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RESUMEN

La infestacion de la cebada por afidos, produce graves alteraciones fisiolégicas
que resultan en una significativa pérdida de productividad de los cultivos. Frente a este
dafio, las plantas generan respuestas defensivas. El ataque de las plantas por insectos y
patégenos conduce al aumento de actividad de la enzima fenil alanina amonio liasa (PAL)
y la sintesis de compuestos fenélicos solubles altamente toxicos, asi como la sintesis de
fenoles de la pared celular y de lignina. En la interaccion planta-afido no se ha
caracterizado completamente éste tipo de respuesta defensiva. En esta tesis se ha
postulado que bajo infestacion por afidos aumentaria la actividad de PAL, lo que
resultaria en un aumento del contenido de flavonoides, fenoles de pared y lignina. Estos
cambios en la via fenil propanoide serian una respuesta defensiva de las plantas ante los
afidos. Asi se esperaria encontrar una correlacion entre los cambios de actividad de PAL,
y el contenido de flavonoides, fenoles de pared y lignina, bajo condiciones de infestacion.
Por el contrario, el aumento de la actividad PAL, contenido flavonoides, fenoles de pared
y lignina debieran presentar un correlacion negativa con el grado de susceptibilidad de los
cultivares a los afidos. Para probar estas hipétesis se decidié caracterizar la actividad
PAL inducida bajo infestacion y medir simultdneamente los cambios en el contenido de
flavonoides, fenoles de pared y lignina. Estos parametros fueron medidos en el tiempo de
infestacion y con diferentes densidades de afidos. Se utilizaron tres cultivares de cebada,

Frontera, Acuario y Libra, los cuales previamente han sido evaluados en su



susceptibilidad al afido Schizaphis graminum R., siendo Frontera el cultivar menos
susceptible, seguido de Libra y Acuario.

La actividad PAL aumenté significativamente con la infestacion, presentando una
cinética bimodal. El cultivar Frontera present6 el mayor aumento de actividad PAL con
un primer pico de actividad alrededor de fas 36 h. Esto significo un aumento de casi
cuatro veces comparado con la actividad presente en las plantas sanas. EL segundo pico
de actividad PAL, fue bastante similar en magnitud entre los cultivares. El aumento de
actividad PAL a las 36 h, en el cultivar Libra no se correlacioné con su nivel de
susceptibilidad intermedia, presentando un menor aumento de actividad PAL que el
cultivar Acuario, el mas susceptible, solo 1,5 veces respecto al control sano. Dado que el
cultivar Frontera presentd el mayor aumento de actividad PAL, éste fue utilizado para
caracterizar algunos aspectos del efecto de los afidos en la actividad de la enzima. Se
encontrd que existe una correlacion positiva entre el nivel de actividad PAL y la densidad
de infestacion. También, se encontré que en plantas infestadas y mantenidas con un
fotoperiédo de luz continua, ocurrié un mayor aumento de la actividad PAL comparado
con la actividad PAL medida en plantas sanas e infestadas bajo un ciclo fotoperiddico
normal (luz/oscuridad, 14:10). Existié un efecto aditivo de la extension del fotoperiodo
en el aumento de la actividad PAL producida por el afido. Cuando se analizo el efecto de
la edad de las plantas en la actividad PAL bajo infestacién, se encontrd que ocurre una
disminucién importante en la actividad basal con la edad, pero que esta disminucion no
incide en el aumento de actividad PAL causado por los afidos. Sin embargo, plantas de

10 y 16 dias presentaron una mayor respuesta de actividad provocada por el insecto.




Al analizar el contenido de flavonoides, se encontro sélo un compuesto
mayoritario, tanto en plantas sanas como infestadas, saponarina una C-glicosil flavona.
El contenido de saponarina aumentd con la infestacion, siendo su acumulacidn posterior
al incremento de actividad PAL (60 h). El cv. Libra presenté el mayor contenido de
saponarina (105 mmoles g” p.s.), 3 veces el contenido observado en el cultivar Frontera
(menos susceptible). Cuando se analiz6 el porcentaje de aumento del flavonoide respecto
al control, el cv. Frontera presentd el mayor porcentaje de acumulacion (35,2% alas 60 h
de infestacion), seguido de Libra (21,5%) y Acuario (24,1%). El cultivar Libra mostro
ademads, un retraso de 48 h en el aumento de saponarina con respecto a los cultivares
Frontera y Acuario, bajo infestacion. En los experimentos de densidad de infestacion, la
acumulacién del flavonoide se correlaciond positivamente con la densidad inicial de los
afidos. En los ensayos de dietas artificiales, 1a saponarina mostré ser toxica para los
afidos. La sobrevivencia se redujo en un 50% al alimentar los afidos con 3mM de
saponarina por 24 h. Estas evidencias sugieren que la saponarina podria participar dentro
de la estrategia defensiva de fa cebada ante los afidos.

El contenido total de fenoles esterificados de pared aumenté con la infestacion y
este aumento fue posterior al aumento de la actividad PAL. EI cultivar Frontera presentd
la mayor acumulacion de fenoles de pared (alrededor de un 40%, a las 60 h de
infestacion), mientras que los cultivares Libra y Acuario alcanzaron un 23 y 20%,
respectivamente. Al estudiar el efecto de la densidad de infestacion sobre el contenido de
fenoles de pared, se encontré que éstos aumentan como resultado de un mayor densidad

de afidos. También, se estudid el efecto de los afidos sobre el contenido de lignina. El




nivel basal de lignina en el cultivar. Frontera file el doble del contenido presente en el
cultivar Libra y un 25% mayor que en Acuario. Se observaron dos fases de acumulacion
de lignina, ambas posteriores al aumento de actividad PAL por los afidos. En la primera
fase de acumulacion (desde las 60 a 132 h de infestacion), el cultivar Frontera presenté
s6lo 7% de aumento de lignina, mientras que en el cultivar Acuario fue del 12%. En este
experimento el cultivar Libra presento un retraso de 48h en la acumulacion de lignina. La
segunda fase de aumento de lignina, ocurri6 al final del experimento y se correlaciono
negativamente con la susceptibilidad de los cultivares. Ademas, el contenido de lignina se
incremento en funcién directa al nivel de infestacion.

En sintesis, bajo condiciones de infestacion ocurre un aumento de actividad PAL
que se correlaciond en parte con el nivel de susceptibilidad de los cultivares de cebada y
cuyo aumento resulta en un mayor contenido de flavonoides, fenoles esterificados de
pared celular y lignina. En todos los casos, el aumento de los compuestos sefialados fue
posterior al aumento de actividad PAL y dependiente del nivel de infestacion. Estas
evidencias, sugieren que la acumulacion de los fenoles de pared, lignina y el flavonoide

saponarina, podrian ser importantes en la resistencia a los éfidos.
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ABSTRACT

Infestation of barley by aphids causes serious physiclogical alterations, resulting
in a significant loss of productivity in crops. In response to this attack, the plants
generate defense mechanisms. The attack of plants by insects and pathogens causes an
increase in the activity of the enzyme phenyl alanine ammonia liase (PAL) and the
synthesis of toxic phenolic compounds and the addition of phenols to the cell wall, and of
lignin. This type of defensive response in the plant-aphid interaction has not been yet
characterized. This thesis postulates that under aphid infestation the PAL activity would
increase, and this would result in an increase of the flavonoids, wall phenols and lignin
content. These changes in the phenyl propanoid circuit would be a defensive response of
the plants faced with aphids. Then, a correlation would be expected between the changes
of PAL activity and the content of flavonoids, wall phenols and lignin, under infestation
conditions. On the other hand, the increase in PAL activity and of flavonoids, wall
phenols and lignin contents should evidence a negative correlation with the degree of
susceptibility of cultivars to aphids. To test this hypothesis it was decided to characterize
the PAL activity induced under infestation, and to measure simultaneously the changes in
flavonoids, wall phenols and lignin contents. These parameters were measured during the
infestation period, with different aphid densities. Three barley cultivars were used,

Frontera, Acuario and Libra, which had previously been tested for susceptibility to the
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aphid Schizaphis graminum R.. Frontera is the least susceptible cultivar, followed by
Libra and Acuario.

PAL activity increases significantly with infest, showing bimodal kinetics. The
Frontera cultivar showed the largest increase in PAL activity, with the first PAL activity
peak at around 36 h. This peack represented an increase of nearly four times the activity
present in healthy plants. The second PAL activity peak was similar in magnitude for all
cultivars. The increase of PAL activity at 36 h in the Libra cultivar was not in accordance
with its level of intermediate susceptibility, showing a lower increase in PAL activity than
the cultivar Acuario the most susceptible {only 1,5 times as compared with the healthy
cultivar control). Since cv. Frontera showed the greatest increase in PAL activity, it was
used to characterize some aspects of the effect of aphids on the activity of the enzyme.
There was a positive correlation between the PAL activity level, and the infestation
density. It was also found that in infested plants, kept under continuous light
photoperiod, there was a higher increase in PAL activity compared with healthy plants
and infested plants kept under a normal photoperiod cycle (light/darkness, 14:10). This
result shows that there was an additive effect of the extension of the photoperiod on PAL
activity induced by aphids. When analyzing the effect of age on the capacity of PAL
induction under infestation it was found that there was an important decrease in basal
activity with age, but that this decrease did not affect directly the PAL increase capacity,
However, 10 to 16 days old plants showed a greater response of activity by aphids.

When analyzing the flavonoids contents, only one major component was found, in

both healthy and infested plants: saponarin, a C-glycosil flavone. The saponarin content




increased significantly as a result of infestation. Its accumulation occurred afier the
increase in PAL activity (60 h). The cv. Libra showed the largest saponarin content (105
mmoles/g p.s.), three times that observed in the Frontera cultivar (less susceptible).
When analyzing the percentages of increase of the flavonoid as compared with the
control, the cv. Frontera showed the largest accumulation percentage (35,2% at 60 h
from infestation), followed by Libra (21,5%) and Acuario (24,1%). The cv. Libra showed
also a delay of 48 h in the increase of saponarin under infestation, as compared with
Frontera and Acuario. In the infestation density experiments the accumulation of
flavonoid correlated positively with the initial density of aphids. In artificial diet
experiments, saponarin showed a toxicity to the insect. The survival was reduced by 50%
by 3mM of saponarin after 24 h. This evidence suggests that saponarin could participate
in the defense strategy of barley against aphids.

The total content of sterified wall phenols increased under infestation, and this
increase occurred later than that of PAL activity. The Frontera cultivar showed the
largest accumulation of wall phenols (around 40% at 60 h after infestation), while Libra
and Acuario reached 23 and 20% respectively. When studying the effect of infestation
density on wall phenols content, it was found that these increase as a result of a greater
aphid density. The effect of the aphids on lignin content was also studied. We found that
the basal level of lignin in the Frontera cv. was twice that of the content in Libra, and
25% higher than in Acuario. Two phases of lignin accumulation were observed, both
occurring after the increase in PAL activity caused by the aphids. In the first

accumulation phase (from 60 to 132 h after infestation), Frontera showed a lignin




increase of only 7%, while that of Acuario was 12%. In this experiment, the Libra
showed again a delay of 48 h in accumulation, of lignin. The second lignin increase phase
occurred at the end of the experiment, and the density of infestation was related to the
susceptibility of the cultivars. Lignin content, also increased as a direct function of
infestation level of the plants.

In synthesis, under infestation conditions there was an increase of the PAL activity
which correlates partly with the susceptibility level of the barley cultivars. This increment
results in an increase in flavonoids, cell wall sterified phenols and lignin. In all cases, the
increase in these compounds occurred after the increase PAL activity under infestation,
and depended on the infestation level. This evidence suggests that the accumulation of
wall phenols, lignin and the flavonoid saponarin could be involved in the resistance of

barley to aphids.
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1. INTRODUCCION

1.1 La cebada y los dfidos

La infestacion de los cereales con afidos produce graves alteraciones fisiologicas
que resultan en una significativa pérdida de productividad, debido a la detencion del
crecimiento e incluso la muerte de las plantas en estadios tempranos del desarrollo {Miller
y Haile, 1998; Zerené y Quiroz, 1993; Noranbuena, 1992). Estos insectos, ademas,
actlan como vectores de parti‘;culas virales, como es el caso del virus del enanismo
amarillo de la cebada, VEAC (Noranbuena, 1992). La cebada es uno de los principales
cultivos de cereales en el mundo (Poehlman, 1985). En Chile, su cultivo abarca la zona
central y es poco importante con respecto a otros cereales, siendo atacada por distintas
. especies de afidos, entre ellos, Schizaphis graminum Rondani. Este afido, también
llamado pulgon verde, es una de las pestes mas agresivas en los cultivos de Norteamérica
(Starks y Webster, 1985). En Chile, las plagas de afidos fueron muy importantes en la
década de 1970, proliferando el uso de pesticidas; sin embargo, en esa misma época
comienza la introduccion de enemigos naturales como coccinélidos y parasitoides (1975),
los cuales se establecieron y redujeron notablemente la incidencia de algunas especies de
afidos en los cultivos (Gerding, 1992). El control integrado ha sido la mejor estrategia
para mantener poblaciones bajas de afidos, ademas del mejoramiento genético de los

cultivos para encontrar variedades resistentes (Quiroz y Zerené, 1992).



