en las plantas. Cuando se alimentaron.diversas
especies de &fidos con dietas con diferé£tes concentraciones
de DIMBOA, al cabo de 48 horas de iniciado el ensayo, se ob-
tuvo un 50% de sobrevivencia para S. giramimum y M. dirhodum
en dietas con concentraciones O:H‘y 1.5 mM, respectivamente.
La sobrevivencia de Rhopalosiphum maidis (Fitchii) no fué
afectada pof el DIMBOA en concentraciones de hasta 2 mM.

Con el propSsito de estudiar si el DIMBOA act@ia sobre
‘los 4fidos como un compuesto repelenfe O como un compuesto
toxico, sSe expusieron ninfas de S. graminum é dietas que con-

tenian DIMBOA desde 0 hasta 8 mM por 12 horas y luego se
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transfirieron a dietas sin DIMBOA. Los porcentajes de morta-
" lidad al cabo de 27 horas fueron 0, 2, 35, 72 y 23% para
DIMBOA 0, 2, 4, 6 y- 8 mM respectivamente. Las curvas de mor-
talidad en funcibn del tiempo para DIMBOA 6 y 8 mM fueron pa-
recidas a la de los &fidos sometidos a ayuno. Resiltados si-
milares se obtuvieron con DIMBOA-Gle (Gle = glucdsido), el Hx
presente en los tejidos intactos. Experimentos de alimenta-
cidn controlados electrdnicamente mostraron que el DIMBOA dis-
" minuyd al tiempo de alimentacién de los &fidos. Estos resul-
tados sugirieron que el DIMBOA actuaria contra &fidos de los
cereales a través de un efecto predominantemente repelente a
concentpaciones altas y un efecto predominantemente tdéxico

" en concentraciones bajas.
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ABSTRACT

Cereal aphids damage crops because they extract nutrients
from the tissues, injuring the latter them and increasing
the susceptibility of the plant to pathogens. The purpose
of this thesis is to determine whether hydroxamic acids (Hx)
from some cereals are plant resistance factors to aphids.

Hx concentration varied in different species and
cultivars. Hx were not detected in Hordeum distichum .. 1In
Zea mays L. the concentration may redch up to 8 mmoles/kg of
fresh weight. Hx were present in leaves, coleoptiles and
roots. Hx were found to be absent from the fruits and became
detectable around the second day after germination, reaching
a maximum by the fourth day, to decrease afterwards.

In infestation experiments of II. distidhum,Z. mays, Trnitioum
uestivum and Taitlcum dutum, reproduction of MetopolLophium
dirhodum (Walker) and Schizaphis graminum (Rondani) was reduceé
in those plants with a higher content of Hx in their leaves.
The number of aphids on the leaves was inversely correlated
with the Hx content of the same leaves.

These results suggested that susceptibility of gramineae
may be affected by the Hx content of the plant. This
hypothesis was supported by feeding experiments with aphids
reared on artificial diets. DIMBOA, the most abundant Hx in

maize and wheat extracts, had deleterious effects on several
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species of aphids in concentrations similar to those found in
plants. Survival and reproduction rates of aphids of M.
dinnodum and S. graminum decreased by about 50% in 48 hrs at
0.4 and 1.5 mM DIMBOA, respectively. Survival of
Rhopalosiphum maidis (Fitchii) was not affected by up to

2 mM DIMBOA.

To determine whether DIMBOA acted as a toxicant or as a
feeding deterrent, S§. graminum nymphs were exposed to diets
with 0 to 8 mM DIMBOA for 12 hours. The aphids were then
transfered to diets without DIMBOA. Nymph mortality after
27 hours was 0, 2, 35, 72 and 23% for DIMBOA 0, 2, 4, 6 and
8 mM DIMBOA, respectively. Mortality curves for & and 8 mM
DIMBOA were similar to those of aphids subjected to fasting.
Similar results were obtained for DIMBOA-Glec (Glec = glycosyl),
the Hx present in intact tissues. Electronically monitored
experiments showed that the presence of DIMBOA decreased mean
diet ingestion time. These results suggest that Hx at higher
concentrations acts predominantly as feeding deterrents.

- At lower concentrations the compounds would be ingested causing

s

toxic effects.
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1. INTRODUCCION

1.1, Problemas causados por afidos de los cereales.

' Los éfidosﬁconstituyen plagas en plantas de maiz, tri-
g0, centeno, cebadﬁ, avena (Campos y Charlin, 1976;
Etchégaray, 1975; Apablaza'y Tiska, 1973; Latteur, 1870).
Los &fidos, obtienen su alimeﬁto introduciendo sus esti-
letes, preferentemente en el tejido parénquimatoso,
aunque algunas especies lo hacen en los tejidos floe-
méticos (Auclair, 1963). Al introducir sus estiletes;
, los éfidoq“pfovocan una herida en la cual pueden de-
/ sarrollarse hongos y bacteriagi;dﬁambién*&nyectan sali-
va y toxinas en el tejido vegetal (Miles, 1972}, ‘Por
{ello, los dfidos pueden transmitir enfermedades vira-
’ . les, como el enanismp.amanillo (Tollenar y Hepp, 1372;
Oswald y Houston, 1951). E1 virﬁs permanece en el pul-
gén,lel cual puede infestar plantas durante toda su
vida. La infestacidn de la planta por afidos comienza
con la £lggada dé afidos alados, los cuidles originan una
rapida sucesidén ae generaciones partenogénicas de hem-
'~ bras &pteras, ttas! que pueden constituir una plaga. Las

hembras pueden ser aladas, o dpteras. Las primeras se:

‘pueden'apreciar"al comienzo y al final de la infesta-
|

-

cibdn. En el periodo intermedio predominan hembras dpte-

ras (van Emden., 1972).




Los &fidos de los cereales tienen entre 4 y 5 instares
(estados entre mudas) en su desarrollo y el tiempo pa-
ra llegar a adultos varia entre 4,5 y 15 dias, de

acuerdo a las condiciones de la planta en que viven y
de la temperatura ambiente (Dean, 1974; Wyatt y Brown,
1977). Las formas hibernantes de algunas especies son

las adultas y pueden durar casi un afio.

Las especies de &fidos de los cereales presentes en Chile.

Los &fidos de los cereales son plagas introducidas al
pais. En Chile las especies més importantes son las
siguientes: Metopolophium dirhodum (Walker) "pulgdn verde
pélid?“(Apablaza et al., 1973), Sifobion avenae
(Fabricius) Mpulgdn verde oscurc o patas negras"
(Zhfiiga, 1967), Rhopalosiphum maidis (Fitchii) ‘"pul-
gén del mafz",Rhopafosiphum padi (L.} ‘'"pulgdn de la
avena",Schizaphis graminum (Rondani) ”pulgénlverde
de los cereales",Sitoblon africanum (H.R.L.){Apablaza
y Tiska, 1973; Gonz&lez ef af., 1973; Guerrero y Lam-
borot, 1979).

Estas especies cambian de huésped e hibernan en ma-
lezas, rosas silvestres y cultivadas. En la zona de
Santiago las poblaciones de &fidos empiezan a aumen-
tar desde fines de Septiembre, para llegar al miximo

entre Octubre y Noviembre, luegc decrecen para llegar

a un minimo en los meses de invierno (Carrillo y Me-

1lado, 1975).




@uando poblaciones de 8. ghaminum, Machosiphum avenae
(Fabricius) o R. maddié parasitan plantulas de cebada,
éstas se marchitan rdpidamente para luego morir; en
cambid, en trigos o centenos'los 4fides no alcanzan a
desarrollar grandes poblaciones. Los 4fidos cuando
se.ﬁbican en plantas muy jévenes pueden provocar la
muerte, ‘en cambio, cuando- se ubican en plantas de es-
tado de desarrollo mis avanzados de crecimiento.provo-
caﬁ.;principalmente, una disminucién en el peso del
grano SApablazg y Robinson, 1967).

Estudios fealizados sobre el ataque de M., dirhodum y
otros &fidos a diferentes.variedades de trigq,permi-
ten suponer que &stas afectan diferentemente el de-
sarrollo de las poblaciones de &fidos (Nault y Styer,
1872; Wenslep, 1962). Las vériedades de cereales di-
fiereﬁ en su susceptibilidad a 5 éspecies de Afidos

de los cereales.

- Observaciones realizadas eﬁ cuanto a una distribucidén
vertical de los A4fidos en la planta de trigo (Smith,
1866}, sugieren que M. dirhodum prefiere las hojas

de m&s edad en estado no senescentes (Latteur, 1971).
Por ello se supohe que,el dafio provocado por especies
de &fidos como M. dirhodum podria ser inferior a otras

especies que prefieren tejidos mis jévenes y en plena

actividad fisioldgica (Watt, 1979).




La dindmica poblacional de las diferentes especies de
afidos de los ceréales varfia fuertemente en funcidn del
clima, de lé planta huésped y de las condiciones del
cultivo. Heathcote (1970) constaté que, las capturas

de 4fidos de los cereales durante 9 afios en 2 locali-
dades del este de Inglaterra variaban no sdlo de afio
sino también en cada estacién. Dean (1974), Jeenstatd
que la longevidad y fecundidad de S. avenae, M. dithodum
y.R. padi, mantenidos sobre cebada, dependian de la
temperatura. La longevidad de 5. auana%;varia inversa-
mente con la temperatura,desde 25 a 100 dias) +Es£q

se debe a los cambios en la longitud de los periodos
pre y post reproductivos. M. dirhodum sobrevive me-
nos que S. avenae pero mas que R. padi en condiciones
invernales. X

Dean (137u4),0bservd que,M. diszhodum en cimaras de cul-
tivo sobre 20° raumentaba la velocidad de desarrollo,
R. pad{ 1o hacia a partir de 108'25°)pero sobre los
30° las ninfas empezaban a morir. Para R. maidis

las mejores temperaturas para su desarrollo oscilan

entre 25 y 29°C (Etchegaray, 1975) .

"Medidas que tienden a disminuir el dafio de una plaga.

i) Uso de pesticidas. :+Eg uno de los métodos mis usa-

dos para controlar pestes, porque tiene una accidn ri-

pida y efectiva sobre la plaga. Un tipo de tratamiento




consiste en recubrir la semilla conjun insecticida y
cuando la planta crece;el pesticida es trasladado a

las hojas provocando toxicidad en los &fidos. EL
efecto dura entre 30 y 40 dias (Campos y Charlin, 1976).
1Otra§'forma§ consisten en‘aplicar el pesticida direc-
tamente al follaje y al suelo en forma Qe grénulos)
para que la planta lo absorba y quede protegida.
Algunos problemas del uso de pesticidas es que ellos
son tdxicos 4 otros organismos, deben ser utilizados
en grandes dosis, tienen un efecto residual yysu uso

continuo provoca una seleeccidn de organismos resis-

tentes.

ii) E1 control bioldgico. Consiste en utilizar los
eneﬁigos.naturales de las pestes,con el propbsito de
disminuir su.potencial reproductor. Esto requiere te-
ner grandes cantidades de ellos y liberarlos en el
momento oportuno, lo que involucra una infraestructu-
ra que es de alto costo.

En Chile se han descrito variags depredadores de -Afidos,
por ejemplo del orden Coléopfera, familia Cocecinellidae,,
flas . especies: Erfopds connexa, Adalia bipunctata,
Cocedineta eryngii{. También se han descrito del orden
Dipterd’, familia Syrphidae, ilas. especies: AlLLograpita -
pulehha, ALLograpta hontensis, Sunphus simifis; de

la familia Cecidomyiddae las especies Aphidofetes

cuccumenid , Aphidoletes aphidimiza.




