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RESUMEN

Los alcaloides inddlicos simples presentes en algunas
Gramineas y Leguminosas son tdxicos para el ganado. En esta
tesis se postuld que los alcaloides inddlicos hig la
acumulacidn de algunos metabolitos de estrés pueden afectar
las interacciones entre la cebada y afidos.

El unico alcaloide inddlico detectadoc en cebada fue
gramina. Este compuesto.alcanzé una concentracidn méxima a
los 6 dias de edad de 1la planta para luego decrecer. Se
observd que las tasas de crecimiento de las poblaciones de
Afidos Schizaphis graminum, Rhopalosiphum padi, R. maidis ¥
Metopolophium dirhodum disminuyeron con el contenido de
gramina en los diferentes cultivares. La susceptibilidad
aumentd con la edad de la planta mientras que el contenido de
gramina decrecid . La distribucidn espacial de los 4fidos 8.
graminum y R. padi en cebada se correlaciond con el
contenido de gramine en la planta. Al incorporar gramina en
el cultivar Firlbecks Union , las +tesas de c¢recimiento
poblacional de los afidos R.padi y S. graminum disminuyeron
respecto de las plantas no tratadas. Al alimentar 4fidos con
dietas artificiales con gramina hasta 6 mM, la scbrevivencia
de todas las especies disminuyd con respecto al control con
LD-50 de 0.8, 0.8, 1.8 ¥ 3.4 wM para 5. graminun, R. padi, R.
maidis y M.dirhodum respectivamente. Ademds, disminuyeron la
cantidad de dieta ingerida e indice de reproduccidn. Al

alimentar 4fidos de las especies R. padi ¥ M. dirhodum en
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dietas con gramina 0-6 mM por un lapso de 7 hrs y luego
transferirlos a dietas sin gramina se pudo observar que
gramina tiene un efecto repelente a altas concentraciones vy
toxico a concentraciones bajas. Esto fue confirmado al
determinar electrdnicamente la conducta alimenticia de los
afidos R.padi y S. graminum. Se observoc que el tiempo de
ingestion de dieta de ambos afidos disminuyc con la cantidad
de gramina en la dieta. Estos resultados apoyan la hipdtesis
que gramina es un factor de resistencia de la cebada a
afidos.

Ninguno de 1los cultivares analizados presentc
hordenina, un alcalocide fenolico que tambien es toxico para
el ganado. En esta tesis se observo que este compuesto
disminuyc la sobrevivencia y cantidad de dieta ingerida del
afido 5. ¢graminum en un grado menor que gramina . Si
hordenina es importante en la resistencia de otras plantas
debera ser estudiadc posteriormente.

Plantas de cebada bajo deficit hidrico son més
susceptibles a afidos que las plantas bajo condiciones
normales. En las plantas bajo deficit hidrico se acumulsa
glicina-betaina. Este compuesto aumento la tasa de
reproduccion de afidos alimentados en plantas o en dietas
artificiales. Glicina-betaina también redujo el LD-50 de
gramina. Luego es posible que la acumulacion de
glicina-betaina puede ser responsable del aumento de

susceptibilidad de la cebada a afidos.




En esta tesis se postula que entre los factores que
afectan las interacciones entre cebada y afidos, hay factores
que aumentan la resistencia mientras otros factores pueden

aumentar la susceptibilidad.
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ABSTRACT

The indole alkaloids present in several Gramineae and
Leguminoseae are toxic to cattle. In +this thesis it 1is
postulated that indole alkaloids end stress compounds may
affect the interactions between aphids and barley.

Gramine was the only indole alkaloid detected 1in
several barley cultivars. The content of this compound
reached a maximun by the sixth day, after germination,
decreasing afterwards. The Population growth rate of the
aphids Schizaphis graminum, Bhopalosiphum padi,R. maidis and
Metopolophium dirhodum was negatively correlated with gramine
content in different barley cultivars. The distribution of
S.graminun and R. padi in barley was also inversasely
correlated with gramine content. Moreover, gramine
incorporation in barley free gramine, increased plant
resistance to the aphids S. graminum and R. padi. In
addition, gramine incorporated into artificial diets had
deletereous effects on aphids. Survival of 8. graminum, R.
padi, R. maidis and M.dirhodum decreased with an LD-50 of
0.8, 0.9, 1.2, 3.4 mM, respectively. The amount of die£
ingested, the reproduction rates also decreased with gramine
concentrations similar to those found in plants. To determine
if gramine acted as a toxicant or as a feeding deterrent 5.
greminum and M. dirhodum nymphs were exposed +to diets with
0-6 mM for 7 hrs and then transferred to diets without

gramine. Survival of aphids at 0 and 6 mM was highest, while
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lowest survival was observed at intermediate concentrations.
Thus, gramine had toxic effects and also caused feeding
deterrency. This was supported by electronically monitored
experiments with 8. graminum and R. padi. The presence of
gramine decreased diet ingestion time. These results support
the hypothesis that gramine act as resistance factor to
aphids in barley.

Hordenine was absent from all barley cultivars analized.
However this compound had deletereous effects on S. graminum,
decreasing the survival and amount of diet ingested. If
hordenine is important for other plants it remains to be
shown.

Plants under water stress were more susceptible than
normal ones. Stressed plants also accumulated
glycine-betaine. This compound increased reproduction rate of
aphids feeding in plants or holidic diets. Glycine-betaine
alsc reduced the LD-50 of gramine. Thus, it is 1likely that
glycine betaine is responsible for the observed increased
susceptibility of water stressed barley to aphids.

In this thesis it is then concluded that among the
factors that affect aphid-barley interactions, there are some

that increase resistance while others increase

susceptibility.




1.- INTRODUCCION

El rendimiento de los cultivos de cereales se ve
afectado por la presencia de patdgenos y pestes (Campos y
Charlin, 1976 ). Los afidos constituyen plagas importantes
en los cereales,dado que presentan una alta capacidad
reproductiva, multiplicacidn partenogenética vivipara,
alta capacidad de dispersidn y fases invernisas en
huéspedes alternantes.

En Chile antes de 1950 los afidos no constituian un
problema grave (Caballero, 1972 ). A partir de 1968 con
la introduccidén al pais de Metopolophium dirhodum ¥y
Sitobion avenae, los pulgones han provocado 1importantes
pérdidas en la producciodon ( Castillo y Acevedc, 1876).

Las especies mas importantes en Chile son las siguientes:

Metopolophium dirhodum (W), pulgdn verde palido ({ Lara
y Zuniga, 186% }, Sitobion avenae (F),pulgon verde
oscuro ( Zuniga, 1967),Rhopalosiphum padi(L), pulgdn

verde de la avena, Schigzaphis graminum (R),pulgon verde
de los cereales y Rhopalosiphum maidis (F), pulgon del
maiz ( Apablaza y Tiska, 1973 ).
1.1.-Danos a la planta .
Los afidos pueden producir disminuciones de
rendimiento, medido como calidad y cantidad de granos ¥y
area foliar, que varian de acuerdo a la duracidn del

tiempo de infestacidn,estado de crecimiento del cereal,

e



densidad de la peste, capacidad para transmitir
enfermedades etc( Lee y col,1981). Ademés, son vectores
del virus del enanismo amarillo de 1la cebada (BYDV)
(Tollenar y Hepp, 1872 ). BYDV es un virus persistente,
por lo cual un pulgdn portador, puede infectar una planta
durante toda su vida. La infestacidn de 1las plantas
comienza con la llegada de los afidos alados a partir de
los cuales se originan por generaciones partenogenicas
hembras apteras que pueden constituir plages ( van Emden,
1972). El ciclo de vida de un afido varia entre 4 y 15
dias con 4 o 5 estadios ( estados entre mudas), de
acuerdo a las condiciones de la planta y la temperatura
(Dean, 1974).

Existe una marcada diferencia entre especie: de
pulgones y sus sitios de alimentacidn en 1la planta, lo
cual determina el tipo y magnitud del danc causado por el
afido. En trigo, S. avenae prefieres las hojas
superiores cuando la espiga ha envejecido ( Dean, 1874 )y
en variedades de primavera el 90 ¥ de estos afidos se
ubica en la espiga (Vickerman y Wratten, 1979 ). Sin
embargc, en cebada S. avenae, se situa preferentemente
en la hoja, con pocos individuos en la espiga
(George, 1974). Por otra parte, M. dirhodum 32 encuentra
s6lo en la hojas de todos los cereales, comenzando su
desarrollo en las hojas de méds edad no senescentes

(Latteur, 19871 ). R. padi, se alimenta preferentemente de




las hojas inferiores cerca de la base pero en avena, se
alimenta algunas veces de la inflorescencia ( Vickerman
y Wratten, 1979). En Chile las especies §S. avenae, M.
dirhodum y R.padi pueden causar en +trigo pérdidas
superiores al 30 % al alcanzar poblaciones elevadas
(Herrera y Quiroz, 1980, 1883).

En las zonas productoras de trigo las poblaciones de
é4fidos aumentan a fines de Septiembre hasta un méximo en
Octubre y Noviembre, para decrecer a un minimo en los
neses de invierno ( Carrillo y Mellado, 1875). En los
meses de Enero y Febrero los afidos migrarian hacia la
regidn cordillerana de la zona central ( Quiroz,19886),
donde lograrian un méximo a fines de marzo, en gque se
produce un incremento del nimerc de individuos alados,
permitiéndoles migrar hacie el valle central. En esta
zona encuentran ambientes favorables para su .desarrollo,
invernando en malezas y cultivos de la época.

1.2.-Mecanismos defensivos de la planta .

Una planta es atacada por un gran nimerc de organismos
diversos. 8in embargo,sdlo unos pocos Qe estos aéentes
llegan a ser patogénicos en dicha planta;el resto no
llega a serlo ya sea por caracteristicas estructurales de
la planta o por la presencia en ella de sustancias
tdxicas o repelentes.

i, -Defensas estructurales. -

Algunas plantas tienen barreras fisicas para impedir



la penetracidn y/0 establecimiento de patdg

alimentacidn de fitofagos, tales como la forma, t

localizacidn de los estomas ¥ lenticelas ( Mc

1921), grosor de las paredes celulares, ceras y cC

de las cédlulas epidérmicas { Martin, 1964),.

respuesta al atague de patdgenos se pueden

modificaciones de la pared celular, tale

lignificacidn( Asada y Matsumoto, 1867 )} y suberi

{ Samuel, 1927). La pared puede actuar tambi

mecanismo de defensa engrosandose en las

epidérmicas v subepidérmicas para impedir la pern
de las hifas de algunos hongos ( Agrios, 1978).

ocasiones la célula puede necrotizarse, deteni

esta manera el avence del patdgenoc, pues se

desarrollo por falta de alimento ( Agrios, 1878).