Entre los dafios causados por los dfidos en la cebada, estan la disminucion del
contenido de clorofila, aziicares totales y proteinas solubles, reduccion de la eficiencia
fotosintéticaiy del crecimiento (Cabrera, 1994). Uno de los cambios significativos, es la
reduccion del potencial hidrico de las hojas, lo que se manifiesta como sintomas de
marchitez. Ello es causado por la caida del contenido de acido abscisico (ABA),
hormona que regula la respuesta de cierre de los estomas en respuesta al estrés hidrico
(Trejos y col., 1993). Paralelamente, en la cebada se genera una serie de respuestas
defensivas como son el aumento de actividad de peroxidasas de pared (Indarte, 1995;
Chaman, 1997), contenido de inhibidores de proteinasas (Casaretto, 1996) y aumento del
acido ferulico soluble (Cabrera, y col. 1995). Ademads de estos cambios metabdlicos, se
ha encontrado que la cebada contiene un protoalcaloide indolico, gramina, el cual es
altamente toxico para los afidos y su contenido se correlaciona negativamente con la
susceptibilidad de los cultivares (Corcuera, 1993).

La participacién de compuestos de la via metabolica fenilpropanoide en los
estudios de la interaccion insecto-planta y patogeno-planta, ha sido particularmente
importante. Entre los metabolitos estudiados, se han encontrado compuestos disuasivos
para la actividad de insectos y otros altamente toxicos (Dixon y Paiva, 1995). También,
se ha demostrado que durante el ataque de insectos masticadores o producto de un dafio
mecanico ocurren significativos aumentos en la composicion de lignina y fenoles de pared
celular (Dixon y Paiva, 1995). El estudio de la enzima fenil alanina amonio liasa (PAL)
ha despertado gran interés, pues ella es clave en la via fenilpropanoide y es regulada por

una variedad de factores de estrés biotico y abiotico (Hahlbrock & Scheel, 1989)




1.2 La actividad PAL y la via metabélica fenil propanoide

Muchos metabolitos secund:irios denominados fenoles o fenilpropanos en plantas
derivan de la fenilalanina y/o tirosina. En la mayor parte de las especies el paso clave en
su biosintesis es la conversion de L-fenilalanina a acido f-cinamico, reaccidn catalizada
por la enzima PAL (EC 4.3.1.5.). Esta es la primera reaccion que da origen a la via de
sintesis de los fenilpropanos (Harborne, 1982). Entre los compuestos denominados
fenilpropanos estan los acidos fendlicos, ésteres solubles, cumarinas, flavonoides,
isoflavonoides, suberina y lignina. Algunos de ellos pueden ser pigmentos florales que
actllan como atractores de insectos polinizadores, antibioticos (fitoalexinas), protectores
contra la luz UV, repelentes a insectos (disuasivos) y moléculas sefializadoras en
interacciones microorganismo-planta. También pueden formar estructuras poliméricas
coimplejas, como la lignina y suberina, compuestos que participan en la estructuracion de
la pared celular (Hahlbrock & Scheel, 1989). La PAL fue descubierta en plantulas de
cebada por KouKol y Conn (1961), y ha sido la enzima mas estudiada con relacién a la
sintesis de metabolitos secundarios en plantas. La apoproteina es un tetramero cuya masa
molecular es cercana a los 330 kDa. La actividad de la enzima es sensible a inhibicion
por su producto in vitro (4cido f-cindmico); ademas, se ha demostrado que el 4cido £
cinamico inhibe la transcripcion de los genes PAL, por lo que se ha postulado como
regulador endogeno de su sintesis y actividad (Dixon y Paiva, 1995; Bolwell y col.,
1988). PAL presenta cooperatividad negativa con su substrato, observandose dos

aparentes constantes de Michaelis (Jones, 1984). Los genes-de la enzima han sido

estudiados en especies de dicotiledoneas y monocotiledéneas, como tabaco, cebada, apio,




arveja, papa, zanahoria, remolacha, poroto, trigo y arroz, encontrindose que
corresponden a una pequefia familia multigénica (Hahlbrock & Scheel, 1989; Kervine y
col., 1997; Fukasawa - Akada y col., 1996; Yamada y col., 1994; Tanaka y col., 1989).
En cebada, se han encontrado al menos 5 genes pal (ipal 2, hpal 3, hpal 4, hpal 6 y hpal
7). La expresion de los transcritos de Apal2 en cebada disminuye con la edad de los
drganos, encontrandose la mayor acumulacién en las raices (Kervine y col., 1997). Los
genes de PAL son expresados diferencialmente en distintos tejidos y estados de desarrollo
(Liang y col, 1989, Bevam y col., 1989). Concomitantemente con el cambio de
expresion de los genes, los niveles de actividad también cambian con la edad de las hojas,
frutos y en los tallos de especies herbaceas (Knogge y Weissenbock, 1986; Lister y
Lancaster, 1996, Cheng y Breen, 1991; Morrison y Buxton 1993; Funfgelder y col.,
1994).

PAL ha sido caracterizada como una proteina citosdlica, pero también ha sido
encontrada en fracciones enriquecidas con cloroplastos de cebada (Souders y McClure,
1975). Recientemente, mediante estudios de inmunocitoquimica y fraccionamiento
celular en glandulas de Primula kiwensis y en elementos de traqueas en diferenciacion en
Zinia, se ha encontrado que PAL se encuentra asociada a regiones densas de reticulo
endoplasmico, vesiculas del dictiosoma, plasmalemma y apoplasto (Nakashima y col.,
1997; Schopker y col., 1995). Estos resultados sugieren que hay dos tipos de PAL en la
célula, uno asociado al citoplasma para la sintesis de compuestos solubles (flavonoides,

ésteres solubles, etc.) y otro que seria secretado por el Golgi a la pared celular,




probablemente involucrado en la sintesis de los fenoles estructurales, como son lignina y

acido diferiilico (Whetten y Sederoff, 1995).

1.3 Regulacion de la actividad PAL por factores abidticos

La luz produce un aumento de la actividlad PAL en cultivos celulares
(Zimmermann y Hahlbrock, 1975). Este aumento de actividad es regulado por el
espectro de luz roja, respuesta que es mediada por fitocromo (Souders y McClure, 1975,
Reddy y col., 1994). El aumento de actividad PAL durante el dia presenta un maximo de
actividad a las cuatro h, el cual es dependiente de luz roja y mediado por la activacion
fitocromo, Iuego se produce otro pico de actividad a las 12 h, el que no es revertido por
luz roja lejana. Este segundo aumento de actividad estd regulado por luz UV-B. El
aumento de actividad PAL mediado por luz UV-B se acopla a la sintesis de antocianinas,
compuestos que actuarian como filtros para estas longitudes de onda (Reddy y col.,
1994). En zanahoria, se ha determinado que existe una relacién directa entre los
espectros de Iuz con el espectro de accion de la expresion de PAL y de la enzima
chalcona sintetasa (CHS). Ambas enzimas tienen un maximo de expresion en el espectro
del UV-B, coincidente con la radiacién que estimula la sintesis de las antocianinas
(Takeda y col., 1994; Hahlbrock & Scheel, 1989). La enzima chalcona sintetasa cataliza
la formacién de naringenina a partir de 4-coumaroil-CoA y malonil-CoA. Esta reaccion
es el paso esencial para la biosintesis de flavonoides (Kreuzaler y Hahlbrock 1975;
Schroder y col.,1979; Lewisnstsohn y col., 1989; Beggs y col., 1987). La importancia

de la sintesis de flavonoides para prevenir los efectos de la fuz UV ha sido puesta de




manifiesto en mutantes de sintesis de flavonoides en Arabidopsis thaliana, los que
resultan ser hipersensibles a este tipo de radiacion (Li y col., 1993).

La actividad PAL puede se% inducida por otros factores abidticos, en ausencia de
luz y sin induccion concomitante de la CHS (Schroder y col,,1979). Asi la actividad de
PAL aumenta frente a la disminucion de la temperatura, con el aumento de la intensidad
de la radiacion de luz y bajo déficit nutricional de las plantas, especialmente cuando el
contenido de nitrogeno y fosforo en el suelo son deficientes (Hirat y col., 1994; 1995,
Leyva y col., 1995; Solecka y Kacperska, 1995; Sglinozaki y col,, 1994). Otro factor que
afecta la actividad de la enzima es el dafio mecéhico, por gjemplo el producido por el
viento excesivo. Experimentalmente, se ha visto que el dafio mecanico aumenta la
actividad PAL y que ello se debe a sintesis de n10vo de la enzima y a la expresion de varias
isoformas (Ishizuka y col., 1991; Tanaka y col, 1989). En papa, la actividad PAL

inducida por dafio mecéanico alcanza sus valores maximos a las 72 h (Oosterhaven y col.,

1995).

1.4 Efecto de agentes de estrés bidtico en la actividad PAL

1.4.1 Participacion de PAL y la via fenilpropanoide en la relacion hongo-planta

' La actividad PAL aumenta rapidamente como respuesta al ataque de hongos,
virus y bacterias (Dixon y Paiva, 1995). En estos casos, el aumento de actividad PAL
resulta en la acumulacion de una serie de compuestos fenélicos como los isoflavonoides,
las cumarinas y los flavonoles, entre otros (Dixon y Paiva, 1995; Bérner y Grisebach,

1982; Orr y col., 1993). Entre los patdgenos, los hongos son de gran interés dado su alta




patogenicidad y los niveles de dafios que causan en las plantas. Cuando se inoculan
drganos o suspensiones celulares de plantas resistentes, con esporas o micelio de hongos
patdgenos se produce un rapido incremento de actividad y sintesis de PAL y CHS, en
comparacion con los cultivos susceptibles (Miklas, y col, 1993; Corchete, y col.,, 1993;
Cui, y col,, 1996). Similar respuesta ha sido obtenida en hipocotilos de poroto soya
inoculados con cepas incompatibles de Phytophthora megaspora, en comparacion a
cepas compatibles (Borner y Grisebach, 1982). El aumento de actividad PAL en estos
casos es mediada por la accién de compuestos elicitores de pared celular del hongo,
como los glycanos (Dalkin y col., 1990; Bolwell y col., 1985; Lawton y col., 1983; Jorrin
y Dixon, 1990). Asi, tratamientos con elicitores fiingicos producen un rapido aumento de
la actividad PAL y CHS, presentando una cinética similar con un maximo de actividad a
fas 12 h, para luego decaer a un nivel de actividad superior al basal (Dalkin y col., 1990).
En poroto, la aplicacion de elicitores mas acido f-cinamico (inhibidor de PAL), produce
una disminucion de la actividad de CHS. Igual resultado se ha observado al aplicar el
acido L-o-Amino-oxy-p-fenilpropanoico (AOPP), un inhibidor de la reacciéon de PAL
(Bolwel y col., 1988). Los resultados sugieren una fiincién reguladora de la PAL y CHS
en la via de sintesis de flavonoides bajo condiciones de infeccion por hongos. En este
sistema, la actividad PAL estaria acoplada«a la actividad de la CHS para la sintesis de
isoflavonoides (fitoalexinas), compuestos toxicos para el hongo. Por otro lado, el
aumento de actividad PAL resultaria en un incremento de la sintesis de lignina,

compuesto que [imitaria el acceso del patogeno a la planta (Notsu, y col., 1994).



En un estudio de interacciones patogénicas entre plantas transgénicas de A.
thaliana con el promotor PALI fusionado a GUS y el hongo Peronospora parasitica, se
encontrd la acumulacidn de acido salicilico es necesaria para la significacion durante la
reaccion de hipersensibilidad (HR). Este resultado fue encontrado en presencia de
inhibidos de PAL y cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD), enzima que participa en la
formacién de los residuos alcohodlicos de la lignina (Mauch-Mani y Slusarenko, 1996;
Whetten, y col., 1998). Las mismas evidencias han sido encontractias en cebada infectada
con el hongo Erysiphe graminis (patogénico) y Lrysiphe pisis (no patogénico) en
estudios de interacciones compatibles e incompatibles (Zeyen y col., 1995, Shiraishi y
col.,, 1989). En cebada, el hongo produce una respuesta bimodal en la acumulacién de
transcritos y actividad PAL. Tanto en interacciones compatibles como incompatibles con
el patogeno, el aumento de actividad PAL es rapido, observandose un pico de actividad a
las seis h asociado a la penetracion del hongo y estaria relacionado con la respuesta HR

(Clark y col., 1994).

1.4.2 La via fenilpropanoide en la interaccion insecto-planta

Horber (1980) definid tres categorias de efectos que las plantas resistentes
producen en los insectos: antibiosis, en la cual ia biologia del insecto se ve negativamente
afectada; antixenosis, en la que la planta actia como un hospedante pobre; y tolerancia.
En esta ultima categoria, las plantas tienen la capacidad de disminuir el dafio causado por
el insecto y recuperarse parcialmente. Los compuestos fendlicos pueden participar en

una o varias de estas categorias.