Se ha estimado que los depredadores controlan entre

un 15 y 3U% de los afidos de las sementeras de trigo
(Chile, INIA 1971). Carrillo y Mellado (1975) sena-
lan que el hongo tatomophthora apiidis puede contro-

lar sobre un 30% a la poblacidén de 4fidos.

iii) Contrecl cultural. Consiste en variar la época
de siembra con el objeto de escapar del ataque de una
plaga cuando el cultivo es muy susceptible. Sin em-

bargo, un adelanto o atraso en la siembra de trigo

puede cisminuir los rendimientos debido a factores,

rt

ales como, disminucidén de la humedad aprovechable,

m

aumento de temperatura y cambios del fotoperiodo.

i

iv) Uso de variedades resistentes. Is una de las

medidas mds interesantes porque la planta se encuentra
protegida contra la accidn de patdégenos por uno o va-
rios vactores propios durante toda o parte de su vi-
da. &e trata, por lo general, de barreras fisicas que
impiden la penetracidén del patdégeno, o bien, barreras

bioquimicas que son téxicas o repelentes a é1.

Mecanismos de defensa de las plantas.

1) Defensa estructural. Las plantas poseen estructu-

ras definidas que dificultan o impiden la pentracién,

proliferacién o alimentacién del patdgeno, tales




como, la calidad y cantidad de cera y cuticula que

cubren a las células epidérmicas (Martin, 196u4) 1la
estructura de su pared celular, el tamafio, ubicacidén y
forma de los estomas y lenticelas.

Otro tipo de defensa estructural es aquella que se for-
ma en respuesta a la infeccibén. Estas defensas involu-
cran cambios en los tejidos, paredes celulares y cito-
plasma (Royle, 1976). La defensa histoldgica consiste
en formar zonas suberificadas o lignificadas que impi-
.den el avance del patdgeno (Samuel, 1927): también se
pueden formar capas de absicién, tilosas, gomas, etc.
(Struckmeyer et af., 1954). La pared puede actuar co-
mo mecanismo de defensa, engrosdndose en las células
epidérmicas y subepidérmicas, y también formando una
vaina engrosada alrededor de las hifas de algunos
hongos (Agrios, 1978).

La reaccidn hipersensitiva constituye un mecanismo de
defensa eficaz contra diversos patbégenos. En esta
reaccidén la célula vegetal responde a la infeccidn ne-
crotisdndose en su totalidad y liberando substancias
téxicas al patdgeno. De esta manera se detiene el
avance del patbgeno, pues se inhibe su desarrollo y se
le priva de alimento (Agrios, 1978).

Las principales evidencias sobre la participacidn de
estructuras de las plantas en resistencia a depredado-

res son simples corrclaciones entre la presencia de

estas estructuras y la resistencia a patégenos.




ii) Defensa bioquimica. Este mecanismo de defensa pue-

de consistir en la presencia ¢ ausencia de una sustan-
cia o grupo de sustancias en la planta huésped que in-
' terfiefe con el crecimiento y multiplicacidn del paté-
geno (Jansen et al., 1977). Tales condiciones pueden
existir antes que el patdgeno atagque o aparecer en el

momento de la infeccidén (Harborne, 1976, 1977).

r :
Compuestos pre-infeccionales.

a) Prohibitinas. En las plantas se encuentran meta-

bolitos tales como, terpenos, quinonas y fenoles, que
reducen o inhiben totalmente el desarrollo de los pa-
tdgenos. Cominmente estos teﬁidos sbn resistentes a
alguna.enfermedad (Farkas y-Kiraly; 1962; Geissman y
Cront, 1969; Knott y Kumar, 1972). Por ejemplo , los
catdfilos mis externos de ciertas variedades de cebo-
1la contienen grandes cantidades de acido protocaté-
quico y catecol (Fig. 1). Estos son téxicos a espdraé
de Colletotnicum cireinans. Por ello, estas varieda-
dés de cebolla son resistentes al hongo (Angell ef af.,
1930; Link y Walker, 1933). En algunas variedades de
Hondeum vulgare se han encontrado compuestos fendlicos,
tales como las hordatinas A y B, (Fig. 1), que tendrian

una funcién defensiva contra el hongo Helminthoasporium

sativum (Stoessl, 1967; Smith y Best, 1378).




COOH
Ho- - HO
OH OH
Calecol Ac. protocatéquico

OR

R C—N--(CHy)-N c/mi:
[ BNy

Hordatina A R=R=H
Hordating B R=OMe R=H

#n Glucdsido R=D giucopirancside
o-c~u—(cu-.-1.—~- \N
H

1
CH= CH~C~0
coou
HO HO
OH
HO HO

Acido clorogenico

Fig. 1 Metabolitos secundarios pre infeccionales que se

encuentran en plantas y que reducen o inhiben el

v . .
desarrollo de patdgenos.
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b) Inhibitinas. Son metabolitos tbxicos que aumentan

su concentracidén después de la infeccibén. Por ejemplo,
cuando ciertas variedades de papas san infestadas con
esporas del hongo Phgiophihana infestants, aumenta la
coneénfracién del &cido clorogénico (Fig. 1) en los
tejidos del vegetal que

7
tentes al hongo (Agrios, 1978).

de esta manera se hacenzresis-

Compuestos post-infeccionales.
—

a) TFitoalexinas. Ingham (1972) define como fitoale-

xinas a aquellos compuestos antimicrobianos, ausentes
en tejidos sanc§ que son sintetizados a partir de pre-
cursores lejanos después de la infececidn.

Se hayaislado de tejidos vegefales un gran nimero de
compueétOS considerados como fitoaiexinas (Malmerg y
Theander, 1980)., Algunos de estos compuestos estan
represeﬂtados en‘la Fig. 2.' L? pisatina es un deriva-
do pterocarpanico producido por PLsum safivum (L.)
cuando es infectadq por el hongo Monillinia ﬁnuctéaa£d.
La faseolina se encuentra en Praseolus vulgarnis (L.),

luegoe de ser infestada por Rhidzoetonla sofani o

Fusanium solandi.

b) Glucdsidos que por hidrSlisis liberan compuestos

toéxicos. En algunas especiles vegetales se encuentran

altas concentraciones de glucdsidos (Knott y Kumar,

1972), los que por la accidn enzimitica liberan un
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CH,0

Pisating

Faseotina

/0 plucosa

HO

g-cu,-CH, OH
VBH
Floridzina .
GHs 0—Glucosa
f ot
CHJ/ \CN

Glucosido cianogénico

Fig. 2 Metabolitos secundarios post infeccionales produ-

cidos por plantas cuando son- infestadas por algin

patdgeno.
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compuesto téxico cuando el patdgeno destruye el tejido
vegetal. Por ejemplo, la dhurrina (Fig. 2) (Gorz

el al., 1979), presente en las vacuolas de Songhum
bieolor (Linn), actia como defensa del SOrgo contra el
hongo patdgeno Stempaylium Loil (Saﬁnders y Conn, 1978)
e insectos depredadores. FEl mecanismo defensivo des-
crito es el siguiente: el insecto dafia el tejido ve-~
getal vompiendo la compartamentalizacién tisular y ce-
lular. De esta manera entran en contacto el gluedsi-
do cianogénico (dhurrina).y una B-glucosidasa. La hi-
drélisis enzimftica del glucdsido libera una cianhidri-
na que posteriormente genera un compuesto téxico, como

es el FHCH.

En ciertas variedades de manzana resistentes a hongos,
se encuentra un compuesto fendlico llamado floridzina,
el cual se hiﬁroliza a floretina, que luego se oxida

hasta llegar a una quinona de alta toxicidad (Agrios,

1978).

Acidos hidroxdmicos en Gramineas.

i) Descubrimiento de los Acidos hidroxdmicos. Koyama et

(1955)aislaron la 6-metoxi-benzoxazolinona (MBNA, Fig.
3) en raices de varias especies .del género Coix, lla-
méndolo coixol. En el mismo afio, Virtanen y Hietala,
encontraron en plantulas de centeno (Sccale cerecafle

L.) un factor antifingico, identificdndolo como 2(3)-

benzoxazolinona ‘(BOA). Posteriormente en 1956

al.
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encontraron otro’ factor semejante al anterior en plén-
tulas de maiz (Zea ﬁayb L.) y fué identificado como
6-metoxi-2(3)-benzoxazolinona (MBOA, Fig. 3). Wahlroos
y Virtanen (1959)informaron que los precursores de es-
tos factores de resistencia correspondian a glucésidos
de dcidos hidroxamicos ciclicos. Virtanen y Hietala _
(1980%gpropusieron que estos glucdsidos se hidrolizaban
enzimdticamente cuando el tejido vegetal del maiz o del
. trigo eran dafiados, originando las aglucoﬁas, las cud-~
' les .se descomponian posteriormente a los carbamatos
correspondientes.
La estructura-del precursor de MBOA fué identificada
como.el dcido hidroxé&mico 2-(2,4-dihidroxi-7-metoxi-
1,4-benzoxazin-3-ona)-g-D-glucopiranésido (DIMBOA-Gle).
En el centeno se identificd el precursor de DIBOA como
la 2-(2,u—dihidroxi—i,H—benéoxazin—S-ona)—glucopirané—
sido (DIBOA-=-Gle) (Hietala y Virtanen, 1960; Virtanen
y Hietala, 1959). Estas estructuras se muestran en la
Fig. 3. ‘
Tipton.et al. (1967) cromatografiafon en capa fina ex-
tractos etéreos de plantulas de mafz revelando la pre-
sencia de pegquefias cantidades de material que daba'po-
sitivo el test de FeCly, con un Rf igual al obtenido
por Virtanen et af. (1955) cuando utilizé centeno.
El andlisis de los espectros UV mostrd que uno de los

compuestos corresbondia al BOA. El otro compuesto
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correspondia a 2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4%-benzoxazin-
3-(4H)-ona (DIMBOA), la cual se encontraba acompafiada
de una lactama. Posteriormente Hofman y Hofmanova
(1969) propusieron la estructufa de la lactama: 2-(2,7)-
dihidroxi-1,4-(2H)-benzoxazin-3(4#H)}-ona B-D glucoﬁira—
nésido. Esta lactama se encuentra en pléntulas de maiz
en cantidadeg menores en un orden de magnitud' que el
B-D glucdsido del DIMBOA. La lactama fué aislada por
filtracidn en gel usando Sephadex G-10 y recristaliza-
da posteriormente con alcohol etilico.

En 1971, Hofman y Masojidkova, sugirieron que el
DIMBOA, y presumiblemente otras agluconas, no existi-
rian en el maiz como tales, ya que cuando se inhibe la
accidn de las glicosidasas en el proceso de extraccidn,
se obtiene solamente el glucopirandsido del DIMBOA.

En 1874,Hofman y Masojidkova, informaron la presencia
‘de otro glucdsido que se encuentra en el mafiz identi-
fic8ndolo como el 2{2-hidvroxi-7,8-dimetoxi-1,uU-

benszazin-a-ona)~B—D-gluc6sido.

ii) Aspectos quimicos de los acidos hidroxamicos.