Los tricomas también pueden constituir

Ademés,

En

impide

enos y

amafic ¥y

Lean,
uticulas
en
producir
S como
ficacidn
én como
células
etracidn
otras
de

endo

sSu

defensas

morfoldgicas contra el ataque de insectos.

inteferir con la ovoposicion, unidn del

planta ¥y con 1la alimentacidn. Las hojas

berthaultii, estan cubiertas por dos tipos

glandulares. Los pelos tipo A tienen un tronco

"una cabeza con 4 ldbulos. Los pelos

tronco mas largo . Estos tricomas glandulares

exudados densos que immovilizan a los Afidos

posteriormente mueren (Gibson y Pickett, 1983).

Estos
insecto a
de |
de

tipo B ti

Seria

pueden
ila
Sclanum

pelos
corto ¥
enen un
producen
los que

la

alta densidad de estos pelos glandulares en el fqllaje ¥




no la presencia de glicoalcaloides en 1los tejidos, la
responsable de la resistencia de variedades silvestres de
Solanum a &4fidos ( Tingey y Sinden, 1982).
ii.-Defensas bioguimicas.

Papel de 1los productos secundarios. Los productos
secundarios, pueden ser definidos como productos que
tienen una distribucidn restringida en el reino vegetal,
y a los cuales se les desconoce un papel importante en
los procesos metabdlicos primarios.

Los animales dependen de su movilidad para obtener su
alimento y evadir a sus predadores. Las plantas por el
contrario carecen de movilidad y deben tener algunas
estrategias para sobrevivir. Dentro de estas estrategias
esta la sintesis de compuestos secundarios. Estos le
permiten detener a potenciales herbivoros, atraer
polinizadores y regular la: 1interacciones con otras
plantas ( Bell, 1981). Los pelos ¢glandulares de muchas
plantas producen y liberan compuestos insecticidas que
son altamente efectivos contra afidos. Los pelos
glandulares tipo B de §S.berthaultii liberan la feromona
de alarma ’ (E)-B-farnesena, manteniendo una
concentracidon alrededor del follaje suficiente para que
los afidos la capten y se mantengan alejados de la planta
(Gibson y Picket, 1983). Algunos compuestos secundarios
sirven como sefial, a través de la cual un determinado

tipo de afido reconoce la planta hospedera (van Emden,




1978). Por ejemplo, el 4&fido Brevicoryne brassicae no
detecta plantas sin sinigrina y no se alimenta de ellas.
Sé6lo lo hace si 1las holjas han sido impregnadas
previamente con este compuesto ( Dixon, 1985). Por otra
parte aungue la sinigrina no evita la colonizacidn tiene
un efecto negativo en el crecimiento del é&fido Myszus
persicae(van Emden ,1872).Este hecho muestra que un mismo
compuesto puede tener efectos negativos o positivos en
diferentes organismos.

Los catdfilos mas externos de variedades de cebolla
resistentes a Colletotrichum circinans(Berk), tienen
grandes cantidades de catecol y 4cido protocatéguico
( Swain, 1977) (Fig.1 ). Ciertos alcaloides producidos
por algunas Solanaceas:tomatina,solanina y solanidina
(Fig i), inhiben el crecimiento de Alternaria scolani
(Swain, 1877). Se ha descrito en avena la presencia de
avenacina, terpenc pentaciclico que otorgaria a esta
planta, resistencia al hongo Ophiobolus graminis(Sacc)
(Turner, 1860). Frecuentemente glicdsidos inactivos
producen por hidrdlisis compuestos activos. Este es el
caso de glucdsidos cianogénicos que liberan por
hidrdlisis dcido cianhidrico ( Millar y Higgins, 1870) ¥y
de floridzina, glucdsido presente en hojas de manzano,
que por hidrdlisis produce floretina. Oxidacidn de la
floretina genera compuestos fungitdxicos. (Fig. 2)

( Noveroske y col., 1964).
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En extractos de Gramineas,tales como trigo, maiz ¥y
centeno existen acidos hidroxdmicos ( Willard ¥

Penner, 1976).(Fig. 2 ). Estos compuestos estan en la

planta como glucdsidos e inhiben el crecimiento
bacteriano ( Corcuera y col., 1878) y el desarrollo de
hongos ( Elnaghy, 1962). Se ha postulado gque estos

compuestos serian un factor de resistencia al taladrador
de los granos (Klun y col., 1967) y de algunos cereales
tales como trigo, centeno,triticale y maiz a é&fidos
(Argandona y col., 1980). El acido hidroxamico més
abundante en maiz vy trigo es DIMBOA (Fig.2). Este
compuesto inhibe reacciones de transferencia de energia
en cloroplastos y mitocondrias (Queirolc ¥y col., 1881,
1983). A esta propiedad podria deberse su toxicidad a una
gama tan amplia de organismos.

Defensas quimicas en cebada.

Algunas variedades de cebada, Hordeum vulgare,
contienen hordatinas A y B ( Fig. 2 ), compuestos
fendlicos que tendrian una funcién defensiva contra el
hongo Helminthosporium sativum ( Smith y Best,1978). En
extractos de hojas de plantas de cebada, se han
identificado numerosos compuestos secundarios activos
(saponinas, 4cido  bencilico, salicilico, ferdlico ¥y
cindmico) (Fig. 3). Estos compuestos otorgarian

resistencia a la planta contra el afido S. draminum, ya

que disminuyen su reproduccidn en dietas artificiales
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(Tood ¥ col, 1871). Trabajos realizados con variedades de
cebada Omugi y una linea isogénica R, resistentes al
éfido S.graminum y Rogers y una linea isogénica S, ambas
susceptibles al 4&fido, postularon que la resistencia
estabe dada por la presencia de alcohol bencilico. Al
incorporar este compuesto en las plantas susceptibles,
éstas se volvian méds resistentes al 4fido S.graminum
(Juneja ¥ col, 1972). El1 alcochol bencilico se encuentra
libre en plantes de cebada. Sin embargo, se han detectado
otros compuestos de su metabolismo tales como
ﬁﬁ—benci1—g1ucopiranésido {June ja v col, 1975) y
O-bencil-L-mélico y N-bencil-DL-aspirtico. El glucésido y
estos dos Gltimos compuestos no presentan un efecto
negativo en la reproduccidn del dfido (Juneja ¥ Gholson,
1978). Bin embargo, Salgado {1980) al intentar
cuantificar por cromatografia de gases el contenido de
alcochol bencilico en diferentes cultivares de cebada,
entre las que se contaba la variedad Omugi, no pudo
detectar la presencia de este compuesto {Limite de
deteccidn = 0.01 mmoles/kg.p.f.). Ademds, las variedades
analigadas mostraron diferente susceptibilidad a los
4fidos S.graminum y M.dirhodum. Es clarc que de existir
alcohol bencilico en estas plantas de cebada, en
particular en la variedad Omugi, su contenido estd bajo

el 1imite de deteccidn del método usado. Los resultados

sugirieron que en cebada existirian obtros compuestos con
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efectos deletéreos sobre los 4fidos y que el alcohol
bencilico no seria un factor de resistencia
1.4.-Bases inddlicas simples en gramineas.

Las indolaminas derivadas del aminodcido triptofano,
se encuentran en una gran variedad de plantas, pero son
especialmente comunes en Gramineas ¥y Leguminosas
(Culvenor, 1973, Smith,1977)(Fig.5 ).Estas bases inddlicas
simples se clasifican de acuerdo al grupo croméforo gque
presentan. Alrededor del B80% de éstas presentan como
cromoforo al grupo indol o indolina (Groger.1980).

En Australia y América del Norte el usc de Phalaris
arundinacea y P.tuberosa, en la alimentacidn del ganado

puede provocar en estos animales diversos trastornos.

Ambas especies de plantas contienen derivados
indclicos. P.tuberosa contiene principalmente N,N
dimetiltriptamina, 5-metoxi-N,N-dimetiltriptamina NG
bufotenina; mientras que P.arundinacea contiene

principalmente gramina y hordenina.

Simons y Marten (1871), evaluaron el contenidc de
alcaloides indélicos en 411 genotipos de P.arundinacea y
lo correlacionaron con su palatabilidad en corderc. La
palatabilidad disminuye en los cultivares con un mayor
contenido de alcaloides. Posteriormente fue demostrado
que en esta planta los alcaloides inddélicos constituyen
importantes factores anticalidad dado que son tdxicos al

ganado y ademéds producen pérdida de peso ( Marten y
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col, 1981).

En P.tuberosa, estos compuestos serian responsables de
su toxicidad a cordercs ( Gallagher y col, 1964). Por otra
parte, gramina tiene efectos fitotdxicos en pollos
{ Overland, 1966). Kendsall ¥ Sherwood (1875), demostraron
que gramina ¥y otros compuestos relacionados inhiben la
ingestidn de dietas semisintéticas por ratas. En el mismo
trabajo se observd que el LD-50 de hordenina era inferior
2l de gramina y la cantidad de dietas ingeride aumentaba
2 veces. Estos resultados sugieren que hordenina tiene
una toxicidad baja,pero gque contribuye e la toxicidad
total de P.arundinacea.

En P.arundinacea se ha establecido que el nivel de
gramina y otros compuestos relacionados estd sujeto al
control génico ( Marten y col, 1981) ¥ ambiental(Majak ¥
col, 1879). El contenidoc de alcaloides en P.arundinacea
estd controlado por un sistema de genes epistdticos
(Marum y col., 1978). La presencia de gramina requiere de
ambos genes recesivos. Los factores ambientales que
regulan el contenido de alcaloides son fertilizacidn
nitrogenada y tipo de sueloc. Ademds, estos compuestos
presentan una variacidn estacional ( Woods y col,1879).
Hagman y col. (1975), al determinar la distribucidn de
alealoides inddlicos en hojas vy tallos de
P.arundinacea,en diferentes estados de desarrollo

encontraron que:i) Las ldminas de las hojas presentan el
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doble contenido de alcaloides que la vaina de las hojas y
el tallo en condiciones de campo e invernadero; 1ii) La
concentracién de alcaloides disminuye con la edad de la
planta.