En los estudios de Ja interaccion insecto-planta, las evidencias sugieren la
participacion de compuestos fenilpropanoides en los mecanismos de defensa (Dixon y
Paiva, 1995). Entre los cereales el trigo ha sido la especie mas estudiada en estos
aspectos. Leszczynski y col. (1985), encontraron que para el afido Rhopalosiphun padi la
preferencia alimentaria por un cultivar de trigo estaba asociada al nivel de compuestos
fenolicos en la planta, y ademas, que la alimentacion de este afido con dihidroxifenoles
resulta en una inhibicion de su desarrollo. Junto a lo anterior, se ha encontrado que la
infestacién en trigo produce un aumento del contenido de fenoles, de actividad PAL y de
fa enzima tirosina amonio liasa (TAL), enzima que se encuentra en monocotiledoneas y
también da lugar a la sintesis de 4cidos cinamicos (Leszczynki, 1985; Ciepiela, 1989).
Entre los compuestos fenolicos presentes en trigo, se ha observado que existe una
correlacion inversa entre el contenido de flavonoides y la preferencia alimentaria de los
ifidos por los cultivares (Nariz y col, 1985). Los flavonoles, como por ejemplo
quercetina, d-catequina y naringina disminuyen la sobrevivencia de los afidos Schizaphis
graminum y Myzus persicae, alimentados con dietas artificiales (Jordens-Rottger 1979;
Dreyer y col., 1981; Todd y col., 1971).

En cebada, el metabolismo fenil propanoide bajo infestacion por afidos ha sido
muy poco estudiado. Cabrera y col. (1995), determinaron un aumento del acido ferilico
soluble en plantas de cebada infestadas con S. graminum. También encontraron que el
acido ferulico aplicado en dietas artiﬁcia'les a 8. graminum, resulta ser toxico para el
afido. Ademas de los cambios en los fenoles solubles, otros autores han estimado que

ocurre un aumento del contenido de fenoles de pared, observado como un incremento de



10

autofluorescencia inducida por luz UV, en las zonas de infestacion (Belefant- Miller y col.
1994). Estudios en nuestro laboratorio, han permitido determinar que los afidos
producen un importante aumento de la actividad de peroxidasas de pared celular
(Chaman, 1998; Indarte, 1995). El aumento de este tipo de peroxidasas contribuiria a la
reparacion de la pared celular mediante la sintesis de lignina, el entrecruzamiento entre
polimeros de carbohidratos (Gonzalez, 1998), y ademas, el entrecruzamiento de estos dos
tipos de polimeros con proteinas estructurales de pared celular (Cassab, 1998).

Asi como en trigo, en la cebada se encuentra un grupo diverso de flavonoides.
Mediante analisis de cromatografia en placa (TLC), se han identificado 26 flavonoides en

las hojas de cebada, en distintos cultivares (Frost y col., 1977). Cinco son flavonas O-

ap,

glicosidos, ntieve son derivados de la flavanona vitexina y un grupo mayoritario derivado
de ia flavona iso-orientina. En muchos cultivares, se encuentran principalmente tres C-
glicosil-ﬂavanas, stendo saponarina y Iutonarina los mas frecuentes (Seikel y Bushnell,
1959; Seikel y col,, 1962). En el caso de estos flavonoides no se conoce su efecto sobre
los afidos, pero se sabe que se encuentran preferentemente en la epidermis (Dietz y col,,
1994), y que su sintesis es controlada por luz roja y radiacion UV-B (McClure y Wilson,

1970; Liu y col., 1995).

1.5 Importancia de la actividad PAL y la via fenil propanocide en las estrategias

defensivas de la cebada al ataque de dfidos.

Los afidos generan un dafio particular y especializado, que les permite sobrepasar

muchas de las barreras ofrecidas por metabolitos secundarios. Como consecuencia de o
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anterior, la infestacion por 4fidos en cereales produce significativas pérdidas de
productividad (Miller y Haile, 1998, Zerené y Quiroz, 1993, Noranbuena, 1992). Existen
muchas evidencias de la importancia del metabolismo fenil propanoide como mecanismo
de defensa al ataque de patégenos y pestes {(Dixon y Paiva, 1995). En cereales, la
participacion de compuestos fendlicos en la tolerancia a los afidos, ha sido estudiada
principalimente en trigo, mientras que en cebada se tiene poca informacion. En cultivares
de trigo bajo infestacion, ocurre un aumento de la actividad PAL como del contenido de
fenoles solubles y la acumulacion de éstos compuestos se correlaciona inversamente con
el nivel de susceptibilidad al afido (Leszczynki, 1985; Leszczynki, y col., 1985; Cipiela,
1989; Nariz y col.,1985).

En cebada, los cultivos comerciales son en general susceptible al ataque de afidos,
sin embargo, es posible encontrar cultivares con distintos grados de susceptibilidad
(Casaretto, 1996), lo que ha sido correlacionado a la presencia del protoalcaloide gramina
(Corcuera, 1993). Durante la infestacion, se ha determinado un significativo aumento de
acido fertilico soluble, mientras que el contenido de fenoles solubles no se modifica
significativamente (Cabrera, 1994). Este fendmeno podria ser explicado por la
insolubilizacién de estos compuestos en la estructura de la pared celular, al formar parte
de la lignina o acido difenilico, el cual participa en el entrecruzamiento de polimeros de
pared celular (Tkegawa y col., 1996). Tanto en trigo como en cebada, no existen estudios
cinéticos de la variacion de la actividad PAL y acumulacion de compuestos fenolicos bajo
infestacion de afidos. Este tipo de trabajo permitiria caracterizar de mejor forma las
respuestas defensivas de las plantas al insecto y también la temporalidad de los cambios
metabolicos de la via fenilpropanoide que estan asociados. Los antecedentes expuestos
hacen de la cebada un excelente material de estudio para comprender la participacion del
metabolismo fenilpropanoide, en la estrategia defensiva de los cereales al ataque de

afidos.

O
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En esta tesis se postula la siguiente hipotesis:
En la cebada se modificaria la actividad PAL en respuesta a la infestacién por afidos,
Estos cambios de actividad se reflejarian en variaciones en el contenido de compuestos
fenolicos en la planta y serian importantes en la defensa de la planta contra el ataque de

los afidos.

El objetivo general de esta tesis es caracterizar los cambios de actividad PAL
producida por la infestacion de afidos en cebada, en el contenido de flavonoides, fenoles
esterificados de pared y lignina y relacionarlos con la susceptibilidad de los cultivares de

cebada a los afidos.

Los objetivos especificos planteados son:

I.- Evaluar los cambios de actividad PAL bajo condiciones de infestacion en tres
variedades de cebada, que presentan diferente susceptibilidad al afido Schizaphis
£

gramintin.

2.- Caracterizar los cambios en el contenido de flavonoides bajo condiciones de
infestacion.

3.- Determinar st los flavonoides presentes en cebada son toxicos para los afidos.

4.- Caracterizar los cambios en el tiempo del contenido de fenoles de pared vy lignina en
cebada bajo infestacién.

5- Determinar si los cambios en el contenido de fenoles de pared y lignina se

correlacionan con el aumento de actividad PAL y con el nivel de dafio causado por los

afidos.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal

Se usaron Plantas de cebada (Hordeum vulgare 1.), de los cultivares Acuario,
Libra y Frontera, que presentan distinto grado de susceptibilidad al afido Schizaphis
graminum Rondani. El cv. Frontera presenta la menor susceptibilidad al ataque de los
afidos, mientras los cvs. Libra y Acuario son los mas susceptibles (Casaretto, 1996). Los
cultivares fueron sembrados en potes con vermiculita e incubados en una camara de
cultivo a 25°C bajo un fotoperiodo de 14/10 h (luz / oscuridad) y con una radiacion de 60
umol m?seg”’. Las plantas se mantuvieron en un sistema de cultivo hidropdnico con

solucién nutritiva Hoagland, el cual fue suplementado tres veces por semana.

2.2 Obtencion de los dfidos e infestacion:

Los afidos de la especie Schizaphis graminum Rondani fueron crecidos sobre
plantas de cebada del cv. Frontera, mantenidas de acuerdo a las condiciones descritas en
el parrafo anterior. Plantas de cebada de 10 dias de edad se infestaron con 20, 40 6 60
afidos apteros iniciales por planta. Ademas, se realizaron experimentos de infestacion
con plantas de distinta edad con el cv, Frontera. Este fue infestado con 40 afidos iniciales
en plantas de 8, 10, 12, 14, 16 y 20 dias de edad. En cada caso el tiempo cero fue fijado
al inicio del fotoperiodo. Las infestaciones se realizaron usando macetas con
aproximadamente 100 plantas de cada cultivar, Los afidos fueron colectados desde la

colonia en hojas previamente cuadriculadas, sobre las cuales se muestrearon 10

13
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cuadrantes para estimar la densidad de los afidos. Los afidos previamente contados se
depositaron homogéneamente en la maceta con un pincel, esta operacion se repitié con
tres a cinco macetas en cada experimento. Para todas las mediciones, cada muestra fue
obtenida por triplicado con cada réplica tomada desde una maceta diferente, tanto para el
grupo control (plantas sanas) como para el grupo experimental (plantas infestadas). Cada
réplica de un g de peso fresco, correspondiendo de cinco a 10 individuos dependiendo del

cultivar y edad de las plantas.

2.3 Insayo de actividad PAL

Se midid la actividad PAL en hojas de plantas infestadas y sanas, manteniendo las
plantas en las condiciones de crecimiento. La actividad PAL fue evaluada segin la
metodologia de Zucker (1965), cuantificando 12 formacién de acido trans-cinamico en un
extracto crudo de proteinas. Se realizd una extraccion de proteinas a partir de 1g de
tejido fresco usando 3 ml de un amortiguador borato (0,1 M, pH 8,8), conteniendo B-
Mercaptoetanol (0,01 M) y PMSF (3 mM). El tejido se homogeneizd en un mortero frio
(4°C) con el amortiguador de extraccion mas 150 mg de PVPP y 0,5 g de arena de
cuarzo lavada; el extracto se diluyd con 3 ml del amortiguador de extraccion y se
centrifugd a 10.000 g x 10 min. a 4°C. La actividad PAL se ensayd con una alicuota del
sobrenadante obtenido (100 ul), L-fenilalamna 10 mM y el amortiguador de extraccidn en
un volumen final de 3 ml. La muestra de sobrenadante contenia entre 100 a 150 pg de
proteina, donde la actividad de la enzima es lineal en el tiempo y proporcional a la

concentracion de proteinas. El blanco consistié en los componentes del ensayo sin L-
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fenilalanina. El producto de la reacciéon se medio a 290 nm en un espectrofotometro
Shimadzu UV-240, durante una h, La actividad enzimatica se expreso en pKat (pico
moles de acido cinamico formado por segundo), como actividad especifica (por mg de
proteina) y total (por gramo de peso fresco), utilizando el coeficiente de extincion molar

del acido cinamico (10.000 /mol).

2.4 Purificacion y determinacion de flavonoides

Se colectaron 500 g de hojas de plantas sanas e infestadas con 40 afidos durante
seis dias, de los cultivares Frontera y Libra. Las hojas fueron finamente picadas y
extraidas exhaustivamente en metanol, (tres veces por 24 h). Los extractos metandlicos
fueron evaporados a presion reducida y llevados a sequedad. Se tomaron cinco g de
cada uno de los extractos crudos (FOO1) y fueron fraccionados en 100 ml de agua
destilada. Se separo la fraccion hidrosoluble mediante filtracion y fue evaporada. Este
purificado (F002), fue nuevamente fraccionado, esta vez con acetona, recuperandose la
fraccion insoluble (FO05). Esta fraccion fue primero purificada en una columna de fase
reversa en un sistema de presion media (MPLC), eluida con agua para eliminar sales y
azucares, Posteriorimente, se eluyd con acetonitrilo 50%; de esta manera, se obtuvo la
fraccion FO0O7. Esta fraccion estaba enriquecida en flavonoides, los cuales fueron
purificados nuevamente en una columna de Sephadex LH20 / MeOH, y cristalizados.
Los cristales asi obtenidos fueron analizados El flavonoide purificado fue analizado por
espectrometria de masas APCI, MS-MS y espectro UV. Para verificar la presencia de

flavonoides en los distintos pasos de purificacién, las fracciones fueron analizadas
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mediante TL.C en placas de celulosa {1D), usando como solvente de elucion la mezcla n-
BuOH: acido acético: agua (40;10:50). Las placas fueron reveladas por exposicion a la
fuz ultravioleta (UV) y con 2-aminoetil difenilborato (NA). Los compuestos purificados
fueron analizados en HPLC, con una columna RP 18 Lycrosphere (5 um, 250 ID 4.6

mm), con la finalidad de establecer su grado de pureza.