Algunos métodos utilizados para la determinacidn de

fcidos hidroxdmicos. Para cuantificar los &cidos hi-

drox&micos ciclicos como DIMBOA o su glucbsido se han
utilizado varios métodos que incluyen la degradacidn

de los acidos hidroxamicos a benzoxazolinonas en so-

lucidén acuosa.
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a) Klun y Brindley (1966) utilizaron el método

de dilucidn isotbpica que consistia en marcar BOA con
1Y

C, el cual se aislaba posteriormente del tejido ve-
getal, luego se realizaba una cromatografia en placa
y por Ultimo, se media la benzoxazolinona obtenida
cuantificando la radicactividad obtenida y a través

de espectroscopia U.V.

b) Scism et af. (1974) utilizaron un método que

determinaba las benzoxazolinonas por espectroscopia

en infrarojo en extractos de maiz. La cuantificacidn

se realizaba midiendo la. absorbancia de las benzoxazo-

linonas a 5,5 mu.

c¢) Bowman et al, (1968) determinaron la concentra-
¢idén de &cidos hidroxdmicos a través de la espectro-

foto-fluorometria, consistia en extraer los compuestos

con éter a partir de un tejido vegetal homogenizado y
pasar el residuo a través de una columna dé alimina.

El fluido fué medido espectro~fluorométricamente y los
valores fueron comparados con una curva estandar. To-
dos estos métodos estaban basados en la degradacidn de
los hidroxamatos a benzoxazolinonas. Sin embargo,
Woodward et af. (1978) informaron que la descomposicidn
de 2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4%-benzoxazin-3(4H)-ona, en
solucibdn acuosa era no cuantitativa y que ella dependia,

tanto del pH como de la temperatura. Por ello es con-

veniente utilizar métodos que midan directamente las
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agluconas o los glucdsidos.

d) Long et af.(1974%) informaron sobre un método
rapido para estimar la concentracién de hidroxamatos
ciclicos (DIMBOA) en extractos de maiz, éste se basa-

ba en la absorcién colorimétrica del complejo Fformado

por el dcido hidroxédmico y el FeCl,.
e) Voodward ef af£.(1879a y 1979b) identificaron y
cuantificaron 1,4-benzoxazin-3-onas en extractos de

maiz por cromatografia gas liquida y espectrometria

de masa. [Lllos separaron tres dcidos hidroximicos ci-

clicos: DIBOA (Va), DIMBOA (Ve), DIM,BOA (Vd) y sus

2
respectivas lactamas; HBOA (IVa), 80H HBOA (IVb) y
HMBOA (Fig. 3), compuestos como trimetil siliados

(TMS) de extractos de maiz (IVe).

Estabilidad de los &cidos hidrox&micos ciclicos de

Gramineas. Los &cidos hidroxdmicos son inestables en
soluciones acuosas. Brendenberg ei af. (1962), infor-
maron gque la descomposicidén del DIMBOA exhibe una ci-
nética de pseudo primer orden, con respecto al sustra-
to. Ademfds, demostraron que esta descomposicién depen-
dia del pH. In las descomposiciones del DIBNA y del
DIMBOA informaron de la formacidén cuantitativa de los

productos, las benzoxazolinonas BOA y MBOA, respecti-

vamente (Wahlroos y Virtanen, 1959; Honkanen y Virtanen,

1961).




18

Woodward eif af. (1978) estudiaron la descomposicidn del
DIMBOA en'soluciones taﬁpoﬁes acuosas entre pH 5 vy
pH. 7,5 y a temperaturas entre 20° y 80°, informando
que los rendimientos de MBOA a partir de DIMBOA depen-
dfan de la temperatura, del pH y de la presencia de

otros solutos.:

i1i) Aspectos bioldgicos de los 3cidos hidroxamicos.

Rol de destoxificacidn de herbicidas derivados de la

S-triazina. Se ha observado que distintos hibridos

de maiz responden diferencialmente a la simazina y a
la atrazina, compuestos de accidn herbicida, lo cual
seria debido a una hidrdlisis no enzimitica de estos
compuestos.provocada por la presencia de altas concen-
traciones de DIMBOA o de DIMBOA-Gle. E1 producto. ob-
tenido, hidroxi-simazina, no tiene accién fitotdxica.
Basado en esta informacidén se ha sugerido que esta
resistencia del maiz a la éimazina estid relacionada,
en parte, con este mecanismo de destoxificacién en
donde DIMBOA o su DIMBOA-Glec actuarian como cataliza-

dores (Hamilton, 1964; Tipton et af., 1971).

Rol en la nutricidn mineral de la planta. Los &cidos

hidroxamicos producidos por microorganismos tienen un
rol en el metabolismo del Fe (Neilands, 1967, 1981).

‘Qe ha pensado que el DIMBOA-Glc existente en plantas

de mafz también podria afectar al metabolismo del Fe
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en la planta. Tipton y Buell (1970{5determinaron las
constantes de estabilidad para los complejos entre
ret? y DIMBOA-Glc y DIMBOA. Aunque los valores que

se obtuvieton fueron inferioreé a los dcidos trihi-
drozd@micos de microorganismos, fueron a su vez, més
aitos que aquellos obtenidos ﬁéra el complejo entre
Fe+3 y el &cido citrico, el cual ha sido informado
como el méslimportante en la absorcidn y transporte

de e en las plantas superiores. Dabed et af. (1383)
determinaroh las constantes de formacién de complejos
entre cationes bivalentes, tales como, Cu(5,4),
Ni(4,5), Zn(#,2), Mn(3,4) y Ca(3,0). E1 anilisis de
las constantes de formacidn de complejos entre los
cationes estudiados y DIMBOA o &dcido citrico, a las
concentraciones y pH de interés biolégico, sugieren
que el DIMBOA y otros dcidos hidroxdmicos en gramineas
podrian participar en la nutricidn-mineral como agentes
quelantes; sin empargo, es necesario determinar la
‘concentracidn de los &cidos hidroxdmicos y de los
dcidos orgdnicos a nivel de compartimiento tisular vy

celular,

Rol en la resistencia de plantas a infecciones. Vir-

tanen' y Hietala (1955) identificaron las benzoxazoli-
" nonas de las hojas de centeno como un factor antifin-

gico implicado en la resistencia de las plantas a la
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infeccidn por Fusanium nivafe. También se ha demostra-
do que las benzoxagolinonas inhiben el crecimiento de
Xantﬁomaé stewaritid{ (Whitney y Mortimore, 1961);
Peniciﬂﬁium chrysogenun (Beck y Smissman, 19613 Beck
"'y Stauffer, 1957)¢ Diplodia zeae (Loomis ef af., 1957);
Gibbenella zeae, Rhizopus stolonifera (Beck y Staufer,
1957)3 Selerotinia tnifoliorum (Virtanen y Hietala,
1955). Ademds, se ha observado que inhiben el creci-
miento de insectos, tales.como, BLatella germanica,
Piadghid cridania y de bacterias como Siaphylococcus
“aureus (Virtanen et af., 1957).

Beck y Smissman (1957, 1961), realizaron un estudio
de las propiedades inhibitorias de benzoxazolinonas.
Para ello utilizaron 50 andlogos del benzoxazol y fe-
noles afine;iusando el taladrador del maiz, 08Lrindia
nubilalis- (Hbn) y Pendcillium cﬁxyéogenun como orga-
nismos de muestra. Encontraron queyla inhibicién del
crecimiento fingico dependia de 2 caracteristicas |
estpucturales de la molécula: 1° la presencia de un
grupo liposoluble en el nficleo bencénico y 2° la
preéencia de un grupo nitro o amino adyacente a un
hidroxilo fenélico. Se comprobd quenla actividad-
antiffingica no mejoraba con Za presencia de un
anilloroxazol. . La actividad inhibitoria sobre el
crecimiento de 0strnindia uubiﬂaﬂib fué estrechamente

asociada con la presencia de un grupo oxazol o tiazol.
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Los compuestos fendlicos tuvieron poca actividad.
La.benzoxazolinona y la 6-metoxibenzoxazolinona en-
-contradas en extractos de varias especies de gramineas
juégan un importante rol en la resistencia de plantas
a. insectos (Klun et af., 1967), hongos (Long y Dunn,
1975; Long et af., 1978; Elnaghy y Linko, 1962;
Elnaghy y Shaw, 1966) y bacterias (Corcuera et afl.,
1978). La actividad biolbgica de estos compuestos ha
sido medida como inhibicidn del crecimiento de insec-
tos o patdgenos vegetales.

Beck y Staufer (1957) encontraron que ademds del MBOA
existian otros 2 posibles factores de resistencia en
el maiz. Uno de ellos, al igual que el MBOA, era so-
lublé en éter y el otro soluble en agua. MBOA fué el
que se encontrd en mayor concentracién, y seria el
principai responsable de la resistencia al-crecimiento
de larvas.O.‘nubiﬂaﬂié{ Estos 3 factores fueron sepa-
rados cromatogréficamente.

Kiun y Brindley (1966) analizaron 11 hibridos de maiz,
cuantificando el MBOA mediante dilucidn isotépica.

En un bio-ensayo este compuesto mostrd ser un inhibidor
de la pupacidén de 0. nubilfafis, cuando estaba en una
concentracidn de D,S mg por gramo de dieta. Xlun

et al. (19675 probaron que el DIMBOA en dietas artifi-
Eiales no sdlo provocaba una inhibicidn del desarrollo

de 0. nubilalis, sino también un 25% de mortalidad.
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Klun y Robinson (1969}, encontraron que la concentra-
cidn de DIMBOA y de DIBOA en la raiz de maiz era mayor
qﬁe en el tallo y qQue en las hojas. También la con-
centracién diferia en cada hibrido. Débido a la alta
concentracién .encontrada en‘la planta embribnica su-
girieron qué estos dos compuestos podrian :tener un rol
fisioldgico en el crecimiento del maiz. La concentra-
cién de DIBOA en todos los hibridos analizados fué
menos de un décimo gque la concentracidén de DIMBOA.

Los afidos constituyen plagas en los cereales. Uno de -
los métodos para disminuir el 'dafioc consiste en cultivar
variedades resistentes. Por los antecedentes expues-
tos los Hx presentes en algunas especies de cereales,

podrian ser un factor de resistencia a &fidos en las .

plantas. Sin embargo, se desconocen sus, propledades

+ +aleloplticas contra estos insectos.

Los objetivos de este trabajo son:

1. Estudiar el contenido, wconcentracibén y distribu-
cidén de &cidos hidroxdmicos en los diferentes
‘6rganos de las plantas de trigo y su variacidn

con la edad.

2. Determinar la relacidn entre suceptibilidad de algu-

"y .3 nos cereales a la infestacidn por Metopolophium

dinhodum y Schizaphdis graminum y la concentra-

cidén de Acidos hidroxamicos en ellas.
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3. Estudiar los efectos de DIMBOA y DIMBOA-Gle de

dfidos alimentados con dietas artificiales.
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2. MATTIRTALLS Y MLTODOS GENERALES

Germinacidn de semillas. Las semillas de cebada

(Hordeum distichum L. ev Union, Cruzat), centeno
(Secale cereale L. cv Emerald, Schlager) y maiz

(Zea mays L. cv LIl Rinconada) fueron obtenidas del
Depdrtamento de Sanidad Vegetal, Facultad de Agrono-
mia, Universidad de Chile. Las semillas de Tiadlfdlcum
aestlvum L. cv Huenufen, Candeaifen, Budifen, Lonco-
fen; Antufen, Mexifen, Naofen, Sonka, Likay,

Melifeq, Capelle, Aurifen, Manelle, Centrifen, Cajeme;
T. durum L. cv Quilafen, SNA-1, SNA-2, SNA-3, SHA-U,
Tniticale cv 951-978 y Z. mays cv T125-222, fueron do-
nadas por el Instituto de Investigaclones Agropecuarias
y Sociedad Nacional de Agricultura, Santiago. Las se-
millas fueron colocadas en ma@eteros con tierra, a
temperﬁturas entre 25 - 29¢ C vy se'regaron con agua

potable.