En tallos Jjovenes de cebada, Hordeum vulgare(L), se
encuentra gramina en una concentracidn aproximada de 8
mg/g€.p.s. En esta especie el contenido de gramina estéd
determinado por factores genéticos y ambientales ( Hanson
y col., 1981; Hanson y col., 1883).

La biosintesis de gramina involucra las etapas
mostradas en la figura 5 . El nucleo inddlico y la cadena
metilénica son incorporados en el primer intermediario
estable de la via,aminometilindol (AMI) (Gower y Leete,
1963); AMI es entonces metilado en el nitrdgeno amino
para formar amino-2-N,metil-3-aminometilindol (MAMI), que
por metilacidn produce gramina (Schneider y Wightman,
1974; Mudd, 1961). Estas metilaciones son catalizadas por
una o varias enzimasN-metil tranferasas (MNT)( Hanson ¥
col, 1983), en las gque S-Adenosil metionina (SAM), actua
como dador de grupos metilos (Leland y Hanson 1885); a
pesar de no poder descartar la posibilidad de 2 enzimas
NMT fisicamente similares especificas para AMI y MAMI,
indicaron que tres lineas de evidencias apoyarian la
existencia de una Unica enzima: a ) Las actividades AMI y
MAMI no fueron separadas por ninguno de los métodos de

separacidn empleados. b) se encontrd aproximadamente la
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-CH -NH— — R-CH,- ‘EH—3'R-C -NH CH.C—Hgk H "3
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Figura 5. Posible ruta biosintética de gramina en cebada.
AMI=-aminometilindol.

MAMI= N-metil-3-aminometilindol
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misma razdn (1:0.7, AMI:MAMI) para la actividad NMT en
extractos crudos independientemente del genotipo,
temperatura de crecimiento y posicidn de la hoja. c¢) las
dos actividades muestran el mismo pH OJptimo, igual
sensibilidad a inhibidores por buffer ¥y la misma
estabilidad a 4 °C. Usando un criterio similar se ha
establecido que hay 2 NMT que catalizan las metilaciones
de tiramina en raices de cebada ( Meyer, 1882) y de
triptamina en hojas de Phalaris ( Mack y Slaytor, 1879).
La enzima NMT de cebada es estimulada por la
temperatura, produciéndose un incremento de su actividad
s6lo en las hojas con crecimiento activo (Leland ¥y
Hanson, 1885. )

Aunque gramina es degradada (Diogenis, 1868, su
catabolismo es muy lento ( Hanson ¥y col,1983). Por esta
razdn su acumulacion es controlada principalmente por su
velocidad de sintesis. En el estudic de la biosintesis de
gramina en tallos de cebada a partir de (°C ) Triptofano,
se ha concluido que el mayor sitic de sintesis es la
regidén basal de la hoja de la plantula. Desde este lugar
la gramina es translocada al dpice de la hoja donde se
acumula ( Smith, 1975).

Previamente se ha propuesto que los alcaloides
indélicos simples tienen efectos deletéreos sobre
afidos alimentados con dietas artificiales

( Corcuera, 1984).Igualmente se ha demostrado que gramina
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afecta el metabolismo de mitocondrias de ratas y bovinos
( Niemeyer ¥ Roveri, 1884). Altas concentraciones de
gramine inhiben el transporte de electrones a nivel del
complejo I de la cadena respiratoria . De forma similar
es inhibida 1la oxidacidn acoplada de succinato e
hidrélisis de ATP. Estos efectos sugieren que gramina
puede comportarse como un inhibidor de 1la transferencia
de energia. Por otra parte gramina tembién inhibe la
fotofosforilacidn, gradiente protdnica y aumenta el
transporte de electrones en tilacoides de espinacas
{ Andreo y col. 1884),
Acumulacidn de compuestos bajo déficit hidrico en cebada
L.a acumuleacidn de prolina libre en hojas de plantas
bajo condiciones de sequia fue primero descrita en
centeno, pero ha sido observade en muchas especies tales
como; cebada, trigo, arrog, sorgo, porotos, algeddn ¥y
tabaco {( Stewart y Hanson, 1880). Singh y co0l.(1972) han
sepalado que diversos cultivares de cebada que acumulan
prolina bajo déficit hidrico,mantienen un alto
rendimiento de granos, a diferencia de lo que ocurre con
los genotipos susceptibles a la sequia. Por esta razdn se
ha sugerido que la acumulacidén de prolina puede servir
como un indice de resistencia a la sequia.( Singh ¥y
col., 1972). 8in embargo,Hanson ¥y col. (1977) han

postulado gue la acumulacidn de ©vprolina no puede ser

usada como indice de resistencia al déficit hidrico
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debido a que no todas las plantas acumulan este compueste
en forma proporcional

La acumulacion de glicinabetaina (GB) en muchas
especies de plantas en respuesta al déficit hidrieo
también ha sido descrita ( Hanson, 1980). En éramineas la
acumulacicn de este compuestoc ocurre sdlo en algunas
tribus. Por ejemplo GB se acumula en Hordeae, pero no se

detecta en Maydeae ¥y Oryzae (Hitz y Hanson, 1880). En
los tejidos vegetales de quenopodidceas y gramineas
existe un nivel basal de GB. Un incremento de este nivel
puede ser inducido por estres salino o hidrico. La
acumulacion de GB se correlaciona linealmente con la
concentracion de sal en el medio ¥y el potencial de
soluto del tejido.{ Hanson y Wyse, 1882}.

Aunque el papel precisc de GB no ha sido determinado,
se ha postulado que este compuesto podria actuar como una
sustancia osmdtica en el ecitoplasma (Wyn Jones y col.,
1981). Esta hipotesis es apoyada por el hecho que GB esta
localizadea principalmente en el citoplasma celular { Hall
¥ col., 1978). Prolina y GB protegen a diferentes enzimas
contra los efectos inactivantes del calor imn wvitro
(Paleg ¥ col., 1981).

El nivel de nitrdgenoc soluble Jjugariaun importante
Papel en las interacciones entre plantas e insectos
herbivoros. La concentracidn de prolina aumenta en hojas

infectadas con virus (Stewart ¥y Lgrher,lQBO). Haglund
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(1980), ha sugerido que plantas con un alto contenido de
prolina serian mas susceptibles a insectos herbivoros.
Sin embargo, Bright y col. (1982) mostraron que en cebada
el contenido de prolina no afecta su susceptibilidad.

Los antecedentes antes expuestos sugieren que la
acumulacidn de alcaloides indolicos en cebada, seria una
situacion indeseable por la toxicidad de estos para el
ganado. Por esta razon se ha propuesto disminuir su
contenido traves de un programa de fitomejoramiento
(Marten y col., 1881). Desafortunadamente, se desconoce
el significado fisioclogico y ecologico de su acumulacion.
En esta tesis se postula que los alcaloides inddlicos ¥y
compuestos de estres pueden desempenar un papel en las

interacciones de la cebada y afidos. .  Para comprobar

estas hipotesis se han postulado los siguientes

obJjetivos:
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1.6.-OBJETIVOS

1.- Determinar el contenido de alcaloides inddélicos y
hordenina en diferentes cultivares de cebada.

2.- Determinar si existe relacidén entre el contenido de
alcaloides indélicos y hordenina y la resistencia
de variedades de cebada a los afidos Schizaphis
graminum, Rhopalosiphum padi, R. maidis y
Metopolophium dirhodum.

3.- Determinar los efectos de alcaloides inddlicos y
hordenina en &4fidos alimentados con dietas
artificiales.

4. - Determinar si la acumulacidn de compuestos de estres
(GB y prolina) afectan la interaccidn de cebada y

afidos de los cereales
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1.-Germinacidn de las semillas de cebada. -

Las semillas de diferentes wvariedades de  cebada
Hordeum vulgare {(L.) fueron desinfectadas en una solucidn
de hipoclorito de sodio al 5% por 10 minutos ¥y luego
lavadas con abundante agua corriente y finalmente con
agua destilada. Posteriormente fueron colocadas en un
papel filtro sobre bendejas en una sstufa de cultivo a 28
+ 2°C y fueron regedas todos los dias con agua destilada.
Las plantas fueron cosechadas & las edades requeridas.
Otras semillas fueron colocadas directamente en tierra
contenida en macetas de pléstico en una cémara de cultivoc
a 25 °C con un fotoperiodo 14/10 hrs. (luz/osc.} y regadas
diariamente con agua poteble. Las plantas fueron

cosechadas a las edades requeridas.

Preparacidén de los extractos. -

En la extraccidén de alcaloides inddlicos se usd el
método descrito por Barnes y col.(1871). Se pesaron entre
2 v 3 g. de la parte aérea de 1las plantas crecidas en
oscuridad y luz. El tejido fue congelado y luego macerado
en un mortero de porcelana con un volumen adecuado de
metanol y amoniaco (100:1 v/v). El macerado fue filtrado
a través de lana de vidrio y evaporado a segquedad. Kl

residuo fue disuelto en b ml de HC1 O,1N y filtrado a
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través de papel filtro Whatman No 1. El1 filtrado obtenido

fue alcalinizado con amoniaco hasta pH 9,0 y lavado 2

veces con cloroformo en relacién 1:2 v/v. La fase

orgdnica fue evaporada a sequedad. El residuo obtenido

fue usado para la cuantificacidén y caracterizacidn de los

alcaloides inddélicos presentes en el extracto (Fig.6).
2.3.-Cuantificacidén de alcaloides.

Para cuantificar alcaloides indélicos se wutilizd el
método descrito por Ehmann (1877) para 1la deteccidén en
placas, adaptado para la cuantificaciédn colorimétrica
como se indica a continuacidén. El reactivo de Ehmann fue
preparado en base a los reactivos de Urk y Salkowski (1:3
v/v):

a) Reactivo de Urk : Se disolvid 1 g de
p-Dimetilaminobenzaldehidc en 50 ml de HCl y en 50 ml de
etanocl absoluto.

b) Reactivo de Salkowski. Se disolvidé 2,03 g de
Cloruro férrico hexahidratadc en 500 ml de HCl1 y 300 ml
de acido sulfurico ( d=1,8 g/ml ).