2.5 Cuantificacion de saponarina mediante HPLC

Se obtuvieron extractos metandlicos, a partir de 2 g de hojas, como se indicara
previamente. Cada extracto metanolico fue resuspendido en el solvente de elucion usado
para la cuantificacion de saponarina por HPLC. Las muestras resuspendidas fueron
centrifugadas en una microcentriguga a 12000 rpm por cinco minutos y fue recuperado el
sobrenadante. El analisis mediante HPLC se realiz6 en un equipo Knauer con un detector
de fongitud de onda variable y una columna RIP* 18 (Superspherer, Merck, 4 pm,
119*4mm, DI). El pico de saponarina file detectado en una elucion isocratica con HyO: .
aceto nitrilo (97:3) y acetato de etilo 2,5% y H3sPO4 1,5%, a un flujo de 1,5 ml/min. La
deteccion se realizo a 275 nm. El tiempo de retencion de la saponarina bajo estas
condiciones fue de 9 min. La curva de calibracidn fue realizada con el estandar obtenido
de la purificacion. Cada determinacion se realizd con tres muestras independientes y cada

muestra {ue inyectada dos veces.
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2.6 Obtencion de paredes celulares para la determinacion de fenoles y lignina

Se colectaron 2 gramos de hojas de plantas sometidas a los distintos tratamientos.
Las muestras fueron picadas y extraidas en metanol (ires veces por 24 h), los residuos
fueron secados a 40 °C y pesados. Muestras de 20 mg, fueron maceradas e incubadas
con Pronasa E (0,5 mg/ml) en amortiguador Tris-HCI (50 mM, pH 7,0), durante 12 h a
temperatura ambiente y agitacion continta. Se recuperaron los residuos y las paredes
fueron lavadas tres veces con H20, MeOH y MeOH:CHCI; (i:1); finalmente, las

muesiras fiteron secadas a 40°C.

2.7 Determinacion del contenido relativo de fenoles unidos a paredes celulares

Los compuestos fendlicos esterificados a polisacaridos de pared celular fueron
liberados por hidrolisis alcalina. Paredes celulares purificadas como se indico en el punto
anterior, fueron saponificadas en 5 ml deNaOH 2N (desgasificado) por 20 h en viales
seflados con N, y en agitacion continua a temperatura ambiente, El sobrenadante fue
colectado v se acidifico a pH 2,0 con HCI 5N. En esta fraccion se evaluo el contenido
relativo de fenoles esterificados mediante la técnica del folin de acuerdo a Swain y Hillis
(1959). Una alicuota de la muestra (200 pl) se diluyé a 1 ml con agua y se hizo
reaccionar con 250 ul del reactivo de Folin y 1ml de NayCO; 20% (p/v), durantc una h a
temperatura ambiente. La absorbancia del complejo coloreado se midié a 765 nm. El
contenido de fenoles fue expresado como pg equivalentes de acido ferilico, ya que éste

fue determinado como el componente mayoritario mediante analisis de HPLC.
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2.8 Determinacion de lignina

Paredes celulares purificadas fueron saponificadas, el residuo remanente fue
lavado tres veces en H;0, MeOH, MeOH:CHCI; (1:1), secado a 40°C y pesado. La
determinacion de lignina fue ensayada de acuerdo a Cahill y McComb (1992). Se midio
los productos de [a reaccidon del acido tioglicolico con los residuos alcohdlicos de la
lignina (LTGA). Se hicieron reaccionar siete mg de pared purificada con 0,5 ml de acido
tioglicolico y Sml HCI 2 N (4 h a 95°C). Luego se lavé el peliet con H,O y fue
resuspendido en Sml de NaOH 0,5N por 16 h a 4°C. Se recuperd el sobrenadante y se
acidifico con Iml de HCI concentrado (incubado 4 h a 4°C) para precipitar fos complejos
de LTGA. Finalmente se obtuvo el precipitado, el que fue lavado con agua y se
solubilizé6 en 5 ml de NaOH 0,5N. EI contenido de lignina fue estimado midiendo la

absorbancia del complejo LTGA a 280 nm.

2.9 Ensayo de dietas artificiales

Los afidos de la especie Schizaphis graminum R pertenecen a un clon de ninfas
apteras, el cual ha sido mantenido en el laboratorio. Para evaluar el efecto de saponarina
en la sobrevivencia de los afidos, estos fueron crecidos con dietas artificiales conteniendo
el flavonoide. El sistema usado para las preparacion y aplicacién de las dietas fue el
descrito por Argandofia y col., (1983). Este consiste en preparar una solucion rica en
amino 4cidos y sacarosa, la cual es depositada entre dos secciones de Parafilm, el que es
colocado en un extremo de una capsula abierta en ambos lados. Una vez preparada las

camaras, se depositaron 10 ninfas de tercer estadio en el interior y se sellé la camara con
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un trozo de gasa, Los afidos en estas condiciones fueron mantenidos bajo luz continua a
25°C durante-72 h. Se evalud el efecto de la saponarina en concentraciones de 0,75; 1,5
y 3 mM. El ntimero de afidos vivos fue determinado a las 24, 48 y 72 h. Se determing el
porcentaje de sobrevivencia respecto al control. Para cada tratamiento se realizaron 10

repeticiones y el experimento se llevo a cabo 2 veces.

2.10 Determinacion de proteinas solubles

La concentracion de proteinas solubles en cada tratamiento y en las plantas
control se realizd de acuerdo al método colorimétrico de Bradford (1976). La extraccion
de proteinas se realizo de acuerdo al método establecido para la medicion de actividad
PAL. La medicion se llevé a cabo con 10 pl del sobrenadante obtenido de cada muestra
y por duplicado. Esta alicuota se hizo reaccionar con el reactivo de Bradford por 10
minutos a temperatura ambiente, midiendo la absorbancia a 595 nm, en un

espectrofotometro Shimadzu UV-240 (P/N 204-58000). Se expresd el contenido de
¢ 3

proteinas de acuerdo a una curva de calibracion con albimina de bovino (BSA).

2.11 Peso seco de las plantas

Muestras de un gramo de plantas sanas e infestadas de acuerdo a las distintos
tratamientos fueron pesadas y contadas. Luego se colocaron en una estufa a 70°C hasta
lograr el peso de equilibrio. Se determind la variacion del peso seco por gramo de

materia fresca original, ademas del peso seco especifico por planta, Todas las muestras

fueron hechas por triplicado en experimentos independientes.




3. RESULTADOS

3.1 Actividad PAL en cultivares de cebada bajo condiciones de infestacion por dfidos

3.1.a. Determinacion de la actividad PAL en distintos organos de cultivares de cebada
Inicialmente, se midio la actividad de PAL cada cuatro h, durante un periodo de
24h, en las hojas de plantas sanas y infestadas de los cultivares Frontera y Libra. En este
experimento, no se encontraron diferencias significativas de actividad PAL entre plantas
infestadas y sanas, Ademas, se observo una gran variabilidad en los valores de actividad
que presentaban las muestras. Debido a este resultado, se decidio examinar el nivel de
actividad PAL en los diferentes organos aéreos de plantas sanas de 10 dias, en los
cultivares Frontera, Acuario y Libra. La medicion se realizé en [a lamina foliar de la
primera y segunda hoja, en la vaina, y también en la raiz. La actividad PAL fue medida a
las cuatro h de comenzado el periodo de luz y la actividad fue expresada como actividad
especifica (pKat mg™ de proteina) y total (pKat g p.f). La mayor actividad especifica,
la presentd la vaina (sobre 99 pKat mg' de proteina), seguida por la Jamina de la
segunda hoja (sobre 21 pKat mg™ de proteina) y finalmente la lamina de la primera hoja
con aproximadamente 6 pKat mg™ de proteina de actividad PAL (Fig. 1A). Sin embargo,
al comparar [a actividad total entre la vaina y la 2° hoja, las diferencias de actividad fueron
menores (Fig. 1B). La gran diferencia en la actividad especifica de la vaina comparado

con la 2" hoja, se deberia al bajo contenido de proteinas que se encuentra en la vaina.
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Figura 1. Actividad PAL presente en distinto Organos aéreos de cebada. Se determind la
actividad especifica (A) y total (B) en la vaina, 1 y 2* hoja, en plantas de 10 dias de los
cultivares Acuario, Libra y Frontera. Cada valor representa el valor promedio de tres

muestras £ 1 eee.
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Al comparar la actividad especifica de PAL entre los cultivares, no se observaron
diferencias significativas. En cambio, al comparar la actividad total, el cultivar libra
mostro en todos los organos un nivel menor de actividad PAL, mientras que Frontera y
Acuario presentaron niveles de actividad similares. En la raiz, la actividad especifica de
PAL fue tres veces superior a la observada en la vaina, el cultivar Libra alcanzo valores
de 330‘pKat mg™! de proteina y en Frontera cercano a los 600 pKat mg™ de proteina. Es
mmportante destacar que las plantas usadas en este experimento (10 dias de edad),
presentan una segunda hoja incipiente sobre todo en el cultivar Frontera. De acuerdo con

estos resultados, se decidio medir la actividad PAL en los experimentos sigutentes solo en

[a lamina foliar del primer par de hojas.

3.1.b. Cinética de actividad PAL durante 48 h de infestacion bajo fotoperiodo normal o
en luz continua

Se examind la cinética de actividad PAL medida cada cuatro h, en plantas sanas e
infestadas con 20 afidos iniciales, durante un periodo de 48 h. La cinética de actividad
PAL en plantas sanas, medida como actividad especifica o total, mostré una oscilacion
periédica entre el 1° y 2° dia. Se observo un significativo aumento de la actividad de la
enzima durante el periodo de luz, entre las ocho y 12 h, después de este tiempo los
valores fueron disminuyendo al nivel inicial, respuesta que file similar en los tres
cultivares (Fig. 2). En cambio, en las plantas infestadas del cultivar Frontera y Acuario,

Ja enzima presentd un aumento significativo de su actividad (Fig. 2A-B y 2E-D

respectivamente), mientras que en el cultivar Libra mostrd un pequefio aumento y solo al
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final del experimento (Fig. 2C-D). En los tres cultivares, el aumento de actividad PAL en
plantas infestadas ocurrio después de las 24 h de infestacion, esta respuesta fue
coincidente entre la actividad total y especifica de la enzima. En el cultivar Frontera el
aumento fue progresivo después de las 36 h, alcanzando valores maximos de 15 y 12
pKat de actividad especifica y total respectivamente. El cultivar Acuario, presentd un
maximo de actividad alrededor de las 40 h, alcanzando 18 pKat mg’ de proteina de
actividad especifica y 16 pKat g™ p.f. de actividad total.

Para evaluar el efecto del aumento en el periodo de luz sobre la actividad de la
enzima, plantas del cultivar Frontera fueron expuestas a un fotoperiodo de luz continua
durante 48 h (Fig. 3). Durante las primeras 24 I, la cinética de actividad PAL en plantas
sanas mostré las mismas tendencias observadas bajo un fotoperiodo normal de luz-
oscuridad. En cambio, las muestras infestadas mostraron un aumento significative de la
actividad total y especifica desde las 24h. En el segundo dia de exposicion a luz continua,
ocurrid un aumento drastico de la actividad de la enzima en las plantas control e
infestadas. En plantas sanas, la actividad especifica a las 28 h fue 2,5 veces el nivel
observado a las cuatro h, para luego ir disminuyendo hasta las 48 h. Al final del
experimento, la actividad especifica de PAL en plantas sanas alcanzé un valor de 6,7

pKat mg™ de proteina, el doble del observado a tiempo cero (3,4 pKat mg” de proteina).
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Figura 2. Cinética de actividad PAL durante 48h en plantas infestadas y sanas de cebada.
La actividad de la enzima fue medida en plantas del cultivar Frontera (A-B), Libra (C-D)

y Acuario {(E-F). Se usaron plantas de 10 dias de edad, las que fueron infestadas con 20

afidos (@) y el control sano (0). Cada punto es el promedio de tres muestras + | e.e..
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Figura 3. Actividad PAL en plantas infestadas y sanas del cultivar Frontera mantenidas
48 h en un régimen de luz continda. Se usaron plantas de 10 dias de edad, la actividad

PAL fue expresada como actividad especifica (A) y total (B), en plantas infestadas con

20 afidos (@) y sanas (O). Cada valor representa el promedio de tres muestras + 1 e.e..
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En las plantas infestadas, también ocurrié un mayor aumento de la actividad con relacion
a un fotoperiodo normal. El curso de la cinética de PAL fue el mismo que en plantas
sanas hasta las 36h, pasado este tiempo la actividad PAL cambi6 drasticamente respecto
al control sano. La actividad especifica continué aumentando basta el final del
experimento y alcanzé un valor de 21,6 pKat mg™ de proteina, esto es 3,3 veces el valor
del control sano. Una respuesta similar fue observada al analizar la actividad total, aun

cuando las diferencias de actividad entre el tratamiento y el control fueron menores.