Preparacién de los extractos y cuantificacidén de los

4cidos hidroxamicos.

El tejido vegetal fué homogenizado en agua, y filtrado

a través de gasa. Ll extracto ohtenido fué ajustado

a pH 3 con HCl. 1M y se centrifugd a 8,500 g por 5

[=]
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minutos. El residuo sélido fué descartado y el sobre-
nadante fué fraccionado con éter dietilico (extracto:

ter, 1:2 v/v). Se repitid el fraccionamiento 3 veces

. con la fase acuosa. Luego se evapord el &ter a seque-

dad)obtenienddaﬁn residuo qué fué usado para cuantifi-

car los acidos hidroxémicos.

Cuantificacidn de dcidos hidroxémicos. Los &cidos

hidrox&micos forman un complejo azdl con el reactivo

FeCl, (50 g FeCl, - 6H,0, 500 ml de etanol y 5 ml de

3 2

"HC1 1.5M). La concentracién en los tejidos fué deter-

minada por comparacidn de la absorbancia de los extrac-
tos con una curva hecha con DIMBOA (A max = 590 nm,
€cqq 1315). Los valores de &acidos hidroxdmicos re-
preséntan equivalentes de DIMBOA.

Se ha probado’ que,las cantidades de &4cidos hidroxdmicos
en diferentes variedades de maiz,determinadas por el
método del reactivo de clofuro‘férrico no son signit
ficativamente diferentes a las cantidades determinadas

por cromatografia de Gas-liquido (Woodward et al.,

1379b).

Cultivo de Afidos. Especies de M. dirhodum (Walker),

S. gnaménum (Rondani) y R. maidis (Fitchii) fueron co-

lectadds en los campos de cultivo cerca de Santiago.

'La determinacidn de las especies de afidos (Hombptera:

Aphidae) que se encuentran en cereales en Chile, se
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realizd de acuerdo a las claves de Carrillo y Zafiiga
(197%), Campos y Charlin (1978) y Guerrero y Lam-
borot (1979). '

Los éfidos‘fueron reproducidos en plantas de cebada,

dentro de una caja de paredes de tul, bajo luz perma-
nente en el laboratorio. Cada § & 6 dias se coloca-
ron maceteros con plantas nuevas y se retiraron los

maceteros con plantas marchitas,

2.4, Ensayos de infestacidn. Cereales de diferentes espe-

cies y edades, cultivados en maceteros con tierra y

en condiciones de invernadero con temperaturas que os-
cilan entre 23 y 27°, fueron infestadas con afidos de
una especie determinada. Las plantas infestadas se
mantuvieron dentfo de cajas de paredes de tul., Al
cabo de un ﬁeriodo de tie@po se midié el crecimiento

poblacional de los &fidos.

2.5. Obtencidn de DIMBOA. Se sembrd maiz en tierra de jar-

din con temperaturas entre 25 y 29? y regadas con HZO

potable, bajo luz artificial permanente. A los 7 dias

de edad se cosecﬁaron las hojas dg plantulas y se

molieron, agregando agua destilada. El macerado fué
.. filtrado a través de gasa y enfriado. El extracto

se llevd a pH 3, con HC1 1N. Luego fué extraido con

gter dietilico y se repitidé el fraccionamiento 2 ve-

ces mas con la fase acuosa. La fase acuosa




2.

.B

27

finalmente se descartd. Los extractos etéreos fue-
ron evaporados a sequedad.

El residuo sblido fué lavado 2 & 3 veces con pequefias
cantidades de una mezcla cloroformo-metanol

(95:5, v/v), y lavado rdpidamente con un peguefio vo-
lumen de acetona. El residuo fué disuelto en acetona,
se agregd hexano hasta que comenzd la precipitacidn

de DIMBOA, el cual fué& separado por centrifugacién.

Se tomaron espectros UV del DIMBOA en etanol absoluto
(Cary 173 A méx = 262 nm); (e = 10.000), NMR en aceto-
na deuterada (Varian T60; T 6,2 ppm (3H, singlete), T 4,28

ppm (1H, singlete) y de masas (idén molecular m/e 211)

Obtencidn del 2-B-0-D-glucésido de DIMBEOA. DIMBOA-Glc

se obtuvo de extractos acuosos de hojas de plantulas
de Z. mays, pasando los extractos a través de una co-

lumna de SP-Sephadex-Fe (Queiroclo ef af., 1981).

Ensayos en dietas. Los afidos experimentales fueron

ubicados en una caja de vidrio (Fig. 4) semejante a las
cajas de cultivo descritas por Mittler y Dadd (1962,
1963, 1965) y la dieta fué ubicada entre 2 membranas
de Parafilm M que cubren la abertura superior de la
caja de cultivo. La abertura inferior se cerrd con
gasa. Las cajas se ubicaron sobre una placa perfo-

rada a 28° y luz permanente. La dieta (Tabla I) se
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dieta
Parafilm
N\
~r— dfido
gasa

v

Fig. 4 Sistema utilizado para el cultivo artificial de

afidos de los cereales.
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TABLA I. Composicién de la dieta artificial para &fidos

1

de los cereales.

Combuesté agregado Cantidad®
Arginina | . 100 mg
Alanina 400 mg
Ac. Aspartico 50 mg

r ,

Cisteina . 50 mg
Histidina | 100 mg
Metionina 100 mg
Serina 100 mg
Treonina ' 200 mg
Leucina ' 200 mg
Cloruro de Colina : 250 mg
i-Inositol ' 10 mg
KHzPQq . 200 mg
M50, 6H,0 _ 200 mg
Sacarosa : 30 g

HCL 1M. NaOH 1N
para.ajustar a pH 5.5

% Estas son las cantidades agregadas a 100 ml de agua

destilada.
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prepard basindose en las utilizadas por Dadd y

Krieger (1967) y Auclair (1965). El1 volumen utilizado
en cada caja oscild entre 0,4 v 8,8 ml. Este se re-
novd cada 48 horas junto con las membranas de Parafilm

MI

Registro eléctrico de la conducta de un 3fido con

respecto a la ingestidén de una dieta. Tl procedimien-

to y las especificaciones usadas en el registro eléc-
trico estén previamente descritos por Campbell et af.,
(1982). Las dietas con diferentes concentraciones de
DIMBOA fueron preparadas justo antes de ser utiliza-
das en los ensayos. La dieta (300 pl) fué ubicada
en una tapa plastica sobre la cual se ubicd una mem-
brana de Parafilm. Un hilo de platino fué insertado
a través de la capa plistica en la dieta sirviendo

.
como un electrddo de llegada de voltaje. Otro elec-
trodo de platino se s0ldd en la regidén dorsal del ab-
démen del &fido cerrando de esta manera el circuito
(Fig. 5). Las interpretaciones dadas a las diferen-
tes formas de ondas registradas durante el ensayo se
basaron en.los estudios hechos por Mc Lean y Kinsey
(1964) , Mc Lean y Weigt (1968) y Mc Lean (13970) sobre

las ondas de formas semejantes obtenidas en ensayos con

el &fido del guisante, Acyrthosiphon pisum (Harris)

cuando era alimentado con dietas artificiales. Tl
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'F i : REGULAD
— . DE OR

] VOLTAJE

DIETA '
' AMPLIFICADOR
AFIDO
REGISTRADOR
£
Fig. 5 Diagrama del mecanismo electrdnico utilizado para

el estudio de la ingestidn de dieta por los &fidos.
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andlisis se basé en la duracidén de las ondas I (in-

gestidn) ondas S (salivacidn), y ayuno (linea basal).
los experimeﬁtos presentados en las figuras 15

y 16 fueron ejecutados por el Dr. Bruce C. Campbell

a peticidén de nuestro laboratorio.
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3. RESULTADOS

Concentracién de &cidos hidroxdmicos en gereales.

~

Con el propdsito de examinar la presencia de los aci-
dos hidroxamicos en cereales se pusieron a germinar
semillas de las di%érentes especies y cultivares de
gramineas en bandejas con vermiculita esterilizada,
humedecida con H,0 destilada en una estufa a 28° f 1
en oscuridad. Se regd diariamente con agua destilada.
Al cabo de 8 dias se cuantificaron los Acidos hidro-
x4micos en los extractos foliares de acuerdo a la téc-
nica descrita en los materiales y métodos. Los resul-
tados se exhiben en la Tabla 2. Se encontrd gran varia-
bilidad en la concentracidn de dcidos hidroxémicos en
las diferentes especies de cereales desde niveles no
detectables como en avena y cebada, hasta sobre

1.300 mg/kg pf. como en un cultivar de trigo y otro

de centeno. Ademds, la concentracién varié en los

- cultivares de una misma especie,

Concentracién y distribucién de &cidos hidroxémicos

en diferentes 6rganos de Taiticum durum L. var, SNA-3,

Se sembrd T. durum cv SNA-3 en bandejas con vermiculi-

ta, se dejaron en condiciones de invernadero a 28° T3

33

-~
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TABLA 2. Concentracidn de Gcidos hidroxdmicos en Gramineas

. a
Especie Cultivar ' Acidos hidroximicos
mg/kg pf. ¥ EE

Trniticum duwrum . SNA-3 1.319

t s

SNA-L ) ggy t 19

Quilafén gp2 t 22

SHA-2 450 * B

: SNA1 ~ uug t o

Tritioum aestivum Candealfén 680 T 6

Cajeme 519 ¥ 11

Naofén : 517 ¥ 2

Likay 355 ¥ 6

Budifén 330 * 9

Sonka . 325 £ %

Loncofén 316 £ 6

Antufén 299 + 8

Mexifén 273 t 16

Capelle 254 2

Aurifén 240 * 11

Manelle 232 ¥ 6

Centrifén 226 t 2

Melifén 219 + §

Huenufén 212 .% 37

Secale ceneale Schlager 1.375 * 39

Emerald 896 + 32

Zea mays LH Rinconada " 896 F 32
Avena sativa Peragold N.D.
Hondeum distichum Union” N.D.
Cruzat N.D.

105 valores informados corresponden a promedios de 3 mues-
tras de 3 g cada una % los errores esténdares (EE). Las
plantas fueron cultivadas en bandejas con vermiculita hu-
medecida con H.0 destilada y mantenidas en estufas a 28°C
en oscuridad. Cada muestra estaba formada por un grupo de
plLantas de 8 dfas de edad.

ND = no detectado.
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luz permanente y riego diario con agua destilada. A los 5y
8 dfas se analizd el contenido de &cidos hidrox&micos en raices,
hojas o coledptilos de las plé&ntulas (Tabla 3). Los &cidos hi-
droxdmicos fueron detectados en coledptilos, hojas y raices,
encontrindose la mayor concentracidén en las hojas y la menor

1

en las raices. La concentracidn, tanto en las hojas como en

las raices, disminuyd con la edad de las plantas.

3.3. Variacidn del contenido de &cidos hidroxdmicos con la edad

de la planta.