Z2.4.-Espectro visible del complejo gramina-reactivo de
Ehmann.

Se prepar¢ una solucidén de gramina de concentracidn
igual a 7,8 mM. De esta solucidén se tomd una alicuota de
50 ul y se puso en un tubo de ensayo . Se evapord el

solvente a sequedad y se agregaron 2 ml de reactivo de
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TEJIDO CONGELADO
macerar
agregar MeOH:NH40H(100:1 v/v)
filtrar
FILTRADO

evaporar a sequedad

RESIDUO

agregar HC1 0,1 N
ajustar a pH 9

SOLUCION BASICA
lavar con CHC13 (1:2 v/v)

FASE ORGANICA
evaporar a segquedad

RESIDUO

TLC CUANTIFICACION
(MeOH:NH40HE=7:1 v/v) COLORIMETRICA

Figura 6. Método de preparacidén de extractos de plantas de
cebada para cuantificar alcaloides inddélicos y
hordenina.
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Ehmann. La mezcla fue pueste =a bafo maria durante 30
minutos. Luego se diluyd con agua hasta un volumen final
de 5 ml. En un Spectronic 20 se determindé la absorbancia
de este complejo entre 400 y 600 nm. Como blanco se usd

el reactivo diluidoc con agua (Fig. 7).

-Determinacidn del coeficiente de extincidn molar

del complejo gramina-reactivo de Ehmann.

A partir de una soluciédn de gramine de concentracidn
igual a 7,8 mM,se tomaron alicuotas de diferentes
volGmenes. El scolvente se evapord a sequedad y se
agregaron a cade tubo 2 ml de reactivo de Ehmann. Las
muestras se calentaron a bafio maria por 30 minutos y se
diluyeron a 5 ml con agua. Se midid la absorbancia a 550
nm. Por andlisis de regresién lineal se determinaron los
parametros r=0, 898; a=4207 y b=-0,022 que corresponde =&

la mejor recta de tres repeticiones (Fig.8 ).

2.6. -Recuperabilidad del método de extraccidn.

Con el fin de determinar la eficacia del método de
extraccidn de compuestos se tomaron muestras de cebada F.
Union{ 1,5 € ) y se 1les agredgaron alicuotas de una
solucidn de gremina de concentracidén 7,8 mM . Se realizd
el proceso de extraccidn descrito y se cuantificd Ila
gramina usando el reactivo de Ehmann. Por andlisis de
regresidén lineal se determinaron los pardmetros r= 0,897,

-8
b= 82,1 ¥ a=2,6 x 10
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Figura 7 Espectro visible de complejo gramina-reactivo de

Ehmann.
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El valor de a,muestra que en el extracto no existe
otra sustancia en cantidades significativas que de
reaccidén positiva con el reactivo. El valor de b, indica
que la recuperabilidad del método es aceptable,dadoc que
es superior al 80 % (Fig. 9).

2.7.-Separacién de alcaloides por TLC.

Con el propdésito de determinar el tipc de alcaloide
inddlico presente en cada variedad analizada,se realizd
una separacidn cromatogrdfica en capa fina de cada una de
las muestras,usando comoc patrones muestras puras de
g€ramina, 5-metoxitriptamina , b5-metoxi-dimetiltriptamina
¥ hordenina.

La mezcla de elucidn usada fue MeOH:NH40H (7:1 v/v).
Los rf de los compuestos concordaron con los reportados
en bibliografia. (Barnes y col., 1871.).

2.8.-Determinacidén de la concentracion de gramina por
espectroscopia UV.

Se prepard una solucidn disolviendo 10 mg de gramina
en 10 ml de etanol al 95 %¥. De esta solucidn se tomaron
diferentes alicuotas a cada una de las cuales se
determindé su absorbancia entre 350 y 200 nm. Se observd
un pico maximo a los 278 nm y uno menor a 287 nm (Fig.
10). Se determiné el coeficiente de extincidn para ambas
longitudes de onda , obteniéndose los valores siguientes

E,=9318y € _ =6396. Con los valores de extincién
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Figura 9. Determinacidn grafica del grado de recuperabilidad

del metodo de extraccion de gramina
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molar se determindé la concentracidn de gramina a partir
de extractos.

2.9.-Efecto de otros alcaloides en la absorbancia del
complejo gramina-reactivo de Ehmann.

Se tomaron alicuotas de diferentes volUmenes de una
solucidn de gramina a las que se agregaron, cantidades
crecientes de b metoxi-triptamina haste un maximo de un
20% en relacidn de 1la concentracién de gramina. Se
evapord el solvente a sequedad, se agregd 2 ml de
reactivc de Ehmann ¥y se hizo reaccionar en las
condiciones antes descritas. Luego se midid la
absorbancia del complejo a 550 nm. S5-metoxi-triptamina no
afectd la deteccidn de gramina hasta una concentracidn
equivalente al 10%¥ de la concentracidén total de gramina.
Por otro lado triptofano dioc una reaccion de color verde
con el reactivo, lo cual tampocc representaria una
interferencia.

2.10.-Localizacion tisular de gramina
i) Separacion mecanica de +tejidos.Se analizaron hojas
provenientes de plantas mantenidas a 25 °C con un
fotoperiodo 14/10 h. Los haces vasculares fueron
separados de acuerdo a la metodologia descrita
(Argandona y Corcuera, 1985.). La epidermis inferior fue
obtenida luego de almacenar las hojas a -15 °C por 5

minutos 2 veces con un intervalo de 3 minutos. Luego las
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hojas fueron puestas en un portacbjetos con agua Yy se
elinind la epidermis mecénicamente. La epidermis superior
quedd en el portaobjetos luego de resmover Ila epidermis
inferior y meséfilo.

ii)Aislamiento de protoplastos. Los protoplastos fueron
aislados a partir del mesdfilo de hojas primerias ds
cebada cultiver  X81-T-1027. Las hojas fueron
esterilizadas superficialemente y cortedas en trozos de 1
mm, y entonces incubadas en un medio con celulasa
1,5%, menitol 0,8M (pH 5,6) por tres horas con agitacidn
suave. Los residuos de hojas fueron eliminados por
filtracidén. Los protoplastos fueron purificados por
centrifugacidn en une solucidn de ficol al 10%¥ y sacarosa
0,4 M ( Martinoia y col., 1882)

2.11.-Andlisis de prolina y glicina-betaina..

Prolina fue enslizada de acuerdo a la técnice descrita
por Bates y col. (1873), macerando 0,5 g de hojas en un
morterc con 10 ml de dcido sulfosalicilico al 3 %. El
macerado fue filtrado, tomendo una alicuota de 3 ml, gque
se mezcld con 2 ml de Acido acético y 2 ml de ninhidrina
dcida, La mezcla fue incubada a 100 °C por 1 hr. La
reaccidn se detuvo en hielo y se extrajo con 4 ml de
tolueno. Se midid la absorbancia a 520 nm.

El contenido de glicina-betaina fue analizado de

acuerdo & la metodologia descrita (Grieve y Grattan,




e s i T e e

e e e i e e

I E—

33

1983). 2 a 3 & de cada muestra fueron secados a 100 °C por
48 h. El1 tejido seco fue incubado en 10 ml de agua
desionizada por 24 h. La mezcla fue filtrada y el
filtrado fue diluido con un volumen igual de HZSOLf 2N. Se
tomd una alicuota de 0,5 ml y se agregaron 0,2 ml de
KI-1I,y se dejé reposar la mezcla durante 12 hrs a 4 C. ée
centrifugdé a 10000 rpm por 15 minutos y se elimind el
sobrenadante. El precipitadc fue disuelto en &5 ml de 1,2

dicloroetanc y se mididé la absorbancia a 365 nm.

2.12.-Déficit hidrico. -

Flantas de cebada de la variedad F.Union,de 4 dias de
edad sembradas en macetas con tierra a una temperatura de
25 + 3, fueron sometidas a diferentes condiciones de
riego diaric. A los 10 dias de edad se determind el
potencial hidrico de cada grupc de plantas usando la

metodologia descrita por Scholander ¥y col. (1964)

(Fig. 11)

2.13.-Ensayos de infestaciodn.

Diferentes cultivares de cebada, mantenidas en las
condiciones antes descritas, fueron infestadas a los 10 ¥y
22 dias de edad con afidos adultos de una especie
determinada. Al cabo de 6 dias se determind el
crecimiento poblacional de los 4fidos. Se correlaciond
dicho crecimiento con la concentracidén de gramina en cada

cultivar usado.




. . 4 . .
Figura 11. Bomba de presion usada para medir potenciales

/
hidricos en plantulas de cebada.
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2.14.-Mantencidn de afidos .

Los 4fidos fueron mantenidos en plantas de cebada
cv.F.Union, colocadas en un sistema cubierto con  una
malla transparente e iluminada con luz fluorescente. Los
maceteros fueron reemplazados cada 5 dfas con plantas de
10 dias de edad.

2.15, -Ensayos con dietas.

La preparacidn de la dieta se hizo seglin una técnica
descrita ( Auclair,186858) y modificada por Argandofia y col
(1982). Esta dieta es una solucidn acuosa (pH 6.0) de 30
% sacarosa,aminodcidos,vitaminas ¥ sales minerales. El
sistema usado se muestra en la figura 12. En este sistema
los Afidos sobreviven mas de 72 h.

2.16.-Conducta alimenticia de afidos en dietas artificiales.

Para determinar la conducta alimenticia de los afidos se
usd la metodologia descrita por Campbell y col. (198B2)
con algunas modificaciones. La dieta (300 ul) fue ubicada
entre 2 ldminas de Parafilm M junto con un alambre de
cobre de un didmetro aproximado a 40 micrones. Otro
alambre de caracteristicas similares fue ubicado en el
dorso de un A4fido adulto mantenido en ayuno por un
periodo de 2 hrs. La asignacidn de las ondas se realizd
por comparacidn con las ondas descritas por Me Lean ¥
Kinsey (1964), Mc Lean (1870) y Argandona y col. (1983)
(Fig 13).