3.1.c. Cinética de actividad PAL en tiempos largos de infestacion

Los experimentos precedentes mostraron que el aumento de actividad PAL
producida por el afido S. graminum tiene una cinética lenta. Ademas, la actividad de la
enzima en los tres cultivares continud subiendo hasta el final del experimento. Debido a
estos resultados, se decidio extender el tiempo de medicién. La extensién deberia
alcanzar hasta ver la caida de actividad, para ello se utilizo el protocolo de infestacion
anterior, bajo un fotoperiodo normal (14/10, luz-oscuridad) y por un tiempo de 228 h (10
dias). Dado que la actividad PAL se encuentra bajo la regulacion de luz, las muestras
fueron tomadas a las 12 h de iniciado el fotoperiodo. Como resultado, se encontrd en los
tres cultivares un aumento significativo de la actividad PAL por efecto de la infestacion,
presentando ademds una cinética muy similar. Sin embargo, el nivel de actividad de la
enzima varié de manera muy marcada entre los cultivares (Fig. 4). En los tres cultivares,

la cinética de actividad PAL en plantas infestadas present tres picos de actividad, dos

previo a las 132h y uno posterior, para luego disminuir a los niveles del control sano. El
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cultivar Frontera, considerado el menos susceptible mostré el mayor aumento de
actividad, medido tanto como actividad especifica o total, con valores maximos de
actividad especifica de 18, 19 y 34 pKat mg” de proteina (Fig. 4A y 4B). Ademas, en
Frontera la actividad PAL se mantuvo alta durante todo el experimento, en comparacion
a Libra y Acuario donde se observaron caidas de actividad muy pronunciadas cercanas al
valor del control sano (Fig. 4 C-D y 4E-F respectivamente). El cultivar Acuario,
presentd un nivel intermedio de actividad PAL bajo infestacidon en comparacion con
Frontera y Libra. En este cultivar, los valores maximos de actividad especifica fueron 17,
20 y 21 pKat mg"' de proteina. En el cultivar Libra, la actividad PAL inducida por los
afidos fue muy baja en los picos observados antes de las 132 h (10,6 y 11,9 pKat mg”' de
proteina de actividad especifica, respectivamente).  Sin embargo, presentd un
significativo aumento de actividad alrededor de las 156 h, alcanzando 37,6 pKat mg™ de
proteina. Las mismas tendencias fueron observadas al comparar la actividad total, en los
tres cultivares. Los niveles de actividad PAL encontrados en Libra y Acuario, contrastan
con las estimaciones de su susceptibilidad a S. graminum. Los experimentos de
crecimiento poblacional de éste afido en los tres cuitivares, mostraron que los insectos
presentaron la mayor tasa de crecimiento intrinseca en Acuario, seguido de Libra y
Frontera.

Al comparar las cinéticas de actividad PAL entre las plantas sanas ¢ infestadas, se
encontré que los picos de actividad producidos por el insecto coinciden con pequefios
cambios de actividad en el control. También, se observd un lento y progresivo aumento

de la actividad PAL del control en el tiempo. Con la finalidad de determinar el real efecto
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de la infestacion en la actividad de la enzima, se decidi¢ analizar la variacion de actividad
PAL con respecto al control sano (Fig. 5). Se encontré que en los cultivares Frontera y
Libra ocurren solo dos picos de aumento real de PAL, uno previo a las 132 h y uno
posterior, mientras en Acuario se observo la misma cinética previa con tres maximos de
actividad. En Libra y Acuario, se observo un desplazamiento de 24 h para el primer pico
de actividad, en cambio, en Frontera el desplazamiento fue menor. Ademas, el cultivar
Frontera presentd el mayor aumento porcentual de actividad PAL, con un 400 y 300% de
aumento a las 36 y 156 h respectivamente (primer y segundo pico de actividad). En
Acuario, el aumento fue de alrededor de 250% a las 60 h y la actividad {ue decayendo
lentamente en los picos sucesivos. En Libra en cambio, se observd un aumento de 150 y
300% respecto del control sano, para el primer y segundo maximo de actividad (60 y 156

h, respectivamente).

3.1.d. Efecto de la densidad de infestacion en el aumento de actividad PAL

Con la finalidad de determinar si los cambios de actividad PAL y su cinética estan
asociados al mivel de dafio que provocan los afidos, se realizaron experimentos de
infestacion con 20, 40 y 60 afidos iniciales. Se usd el cultivar Frontera, el cual habia
presentado el mayor aumento de actividad de PAL por el insecto. Al aumentar la

densidad de afidos por planta, se encontr6 un aumento de actividad PAL, total y

especifica, directamente relacionado al aumento de la densidad de los afidos (Fig. 6).
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Figura 4, Cinética de la actividad PAL durante 228 h de infestacion en cebada, La

actividad de la enzima fue medida en plantas del cultivar Frontera (A-B), Libra (C-D) y

Acuario (E-F). Plantas de 10 dias de edad fueron infestadas con 20 ifidos (@) y el

control sano (O). Cada punto es el promedio de tres muestras + { e.e..
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Figura 5. Aumento de la actividad PAL en plantas de cebada infestadas durante 228 h por
el afido §. graminum. La figura muestra la magnitud del aumento de la actividad PAL en

plantas infestadas con respecto al control sano. Plantas de 10 dias de edad fueron

infestadas con 20 afidos, midiéndose la actividad especifica (@) y total (0). Cada punto

representa el promedio de tres muestras = 1 e.e..
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Bajo las tres densidades de infestacion usadas, las cinéticas de actividad especifica de la
enzima, mostraron los mismos tres maximos de actividad descritos en el experimento
anterior. Sin embargo, se encontré que el tercer pico de actividad (posterior a las 132 h),
se adelantd 24 h al aumentar la densidad de infestacidn, de 20 a 40 y de 40 a 60 afidos,
respectivamente. En cambio, al observar las cinéticas de actividad total de PAL} se
encontrd la desaparicion del tercer pico en los tratamientos de 40 y 60 afidos, en su lugar
ocurrio una caida progresiva de actividad hasta un nivel de actividad inferior al control
(Fig. 6B). Es importante considerar que se han determinado serios dafios metabélicos
por los afidos, como son la disminucion del contenido de proteinas solubles y azicares
totales. La disminucion del contenido de proteinas podria estar alterando la estimacion
de la actividad especifica de PAL, y también podria explicar la desaparicién del tercer
pico en la actividad total de la enzima. Asi, se determind la variacién del contenido de
proteinas solubles, en funcion del tiempo y densidad de infestaciéon. Se encontrd una
progresiva caida en el contenido de proteinas con el tiempo de infestacion, la que se
correlaciona positivamente con el nivel de infestacidn. A partir de las 132 h de
infestacion, la disminucion en el contenido de proteinas fue muy pronunciada, fendmeno

que coincidid con la aparicidn del tercer pico de actividad especifica de la enzima (Fig. 7).
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Figura. 7. Variacion del contenido de proteinas solubles en el cultivar Frontera en funcion
de la densidad de infestacion. Se determiné la concentracion de proteinas solubles en las
hojas de plantas de 10 dias de edad, las que fueron infestadas con 20, 40 y 60 afidos
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3.1.f Efecto de la edad de las plantas en la variacion de la actividad PAL bajo
infestacion.

En muchos estudios, se ha descrito que la actividad de PAL y la expresion de los
genes PAL se modifica con el estado de desarrollo de los Organos (Kervine y col., 1997,
Liang y col., 1989; Bevam y col., 1989), por ésta razon se estudio el efecto de la edad de
las plantas en la actividad PAL bajo infestacién. Plantas del cultivar frontera de 8 a 20
dias de edad fueron infestadas con 40 afidos iniciales, evaluandose la actividad PAL a las
36 h de infestacién. Al aumentar la edad de las plantas se encontrd una fuerte
disminucion de la actividad PAL. La mayor disminucion de la actividad ocurrié entre los
8 y 10 dias (de 40 a 7 pKat mg™ de proteina, de actividad especifica respectivamente en
las plantas sanas), para luego estabilizarse y tender a aumentar levemente con la edad. La
misma tendencia fue observada en la actividad PAL de las plantas infestadas (Fig. 8A y
8B). El aumento real de actividad PAL bajo infestacion fue muy similar en plantas de 8 a
14 dias de edad, tendiendo aumentar a los 16 y 20 dias de edad (Fig. 8C). Es importante
destacar que las plantas de 8 dias presentan s6lo la primera lamina foliar en expansion, la
cual continia su crecimiento hasta los 16 dias; después, s6lo continda creciendo la
segunda hoja. Un analisis de correlacién simple (Pearson), mostré que no existe
correlacion entre la edad y el aumento de actividad PAL bajo infestacion, en las edades
evaluadas. Al determinar el porcentaje de aumento de la actividad PAL sobre el control,
se observaron dos maximos de actividad, a los 10 y 16 dias de edad, con un aumento del

450 y 550% respectivamente, para la actividad total (Fig. 8D). Este resultado, fue

producto de las variaciones de actividad que presentan las plantas sanas y debieran ser
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Figura 8. Efecto de la edad de las plantas en el cambio de actividad PAL en hojas

producido por infestacion can afidos. Plantas del cultivar Frontera de 8 a 20 dias de edad

fueron infestadas con 40 afidos por 36 h. La figura muestra la actividad especifica (A) y

total (B) de la enzima para las muestras infestadas (@) y sanas (O). También, se presenta

la diferencia de actividad entre plantas infestadas y el control sano (C), y ademas, €l

aumento de la actividad PAL sobre el control (D), ambos parametros expresados como

actividad especifica (@) y total (O). Cada punto es el promedio de 4 muestras + 1 e.e..
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analizado en funcidn del crecimiento que presentan las laminas foliares de primera y

segunda hoja, lo cual sera discutido en forma posterior.

3.2. Variacion en el contenido de materia seca en las hojas de cebada bajo infestacion.
Cuando se midio el cambio de actividad PAL en plantas infestadas, se encontrd
que el cultivar Acuario presentd un mayor aumento de actividad PAL, en comparacion al
cultivar Libra, previo a las 132 h de infestacion. Este resultado es opuesto a lo esperado,
de acuerdo a los niveles de susceptibilidad establecidos para estos cultivares previamente,
siendo Libra menos susceptible que Acuario. Debido a éstas observaciones, se decidid
determinar [a variacion de peso seco en plantas infestadas respecto a plantas sanas, y
ademas analizar la variacion del peso seco especifico de las plantas, en condiciones de
infestacion con 20 afidos. Los resultados mostraron que en las plantas infestadas, ocurre
un aumento en la razon peso seco/peso fresco, a partir del sexto dia, manteniendo esta
tendencia hasta el final del experimento (Fig. 9A). También, se encontrd que el aumento
en este parametro se correlaciona positivamente con el grado de susceptibilidad del
cultivar, siendo Acuario el que presenta el mayor aumento de la razdn peso seco/peso
fresco, seguido de Libra y finalmente Frontera. Al analizar la variacion del peso seco
especifico de las plantas sanas e infestadas, se encontré que mientras el peso seco en las
plantas sanas aumenta sostenidamente, en las plantas infestadas el peso especifico
aumentd sélo hasta el tercer dia, para luego disminuir y permanecer relativamente
constante (Fig. 9B). EIl cultivar Frontera presentd el mayor peso especifico, tanto en

plantas sanas como infestadas, mientras que Libra y Acuario no fueron diferentes.
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Figura 9. Contenido de materia seca en plantas sanas e infestadas por afidos en cebada.
Plantas de 10 dias de edad, del cultivar Frontera, Libra y Acuario fueron infestadas con
20 afidos iniciales. Se muestra la variacion de pesos seco por kg de materia fresca (A) y
la variacion de peso especifico (B), en las plantas sanas (simbolos abiertos) y plantas

infestadas (simbolos cerrados). Cada punto es el promedio de 3 muestras + 1 e.e..
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3.3, Efecto de la infestacion en la composicion de los flavonoides presentes en la

cehada

3.3.1. Flavonoides aislados en cebada

Con la finalidad de determinar si fa infestacion provoca cambios en el contenido
de los flavonoides presentes en las hojas de la cebada, se realizd un estudio de su
contenido en dos de los cultivares en estudio (Frontera y Libra). Se analizaron extractos
metanolicos, obtenidos de plantas sanas e infestadas. Las plantas fueron infestadas con
40 afidos iniciales durante seis dias. Los extractos metandlicos obtenidos de plantas
infestadas, mostraron un aumento de masa respecto a los controles sanos en ambas
variedades. En Frontera se presentd la mayor diferencia en este parametro con un 4,2%
de rendimiento, con respecto a un 3,3% obtenido en el control sano. Mediante
cromatografia de capa fina (TLC 1D), en placas de celulosa, se pudo establecer la
presencia de flavonoides en los extractos metandlicos. Al analizar [a fraccién soluble en
agua (F002), se verifico la presencia de 3 flavonoides, los que de acuerdo a su reaccion
colorimétrica con 2-aminoetil difenilborato serian flavonas. Sin embargo, no se
apreciaron diferencias significativas entre controles y muestras infestadas de ambas
variedades. Sélo uno de los posibles flavonoides se destacod por la intensidad de su
fluorescencia bajo luz UV, siendo en los otros muy leve. Este compuesto fue purificado
desde la fraccion FOOS5 (Frontera infestada, acetona insoluble), para ello se usd un sistema
MPLC, con una columna RP 18, y ademas, se realizd una purificacion posterior en una

columna de Sephadex LH20 eluida con metanol. Las fracciones colectadas ricas en el
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flavonoide fueron recombinadas y se pudo cristalizar ef compuesto. Se obtuvieron 120
mg de este purificado, el que mediante analisis de HPL.C mostr6 un 95% de pureza. Este
compuesto, fue también analizado mediante espectrometria de masas, APCI-MS y MS-
MS, obteniéndose un patron caracteristico de fragmentacion (Fig. 10). El compuesto fue
identificado como la flavona, saponarina (4',5,7-hidroxi-6-C-glucosilflavona 7-O-
glucosido). El extracto purificado de saponarina, fue utilizado como estandar para
identificar y medir el nivel de este flavonoide en los experimentos de infestacion. El
contenido de saponarina, fue eficientemente resuelto a través de HPLC. Se desarrolio un
sistema de elucidn isocratica, como se describid en la seccion de Materiales y Métodos.
El método de elucidon mosird una excelente resolucion del pico del flavonoide en las
muestras (Fig. 11). EL pico correspondiente a saponarina fue identificado por
comparacion del tiempo de retencion con el estandar y su respectivo espectro UV, De
las areas y de la curva de calibracion para el flavonoide, fue posible determinar que los
niveles aproximados de saponarina en las hojas de cebada en plantas sanas de 10 dias,
estan en el orden de 3 a 9 mmoles g’ p.f, en los cultivares Frontera y Libra,

respectivamente,
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Figura 10. Espectro de masas de la saponarina purificada desde extractos metandlicos. La figura muestra la estructura y el patron
de fragmentacion del flavonoide obtenido mediante espectrometria de masas APCI, MS-MS. El pico base de 595 (m/z), mostrd

el patron de fragmentacion correspondiente al flavonoide 4,5,7-hidroxi-6-C-glucosilflavona 7-O-glucésido, saponarina. Este

compuesto fue el principal flavonoide encontrado en los cultivares de cebada Frontera y Libra.
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Azzs nm