Se germinaron frutos de T. duaum (L) cv SNA-3 en bandejas con

vermiculita humedecida con H,0 destilada, a 28°con luz perma-

nente. La cuantificacién de los &cidos hidroxd&micos se reali-
z6 en extractos de hojas y raices a diferentes edades de la
planta utilizando el método descrito previamente. Estos com-
i puestos no se encontraron en los frutos de T. dutum SNA-3 (1li- =
1 mite de deteccidn es de g-10~" mmol/kg p.f,), siendo detecta-
dos al segundo dia de germinacidn (Fig. 6). Posteriormente,
la concentracidn aumenté bruscamente llegando a un mdximo en
el cuarto dia (5.0 mmol/kg p.f. en las hojas y 4.0 en las
rafces) y luego comenzd a disminuir progresivamentet ELlL con-
| ' tenido total de dcidos hidroximicos de toda la planta de tri-
go continud aumentando monotdnicamente con la edad después del
4o dfa. La maxima concentracidn de &cidos hidroxdmicos en las

—

hojas de otros cereales tambié&n se obtuvo al 4° dia de edad
|
|
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TABLA 3. Distribucidn de &cidos hidroxamicos en

Thitleum durum,

Acidos hidroximicos®
(mmol/kg p.f.)

Edad de la planta

(dias)
Colebptilos Hojas Raices
5 .01 ¥ 0.20 u.u5 f g.33 2.73 ¥ 0.15
8 3.28 ¥ 0.11 1.87 ¥ 0.42

Plantulas crecidas en condiciones de invernadero bajo luz per-

manente a 28° I 3° y regadas con agua destilada.

“Los valores representan promedios de 3 muestras de 3 g de

tejido T el error estdndar de 3 muestras.
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raices

(Djupjd/[oWW, O] ) SODIWDXCIPIY SOPIOY

l | ] | 1 ! L 1 )

Fig. B

) I I B ! H
4

L
(o]

8 0 2
Edad de la planta (dias)

Variacidén del contenido de &cidos hidroximicos con

1a edad, en plantulas de Traiticum durum cv SNA-3(a).

fa) Contenido de &cidos hidpoxémicos en embriones
(edad 0), raices v epicdtilos.
(b) Contenido total de &Acidos hidroxé&micos por
r planta.,
Las plantas fueron cultivadas en vermiculita a 280%3

bajo luz permanente.

La barra vertical de cada punto indica el error es-

téndar del promedio de tres muestras.
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(15,2 mmol/kg) p.f. en maiz; 7,4 en centeno; 5,0 en trigo;

SNA-3 y 3,2 en trigo Huenufen).

Concentracidén de Adcidos hidroxdmicos en hojas de Tritioum

durum cv SNA-3 de diferentes edades.

Se sembraron frutos de trigo de la variedad SNA-3 en mace-
teros con tierra de jardin, regados con agua corriente a

280 + 3,

Cuando las plantulas tuvieron 11 dfas de edad se cuantificd
la coneentracién de 4cidos hidroxdmicos en la primera y se-
gunda hoja. Se procedié de la misma forma con otro grupo de
plantas que tenian 18 dias de edad, examinando separadamen-
te las hojas (Tabla 4). Los resultados indicaron que en
cualquier edad de la planta, la hoja de mayor edad (ia pri-
mera en aparecer) poseia una concentracidn menor de dcidos
hidroxdmicos que las mds jévenes (las dltimas en aparecer),

Ademds, la concentracidn en el mismo 6érgano disminuyé con

la edad de la planta.




TABLA 4,

Concentracidén de Acidos hidroxdmicos en hojas de

Tnitlcum durum 1.

de la plantaa

cv SNA-3 a diferentes edades

Acidos

-

. . - c
hidyoxamicos
(mmol/kg p.f.)

Hoja

Plantas de 11 Plantas de 18 Plantas de 30

dias de edad dias de edad dias de edad
10 2.06 t o.0u 0.63 ¥ 0.02 0.13 ¥ 0.01
20 2.38 * 0.03 0.85 ¥ 0.03 0.19 * 0,01
30 — 1.62 ¥ 0,01 0.29 ¥ g.02
3o - 1.57 T 0,17 0.7 ¥ 0.02
50 - 2.09 * 0.19 0.65 ¥ 0.08
6° - - 0.80 f 0.01
a

Las plantas fueron cultivadas en el invernadero bajo luz

continua a 28¢*3

y regadas con agua destilada.

Las hojas esté&n ordenadas comenzando con la &= mayor edad

y terminando con la mds joven (la {ltima en aparecer)

C . .
Los valores representan promedios de 3 muestras de 3 hojas

cada una

los errores estidndares de las muestras.
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Contenido de &cidos hidrox@micosvy susceptibilidad de

diferentes especies de Gramineas de 7 dias de edad a

Metopolophium dinhodum (Walker),

Se sembraron frutos de Z. mayé cv T125 L22; Tricakle
cv ab1-1978; T. durum ev SNA-3; T. aestivum cv X
Huen;fen cv Naofen; H. didtichum cv Fola Union, en ma-
ceteros con tierra de jardin y se mantuvieron con rie-
go diario y luz permanente en un invernadero. Cuando
las pléntulas tuvieron 7 dias de edad se seleccionaron
aquellas que tenfan caracteristicas semejantes en cuan-
to a crecimiento y nimero de hojas y se infestaron con
hembras adultas &pteras de M. dithodum (Walk). La
cuantificacidén de &4cidos hidroxfmicos se realizd en

plantas equivalentes de 7 dias de edad de c¢aracteris-

ticas muy semejantes a las infestadas. La cuantifica-

* ¢idn de 4fidos se realizd 5 dias despuds de la infesta-

cidn.

Se observd (Tabla 5) que 1la mayér tasa de crecimiento

de lé poblacidn se obtuvo en cebada, una especie de

Graminea en la que no se detectaron Acidos hidroxaimi-
¥

COS._ Se‘observé, ademds que la tasa de crecimiento de

los éfidos,disminuyé a medida que el contenido de

dcidos hidroxdmicos aumentS. Z. mays fué la especie

con mayor contenido de estos compuestos y fué mis re-

sistente a M. dirthodum,




TABLA 5. Contenido de &dcidos hidroxémicos y susceptibili-
dad de diferenteés gramineas a Metfopolphium

dinhodum (Walker)

Acidos hidroxamicos N2&fidos Tasa de
en extractos de ho- al final del crec. pobl.
ja (mnol/kg p.f.) experimento? (por dfa)db
Hordeum qLéi&chum ND : gy + 3 0 .41
c¢v F. Union ?
Thiticum aestivum
cv Huenufen 0,52 70 £ 7 0,35
~cv Naofen 1,16 58 * 6 0,31
Thiticum durum
cv SNA-3 3,11 39 t 3 0,23
Thiticale
cv 951-1978 4,48 65 t 3 -~ 0,14
lea maysd
cv T125 L22 7,98 G _

Los valores representan promedios de Afidos ubicados en 3 mues-
tras de- 9 plantas c/u & los errores esténdares del promedio.
bTasa de crecimiento = In (Nf/Ni)/At.

La infestacidn se realizé con 12 &fidos por muestra en plan-
tas de 7 dias de edad cultivadas en condiciones de inverna-
dero y encerradas en un tubo de vidrio transparente con su

abertura superior tapada con gasa.

. .. - - -.-L!-
El 1limite de deteccidn del método fué de 8 x 10 mmol/kg

p.f. bajo las condiciones del experimento.
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Contenido de &cidos hidrox&micos ysusceptibilidad de

variedades de trige a Seiizaphis graminum (Rond).

Se sembraron frutos de T. aedfivum de las variedades
S9nka, Nacfen, Cajena, Likay y T. durum de la variedad
SNA-1. A los 10 dias de edad se eligieron plantas que
tenidn 8 om de altura (cultivadas en maceteros con

tierra de jardin, 28° * 3, un riego diario y luz per-

. manente, se infestaron con afidos alados de la especie

S, ghraminum y se midieron los &cidos hidroxamicos a
las 48 hrs después de la infestacidn (Tabla 6). Se
contd el nlmero de afidos présentes en cada grupo 6
dias después de la infestacidn. La mayor tasa de cre-

cimiento de una poblacidn der S. ghiaminum se obtuvo en

~la variedad Sonka, la cual tuvo la menor concentracidn

de &cidos hidrox&micos en comparacidn a las otras va-
riedades utilizadas en el ensayo. La variedad SNA-1
tuvo la mayor concentracidn de dcidos y en ella la ta-

sa de crecimiento fué la menor.

Efecto de la edad de la planta sobre el contenido de

dcidos hidrox&micos en centeno 'y trigo y su suscepti-

bilidad a Metopolophium dirrodum.

Plantas de trigo y centeno de 10, 16, 22 y 28 dfas de
edad fueron infestadas con hembras &pteras adultas de
la especie M. dizhodum, Seis dfas después de la in-

festacidn se determind el contenido de Acidos
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TABLA 6. Contenido de &Acidos hidroxdmicos y suceptibilidad

de variedades de trigo a Schizaphis graminum

(Rondani)
Variedad Hx en hojas Nimero de Aafidos Tasa de

de (mmol/kg p.f.) al firal del ex-~ crecimiento h

Trigo perimento pobl. (por dia)
Sonka 0,61 86 0,44
Likay 0,89 83 0,43
Cajeme 1,37 52 0,36
Naofen 1,50 25 0,24
SHA-1 1,85 21 0,21
a

La infestacidn se realizd con b6 &fidos por muestra en plan-

tas de 10 dias de edad crecidas en condiciones de labora-

torio.

Se cuantificd la concentracidn de &cidos hidroxa-

micos 48 horas después de la infestacidn y los &fidos 6

dias después de la infestacidn.

Tasa de crecimiento = (In{NFf/Ni)at.
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by

.
hidroxdmicos y el nimero de'éfidos presentes. Los culti-
vos se.realizaron con T. dutum cv SNA-3 y S. cereale
cv Emerald, en maceteros con tierra de jardin, regadbs
diariamente con agua corriente.

Se observé que a medida que la planta envejecia

1a concentracidn de &cidos hidroxdmicos disminuia, en .
tanto que la poblacién de &fidos aumentaba (rig. 7).
Es decir, que a medida que la planta cracia, aumentaba
la susceptibilidad a &fidos. Al comparar las concen-
traciones al final del experimenté se observSé que en
el trigo la concentracién llegd a 1imites mas bajos
que en el centeno. Esto harfa mis susceptible al tri-
go, en concordancia con la poblacién final de &afidos

mayor observada en él.

Tasa de crecimiento de poblaciones de -Hetopolophium

dinhodum en funcidén de la concentracién de &cidos hi-

droxamicos en las plantas.

Basandose en los resultados obtenidos en el ensayo an-
teriopr (Fig. 7), se graficd la velocidad de crecimien-
to de las poblaciones de M. dizhedum en funcién de la
consentracidbn de dcidos hidroxamicos presentes en los
diferentes extractos de hojas de T. durum y S. cenreafe
de distintas edades (Fig. 8). Se observd que a medida
que la concentracidn de &cidos hidrox&micos aumentaba

12 velocidad de crecimiento de la poblacibén de &fidos

disminuia.
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T [ I ] i I I

Centeno Trigo

160 - ® Afidos

O Acidos hidroxdmicos

120

AFIDOS /710 PLANTAS

40 -__—‘ _,...--f/é 7

10 l6 a2 28 34

(3d "By /s90Ww) SODINWYXOHAIH SOQIOY

EDAD DE LA PLANTA (DIAS)

Fig. 7 Efeqto de la edad de la planta sobre su contenido
de dcidos hidroxémicos y su susceptibilidad a afi-
dos. Cada punto represénta el promedio de 9 mues-
tras de 10 plantas infestadas con 2 4fidos cada una.

La barra vertical de cada punto representa el

error estandar del promedio.
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Fig. 8 Tasa de crecimiento de poblaciones de M. dirhodum
en funcidn de la concentracidn de &cidos hidroxa-
micos en las plantas. .