Grso

[ R — e T L L e

Elastico—1/
.—J ubo de vidrio

Afido

/Porofiirn w

Soporte

Figure 12. Sistema usado en la alimentacion de afidos con

dietas artificiales
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Figure 13. Diagrama del sistema electrdnico usado para
medir conducta alimenticie de afidos.
R= registrador, A= amplificador, E= electrodos

P= afido sobre la diets.
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3. RESULTADOS

3.1.-Variacién de gramina con la edad y érgano de la planta

Gramina no se detectd en el fruto de Hordeum vulgare aln
después de 12 hrs de imbibicidén. Se detectd gramina a los 2
dias de iniciada la imbibicidn en la parte aérea y en la
raiz (Tabla 1 ). La concentracidn en las raices fue siempre
inferior a la de las hojas, alcanzando un méximo a los 6
dias de edad, para posteriormente decrecer (Tabla 1 ). La
tasa de acumulacidn de gramina entre el 4 y 6 dia fue de
0,99 mmoles/kg.p.f. Resultados similares se obtuvieron en
otras variedades analizadas (Fig. 14 ).Los valores
encontrados a los 2, 4, 14 y 20 dias de edad son
significativamente diferentes por el método T ( MSD/2
=0,527, oL =0.05).En plantas germinadas en presencia de 1luz
la concentracién de gramina fue superior en aproximadamente

un 10 ¥ (Datos no mostrados).

3.2.-Alcaloides inddélicos en cebada

Se observdé una gran variabilidad en el contenido de
gramina en los diferentes cultivares. En algunos no se
detectaron estos compuestos( cv.F.Union.} y en otros se
encontrd hastan sobre 4,8 mmoles/kg.p.f. (Limite de
deteccidn 0.01 mmoles/kg.p.f.) (Tabla 2).

Andlisis cromatogréficos (TLC) revelaron que en los

extractos analizados el uUnico alcaloide inddlico presente



Tabla

de cebada.
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Gramina

(mmol/kg.p.f.)

Edad de le plante Coleoptilo Epicotilo Raices
(dias)

0 Nd Nd Nd

2 = 0,32+0,02 0,1340.01
4 0,154+0,01 1,14+40,02 0,16+40, 02
6 - 4,28+0,32 0,24+0,01
8 —~— 4,02+0,24 0,16+0, 02
10 - 3,43+0,26 0,10+0,02

Frutos de cebada de la variedad Abyssinian 5, fueron sembrados

en bandejas con papel filtro y mantenidas en una estufa de

cultivo a 28+ 2°C. Los resultados corresponden al promedio de

tres estandar. Gramina fue

repeticiones, con su error

cuantificada por el meétodo de Ehmann. ND= no detectado
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Figura 14 Variacidn del contenido de gramina con la edad de
la plantula en la variedad Abyssinian %
Semillas de cebada de la cv Abyssinian 5, fueron
sembradas en oscuridad a 28 + 27 Gramina fue
analizada por el reactivo de Ehmann. Cada valor
corresponde al promedio de tres muestras . Los

errores estdandar fueron inferiores al 10%.
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Tabla 2.Contenido de gramina en diferentes cultivares de

cebada.
Variedad Concentracion
(mmol/kg.p.f)

F.Union N.D.
246-4 0,81 40,05
CM-67 Galt 0,20 40,02
Omug i 1,15 40,08
Abyssinian 5 4,24 40, 38
Atlas 57 2,43 40,19
Atlas 68 0,83 40,08
Benton 4,00 40,30
Compound 1420 3,78 10,30
H 251 2,70 +0,20
IAR H136 3,34 40,30
IAR H485 2,87 40,26
Cyprus Barley F5B121 4,06 40,32
UNA 206 3,08 10,28
WEIDER 2,44 40,23
79 ANMN 2,45 40,19
383059 2,47 +0,18
Cl 14032 1,97 40,18
EH 11F3 A.1.B. L. 4,49 +0, 34
GAW.12.1 22K NAA 2,27 40,20

42 .1 14K N GONDAR 4,83 +0,46

75.1 36K S.ADIGRAT 4,46 +0, 42

75.5% 36K S.ADIGRAT 4,21 40,4
BREA "S8" Celaysa 1,52 0,14
Conmun 1,87 40,13
X B1-T-1027 2,21 £0,2
X 80-T-1023 N.D.
Cruzat 2,23 +0,17

a) Las plantas fueron cultivadas en bandejas con papel filtro
humedecido con agua y mantenidas en oscuridad en una estufa a
28+ 2 °C. Los valores corresponden al promedio de tres
muestras de 6 dias de edad. N.D= no detectado. ( Limite de
deteccion=0,01 mmol/kg.p.f.). Gramina fue cuantificada por el
método de Ehmann.
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fue gramina. Hordenina no fue detectada en 1las hojas de
ninguno de los cultivares analizados. La cuantificacidn de
gramina usando espectroscopia UV entrega un contenido de
gramina de alrededor de un 10 ¥ mas bajo. Este hecho es
razonable si se considera que una reaccion colorimetrica es
mas sensible a interferencias que puedan afectar la

absorbancia

3.3.-Contenido de gramina y susceptibilidad de diferentes

cultivares de cebada a afidos.

La mayor tasa de crecimiento poblacional se obtuvo en la
variedad F. Union (Fig 15), que no contiene gramina. En la
variedad Abyssinian 5 con un mayor contenido de gramina la
tasa de crecimiento fue la menor, siendo las especies mas
afectadas R. padi y R. maidis .La especie menos afectada
fue M. dirhodum, que ademas presenta una mayor tasa de
crecimiento en la variedad control. Con el fin de
determinar como variaba la susceptibilidad con 1la edad
Plantas de los mismos cultivares de 22 dias de edad fueron
infestados con afidos. Se observd que respecto a plantas de
10 dias de edad la tasa de crecimiemto poblacional de los
afidos aumentd (Fig 16). El contenido de gramina en estas

condiciones fue menor.
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M dirhodum
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imien
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S graminum

R padi

R maidis
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Figura 15. Contenido de gramina Y susceptibilidad a afidos ern
cultivares de cebada. Plantulas de cebada de 10
dias de edad fueron infestadas con 2 afido apteros
adultos. Las tasas de crecimiento de las poblaciones
fueron determinadas 6 dias mds tarde . Cada valor
corresponde al promedio de tres repeticiones
1=F.Union, 2=CM67-Galt, 3=BREA "S"- Celaya,
4=-Abyssinian 5. Tasa de crecimiento poblacional

de afidos= In(Nf/Ni)/et
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Figura 18 .

Contenido de gramina y susceptibilidad a afidos en
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cebada. Se utilizaron plantas de cebada de 22 dias

de edad. Las condiciones fueron semejantes a la

de la figura 16. 1=F.UOUnion, 2=CM67-Galt,

3=BREA "S" Celaya, 4=Abyssinian 5. Las barras

verticales corresponden a +1e. e.
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3.4.-KEfecto de gramina sobre la localizacidn de sfidos.en

3.

5.

cebada

El contenido de gramina en la variadad de cebada
MCU-34,a los 22 dias de edad presentd diferencias. La hoja
més joven presentd la concentracién mds alta (Tabla 3 ). En
el tallo fue la mds baja.(P<0.05 por el test-t). R. padi,
se 1localizdé preferentemente en el tallo con pocos
individuos en 1las hojas{ diferencias significativas a
P<0.05 por el test-t). S. graminum se localizd en las
hojas, pero siempre en las zonas de menor concentracidn de
gramina (Tabla 4)(P<0.05,test-t).

Efecto de gramina incorporada en plantas de cebada y
la susceptibilidad a Afidos.

Plantas de cebada de 8 dias de edad de la cv. F. Union,
recien cortadas fueron sumergidas parcialmente en
soluciones que contenian Cinetina (16 M) ¥ gramina en
diferentes concentraciones. A los 10 dias de edad cada
grupo fue infestado con hembras Apteras adultas de los
dfidos S. graminum y R. padi. Seis dfas despuds se
determind el ndmero de a8fidos ¥y la cantidad de graminsa
incorporada por las plantas. La Cinetina en 1a
concentracién usada impide la rédpida senescencia de 1las
hojas ¥ no provoca en los Afidos efectos detectables. Se
observd que la tasa de crecimiento poblacional de ambas

especies de 4fidos fue menor en el grupo de plantas que
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Tabla 3 Distribucion de afidos en cebada

F.Union MCU-34
Organo " Gram. 5. B.p Gram. S.g R.p
(mmoles/kg.pf) (%) (X) (mmoles/kg.pf) (%) (%)
tallo N.D 7¢2 5144 0.49 2343 8145
H-1 N.D 6017 35+4 2.3 55+4 1445
H-2 N.D 33+2 14+4 2.7 2242 543

Plantas de cebada de 22 dias de edad, fueron puestas
alrededor de plantaes infestadas con afidos apteros. 24 hrs
despues se determino el numero de afidos en cada planta. El
porcentaje de afidos en cade estructura fue determinado del
total de afidos presente en cada planta. Cada valor
corresponde al promedioc de 28 plantas + 1 e. e. H-1= Hoja
mas senescente, H-2- Hoja mas joven. S.g =S.graminum,
R.p=R.padi.El numero total de afidos en cade cultivar
fue:F. UOnion 36 S.gd vy 17 R.p, MCU-34 15 S.g¢ ¥y 8 R.p. Gram=-

gramina.
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“Tabla 4.Distribucidn de S.graminum en la hoja mas nueva

de cebada

F.Union

Parte de Gramina

i1a hoja (mmoles/kg pf}

MCU-34
Gramina 5.8

{mmoles/kg.pf) {%)

Base N.D
Medio N.D
Apice N.D

1,740.2 74
2,540.2 17
3,2+40.2 9

El porcentaje de Afidos dentro de la hoje fue determinado a

partir del nlmero total de afidos en esta hoja ({Tabla 3).

Cada valor corresponde al valor promsdio de 25 plantas + 1

e.e. S.§ = 5. graminus,

R.p= R. padi
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incorpord una mayor cantidad de gramina (Fig. 17). 8.
graminum, fue mds afectado que R. padi. Estos resultados
sugieren que en estas condiciones la gramina estd en el
sitio preferente de ingestidén de S. graminum en una
concentracidn mayor que la presente en el sitio de
ingestidn de plantas con contenido natural de gramina.
Tasas de crecimiento poblacional de afidos en plantas
mantenidas en tierra y en medios hidropbénicos.