Figura 11. Separacion de saponarina mediante HPLC utilizando una elucién isocratica.
La mezcla usada fue H,O: acetonitrilo (97:3) y acetato de etilo 2,5% y HiPO, 1.5%, aun
flujo de 1.5 ml/min. La deteccién se realizd a 275 nm. El tiempo de retencién de la

Saponarina bajo estas condiciones fue de 9 min. La flecha indica el pico correspondiente

al flavonoide.
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3.3.2. Lfecto de la infestacion por dfidos en el contenido de saponarina en cebada

Para determinar si la variacion de actividad PAL provocada por los éfidos, tenia
como consecuencia un aumento en el contenido de saponarina, se realizd un estudio
cinético de su contenido, en plantas infestadas con 40 afidos iniciales. Se encontré que el
contenido del flavonoide aumenta como respuesta a la infestacion y que este aumento
estd asociado a la variacion de la actividad PAL, respuesta que fue similar en los tres
cultivares (Fig. 12). Sin embargo, la magnitud del aumento en el contenido del
flavonoide no fue proporcional al aumento de la actividad de PAL. En el cultivar
Frontera y Acuario, la acumulacion del flavonoide coincidio con el aumento de actividad
PAL previo a las 132 h, para luego disminuir a los valores encontrados en plantas sanas.

&

-~

L.os valores maximos alcanzados en los cultivares Frontera y Acuario bajo infestacion
fueron de 37,3 y 32,4 pmoles g’ p.s. respectivamente. ]%n el cultivar Libra, las plantas
mfestadas, presentaron un fuerte retraso en la acumulacion de saponarina, 48 h respecto a
Frontera y Acuario, alcanzando un contenido méaximo de 63,2 pmoles g p.s.. Ademds,
este cultivar Libra presento el mayor nivel basal del flavonoide, de tres a dos veces el
contenido presente en Frontera y Acuario (105 a 60 umoles g p.s., aproximadamente).
En las planas sanas de los tres cultivares, se encontrd una tendencia a la disminucjén de
saponarina durante los primeros dos a tres dias, respuesta que fue muy pronunciada en el
cultivar Libra. Esta caida en el contenido del flavonoide podria estar asociada a la
disminucion previa de la actividad PAL, observada ente los ocho a 10 dias en Frontera.

Hacia el final del experimento se observé un aumento de saponarina en plantas sanas,

respuesta que coincidio con el aumento de la actividad basal de PAL.
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Figura 12. Efecto de la infestacion por afidos en el contenido de saponarina en cebada.

Plantas de 10 dias de edad de los cultivares Frontera, Libra y Acuario se infestaron con

40 afidos por 156h. La figura muestra el contenido de saponarina para las muestras

infestadas (@) y sanas (O). Cada punto corresponde al promedio de 3 muestras + 1 e.¢..
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Figura 13. Aumento del contenido de saponarina en plantas de cebada infestadas por S.
graminum. El contenido de saponarina fue expresado como porcentaje de aumento sobre
el control sano, se usaron los cultivares Frontera, Libra y Acuario. Cada punto

representa el promedio de 3 muestras + 1 e.c..
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Como los niveles de saponarina fluctuaron mucho entre los cultivares y durante el
experimento, se decidi¢ analizar el porcentaje de aumento sobre el control. Este
parametro mostrd que el mayor aumento se alcanzé en el cultivar Frontera con un 35,2%,

seguido de Acuario (24,1%) y finalmente Libra ( 21,54%).

3.3.3. Lfecio de la densidad de infestacion sobre el contenido de saponarina en cebada
Las mediciones del contenido de saponarina en los tres cultivares, mostraron que
el flavonoide aumenta en respuesta al ataque del afido. Para determinar el grado de
correlacion entre la actividad PAL y la acumulacion de saponarina bajo infestacion, se
infestaron plantas del cultivar Libra con 20,40 y 60 afidos. El contenido de saponarina
fue medido al cuarto dia de infestacion. El cultivar Libra, mostré un claro aumento del
contenido de saponarina con el grado de infestacién (Fig. 14). Sin embargo, a pesar de
existir una correlacion positiva entre el nivel de infestacion y contenido del flavonoide (p
0,8471), su aumento no tuvo una progresion proporcional al nivel de infestacion ni al

aumento de la actividad PAL,
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Figura. 14. Efecto de la densidad de infestacion en el contenido de saponarina. Plantas
de! cultivar Libra de 10 dias de edad fueron infestadas con 20, 40 y 60 afidos iniciales. El
contenido de saponarina fue medido al 4 dia de infestacion. Cada punto es el promedio

de seis muestras + 1 e.e.,
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3.3.4. Evaluacion de la toxicidad de la saponarina en ensayos de sobrevivencia de
dafidos alimentados con dietas artificiales.

La saponarina aumenta con la infestacion y con el nivel de dafio producido por el
afido. Ademas, su contenido fluctia con la edad de la planta y entre los cultivares. El
cultivar Libra de susceptibilidad intermedia, presentd el mayor contenido basal de
saponarina, a pesar de presentar la mas baja actividad PAL, lo que ademas se reflejo en
una menor acumulacion porcentual del flavonoide bajo condiciones de infestacion. Para
determinar la importancia de este flavonoide como barrera para la actividad de los afidos,
se estudio su efecto en la sobrevivencia de S. graminum, en ensayos de dietas artificiales.
Se usaron tres concentraciones, la maxima concentracion fue similar a la encontrada en el
cultivar Frontera (3 mM.). La sobrevivencia de los afidos se vio afectada con las tres
concentraciones probadas; las concentraciones de 0,75 y 1,5 mM tuvieron el mismo
efecto reduciendo a un 75% la sobrevivencia de los afidos a las 48 h, mientras al usar
3mM se redujo la sobrevivencia en un 50% a las 48 h (Fig. 15). Debido al alto peso
molecular de este compuesto y a que no contamos con una mayor cantidad del flavonoide
purificado, no se pudo utilizar una dosis similar a la encontrada en el cultivar Libra, sin
embargo estos resultados muestran que saponarina podria tener una funcion disuasiva o

toxica para el insecto y seria mas efectiva en Libra debido a su alto contenido.
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Figura 15. Efecto del flavonoide saponarina en la sobrevivencia de afidos crecidos en
dietas artificiales. Ninfas del tercer estadio fueron alimentadas con una dieta artificial
conteniendo saponarina 0,75; 1,5; 6 3,0 mM. La sobrevivencia de las ninfas fue evaluada

a las 24, 48 y 72 h. Cada valor representa el promedio de 10 muestras + 1 e.c..
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3.4, Contenido relativo de fenoles esterificados a la pared celular y lignina

Como se describiera en los capitulos previos, la actividad PAL y el grado de
aumento de saponarina se correlaciond positivamente con el grado de susceptibilidad de
los cultivares cebada. Ademas, estas respuestas fueron dependientes del nivel de
infestacion. Sin embargo, el aumento en el contenido de saponarina no fue proporcional

%
al incremento de la actividad PAL, observada bajo la infestacion. Estas observaciones,
indicaban que la actividad PAL podria estar siendo utiizada en otras vias del
metabolismo fenilpropanoide. Se decidid entonces, estudiar otros componentes de esta
via, como son fos fenoles esterificados a la pared celular y el contenido de lignina. Para

realizar este estudio, se infestaron plantas de 10 dias con 40 afidos por planta durante 156

h (sets dias).

3.4.1. Acumulacion de fenoles esterificados a paredes celulares en cebada infestada

La medicion de los fenoles de pared se realizd por la prueba colorimétrica de
Folin Ciocalteu (Swain y Hillis, 1959), determinando el contenido total de los fenoles
liberados por hidrélisis alcalina en extractos purificados de pared celular. Como este tipo
de medicion no permite determinar la composicion e importancia de cada uno de los
compuestos fendlicos, se realizo un analisis de HPLC de los extractos purificados. Se
encontrd que los compuestos mayoritarios fueron acido fertlico y acido p-cumarico. Por
esta razon, se decidio expresar el contenido relativo de fenoles de pared como

equivalentes de dcido fertlico. El estudio cinético de la acumulacién de fenoles de pared
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mostré que estos aumentan durante el proceso de infestacion, encontrandose el mayor
aumento en el cultivar Frontera, seguido por Libra y Acuario respectivamente (Fig. 16).
La respuesta de acumulacion de los fenoles en Frontera fue bimodal y mostré estar
desfasada 24 h con respecto a la cinética de actividlad PAL. La primera fase, alcanzé un
maximo a las 60 h (10pg mg ™ de pared), para luego disminuir y volver a aumentar al
final del experimento, llegando a 12,6 ug mg”' de pared. En el cultivar Libra se observd
un aumento progresivo de los fenoles de pared, alcanzando su contenido mayor a las 132
h (12,3 pug mg' de pared). En Acuario, la mayor acumulacién ocurrié a las 60 h de
infestacion (10,1 pg mg' de pared), para luego ir disminuyendo y alcanzar valores
stimilares a los encontrados en plantas sanas. En los tres casos, el contenido de fenoles
de pared de las plantas sanas fué aumentando con la edad; ello concuerda con la
disminucion del crecimiento de las laminas foliares cuando Hegan a su madurez funcional.

Al analizar el cambio en el contenido de fenoles, esta vez con respecto al control,
el cultivar Frontera presentd el mayor aumento, cercano a un 40% a las 60 y 156 h
respectivamente (Fig. 17). En segundo lugar Libra, presentd un 23% de aumento y
finalmente Acuario un 20%. Las respuestas de acumulacién observadas fueron
coincidentes con las cinéticas de actividad PAL; la tnica excepcion fue Libra, que a
pesar de presentar un bajo nivel de actividad PAL, tiene una mayor acumulaciéon de

[enoles de pared al compararlo con el cuitivar Acuario.
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Figura 16. Cinética de acumulacion de fenoles esterificados a pared celular, bajo
infestacion por afidos. Plantas de 10 dias de edad, de los cultivares Frontera, Libra y

Acuario se infestaron con 40 afidos. La figura muestra el contenido de fenoles de las

muestras infestadas (@) y sanas (0). Cada punto es el promedio de 3 muestras £  c.e..
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Figura 17. Porcentaje de acumulacion de fenoles esterificados a pared en condiciones de
infestacion por afidos. Plantas de 10 dias de edad, del cultivar Frontera (A), Libra (B) y
Acuario (C), se infestaron con 40 afidos por 228 h. Cada valor representa el promedio

de 3 muestras + 1 e.e
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3.4.2. Acumulacion de lignina en paredes celulares de plantas infestadas

Dado que el contenido de lignina es uno de los principales determinantes del
grado de susceptibilidad de las plantas al ataque de parasitos, se analizo su contenido en
plantas sanas e infestadas.

El'analisis del contenido de lignina mostro una cinética de acumulacion similar a la
acumulacion de fenoles de pared y saponarina. El aumento de lignina fue posterior al
aumento de actividad PAL en los tres cultivares. El cultivar Frontera presento el mayor
nivel basal de lignina al comienzo del experimento, 25% superior a Acuario y 100%
mayor que Libra (Fig. 18), mientra que en el caso de los fenoles, el contenido inicial fue
muy similar entre los cultivares (Fig. 16). La respuesta de acumulacion de lignina
presentd dos fases, la primera sz"partir de las 60 h, alcanzando el cuitivar Frontera un 7%
de aumento y en Acuario un 12%. La segunda fase ocurrié al final del experimento, a
partir de las 132 h y pareciera estar acoplado al segundo pico de actividad PAL. En estos
experimentos no se alcanzd a detectar el nivel de saturacion en la acumulacién de lignina.
A las 156 h de infestacion, el cultivar Frontera alcanzé un 33% de aumento sobre el
control, mientras que el cultivar Libra alcanzo un 18% y finalmente Acuario aumentd en
un 12% (Fig. 19). Como en los casos anteriores, el cultivar Libra mostrd un retraso de
48 h-en la acumulacion de lignina con respecto a los cultivares Acuario y Frontera. Los

niveles basales de lignina fueron aumentando en los tres cultivares, pero mas

significativamente en Libra y Acuario, mientras en Frontera el aumento fué menor.
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Figura 18. Cinética de acumulacidn de lignina en plantas infestadas y no infestadas con
afidos. Plantas de 10 dias de edad, de los cultivares Frontera, Libra y Acuario fueron

infestadas con 40 afidos iniciales. La figura muestra el contenido de lignina en las plantas

infestadas (@) y sanas (O). Cada punto es el promedio de 3 muestras + 1 e.e..