Este grifico se construyd con'los datos de la

Fig. 7. T = trigo, C = centeno; los nimeros al

1ado de cada sigla representan la edad de la plan-

ta. La tasa de crecimiento se define como

ln(nf/ni)/At donde At es el intervalo de tiempo de

medicidn y nf y ni son las poblaciones final e ini-

cial de afidos respectivamente.




47

3.9 Efecto del DIMBOA incorporado a hojas de cebada en la

susceptibilidad-a Metopolophium dinnodum.

Hojas recién cortadas de floadeum distichum cv Fola
Unién (una graminea que no posee 4dcidos hidroxamicos

en sus tejidos), fueron sumergidas parcialmente en
soluciones de pH 5 que contenfan diversas concentracio-
nes de DIMBOA. Veinticuatro horas- mas tarde se infes-
taron con hembras &pteras adultas de la especie

M. dirhodum y S dias despuds se determind la concentra-
cibén de DIMEOA en las hojas y el niimero de Afidos pre-
sentes., La figura 9 muestra la relacién inversa en- . ~
contrada entre las tasas de cpecimierito de M. dirhodum
vy las concentraciones de DIMBOA incorporado en las ho-
jas de cebada. Estas ﬁltiﬁas fueron mids bajas que

las concentraciones de &cidos hidroxémicos normalmente
encontradas en otras gramineas. A pesar de que se
tratd de un experimento en donde se utilizaron Srga-
nos aislados en condiciones fisioldgicas alteradas,

1os resultados muestran una relacidn inversa entre la
tasa de crecimiento de la poblacién de &fidos y la

concentracidén de &cidos hidroxamicos incorporados con

un coeficiente de correlacidn igual a ~-0,94,
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Coeficiente de . _
ol correlacién 0,94 o]

t ! 1 1
0 02 04 06
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Fig. 9 Tfecto del DIMBOA incorporado a hojas de cebada en
la susceptibilidad a M. diihodum.
Cada muestra estd compuesta de 8 hojas las que son
infestadas con 2 &fidos cada una.

La tasa de crecimientc fué determinada como:

(1n Nf/Ni)/At.
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Efecto del contenido de dcidos hidroxamicos de las

hojas de plantas de cebada y trigo en la distribucidén

de S. graminum en ellas.

Frutos de T. dutum cv SNA—é y H. distichum cv F. Unidn
variedad ésta Gltima que no posee dcidos hidroxamicos,
fueron cultivadas independientemente en macetas mante-
nidas en un invernadero: Al caho de 63 dias las plan-
tas'de cada maceta fueron seleccionadas dejando sola-

mente 5, aquellas de crecimiento similar. Se infesté

a las plantas con 10 &fidos dpteros adultos de la es-

pecie 8. graminum y la maceta se aisld con una red de
nylon. Seis dias después se contd el nimero de afi-
dds presentes en cada una de las hojas y se midid el
contenido de &cidos hidroxdmicos en ellas (Fig. 10).
En cebada, nuevamente, no se detectaron &cidos hidro-
x8micos, siendo el nGmero de Afidos similar en las
tres hojas analizadas. Por otro lado, las hojas de
las plantas de trigo difirieron, tanto en el niimero
de 4fidos, como en el contenido de dcidos hidroxémi-
cos. Al graficar los resultados en doﬁde se incluye-
ron los de las hojas de trigo y cebada, se obtuve una
corrélacidn lineal inversa entre el logaritmo del nd-
mero final de Afidos en pada una de las tres hojas

y el contenido.de &cidos hidroxdmicos en ellas.
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Fig. 10
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Efecto del contenido de &Acidos hidroxdmicos de las
hojas de plantas de cebada y trigo en la distribu-
cidén de S. graminum en ellas.

1> Cp> C5 = primera (la de mayor- edad»), segunda
y tercera hoja de cebada; Ti’ TZ’ T3 = primera,
segunda y tercera hoja de trigo. Las plantas fﬁe—
ron mantenidas en un invernadero bajo luz continua

vy a 28 X 3°, Los valores en la ordenada represen-
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tan el promedio de 10 muestras de 5 hojas cada una.
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| 3.11. Efecto del DIMBOA en la sobrevivencia de tres espe-

cies de afidos de los cereales.

Ninfas de R. madidis, M. diatodum y de S. graminum
fueron alimentadas con dietas artificiales que conte-
nian DIMBOA en concentraciones similares a las encon-
tradas. en diversas gramineas. Al cabo de 48 horas se
'.midié la sobrevivencia (Fig. 11). Se observd que la
de, S. graminum y M. dirnhedum fué significativamente
mener que la de R. maddis. La sobrevivencia de esta
ﬁltiha especie pricticamente no fué afectada por con-
centraciones hasta 2 mM de DIMBOA.
R. ﬁaidié vive preferencialmente en el malz, que es

una de las gramineas con mis alta concentracién de

- dcidos hidroxamicos.,

3.12. Mortalidad de ninfas de S. graminum alimentadas con

dietas artificiales con diferentes concentraciones

de DIMBOA.

Ninfas de S. graminum fueron alimentadas con dietas
artificiales que contenfan DIMBOA. Ademds se agregd
un grupo de ninfas que fueron mantenidas en ayuno
(Fig. 12).

La -incorporacidn de‘DIMBQA en las dietas artificiales
provocd un .aumento significativo de la mortalidad de

‘los &fidos, en comparacién con la mortalidad registra-

da en el control sin DIMBOA. La mortalidad de los

1
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50.

M. dirhodum

S.graminum -3

DIMBOA (mM)

Sobrevivencia de 3 especies de afidos de los cerea-
Lles alimentados con dietas artificiales a las cud-

les se agregd DIMBOA ﬁasta distintas concentracio-

‘nes., Cada punto representa el promedio de 3 mues-

tras de 10 &ifidos cada una.. La barra vertical de

.
cada punto representa el error estandar del prome-

dio.
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Mortalidad de afidos sometidos a dietas con dife-
rentes concentraciones de DIMBOA. Ninfas de

S. graminum fueron sometidas a dietas que contenian
diferentes concentraciones de DIMBRA (0-8 mM). Se
agresdé un ensayo en donde no existia dieta entre

las 2 membranas de Parafilm. Los valores de la
ordenada representan el promedio de 3 muestras de

10 4fidos iniciales cada una. Los errores estidndares
fueron omitidos para simplificar la fizura; ellos

oscilaron entre 3 y 9%,
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afidos en dietas con DIMBOA en concentracidn 6 y & mM
aumentd rdpidamente a partir de las 12 horas despuds que
fueron expuestos a la dieta, alcanzande un 100% 12 horas
mids tarde. Los &fidos que fueron sometidos a ayuno, pero
mantenidos en condiciones experimentales andlogas a las de
los mantenidos en dietas con DIMBOA 6 vy 8 mM, mostraron ni-
veles similares de mortalidad. Esto sugirié que la causa
principal de muerte de los Afidos expuestos a las concentra-

ciones mayores de DIMBOA podria ser la inanicidn.

Conducta y mortalidad de &fidos sometidos simultdneamente

a dietas con y sin DIMBOA.

Se tomaron % grupos de clpsulas con un nfimero igual de &fi-
dos. En el primer grupo se colocaron 2 dietas controles

(sin DIMBOA), y en los otros grupos una dieta control y una
dieta con DIMBOA en distintas concentraciones, de modo que

los &fidos pudieran elegir una de las dietas para alimentars

Cuando los Afidos tuvieron la alternativa de elegir entre
dietas con y sin DIMBOA se ubicaron preferentemente en la
dieta sin DIMBOA (Fig. 13). La mayor mortalidad de‘éfidos
se observdé en dietas que tenfan una concentracién intermedia

de DIMBOA.

54
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AFIDOS (%)

TIEMPO ( horas)

Fig. 13 Conducta y martalidad de &fidos sometidos a

eleccidn de dietas con y sin DIMBOA.

11! [Z afidos ubicados en dieta control (a)

] afidos ubicados en dietas con DIMBOA 1 mM(h)

3 mM (c) y 6 mM (d).

Eﬂ idfidos no ubicados

[[] &fidos muertos

Los valores representan el promedio de 3 muestras de 10 &fidos
.cada una.
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Fstos resultados sugieren que el DIMBOA tendria un

efecto repelente sobre los &fidos.

Mortalidad de afidos de S. graminum expuestos a di-

ferentes concentraciones de DIMBOA por un periodo de

13 horas.

Ninfas de S. graminum fueron ubicadas en cajas de cul-

tivo y alimentadas con dietas artificiales que conte-

.. nfan DIMBOA en concentraciones desde 0 hasta 8 mM y

al cabo de 12 horas fueron trasladadas a cajas que

contenfian dietas artificiales sin DIMBOA. El porcen-
taje de mortalidad fué medido como una funcidn del
tieﬁpo vy de la concentracién del DIMBOA en la dieta
inicial (Fig. 1#). La mortalidad de los afidos fué
mayor en los grupos sometidos a DIMBOA 3 y 4 mM, pero
fué menor en aquellos grupos sometidos a dietas con
DIMBOA O y 8 mM. La menor mortalidad de los afidos
sometidos a las concentraciones mis altas se deberia
a que el DIMBOA tendria un efecto repelente y por
ello los &fidos no se alimentaron. La mayor mortali-
dad de los &fidos expuestos a concentraciones inter-
medias (4 mM) sugiere que los &fidos ingirieron el
DIMBOA vy que este compuesto causé algln efecto tdxico

en los insectos.




57

T I ' |
100 . -

oo ' L
—
&2
o

. O
RS
© 50
- .
O
=
DIMBOA (mM)
O -0 0

Tiempo { horas)

. Fig. 14 Efecto en la mortalidad de $. graminum expuestos

| a dietas con diferentes concentraciones de DIMBOA
por un periodo de 12 horas y luego trasladados a
dietas sin DIMBOA., Los nﬁmeros de la derecha re-
presentan las concentraciones de DIMBOA en la die-
ta inicial. Los valores.en la ordenada representan
los promedios de 3 muestras de 10 Afidos cada una.
Los errores estindares oscilan entre 2 y 6%.

Ei recuadro es una seccidn de la curva a las 39

horas.
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- 3.15. _Registro eléctrico de la ingestién de dietas con DIMBOA.

El procedimiento usado para el registro eléctrico

de la ingestidn esti descrito en materiales y métodos.
Cuando los Gfidos fueron expuestés a dietas artificia-
les que contenian DIMBOA 1 mM se obtuvo un registro ‘
(Fig. 15 A), que muestra que los &fidos después de
salivar y probar la dieta,.la ingieren durante largo
tiempo.

Cuando los &fidos fueroh expuestos a dietas con DIMBOA
8 mﬁ, solamente se registraron sefiales que correspon-
den a pruebas, es decir, el afido contacta su canal
salival con la dieta retiridndolo ripidamente sin in-
gerir alimento, registrandose a continuacidén una 1i-
nea basal (Fig. 15 B). ’Este experimento mostrd que

el DIMBOA tiene un efecto repelente sobre los afidos.

rd

3.16. Tiempo de ingestidn de dietas con diferentes concen-

traciones de DIMBOA. .

Para estudiar el efecto repelente se sometieron &fi-
dos a dietas con distintas concentraciones de DIMBOA
durante un periodo de 2 horas, v se registrd electrd-
nicamente la duracidn total de la ingestidn de dicha
dieta, basado en la sefial del tipo I. En 1la Fig. 16,
se graficd el tiempo promedio de duracidn de la in-

gestifn (I} en funcidn de 1la concentracién del DIMBOA

en las dietas. Se observd una correlacidén negativa,




A 1TmM

Fig. 15 Registro eléctrico de la ingestidén de dietas con

DIMBOA.
A, = dieta con DIMBOA 1 mM )
B = dieta con DIMBOA 8 mM

0° = 1linea base que representa el momento en que

los estiletes no estan en contacto con la dieta.