Se mantuvo un macetero con tierra y el otro con un
medio hidropdénico suplementado con cinetina.Se observd que
el incremento en el numero de Afidos en ambos sistemas fue
seme jante (Tabla 5)( sin diferencias significativas, P>0, 05
test-t). Ademds, la concentracidn de gramina no presentd
diferencias significativas en ambos tratamientos (test-t).
Esto es importante dado que valida los resultados
obtenidos al medir efecto de gramina incorporada y, ademéds,
indica que la planta no sufre un dano fisioldgico que

repercuta sobre los 4fidos.

3.7.-Localizacidn tisular de gramina.

Se separd mecdnicamente tejidos de cebada de la variedad
X81-T-1031, que presenta gramina en forma natural v de la
variedad F.Union,con gramina incorporada. En la Tabla 6 se
observa que en la variedad X81-T-1031, la mayor
concentracidén de gramina estd en las células del mesSfilo y

en la epidermis, no detectédndose en los haces vasculares.
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Figura 17 Efecto de la incorporacidn de gramina en plantulas
de cebada sobre la susceptibilidad &fidos.

Plantulac de cebada de 8 dfas de edad fueror

A L\ B¢

%))

sumergidas en soluclones que contenian cinetina
10_M ¥y diferentes concentraciones de gramina.

Las hojas fueron infestadas con afidos adultos de
las especies S. graminum y R. radi.Cada valor
corresponde al promedio de tres repeticiones de

5 plantulas cada una. @= R. padi, O=8S. graminum,
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Tabla 5.Comparacion entre las tasas de crecimiento de
S.graminum, en plantas de cebada mantenidas en

suelo y en medio hidroponico

Suelo Solucion
Gramine Tase de Crec. Gramina Tasa de Crec.
F.Union ND. 0, 42+0, 01 ND 0,40+40.01
Atlas 57 0,66 0,34+0, 01 0,72 0,35+0, 01
Abyss. b 2,75 0.3040.01 2,81 0.3140,01

Plantas de cebade de 10 dias de edad mantenidas en suelo o en
soluciones hidroponicas fueron infestadas con afidos adultos
de 1la especie S. graminum Al final del experimento se
determino el contenido de gramina en cada sistema.No se
observaron diferencias significativas. Los valores
corresponden al promedio de tres repeticiones + 1 error

estandar Los valores de ambos tratamientos no mostratron

diferencias significativas (test-t)
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Tabla 6.lLocalizacion tisular de gramina en plantas de

cebada.
Ratural Incorporada

mnoles/kg.p. £,
Hoja completa i,23+40,02 1,38+0.09
Epidermis inf. 2,23+0,04 HD
Epidermis sup. 1,96+0,04 ND
Haces vasculares ND 2,83+0,01
Mesofilo 3,08+0,01 ND

— . —— T — . o o e ke Bk B . S i A S T o o o o e e . G et M e e Y i e et T e et ek S e St St e it e S e

Plantas de cebada de 12 dias de edad del cultiver GAW 131.1
94K .E. AMBO. fueron usadas en 1la determinacion de gramina
localizada en forma natural. Plantas de cebada de la variedad
F.Union de la misma edad mantenida durante 6 dias en una
solucion con gramina 3 mM, fueron usadas para medir gramina
incorporada.lLos valores corresponden =al promedio de 3

repeticiones + 1 e.e
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En la variedad F. Union , que incorpord gramina, el mayor
contenido esta en los haces vasculares , encontrdndose en
la epidermis un contenido muy bajo que puede corresponder a
contaminacidn (Tabla 6). Debido a que la incorporacidn de
g€ramina afecta mds a S. graminum que a R. padi (Fig. 17),
es posible que S.gramunum se alimente preferentemente de
los haces vasculares de la planta, mientras que R.padi, se
alimentaria en células del mesé6filo de la hoja.

Efecto de gramina sobre 4fidos alimentados con dietas

artificiales.

i) Sobrevivencia.

ii)

Afidos adultos de las especies:S. graminum, R. padi, M.
dirhodum y R. maidis, fueron alimentados con dietas
artificiales con diferentes concentraciones de gramina. El
porcentaje de sobrevivencia de los afidos disminuyd con la
cantidad de gramina incorporada en la dieta (Fig 18). La
especie mds susceptible fue S. graminum, cuyo LD50 =0, 9 mM.
La especie M. dirhodum es la menos afectada con un LD50
mayor (3.4 mM).

Cantidad de dieta ingerida

Se determind la cantidad de dieta ingerida por 10 &fidos
pesando los sacos formados por las 2 ldminas de parafilm M
antes y despu€s de 7 hrs de alimentacidn de los &fidos. La
cantidad de dieta ingerida por los &fidos disminuyd con la

cantidad de gramina incorporada en la dieta(Fig. 19). R.
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Gramina (mM)

Figura 18. Efecto de gramina sobre la sobrevivencia de afidos

alimentados con dietas artificiales. La
sobrevivencia fue determinada a las 48 hrs.
Cada valor corresponde al promedioc de tres
muestras de 10 afidos cada una. Las barras
verticales representan 1 e.e. 1=M. dirhodum

2=R. maidis, 3=R. padi, 4-=S. graminum.




Figura 18.

Dieta ingerida (mg/10 afidos)
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T

0,9

O M. dirhodum
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o

Gramina (mmot/kg.pf)

Efecto de gramina sobre la cantidad de dieta
ingerida por afidos La cantided de dieta ingerida
fue determinada pesando las laminas de Parafilm M
con la dieta a las 7 hrs. Cada valor corresponde
al promedio de tres muestras de 10 afidos cada

una. Los errores estandar fueron inferiores al

10 %.
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padi, incorpord una menor cantidad de dieta a
concentraciones de gramine mds bajas que el resto de los
afidos.
Indice de reproduccidn

Gramina en las concentraciones a las cuales es ingerida,
disminuyd el indice de reproduccidn de todas las especies
de afidos (Fig.20). El efecto sobre S. graminum, R. padi y
R. maidis no presenta diferencias significativas
ftest-tP>0,05).Para M. dirhodum a las mismas concentraciones

de gramina el efecto es menor.

3.9. -Efecto de gramina sobre la mortalidad de afidos.

Para determinar si gramina tiene un efectoc tdéxico y/o
repelente, se alimentaron afidos de las especies R. padi vy
M. dirhodum en dietas con diferentes concentraciones del
compuesto por 7 h. y luego fueron transferidos a dietas
control determinandose la sobrevivencia 48 h despuds. La
mayor sobrevivencia para ambas especies se observd a
concentraciones O y 6 mM de gramina (Fig.21). La menor
sobrevivencia se obtuvo a concentraciones bajas del
compuesto. Para R. padi, la concentracidn téxica fue méas
baja que para M. dirhodum.La disminucidn del porcentaje de
sobrevivencia observada fue estadisticamente significativa
(método T ,MSD/2 =14.5 y 13,85 para R padi y M. dirhodum
respectivamente). Estos resultados sugieren que la alta

mortalidad observada a concentraciones sobre 3 mM de
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M dirhodum

S.graminum

1 1 1
0 0,06 012 018 0.24
Gramina (mM)

Efecto de gramina sobre el {ndice de reproduccion
de éfidos. Los afidos fueron mantenidos en dietas
por un lapso de 72 hrs. Cada valor corresponde al
promedio de tres repeticiones de 10 afidos cada

uno. Indice de reproduccidﬁ =fninfas/ X% adultos
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Efecto de gramina scobre la mortalidad de d&fidos.
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Los dfidos fueron alimentados por 6 hrs en dietas

con diferentes concentraciones de gramina y luego

transferidas al dietas control.

sobrevivencia a las 48 hrs.

Se determing la

cada valor corresponde

al promedioc de +tres repeticionest 1

e.

e.
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gramina podria ser producto de inanicidn.

3.10. -Conducta alimenticia de afidos.

Los resultados muestran que cuandc los 4fidos son
alimentados en dietas que contienen gramina 1 mM, se
produce varios periodos de salivacidn y prueba de la dieta
para finalmente ingerir durante un cortoc tiempo (Fig. 22
B). Al alimentar los Afidos con gramina 3 mM , se registran
solo senales de salivacidn, sin que se produzca ingestidn
durante el lapso de estudio (2 hrs) (Fig 22 C). Estos
resultados sugieren que gramina tiene un efecto repelente
para los 4fidos. El tiempo de ingestidn de dieta también
disminuyd con el contenido de gramina. R.padi se alimentd
en la dieta control un periodo de tiempo inferior a 8.
graminum (Fig. 23 ). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos al determinar la cantidad de dieta ingerida

pesando laa laminas de Parafilm M.

3.11. -Efecto de hordenina en la sobrevivencia de S.graminum

Entre los objetivos planteados en esta tesis, estaba el
determinar el papel de hordenina en las interacciones
cebeda-4fidos. Si bien este metabolito no fue detectado en
ninguno de los cultivares analizados y considerando que
este compuesto puede ser degradado en raices de cebada a
p-hidroxibenzaldehido (Russo y Gros, 1982), se estudiaron
los efectos de ambos compuestos sobre &afidos alimentados

con dietas artificiales.
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A < S.graminun

o RN A

B S 4 B ﬁ

L R

0 _0_ 0 _ ﬂ 0 o 0
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Figurs 22 .

Determinacidn electrdnica de la conducts alimen-
ticia de &fidos en dietas artificiales
A= dieta control, B= 1 oM Gramina C= 3 mM Gramina

0

1l

Linea base, S= Salivacion, I=Ingestion

¢ /..
En cada enseyo se utilizo 6 afidos adultos.
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9y
-

Tiempo de ingestion(min)

(-

-

Gramina (mM)

Figura 23. Tiempo de ingestion de dieta con distintas
concentraciones de gramina por afidos. Cada
afido fue alimentado por un periodo de 2 hrs.
Cada wvalor corresponde al promedic de 6

mediciones + 1 e.e. (0)=5. graminum

{@)=R. padi.
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Hordenina disminuyd la sobrevivencia de §S. graminum,
alimentado con dietas artificiales (Fig.24). Sin embargo,
el efecto es inferior al observado con gramina (LD50= 2.2
mM). La cantidad de dieta ingerida por S. ¢graminum,
disminuyd con la concentracidn de hordenina en la dieta
Fig.25 ).