35
30
25
20
15
10

-5

35
30
25
20
15
10

-5

35
30
25
20
15
10

Lignina (% sobre e! control por mg de pared)

-5

cv. Frontera

cv. Libra

cv. Acuario

[ ) l |
0 48 96 144

Tiempo de Infestacion (h)

55

Figura 19. Porcentaje de aumento del contenido de lignina en plantas infestadas por

afidos. Plantas de 10 dias de edad, del cultivar Frontera, Libra y Acuario se infestaron

con 40 &fidos por 156 h. Cada valor representa el promedio de 3 muestras =1 e.e
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El contenido basal de lignina fue similar al final del experimento en los tres cultivares, lo
que podria estar indicando que Frontera seria menos susceptible a los afidos sélo en los
estadios iniciales de su desarrollo.

Con la finalidad de evaluar si el contenido de lignina y de fenoles esterificados a
pared celular, se modifican en funcién del grado de infestacién, se realizaron ensayos de
acumulacion a diferentes densidades de afidos. Se uso el cultivar Frontera, ya que este
presentd la mayor acumulacion de estos compuestos en los experimentos precedentes.
Se infestaron plantas de 10 dias con 20, 40 y 60 afidos iniciales y se midio el corntenido
relativo de fenoles y lignina a los 4 dias. Se encontré que ambos compuestos aumentan
en funcion del nivel de infestacién (Fig. 20), existiendo una correlacion positiva entre el
aummento de lignina y la densidad de los afidos (p 0,8250). Lo mismo ocurrié al analizar
la acumulacion de los fenoles esterificados (p 0,8940). Sin embargo el aumento de
fenoles esterificados a pared y de lignina no fue proporcional al nivel de infestacion

aplicado a las plantas.
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Figura. 20, Efecto de la densidad de infestacion en el contenido de fenoles de pared y
lignina. Plantas del cultivar Frontera de 10 dias de edad fueron infestadas con 20, 40 y 60

4fidos iniciales, se midid el contenido de lignina y fenoles de pared al 4 dia de

infestacién. Cada punto es el promedio de seis muestras £ | e.e..




4. DISCUSION

La actividad de la enzima PAL vy los productos de la via fenilpropanoide, han sido
estudiados en las respuestas defensivas de las plantas a factores de estrés bidtico y
abiotico (Dixon y Paiva, 1995). En el caso de estrés por patogenos, se ha encontrado
que ocurre un significativo aumento de actividad PAL, debido a sintesis de novo de la
enzima. Como consecuencia del cambio de actividad de PAL, se produce la sintesis de
compuestos fendlicos solubles, de fenoles esterificados a la pared celular y de lignina
(Dixon y Paiva, 1995; Borner y Grisebach, 1982; Orr y col, 1993). En el sistema
cebada-afido se conocen pocas aproximaciones para determinar la participacion de la via
fenil propanoide como mecanismo de defensa. Comparativamente, en cultivares de trigo
infestados por afidos se han establecido respuestas similares a las que ocurren frente a

hongos (Leszczynski y col. 1985a; 1985b; Ciepiela, 1989).

4.1 Aumento de actividad PAL bajo infestacion.

En el desarrollo de esta tesis, se ha logrado establecer que frente al ataque del
afido S. graminum, en la cebada ocurre un significativo aumento de la actividad PAL. El
cambio de actividad PAL, esta relacionado en parte con la susceptibilidad del cultivar y es
dependiente de la densidad de infestacion. Ademds, la actividad de la enzima se modifica
con la edad de las plantas y con la duracion del periodo de luz. En cultivares de cebada

infectada con hongos, se ha encontrado que la actividad de la enzima presenta una

38
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cinética bimodal en respuesta al patogeno y que el primer pico de actividad se relaciona
con el proceso de penetracion de las hifas, siendo necesario para detener la infeccion
(Clarc y col. 1994; Shiraishi y col. 1995; Zeyen y col. 1995). Ademas, el aumento de
actividad PAL ha sido caracterizado como parte de fa respuesta de hipersensibilidad en
las relaciones de patogénicidad hongo-planta. Entre los efectos del aumento de la sintesis
de PAL, se ha determinado la acumulacion de lignina, compuesto que permitiria aislar el
patdgeno y restringir su avance en las células infectadas (Clark y col., 1994; Mauch-Mani
y Slusarenko, 1996). La participacion de ésta enzima como mecanismo de defensa, ha
sido confirmada en experimentos con inhibidores especificos de la actividad PAL,
demostrandose que su inhibicion resulta en una disminucion de la sintesis de lignina y en
el aumento de la susceptibilidad a los patogenos (Mauch-Mani y Slusarenko, 1996).

En el sistema cebada-afido, el aumento de la actividad PAL presenté una cinética
bimodal. En el cultivar Frontera, menos susceptible al afido, se observé que el primer
pico de actividad fue de mayor magnitud y mas temprano en comparacion con los
cultivares mas susceptibles, mientras que el segundo pico de actividad fue bastante similar
en magnitud entre los cultivares. Asi, la respuesta cinética del aumento de actividad PAL
en cebada infestada, es similar a la observada en cebada frente al ataque de hongos.
Ademas, 1a actividad PAL mostr6 una correlacion positiva con la densidad de infestacion,
manteniéndose la temporalidad de los maximos de actividad. Sin embargo, el aumento de
actividad PAL observado en el sistema cebada-afido ocurre en forma tardia en
comparacion con el observado en plantas infectadas con esporas de hongos o tratadas

con elicitores fiingicos. En estos casos, el aumento de la actividad de PAL y Ia
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acumulacion de los transcritos de genes pal, son detectados en pocas horas (Clark y col.
1994), mientras que el primer pico de actividad en cebada infestada se observo alrededor
de las 36 h. La rapida acumulacion de transcritos de PAL frente a hongos, pueden ser
explicados por la forma de penetracion del patogeno, ésta es mediada por la secrecion de
un cocktail de enzimas hidroliticas entre ellas cutinasas, celulasas, pectinasas y proteasas,
y ademas, la liberacion de compuestos elicitores de PAL desde la pared celular del hongo
(Knogge, 1996). La accién de las enzimas liberadas por el hongo, permiten la
penetracion directa al simplasto, ademas de generar abundante cantidad de fragmentos de
pared celular de la planta (oligogalacturonanos), los que también pueden elicitar la
sintesis de PAL (Hammond-Kosack y Jones, 1996). En cambio, en el caso de los afidos,
fa penetracion a la planta es menos directa, ya que el aparato bucal del insecto puede
penetrar via simplasto o apoplasto, lo cual depende de la especie de afido y dz la planta
hospedera, siendo su objetivo principal alcanzar el floema (Niemeyer, 1992). La
estrategia usada por el afido para penetrar la planta contribuye a evitar la liberacion de
compuestos toxicos, los que son acumulados en células parenc[uiméticas o epidérmicas,
esta conducta podria dar cuenta del retraso en la activacion de la via fenilpropancide.

Al estudiar el efecto que tiene la densidad de infestacion sobre el aumento de
actividad PAL, se encontrd que el tltimo pico de actividad especifica de PAL desaparecia
al expresar la actividad de la enzima como actividad total. Esta respuesta fué relacionada
a la caida del contenido de proteinas solubles bajo el 50%, y ademas, coincidié con un
aumento significativo de la razon peso seco/peso fresco, es decir con la pérdida de

humedad de fos tejidos. En sintesis, a pesar de la importante disminucion del
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metabolismo en las plantas infestadas, la PAL pareciera presentar una alta estabilidad.
Una posible explicacion ha este fenomeno, es considerar que esta enzima participa de la
maquinaria metabolica que actia en el proceso de muerte celular y senescencia,
posiblemente inducida por la infestacion con una masiva degradacion de proteinas. De
esta manera, se puede especular que la enzima es mas resistente a la protedlisis o que su
tasa de recambio podria estar equilibrada por una mayor sintesis, cuando la maquinaria de
proteolisis ha sido activada. Evidencias en este sentido lo aporta el estudio de Nakashima
y col. (1997), quienes demuestran que el deposito de lignina requiere de actividad PAL in
situ, observacion realizada en elementos del xilema en desarrollo. El proceso de
diferenciacion del xilema, es parecido al fendémeno de muerte celular programada, este
ocurre en los organos senescentes, donde son activados genes de enzimas hidroliticas
como lipasas, proteasas, ribonucleasas, la ACC sintetasa y ACC oxidasa (Pennell y Lamb,
1997), ademas de estar activada la proteolisis via ubiquitina (Belknap y Garbaring, 1996).
La ACC- sintetasa es la principal enzima de la via de sintesis de etileno, y a su vez, se
encuentra implicada en la induccion de PAL (Ecker y Davis, 1987), y también, de ios
genes de poliubiquitina que participan en la protedlisis (Belknap y Garbarino, 1996).

Al exponer plantas infestadas del cultivar Frontera a un fotoperiodo de luz
continua se encontrd un significativo aumento de la actividad PAL, tanto en las plantas
infestadas como en el control sano. Ademas, las plantas infestadas, alcanzaron valores
mayores de actividad PAL que bajo un fotoperiodo normal de luz oscuridad. Esta
respuesta podria implicar que bajo condiciones de mayor radiacién y niimero de horas de

luz, las plantas estarian mejor preparadas a responder al ataque de patdgenos o insectos
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herbivoros.  Sistemas de cooperatividad positiva entre factores de estrés han sido
descritos, donde la exposicién a un tipo de estrés prepara a las plantas para un factor de
estrés diferente. Por ejemplo se ha observado que plantas expuestas a estrés hidrico, se
hacen mas resistentes a la salinidad vy al frio (Davies y Jones, 1992). En este mismo
sentido, los drganos aéreos etiolados de avena, presentan un bajo contenido de fenoles de
pared (Gonzalez, 1998), si se comparan con los tejidos verdes de la cebada. Una alta
radiacion luminica (saturante), es una condicion de estrés, lo que posiblemente induce en
la planta respuestas de proteccion, que son comunes a otros tipos de esti€s, entre ellos la
infestacion por afidos.

Cruando se analizo el efecto de la edad en la actividad PAL bajo infestacion, se
observd una drastica disminucion de la actividad PAL al aumentar la edad de las plantas.
Sin embargo, ésta disminucion no incide en la capacidad de aumento de PAL bajo
infestacion, encontrandose que el aumento de actividad PAL es relativamente
homogéneo. A pesar de que no se presentaron grandes diferencias en el aumento de PAL
con la edad, si fue posible determinar que plantas de 10 y 16 dias presentan un mayor
aumento de actividad por los afidos. Esta respuesta, se deberia a la caida de actividad en
el control, mas que a un aumento real de la actividad PAL. Estos resultados, son
coincidentes con los cambios de la actividad PAL que ocurren con el desarrollo de hojas
y frutos en otras especies. En general, la actividad PAL tiende a disminuir con la edad y
madurez fisiologica de los organos, ademas, se ha observado que pequefios aumentos de

PAL hacia el final de las etapas de desarrolio se correlacionan con sintesis de lignina

(Knogge y Weissenbock, 1986; Lister y Lancaster, 1996; Cheng y Breen, 1991; Morrison
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y Buxton 1993; Fiinfgelder y col., 1994). Las variaciones observadas en la actividad
basal y aumento de PAL con la edad, implicarian que las plantas estan mejor preparadas
para enfrentar algunos factores de estrés en estadios tempranos del desarrollo, cuando
tienen una mayor actividad de PAL. Una respuesta similar, fue encontrada al medir la
actividad basal de PAL en los distintos organos aéreos de los cultivares de cebada. La
lamina foliar de la segunda hoja (més juvenil), mostré una mayor actividad PAL que la
primera hoja, y a su vez, la vaina que protege el eje de la planta presento una mayor
actividad que las hojas. Estos resultados podrian indicar que existe una susceptibilidad
diferencial al ataque de los afidos entre los Organos de la planta. Sin embargo, también
podrian reflejar los requerimientos de compuestos fenclicos relacionados al crecimiento,
como por ejemplo, para el desarrollo de elementos de xilema (Nakashima y g}oi., 1997).
Cuando se midié la variacion en el contenido de materia organica en plantas
infestadas, se encontro que en todos los cultivares se produce aumento de la razodn peso
seco/peso fresco, después de 6 dias de infestacion. Este aumento se correlacioné
directamente con Jos niveles de susceptibilidad establecidos por Casaretto (1996). Sin
embargo, el aumento de la actividad PAL en plantas infestadas de los cultivares Acuario y
Libra mostrd un resultado contrario a lo esperado de los analisis de susceptibilidad. Ello
podria ser explicado porque los niveles de tolerancia a los insectos o patdgenos no stlo
dependen de la via fenil propanoide. Por ejemplo, en la respuesta HR de 4. thaliana a
hongos, participa el alcaloide camalexina, un compuesto toxico derivado del triptofano
que no esta en la via de PAL (Mauch-Mani y Slusarenko, 1996). En cebada, los afidos

pueden producir la acumulacidn de gramina, un protoalcaloide toxico, y cuyo contenido
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se correlaciona negativamente con la susceptibilidad de los cultivares (Velozo, y col,,
1997; Corcuera, 1993). Junto a lo anterior, en el desarrollo de esta tesis, se encontro la
presencia del cianoglicdsido lotoaustralina. Este compuesto estd presente sélo en el
cultivar Frontera. Estos antecedentes hacen pensar que dentro de la maquinaria defensiva
a los afidos, la via fenilpropanos es solo una parte de un sistema més complejo. Otro
parametro medido fue la variacion del peso especifico de las plantas. Se observo, que en
plantas infestadas ocurre una detencion total del crecimiento a partir del tercer dia, y que
esta tendencia se mantiene hasta el final de los experimentos. Este resultado reflejaria dos
de los principales problemas detectados por la infestacion de afidos, la detencion del

crecimiento y la pérdida de agua foliar (Cabrera, 1994).