S = Salivacidn o prueba (momento de contacto del

conducto salival con la dieta).

I = Ingestibn (el alimento pasa a través del ca-

nal alimenticio del &fido.
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fig. 16 Tiempo de ingestién de dietas por los afidos some-
tidos a diferentes concentraciones de DIMBOA. La
respuesta de los &fidos ésté basada en el tiempo
prbmedio que dura la ingestidn (seflales tipo I) re-
gistrado electrSnicamente con &fidos alimentindose
en dietas artificiales durante un perfodo de 2 horas.
Cada promedio representa el resultado de 10 regis-
tros de 10 &fidos separados.: Las barras indican un

35% de confiabilidad de los promedios.
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entre el tiempo que dura la ingestidn por los dfidos

y la concentracién del DIMBOA en las dietas.

Efecto del DIMBOA y del DIMBUOA-Glc en la sobreviven-

cia de Afidos alimentados con dietas artificiales.

DIMBOA se encuentra én el tejido vegetal intacto como
2-B-0 glucdsido (DIMBOA-Glc). Por ello es interesan-
te comparar la actividad del glucésido y de su aglu-
cona sobre ninfas de S. graminum. Estos-compuestos
fueron agregados a dietas artificiales de las cuales
se alimentaban los &fidos (Fig. 17). Se observd que .
el DIMBOA (LD50 = 1,2 mM) es mds letal que DIMBOA-Glc

(LD50 = 4,1 mM) sobre los &fidos. Sin embargo, ambos
compuestos causaron una mortalidad apreciable en con-
centraciones similares a las encontradas en las plan-

tas.

Efeéto del DIMBOA vy del DIMBOA-Glc en el indice de

reproduccibén de los &fidos.

<

Otro efecto que” causan estos compuestos sobre los
4fidos es la de disminuir la tasa de. crecimiento de
la poblacidn a través de una baja en el indice repro-

ductivo (Fig. 18).

3
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'Efecto del DIMBOA y del DIMBOA-Glc en la sobreviven-
cia de S. graminum alimentados con dietas artificia-
les. Un grupo de ninfas fueron expuestas a dietas
con DIMBOA-Glec en diferentes concentraciones midién-
dose la sobreévivencia a las 48 horas.

+ Los valores de la ordenada representan un promedio
de 3 muestras de 10 &fidos iniciales cada una.
La barra vertical de cada punto representa el error

éstandar del promedio..

O DIMBOA-Gle ® DIMBOA




Fig.

Indice de reproduccion. (ninfas/adulfos)

18
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0 050 . 100 150
Concentracion en la dieta (mM)

‘Efecto del DIMBOA y del DIMBOA-Glc en la repro-

Quccién de S. graminum. Un grupo de &fidos adultos
fué expuesto a dietas con DIMBOA en diferentes con-
centraciones y otro grupo a dietas con DIMBOA-Glc
en diferentes concentraciones. Los valores en la
ordenada corresponden al promedio de 5 muestras de
5.4fidos cada ;na. El indice de reprodiccidén =

ﬁ° ninfgs/N° adultos vivos a las 50 horas de ini-~
ciado el ensayo. ‘

‘© DIMBOA-Gle @ DIMBOA
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Efecto del DIMBOA-Glc en 1la alimentacidn de

los &fidos.

Considerando que el DIMBOA tiene un efecto repelente
sobre los &fidos (en exp.3.16) y que 8ste se mani-
fiesta con una menor ingestién.de la dieta a medida
que aumenta la concentracién en ella (en exp. 3.17)
se estudid si el glucdsido provocaba el mismo efecto.
Para ello se expusieron ninfas de S. graminum a die-
tas que contenfan DIMBOA-Glc en concentraciones que
variaron entre O y 12 mM y se contabilizd el porcen-
taje de &fidos que se ubicd en la dieta a las 12 hrs
de iniciado el ensayc. Se observd (Fig. 19), que a
medida que aumentd la concentracidn de DIMBOA-Gle

en la dieta, disminuyd el porcentaje de 4fidos ubica-
dos en ellas. Esta conducta fué semejante a la ob-
servada en los ensayos con DIMBOA. Sin embargo, la
pehdiente fué menor, probablemente debido a que el

glucdsido seria menos repelente que la aglucdona.

Efecto del DIMBOA y del DIMBOA-Glc en la sobreviven-

cia de &fidos expuestos a dietas con diferentes con-

centraciones de los compuestos, durante un periodo

de 12 horas.

Se expusieron grupos de ninfas de S, graminum a die-
tas artificiales que contenian DIMBOA-Glc y otros

grupos a dietas con DIMBOA en diferentes
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19 Ffazcto del DIMBOA-Gle en la alimentacidn . L

de los afidos.
Minfas de S. gxaminum fucron sometidas a diztas con
direrentes concentraciones de DIMIOA-Clc. Se contd

el niimero <o Afidos ubicAados en las dietas a las

12 horas. Cada punto representa el promedio de 3

murstras de 10 dfidos cada una. La barra vertical
de cada punto representa el error cstandar del pro-

medio.
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concentraciones, durante un periodo de 12 horas.
Luego los &fidos fueron trasiadados a dietas sin los
compuestos (Fig. 20). OS¢ observé que el menor por-
centaje de sobrevivencia para el grupo expuesto a la
aglucona ocurrid a concentraciones entre 3 y 4 mM.
Para el glucésido este minimo ocurrid a concentracio-
nes alrededor de 6 mM., Por sobre esta concentracién,
los compuestos tendrian un efecto repelente tal que
los' 4fidos no ingeririan la dieta o lo harian en

muy peqﬁeﬁa cantidad, no sufriendo los efectos dele-
téreos de los compuestos. Concentraciones menores

& .
de estos compuestos serian cada vez menos tdxicos.

Efecto-de la cisteina sobre la actividad bioldgica

del. DIMBOA.

El DIMBOA reacciona con tioles; dando origen a pro-
ductos de adicién y/o reduccidén {(Niemeyer et al.,

S

1982).r Como entre los componentes de la dieta existia
cisteinq cabe preguntarse las donsecuencias que ten-
dria la presencia de é&sta en las dietas en que se en-
sayd la toxicidad del DIMBOA.

Cuando se alimentaron ninfas de 8. ghraminum con die-
tas sin DIMBOA, 1la presencia-o ausencia de cisteina

no afécté 1a scobrevivencia de &fidos alimentados por

24 horas. Sin embargo, cuando se agregd el DIMBOA,

la sobrevivencia fué manor en las dietas con
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Fig. 20 Sobrevivencia de S. graminum sometidos a dietas
' con diferentas.concentra;iones de DIMBOA o, con
DIMBOA-Glec durante 12 horas y luego tiasiladados

a dietas sin los compuestos. Los valores de 1a

ordenada representan los.promedios de 3 muestras
de 10 &ifidos cada una. La barra vertical de ca-

da punto representa el error standar del promedio.
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cisteina (Fig. 21). El LDg, para el DIMBOA fué de

. 2.1y 0.9 mM en presencia o ausencia de cisteina res-

pectivamente. ‘

¢

Efecto de la cisteina- sobre la desaparicién de DIMBOA

en dietas y en solucidn tampén.

La diferente sobrevivencia de los ifidos en las die-

. . tas con’ DIMBOA, con y sin cisteina, se deberia a la

reactividad del compuesto con la cisteina.

Se estudig: la descomposicidn del DIMBOA en solucidn
tampén y en dietas artificiéles con y sin cisteina.
Las'velocidades de desaparicién del DIMBOA fueron se-
guidas tomando alfcuotas, agregando a ellés el reac-
tivo de FeCly ¥ midiendo la absorbancia del complejo
azul formado a 590 nm. El periodo de semidescomposi-
¢idn del DIMBOA en solucidn tampdn fué similar a
aquel en las dietas sin cisteina (Tabla 7). Cuando
se agregb cisteina a la dieta y a ia solucidn tampdn
la readcién se acelerd por un factor 1,5. Estos re-
sultados indican que la cistefna seria el principal
componente de la dieta que ipfluiria en la descompo-

sicifn del DIMBOA.
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Efecto del DIMBQOA sobre S. giaminum alimentados
con dietas con y sin cisteina en concentracidn
2.8 mM. La sobrevivencia estd. expresada como
porcentaje del nimero inicial de individuos, fué
medida 2% horas despuds. de iniciado el ensayo.
Cada puﬁto representa el promedio de 3 muestras
de 10 Afidos cada una. La harra vertical de ca-

da punto representa el error estédndar del promedio.
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TABLA 7. Efectos de la cisteina sobre la desaparicidn del

DIMBOA en la dieta y en la solucidn tampdn

Solucidn Cisteina Periodo de semi-des-
(mM) composicién del DIMBOA
(horas)
Dieta 2,8 _ 31,9
Dieta 0,0 48,2 .
Solucién .Tampdn 2,8 34,1
Solucidn Tampén 0,0 50,8

Las_reacciones fueron hechas con DIMBOA en concentraciones

4,0 mM en la dieta, o en solucidén tampén de ftalato de

*

potasio pH 5,5 a 28° .

P
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Actividad biocldgica de los productos de descomposicidn

del DIMBOA.

Se deséompuso DIMBOA en dietas con .y sin cistelna y
se ﬁidié la toxicidad de los productos de reaccidn del
DiMBOA sobre ninfas de S. gnaminum. Los resultados
(Tabla 8), mostraron que el-DIMBdA disminuyé la sobre-
vivencia de los &fidos, en cambio, los productos de
descomposicidn no afectafién a los &fidos, al menos

hasta las 48 horas de iniciado el ensayo.

5

Sobrevivencia de &fidos expuestos a dietas con MBOA.

MBOA es uno de los principales productos de déscompo~
sicidén del DIMBOA, de tal modo que es interesante es-
tudiar los efectos de este compuesto sobre los &fidos.
Se expusieron ninfas de S. ghraminum a dietas que po-
sefan diferentes concentraciones de MBOA y al cabo de
un tiempo se mididé la sobrevivencia de los &fidos.

Se observé (Fig. 22) que este compuestc también tenia

un' efecto deletéreo sobre los afidos, pero de menor

intensidad que el DIMBOA.
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TABLA 8. Efecto de la cisteina, del DIMBOA y de los pro-
. [
ductos de descomposicidn del DIMBOA sobre ninfas

de 8. graminum alimentadas con dietas.

Concentracidn en la dieta ' Sobrevivencia®
(mM) _

Cisteina . DIMBOA o 24 hrs 48 hrs
2,8 0,0 100 100
0,0 | 0,0 100 100
2,8 . 4,0 4o 6 10 T 3
0,0 4,0 20 t 3 0
2,8 ' | 4,02 100 100
0,0 4,08 100 100

a . . » L ) - - - . -

"La sobrevivencia se midid en porcentaje del nGmero inicial

de &4fidos presentes. Los valores corresponden a promedios

de tres muéstras de 10 &fidos cada una ¥ los errores estén-

dares de las muestras.

El DIMBOA se descompuso por 14 periodos de semi-descomposi-
cibén en dietas con y sin cisteina antes de ser ofrecido a

Jlos &fidos. ' )

.