De la misma manera se determind el efecto de
p-hidroxibenzaldehido. No se observd ningun efecto sobre la
tasa de crecimiento poblacional de S. graminum (Tabla 7).
Ademas, p-Hidroxibenzaldehido no tuvo ningin efecto sobre
la sobrevivencia de S. graminum, en concentraciones hasta 6
mM (Tabla 8).

Debido a que no se detectd hordenina en 1los cultivares
aanalizados no fue posible proseguir el estudio del posible
papel deeste compuestc. A pesar que hordenina produce
efectos deletéreos sobre los 4&fidos, no es posible aun

involucrarle en la resistencila a insectos.

3.12. -Efecto del déficit hidrico sobre la susceptibilidad de

cebada cv.F. Union a S. graminum..

Durante el desarrollo de la parte experimental de este
trabajo se pudo observar que las poblaciones de A&fidos
aumentaban cuando las plantas sufrian periodos de sequia en
el laboratorio. Por esta razon se decidid estudiar el
efecto del déficit hidrico sobre la susceptibilidad de la

cebada a Afidos.
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1

0 3
Hordenina

Efecto de hordenina sobre la sobrevivencia de
S. graminum. Ninfas de S. graminum fueron
alimentadas con dietas conteniendo hordenina
en diferentes concentraciones. La sobrevivencia
fue determinada a las 48 hrs. Cada valor
representa el promedio de tres muestras de 10
afidos cada una. Las barras verticales

representan 1 e.e.
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0 3 6
Hordenina

Efecto de hordenina sobre la cantidad de dieta
ingerida por S.graminum. La cantidad de dieta
ingerida fue determinada luego de alimentar a

los afidospor 7 hrs.
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Table 7. Efecto de la incorporacion de

p—hidroxibenzaldehido en cebada sobre S. graminum

p-Hidroxibenzaldehido Tasa de crecimiento
(mM) (dia-i)
0,0 0,37+0,03
1,5 0,40:0,06
3,0 0,39+0, 086
6,0 0,398+40,06

Plantulas de cebada cv F.Union de 8 dias de edad fueron
supergidas en soluciones de cinetina (10 M ) v
p-hidrobenzaldehido. A los 10 dias de edad las plantas de
cada tratamiento fueron infestadas con afidos apteros
adultos de le especie S.gramipum. Le tase de crecimiento
poblacioneal fue determinada seis dias después. Cada valor
corresponde al promedio de tres muestras de 10 plantas cada

una + 1 e.e. No hubo diferencias significativas entre el

control y los tratamientos (test-t P>0.05%)
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Tebla 8. Efecto de p-hidroxibenzaldehido sobre 5. graminum

alimentados con dietas artificiales

p-Hidroxibenzaldehido Sobrevivencia
(mM) (%)
0,0 94145
1,5 9315
3,0 98+2
4,5 8445
6,0 93+5

La sobrevivencia fue determinada al cabo de 48 hrs. cada
valor corresponde al promedio de tres muestras de 10 afidos

cada una + 1 e.e
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La tasa de crecimiento poblacional de los é&fidos
aumentd con la disminucidn del potencial hidrico de las
plantas (Fig.26). Esto sugiere que el déficit hidrico
induce cambios en la concentracidén de algunas sustancias
que incrementarian 1la susceptibilidad de 1la planta al
atagque de Afidos.

Efecto del déficit hidrico en la susceptibilidad
de cultivares de cebada a afidos.

Al estudiar el efectoc del déficit hidrico en los
cultivares de cebada F. Union, Cruzat y MCU-34. Se observd
(Fig. 27) que la tasa de crecimiento de las poblaciones de
ambas especies de afidos fue mayor en las plantas con un
mayor grado de estrés. Estos resultados permiten postular
entonces que el estrés hidrico incrementa la
susceptibilidad de cebada a 4fidos.

Efecto del déficit hidrico en el contenido de
gramina, prolina y glicina-betaina.

Se determind el potencial hidrico de los cultivares F.
Union, Cruzat y MCU-34 ¥y se cuantificd el contenido de
gramina,prolina y glicina-betaina. Se observd que el
contenido de gramina varia muy poco en las hojas con
potenciales hidricos diferentes (Tablas 9,10). Sin embargo,
el contenido de prolina v g£licina betaina incrementd con la

disminucidn del potencial hidrico de las hojas (tabla 10).

En el cultiver F. Union prolina incrementd aproximadamente
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T

5 10 15 20
Potencial hidrico (-bares)

Efecto del déficit hidrico sobre la susceptibi-
lidad de cebade a S.graminum. Plantas de

cebada cv. F Union de 4 dias de edad, fueron
sometidas a diferentes condiciones de riego.

A los 10 dias cada grupo fue infestado con 2
afidos apteros adultos por planta. La tasa de
crecimiento poblacional fue determinada seis
dias mas tarde. Cada valor representa el
promedio de 3 muestras de 10 plantulas cada

una + 1 e. e. |
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5 veces mientras mientras que glicina-betaina
aproximadamente 2 veces (Fig. 28 ).
3.15. Efecto de prolina,colina y glicina-betaina, incorporada

en plantas de cebada,sobre la susceptibilidad a S.graminum

Grupos de plantas de cebada de la variedad ¥. Union ,
de 8 dias de edad recien cortadas, fueron puestas en
soluciones que contenian, cinetina (10~ M ) ¥y colina,
prolina y glicina-betaina en concentraciones semejantes a
las presentes en plantas bajo déficit hidrico. A los 10
dias de edad cada grupo se infestd con hembras dpteras
adultas del Afido S. graminum ., Seis dias después se
determind el incremento en el nlmero de &fidos y la
cantidad de cada compuesto incorporado por las plantas. Los
resultados mostraron que sélo en el ensayo con
glicina-betaina se produjo un incremento en la poblacidn de
dfidos (Fig 28). Con colina a concentraciones altas hay una
disminucidn en la tasae de crecimiento (Fig 29)

3.16.-Efecto de prolina,colina v glicina-betaina sobre
S.graminum , alimentados con dietas artificiales
Se alimentaron ninfas de S. graminum , con dietas
artificiales a las cuales se agregd prolina,colina y
glicina-betaina en concentraciones seme jantes a las

encontradas en plantas bajo déficit hidrico.

Los resultados demostraron que prolina y
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Tabia 9.Efecto del deficit hidrico sobre el contenido

de gramina en la variedad GAW.131.1 94K.EK.AMBO.

Potencial hidrico Gramina
{ - bares) (mmol/kg.p.8.)
4,7 29 +0,22
8,3 27 40,4
11,8 32 40,8 |

Grupos de plantas de 4 dias de edad mantenidas en una camara
de cultivo, fueron sometidas a diferentes condiciones de riego
diario.A los 10 dias de edad se determind el potencial
hidrico usando la tecnica de la bomba de presion. Los valores

corresponden al promedio de tres repeticiones + 1 e.e.

Sin diferencias significativas (test-t,P=0.058)
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Figura 28.
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5 10 15 20
Potencial hidrico (-bares)

Efecto del deficit hidrico sobre el contenido de
prolina y glicina-betaina en cebada.El contenido
de prolina y GB, fue determinado en plantas de 10
dias de edad. Cada valor corresponde al promedio

de tres muestras + 1 e.e. O= GB, @=Prolina.
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Tasa de crecimiento (dia-1)

0 2 | 5 : 10
Compuesto (mM)

Figura 29. Efecto de la incorporacidn de metabolitos acumu -

iados bajo estrés sobre la susceptibilidad de
cebada a S. graminum. Plantulas de cebada de

8 dias de edad, fueron SQmergidaS en soluciones
que contenian cinetina 16 M, GB (o), prolina
(#) ¥ colina(oc). Los valores entre el control ¥y

10mM son .diferentes para GB v Colina (test—t,P=0.05).
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glicina-betaina no afectaron la sobrevivencia de los &fidos
(Tabla 11). Colina,en cambio produjo una leve disminucidn
de la tasa de sobrevivencia de S. graminum a la
concentracidén 6 mM. La cantidad de dieta ingerida por los
dfidos no sufre variacidn respecto del contenido de prolina
y glicina-betaina. Colina a concentraciones altas disminuyd
la cantidad de dieta 1ingerida. Esto sugiere que colina
tiene un efecto repelente a concentraciones altas, debido a
lo cual los Afidos no ingieren dieta.

El indice de reproduccidn,no varia con prolina ¥
colina (Tabla 11).Sin embargo, con glicina-betaina a
concentraciones semejantes a las presentes en plantas se
produjc un incremento considerable (Fig.30). Estos
resultados sugieren que el incremento en la susceptibilidad
de las plantas de cebada bajo déficit hidrico,se deberia a
lo menos en parte a la acumulacidn de glicina-betaina.

3.17.-Efecto de gramina y glicina betaina sobre afidos
alimentados con dietas artificiales

Se alimentaron Afidos de las especies S. graminum y R.
padi en dietas con una concentracidn de gramina dadas y
diferentes concentraciones de glicina betaina. Se observd
que a diferencia de lo que ocurre en dietas solamente con
gramina, la sobrevivencia de ambas especies de &fidos
aumentd (Fig.31). Al alimentar ahora &fidos S. graminu en

dietas con una concentracidn de glicina-betaina dada y
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Tabla 10. Efectos del deéficit hidrico sobre el contenido de

gramina, prolina y glicina-betaina en plantulas

de cebada
Cultivar Potencial hidrico Compuesto
( -bares) (mmoles/kg p.s.)

Gramina Prolina GB
F. Union 5,3 N.D. 8+1 18+2
12,0 N.D. 3043 9048
Cruzat 5,6 2042 2042 54+4
12,0 18+2 31143 8448
MCU-34 5,6 3743 7+1 31:2
12,0 30+3 3743 5014

Las plantulas de cebada mantenidas en una camara de cultivo
a 25 + 2°C. Dos grupos de plantulas de 6 dias de edad
fueron regadas diariamente con diferentes cantidades de
agua por seis dias. El potencial hidrico fue determinado a
los 12 dias de edad de las plsntulas usando la metodologia

descrita. Cada valor es el promedicode 3 muestras t 1 e.s.
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Tabla 11. Efecto de productos de acumulados en cebada en

condiciones déficit hidrico sobre 5.graminum

Compuesto Sobrevivencia Dieta ingerida Indice de
(%) {mg/10 afidos) reproduccion
Dieta 83 + 3 0,9 2,51 40,1
Dieta+Prolina 986 + 6 0,9 2,30 #0,21
Dieta+Colina 72 + 57 0,7 2,03 40,2
Dieta+ GB 98 + 3 0,9 3,3 +0,2f

.—_._-.__,_.___._.___._..-__...._._..—_.._-.__.-.-..-—.._..—____..-.-—.—.—-——._————-...—.—--...-...—.

Los ensayos fueron realizedos alimentando afidos adultos con
dietas artificiales.lLea concentracion de cada compuesto fue 6
mM. Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones
con un error estandar

(%) Significativamente diferentes a P= 0.035 (test-t)
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Figura 30. Efecto de Glicina-betaina sobre el indice de

reproduccion de S. graminum. Afidos adultos

fueron alimentados en dietas por 72 hrs.

indice de reproduccion= ninfas/ x adultos
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Figura 31.

3 6 9 12
Glicina-betaina (mM)

Efecto de Glicina-betaina sobre la sobrevivencia
de 4fidos alimentados con gramina. Los afidos
adultos fueron alimentados &n dietas artificiales
con gramina 3 mM y varias concentraciones de

GB. La sobrevivencia fue medida a las 48 hrs.

O= 5. graminum, = R. padi
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diferentes concentraciones de gramina se observd que el
LD50 de gramina para este afido aumentd en proporcidn a
contenido de glicina-betaina en la dieta (Fig 32 A y B).
Estos resultados permiten sugerir que glicina-betaina es
capaz de reducir los efectos deletéreos de la gramina sobre

afidos.
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4. DISCUSION

Los alcaloides ind6licos simples presentes en
Gramineas y Leguminosas son responsables de la toxicidad
de algunas de estas plantas al ganado. Kl principal
alcaloide presente en cebada es gramina. Dado que 1la
cebada es usada como una planta forrajera alternativa en
gonas arides y semi-é&ridas, se ha propuesto eliminar
estos compuestos de ellas para reducir su toxicidad
{(Marten y col. 1981). Los resultados encontrados en esta
tesis, permiten postular que gramina Jjuega un papel
importante en la defensa de la cebada contra afidos, por
lo tanto, su eliminacién seria aconse jable sdlo en el
caso de existir mecenismos alternativos de resistencia al
atague de insectos.

Por otra parte, en la mayoria de los trabajos en 1los
cuales se estudia las interacciones planta- insectos se
describe el papel de un determinado compuesto sdlo en
base a correlaciones, sin describir si el compuesto esté
en el sitio de ataque en concentraciones adecuadas. El
hecho de haber determinado la localizacidn tisular de
gramina ¥ su concentracidn constituye un elemento
importante que permite una mejor comprensién de 1los
resultados obtenidos con 1las diferentes especies de
afidos estudiadas.

El que un afido sea poco afectado por gramina puede
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significar que el insecto es mas tolerante al compuesto o
gue se alimenta de un sitio donde 1la concentracidén de
gramina es muy baja. La primera de estas posibilidades
puede ser descartada con el sistema de dietas
artificiales. En este caso S. graminum fue el mas
afectado de los afidos. Esto sugiere entonces que S.
graminum no se alimentaria preferentemente de un sitio
donde exista gramina. En sorghum S. graminum se alimenta
preferentemente de los tejidos floematicos (Campbel. et
al, 1982). Cabe destacar que gramina no se localiza en
los haces vasculares de cebada. Sin embarge, cuando se
incorpora artificialmente dicho compuesto en los haces
vasculares, S. graminum es mas afectado. Siguiendoc un
razonamiento anélogc se puede postular que R. padi y R.
maidis se alimentarian preferentemente de tejidos no
fioematicos (meséfilo). M. dirhodum es el menos afectado
de 1los afidos, su LD-50 en dietas artificiales es
superior a la concentracién de gramina encontrada en la
mayoria de los cultivares analizados. Por esta razdn M.
dirhodum seria capaz de vivir en las hojas de cebada.
Seria interesante determinar la conducta alimenticia de
este afido en cultivares con y sin gramina y con gramina
incorporada en forma artificial, de manera de poder
establecer el sitio de ingestion preferente en la planta.
Estos resultados conjuntamente con aquellos de la

distribucién tisular de gramina, probablemente
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confirmarian que el grado de proteccidn conferido es wuna
componente de la actividad biologica del compuesto,
conducta alimenticia del afido ¥ localizacidn del
compuesto.

Hordenina,un alcaloide fendlico, también seria uno de
los responsables de la toxicidad de Phalaris al ganado
(Kendall y Sherwood, 1975). Russo y Gros (1982), han
reportado que hordenina es metabolizada en plantas de
cebada a unidades C, -C; antes de ser incorporadas a
lignina, originandose p-hidroxibenzaldehido y acido
p-hidroxibenzoico como intermediarios. Aqui se observo
que al colocar plantas de cebada en soluciones
conteniendo hordenina entre 1 y 6 mM, la cantidad de
hordenina incorporada fue inferior a 1 mmoles/kg.p.f.,de
igual modo no se produjo ningun efecto sobre el afido 8.
graminum. Esto sugiere que hordenina puede ser degradada
rapidamente en estas condiciones. S5i esto es ciertoc, sus
productos de degradacion no tendrian ningun efecto
observable sobre el afido , lo cual fue corroborado con
los resultados de p-hidroxibenzaldehido en dietas
artificiales. Dado que en ninguno de 1los cultivares
analizados se pudo detectar hordenina, se puede sehalar
que este compuesto no es importante en la resistencia de
la cebada a 4afidos. Se desconoce si hordenina es
importante en la proteccidn de otras plantas contra otros

insectos.
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La cebada es uno de los cultivos forrajeros
importantes utilizados en gzonas aridas y semi dridas
(Marten et al, 1981) . En estas condiciones las plantas
estdn expuestas a perfodos de deficit hidrico. Se observd
que el déficit hidrico produjo un incremento en la
susceptibilidad al ataque de S.graminum y R.padi. Dicho
efecto se correlaciond positivamente con el aumento de
glicina-betaina. Jgualmente, al incorporar
glicina-betaina en plantes de cebada, se produjo un
aumento en la tasa de crecimiento poblacional de 6.
graminum. Al alimentar &fidos con dietas artificiales mas
glicina-betaina se produjo un aumento del indice de
reproduccidn. Esto podria deberse a que glicina-betaina
sirve como fuente de nitrdgeno con 1lo cual acelera la
actividad metabdlica de las hembras dpteras produciéndose
un aumenio de la reproduccidén, Del mismo modo, el déficit
hidrico indujo una mayor susceptibilided a 4afidos en
cultivares que contienen gramina. En ensayos con dietas
artificiales g€licina-betaina redujo los efectos
deletéreos de gramina. Los resultados mostrados sugieren
que la acumulacidén de glicina-betaina en  plantas
resistentes a la sequia puede inducir un incremento en su
susceptibilidad, a pesar de presentar gramina en sus
tejidos. Este hecho es de particular importancia, pues se
ha propuesto seleccionar plantas que acumulen

glicina-betaina para obtener una mayor productividad en
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|

|

| condiciones de déficit hidrico (Hanson,1980). Los
|

| resultados aqui mostrados sugieren que la acumulacion de
glicina-betaina, aparte de aumentar la reproduccidn de
los afidos, es capaz de reducir los efectos deletéreos de
\ . < . A

| gramina. Seria aconse jable entonces, seleccionar

. ¥ P ¥ Fd . "
| cultivares que resistan al déficit hidrico sin que
acumulen glicina-betaina.

Los modos de accion de gramina y g€licina-betaina no

|

|

|

i han sido demostrados con claridad. Se ha senaladc que

i gramina actuaria a nivel del transporte electrdnico en

| mitocondrias de ratas y cloroplastos de espinacas

! (Niemeyer y Roveri, 1984; Andreo y col., 1984). Como ya se

J sefiald, glicina-betaina podria servir como fuente de

|

| nitrogenc. Sin embargo, esto no explica porqué' es capaz

I de reducir los efectos de gramina.5e ha postulado que
glicina-betaina podria también actuar a nivel del

R transporte de electrones de la cadena repiratoria de la

bacteria Pseudomonas syringae donde tambien reduce los

|

|

i efectos de gramina (Zubiiga y col., 1886). Esto sugiere
i que glicina-betaina deberia actuar en algun sitio comun
|

con gramina en la cadena respiratoria. Por otra parte,

\ en los resultados se demostrd que gramina tiene efectos
| téxicos y repelentes a los afidos. Entonces al estudiar

la conducta alimenticia de afidos en dietas con gramina y
= . . 'd - . - M .
glicina-betaina se podria determinar si glicina-betaina

| reduce, ademas, los efectos repelentes de gramina.

L
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La proposicién de eliminar a los alcaloides inddlicos
como una forma de reducir la toxicidad de la planta
contra el ganado motivé este trabajo de Tesis. Los
resultados aqui mostrados sugieren que gramina puede
regular las poblaciones de afidos en plantas. Ademés, se
demostrd que las interacciones entre cebada Yy dfidos
pueden estar afectadas por la acumulacidn de
glicina-betaina. Dado que los estreses hidrico y salino
determinan que la concentracion de €licina-betaina
aumente en cebada ( Steward y Larher, 1980), es probable
que estos factores afecten en forma similar la
susceptibilidad de la cebada a los dfidos.

Sugerencias de eliminar o aumentar el contenido de
compuestos en plantas se hacen a menudoc sobre la base de
estudios parciales. La eliminacion de compuestos
involucrados en la resistencia de plantas cultivadas solo
se deberia sugerir después de encontrar mecanismos
alternativos de resistencia. Por otro lado,
fitome joradores deberian considerar que la resistencia de
las variedades seleccionadas podria deberse a la
acumulacidn de compuestos con efectos deletéreos, no
sdlo para las pestes y enfermedades, sino que también
para los herbivoros y el hombre. Por ello es importante
continuar los estudios sobre los diferentes mecanismos de

resistencia de plantas a plagas.
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