La descomposicién se realizd en un bafio termorregulado a 28°
¥ 1 partiendo de una descomposicién 4.0 mM en la dieta o en

" ftalato de X 50 mM a pH 5,5.
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Fig, 22 ‘éobfevivencia de éfidos expuestos a dietas con ..MBOA.
Ninfas d; M. di&hadum‘fnérop expuestas a dietas ar-
tificiales que contenian diferentes concen?raciones
de MBOA. Otro grupo fué sometido a dietas con
DIMQOA. La sobrevivencia fué medida al cabo de 24
horas 5; iniciado el ensayo. Cada punto representa
el promedio de 3 muestras de 10 &Ffidos cada una.

La barra vertical de cada punto representa el error

esténdar del promedio.
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DISCUSION

En algunas pramineas se han encontrado &cidos hidrox&micos
ciclicos, siendo el DIMBOA el mayoritario en extractos de trigo
y maiz (Virtanen y Wahlroos, 1956). En este trabajo se ha de-
mostrado que las concentraciones de estos compuestos varian
sustancialmente entre las diferentes especies y variedades de
gramineas. Los dcidos hidroxdmicos estdn presentes en hojas,
raices y coledptilos, encontrdndose la mayor concentracidn en
das hojas y la menor en las rafices. HNo se detectaron dcidos
hidroxdmicos ni en los frutos ni en las semillas (Fig. 6).

En todas las especies analizadas estos compuestos empiezan a
ser detectados alrededor de las 24 horas despuds de la germi-
nacién. A partir de ese momento la concentracidn aumenta ré&-
pidamente para alcanzar un miximo al cuarto dfa de edad y lue-
go disminuir progresivamente. A pesar que la concentracidn
disminuye a partir del cuarto dia de edad, el contenido total
de &cidos hidroxdmicos por planta continfia aumentando (Fig. 6).
Hasta el momento no estd claro como los cambios en el peso fresco
y las tasas de biosintesis y/o degradacidn de los &cidos hidro-
x&micos interactdlan para aumentar y posteriormente disminuirp

la concentracidn de estos compuestos. A pesar que el conteni-
do de &cidos hidroxdmicos llega a valores cercanos al 5% del

peso seco, su rol fisioldgico alin no ha sido aclarado.
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El contenido de &cidos hidroxdmicos en las diferentes es-
bPecies y variedddes de gramineas se correlaciona inversamente
con la resistgncia a los &fidos M. dirhodum y S. graminum
(Tablas 6,7). Estas relaciones se obtienen tambidn al infes-
tar plantas de la misma especie pero de edades diferentes
(Fig. 7). . Al ﬁréficar las tasas de crecimiento de poblacio-
nes de M. dinhodum, tanto en trigo como en centeno, en fun-

. ¢idn de la concentracidn de &cidos hidroxémicos presentes‘en
sus hojas, se obtiene una correlacidn negativa entre ambos
pafémetros (Fig. 8). Egte hecho indicaria que un factor impor-
Vtégté de resistencia a los dfidos en estas gramineas serian
"los 8cidos hidrox&micos. Al incorporar DIMBOA a plantas que
ho,lo poseen se pueden obtener correlaciones semejantes

(Fig. 9).  La tasa de crecimiento de las poblaciones de

M. dirhodum extrapolada a la concentraciéﬁ cero de 4cidos hi-
droxémiéoé, es similar, tanto para las poblaciones de &fidos
-mantenidos sobre plantas intéctas de trigo y centeno, como
para hojas aisladas de cebada; a las cuales se les incorpord

el compuesto (0,38 y 0,39 dfa?

R respecﬁivamente) (Figs. 8

y 9 ). Un valor similar (0,4 dfa™1) se obtiene en la ‘tasa

) dé crecimiento de una poblacidn de M. dirhodum mantenida
sobre una planta intacta ﬁe cebada, 'carente de dcido hidro—‘
xamico (Tabla 6). La tasa de crecimiento de M. dirhodum es
ﬁés afectada por el DIMBOA.incorporado en las hojas de cebada

que’ por la concentracién de .dcidos hidroxamicos presentes en

las plantas intactas, como lo demuestran las pendientes




76

(0,76 y - 0,089, respectivamente) (Figs. 9 y 10). Esto po-
dria deberse a que los &fidos que se estdn alimentando sobre
las hojas de cebada estarian recibiendo el DIMBOA DUro y no
la mezcla de glucésidos de &cidos hidroxdmicos que existen
en la planta, los cudles son menos téxicos.

El contenido de Acidos hidroxdmicos en las hojas varia
también con la edad del &rgano (Tahla 5). La hoja mé&s nueva
tiene mayor concentracidn que las de mavor edad . Se encon-
tré, también., una correlacidén lineal inversa entre 1a tasa
de crecimiento poblacional de &fidos en cada una de las 3
primeras hojas de una planta de trigo y la concentracién de
dcidos hidroxdmicos en cada una de ellas. TFn camhbio en las
3 primeras hojas de cebada la distribucién de &4fidos fué ho-
mogénea. Este hecho nos sugiere que la blanta tendria mis
protegidos sus tejidos jévenes por estos compuestos y que la
distribucidén de 4fidos en la planta seria regulada, en par-
te, por los dcidos hidroxdmicos.

La interpretacidn dada a estas correlaciones estd avala-
da por los resultados obtenidos en ensayos donde se sometie-.
ron a &fidos a dietas artificiales. En estos ensayos se es-
tudiaron los efectos deletéreos del DIMBOA en concentracio-
nes similares a las encontradas en las plantas (Figs. 6 y 7
y Tablas 3, 4 y 5). Al someter ninfas de R. maldis , M.
dinnodum y S. graminum a dietas artificiales que contienen
DIMBOA en diferentes concentraciones, se obtiene una sobre—

vivencia sustancialmente menor en las dos (iltimas especies.
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Por el contrario, la primera especie no es muy afectada, al
menos en concentraciones hasta 2 mM (Fig. 1): Esto sugiere
que la susceptibﬁlidad de los &fidos a los &cidos hidrox&mi-
cos podria determinar su preferencia de huésped. Por ejemplo-
. el maiz, que es una graminea que posee uh alto contenido‘ée )
dcidos hidroxamicos, en relacidn a otras especies, seria mis
susceptible a R. maidiévque a las otras especies-.de &fidos.
Cuando las concentraciones de dcidos hidroxdmicos en las die-
" tas son bajas se afecta principalmente la reproduccidén de
los &fidos, observindose uﬁa correlacién negativa (Fig. 12).
Cuando los &fidos son sometidos a la alternativa de die-
ta con y sin DIMBOA en diferentes concenfraciones (Fig. 15)
se observa que los 4fidos. se ubican preferentemente en la
~dieta sin DIﬁBOA y que el pofcentaje mayor de mortalidad se
observa en aquellos -ensayos en donde existfa como alternati-
va una dieta con DIMBOA 3 mM. Estos resultados nos sugieren
que ademds de un efecto repelente, existiria un efecto téxi-
co de DIMBOA, debido a que los afidos ingeririan aquellas
dietas con concentraciones bajas de DIMBOA sufriendo los efec-
tos deletéreos. Esta interpretacién estd avalada por los ex-
bérimentos en que se demuéstra que los &fidos ingieren dietas,
por ejemplo, en concentraciones de DIMBOA 1 mM (Fig. 13 a)
eh cambio, no lo hacen .cuando la concentracidén de DIMBOA es
de 8 mM (?ig. 13 B). Ademds, los fesultados.expuestos en la

" Fig. 16 indican que la ingestién de dieta es mds corta en

promedio a medida que aumenta la concentracién del DIMBOA en
ella. |
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La actividad inhibitoria del DIMBOA ha sido medida en un
medio de cultivo complejo, como es la dieta (Tabla 2). Por
otro lado, el DIMBOA es iy compuesto inestable en solucidn
(Woodward et af., 1978) y reacciona con cistefna y otros
tioles (Niemeyer ef ‘al., 1982). La adicién de cistefna ace-
lera la desaparicién del DIMBOA en la dieta y en solucién
tampén (Tabla 9) por un factor 1,5; lo que llevaria a una
‘dismihucién del efecto deletéreo debido a que los productos
de reaccidén no tienen toxicidad aparente (Tabla 10).

Los &cidos hidroxdmicos se encuentran en plantas intac-
tas como glucdsidos. Estos también tienen un efecto deleté-
reo sobre los &fidos aunque en menor grado que la aglucona
(Figs. 18, 18 B, 19), E1 éfido, al dafiar el tejido vegetal
con la penetracidén del estilete,.se encontraria con el glu-
ebsido o‘bign p#ovoqaria su hidrélisig enzimdtica, liberdn-
dose asi, la aglucona. La toxicidad del DIMBOA contra varios
organismos esgé bien documentada; el DIMBOA inhibe crecimien-
to bacteriano y fingico y el desarrollo de insectos (Corcuera
et af., 1978; Couture et af., 1971: Klun et al., 1967). E1
DIMBOA es un inhibidor de la transduccidn de energia en las
mitocondrias y en cloroplastos reacciona con un factor aco-
plantg (CFi),‘de esta manera,inhibe la fotofosforilacidn
(Queirolo ét al., 1881), Ademds el DIMBOA reacciona con cis-
teina de la dieta artifieial paré los &fidos y reacciona con
otros tioles in vitro (Niemeyer et af., 1981)., De tal modo

que es posible proponer que la toxiéidad del DIMBOA a los

;.!
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4fidos puede resultar de la interrupcién del metaﬁolismo de
aminodcidos y/fo modificacidén de las proteinas. Mas afin, la
capdcidad de los simbiontes procariétiéos para completar los
requerimientos nutricionales de los afidos podria ser supri-
mida como resultado de la accidén antibidtica del DIMBO%)des—
pués de su ingestibn.

A pesar que el DIMBOA-Glec tiene efectos menores que la
‘aglucona sobre los &fidos, aln &1l puede éctuar como un po-
tente repelente. Asi el glucSsido podria proteger ciertos
cultivos de gr;mineas contra el ataque de &fidos, actuando
inicialmente como repelente, y luego si es hidrolizado a &
DIMBOA podrfa actuar como una toxina para el &fido y ademis
como un repelente.

Los &cidos hidroxéﬁicos estdn. presentes en hojas de trigo,
- centeno y maiz, pépo su localizacidn en el tejido vegetal es
alin desconocida. Los afidos obtienen su alimento preferen-
temente del floema (Campbell ef af., 1982), por ello seria
interesante determinar la ubicacidén de los &cidos hidroximi-

3

cos en los tejidos de la planta.




CONCLUSIONES

1. El contenido de &cidos hidrox&micos en plantas de trigo‘
muestra variaciones importantes entre las diferentes es-
pecies y variedades. Las concentraciones miximas se al-
canzan alrededor del cuarto dia de edad en epicétilos y
rafices de plantas cultivadas en invernadero. La concen-
tracidn de Hx es slempre més alta en las hojas mds jdve-

nes,

2. El contenido de dcidos hidroxdmicos de las gramineas es-
tudiadas, tanto el agregado como el presente en forna
natural, se correlaciona con resistencia a los &fidos
MetopoLophium dinhodum (Walker) y Schizaph.is graminum

(Rondani).

3. E1l DIMBOA y el DIMBOA-Glc tienen efectos repelentes y
deletéreos (mortalidad y disminucidén de la reproduccién),

contra afidos en dietas artificiales.

4, Basados en los resultados obtenidos en dietas artificia-
les y en experimentos de infestacidén, se propone que el
DIMBOA o el DIMBQA-Gle actlan como factores naturales de

proteccién de los cereales contra los &fidos.
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