4.2 Acumulacion de flavonoides durante la infestacion y su toxicidad para el dfido.
Enire los flavonoides presentes en trigo, se han encontrado compuestos disuasivos
para los afidos (Jordens-Rottger, 1979; Dreyer y col., 1981; Todd, y col, 1971).
Antecedentes similares han sido encontrados ante el ataque de hongos (Dixon y Paiva,
1995; Borner y Grisebach, 1982; Orr y col,, 1993). En esta tesis, se encontré solo un
flavonoide mayoritario, tanto en plantas sanas como infestadas de cebada, la saponarina
una C-glicosil flavona. Este resultado fue coincidente con observaciones previas, donde
se ha demostrado que la sintesis de lutonarina (2" flavonoide en importancia en cebada),
ocurre cuando las plantas son crecidas en condiciones de campo (Seikel y Bushnell, 1959;
Seikel y col., 1962; Dietz y col., 1994). En plantas infestadas de los tres cultivares, se

observo el aumento del contenido de saponarina, el que fue dependiente del nivel de
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infestacidn y cuya acumulacion fue siempre posterior a los aumentos de actividad PAL.
Significativamente, el mayor porcentaje de acumulacidn se encontré en Frontera
(variedad menos susceptible), seguido de Acuario y Libra. Esta ultima variedad, mostrd
un fuerte retraso en su acumulacion; sin embargo, presentd el mayor contenido inicial y
durante el experimento. Cuando se evalud la toxicidad de saponarina en dietas
artificiales, se encontro que afecta significativamente el porcentaje de sobrevivencia de los
afidos, al usar dosis similares a las encontradas en los cultivares Frontera y Acuario.
Como se mencionara previamente, en cultivares de trigo se ha demostrado que la
preferencia de los afidos por un cultivar se relaciona de forma opuesta al contenido de
flavonoides (Nariz y Col., 1985). En cambio, en este estudio no se encontrd el mismo
tipo de correlacion, con los cultivares de cebada usados. Ademas, la saponarina, se
encuentra principalmente en tejido epidérmico (Dietz, y col. 1994), barrera que es
rapidamente sobrepasada por el afido. Estas evidencias ponen en duda la importancia de
saponarina como estrategia disuasiva para el afido. Una posible funcion de este
flavonoide, podria ser él de reducir el estrés oxidativo producto del dafio mecanico
ocasionado por el afido. El estrés por dafio mecanico genera especies activas de Oy, las
que son reducidas a perdxido de hidrogeno y el cual es la sefial inicial para la respuesta
HR; sin embargo, su acumulacidon genera dafio oxidativo en macromoléculas vitales
(Thordai-Christensen y col., 1997, Draper, 1997). En la cebada en condiciones de
infestacion, se ha determinado un severo dafio oxidativo de membranas (después de 72
h), el que es acompafiado por un aumento de la actividad de catalasas y peroxidasas

solubles (Zufiiga, 1997). Sumado a lo anterior, se ha encontrado que las secreciones
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salivales de S. graminum contienen pectinasas y celulasas (Dreyer y Campbell, 1984).
Estas enzimas liberan fracciones de las pectinas, también llamadas oligosacarinas y se ha
demostrado que pueden elicitar respuestas defensivas y generar una explosion oxidativa
(Hammond-Kosack y Jones, 1996). En un estudio reciente, Yamasaki y col. (1997) han
demostrado que los flavonoides pueden actuar en una reaccion flavonoide—peroxidasa
para reducir peréxido de hidrogeno, tanto in vitro como en extractos vegetales.
También, se ha determinado que las flavonas tienen una alta actividad antioxidante,
mayor que la vitamina C y E (Rice-Evans, y Col., 1997). De esta manera, la saponarina
podria participar de un proceso similar, entonces, Libra a pesar de no generar una
acumulacién temprana del flavonoide, tendria un sistema constitutivo para disminuir el
dafio oxidativo que genera el afido, mientras que este sistema estaria reducido en

Frontera y Acuario.

4.3 Funcion de los fenoles de la pared celular en la susceptibilidad diferencial a los
dafidos
En condiciones de estrés, la biosintesis de fenoles de pared celular requiere un
aumento previo de la actividad PAL, lo cual ocurre como respuesta a patdgenos y dafio
mecanico (Dixon y Paiva, 1995). En esta tesis se demostrd, que los fenoles esterificados
a la pared celular, aumentan bajo infestacion y que este aumento es posterior al
incremento de la actividad PAL. La acumulacion de los fenoles de pared se correlaciono

negativamente con la susceptibilidad del cultivar y positivamente con la densidad de la

infestacion. Los valores maximos de acumulacion se alcanzaron entre {as 60 y 84 h en el




67

cultivar Frontera, en esta misma temporalidad ocurri6 la detencion del crecimiento bajo
infestacion.

Los fenoles en la pared celular, participan del fenémeno de entrecruzamiento de
polimeros de pared celular, este proceso es importante para determinar la extensibilidad
de la pared y la capacidad de elongacion de la célula. La esterificacion de acidos
hidroxicinamicos a los polimeros de pared seria la principal forma de aumentar la
resistencia mecanica de la pared celular y limitar el crecimiento, principalmente mediante
la formacion de diferulato en gramineas (Liyama y col.,, 1994). Gonzilez, (1998), ha
postulado que peroxidasas asociadas a la pared celular (de la fraccion idnica y covalente
de la pared celular), catalizarian distintas reacciones relacionadas con la sintesis de
diferulato, siendo mds importante las peroxidasas de la fraccion ionica para estas
funciones. En cebada, se han estudiado los cambios en la actividad de peroxidasas de
pared celular bajo infestacion, encontrandose que aumenta la actividad de la fraccion
ionica y covalente y que estos cambios de actividad se deben a cambios en la masa de las
enzimas (Chaman, 1998, Indarte, 1995). Bajo infestacion, la actividad peroxidasa alcanza
un maximo a las 72 h (posterior a PAL), para luego mantenerse. El aumento de actividad
de las peroxidasas, ademds, mostré una correlacion negativa con el nivel de
susceptibilidad de los cultivares (Indarte, 1995). También, se encontré que el aumento de
actividad de las peroxidasas de la fraccion idnica en plantas infestadas, pareciera estar
bajo el control de etileno (Chaman, 1998). Finalmente Cabrera, (1994), analizo los
cambios en el contenido de fenoles solubles en cebada infestada por afidos, encontrando

que el contenido de fenoles totales no cambia significativamente, mientras que el acido
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ferilico aumenta de manera importante. Los resultados y comentarios expuestos apuntan
a explicar el aumento de actividad de PAL, como generadora de substratos para la accion
de las peroxidasas de pared, encargadas de insolubilizar los acidos fenolicos en la pared
celular.  Se ha postulado que la accidn de las peroxidasas de pared tendria como
resultado la reparacion de la pared dafiada y al mismo tiempo seria una respuesta
defensiva para limitar el acceso a patogenos (Liyama y col., 1994). Una respuesta similar
estaria ocurriendo en la cebada en repuesta al ataque del afido.

Ademas de la participacion de las peroxidasas en la union covalente de acidos
fenolicos, ellas también serian necesarias para la polimerizacion de lo residuos fendlicos
de la lignina (Whetten, y col.,1998). Al estudiar como se modifica el contenido de lignina
bajo infestacidn, se encontrd que plantas sanas del cultivar Frontera presentaron el doble
de contenido de lignina comparado con Libra y un 25% mas que Acuario. El alto
contenido de lignina detectado en Frontera podria ser un factor constitutivo de resistencia
ante el insecto (antixenosis). El aumento de lignina en Frontera y Acuario fue anterior al
observado en el cultivar Libra, el cual mostro un retraso de 48h en su acumulaciéon. En
todos los casos, la acumulacion de lignina se correlaciond con el aumento de la actividad
PAL; y ademds, su aumento mostré una correlacidn positiva con la densidad de
infestacion. Al evaluar el aumento de lignina como porcentaje sobre el control, se
encontrd que a las 60 h de infestacion en Frontera aumento sélo un 7%, mientras en
Acuario el aumento llegd al 12%. Aunque, los cambios iniciales en el contenido de
lignina parecen poco importantes, podrian ser suficientes para cambiar la resistencia

mecanica de la pared y limitar el crecimiento. Hacia el final de los experimentos de
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infestacion, se observaron aumentos significativos de lignina, los que mostraron una
correlacion negativa con el nivel de susceptibilidad a los afidos. Esta segunda fase de
acumulacion de lignina es muy tardia y podria ser considerada mas que una respuesta
defensiva, el resultado de muerte celular. Esta posible explicacion, se sustenta en las
observaciones de la caida de proteinas solubles y en el significativo aumento de la razon
peso seco/peso fresco, fendmenos que ocurren en la misma temporalidad que el aumento
de lignina, La acumulaciéon temprana de lignina forma parte de la respuesta HR en
interacciones planta-patogenos (Mauch-Mani y Slusarenko, 1996). En el sistema
cebada-afido, esto parece ocurrir del mismo modo, a pesar de que no se correlaciond el
aumento de lignina con los niveles de susceptibilidad que presentan las plantas estudiadas,

Los cambios observados en el contenido de fenoles esterificados a la pared y de
lignina, presentan bastante similitud con las respuestas de las plantas al ataque de hongos.
Ikegawa y col. (1996), encontraron que en avena infectada con el hongo Puccinia
coronata, ocurre un importante aumento de 4cido diferdlico unido a la matriz de
polisacaridos de la pared celular, posterior a las 36 h de infeccion. Simultaneamente,
ocurre un significativo aumento de la fraccion de peroxidasas unidas idnicamente a la
pared. La extensibilidad de la pared celular ha sido relacionada en forma inversa a los
niveles de acido feralico y acido difertilico esterificado a las paredes celulares (Kamisaka
y col., 1990; Tan y col, 1991; 1992). De este modo, el aumento de los fenoles
esterificados a pared podrian tener un importante papel en la limitacion del crecimiento y
acceso del patogeno (Liyama y col, 1994). En gramineas, los principales acidos

cinamicos unidos a la pared, son el acido cumarico, fertlico y difertlico, siendo el acido
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fertlico el principal componente (Lam, y col, 1992; Smart y O'Brien, 1979).
Stmilarmente el estrés oxidativo aumenta [a cantidad de difertlico unido 2 hemicelulosa y
lignina (Grabber y col., 1995). Como se menciond anteriormente, Zadiiga, G. (1997), ha
reportado que durante los primeros dias de la infestacion ocurre un significativo aumento
del dafio oxidativo. El peroxido de hidrogeno, que es producido por este tipo de estrés,
es requerido para la sintesis de lignina (Whetten, y col.,, 1988). Para contrarrestar la
acumulacién de este oxidante la célula usa las catalasas, las que descomponen el H;O,
hasta agua y oxigeno (Hernandez-Ruiz y col., 1996). El pequefio aumento de lignina, en
los primeros dias de la infestacion en los cultivares Frontera y Acuario, podria ser
explicado por un sistema inducido de proteccon del estrés oxidativo, el que reduciria los
niveles de perdxido, limitando de esta forma la sintesis de lignina y ademds de fenoles

esterificados a la pared celular.

4.4 Regulacion de la via fenil propanoide y proyecciones del estudio

Ademas de la PAL, existen otras enzimas de la via fenil propanoide que son
reguladas por factores de estrés, como la chalcona sintetasa, isoflavona reductasa y O-
metyltransferasa, cuya actividad da lugar a la sintesis de flavonoides, isoflavonoides y
lignina respectivamente {(Lee y col., 1997; Coronado y col., 1995; Takeda y col., 1994).
De esta forma, la sintesis de los distintos compuestos fenil propanoides bajo condiciones
de estrés, es el resultado de un delicado equilibrio de regulacion metabdlica, donde ia
PAL es solo el punto de partida. Un aspecto que no fue abordado en esta tesis, fueron

los factores de regulacion enddgena de la via fenil propanoide, como son el acido
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jasménico (JA), etileno y acido salicilico. La acumulacion de estos compuestos bajo la
infestacion, podria dar cuenta de la modulacion de la sintesis de los compuestos fendlicos
analizados de cebada. Ademas, debemos considerar que los productos de esta via no son
{os Unicos factores asociados a mecanismos de tolerancia y resistencia a insectos.

El etileno ha sido relacionado como factor de regulacion de PAL en varios
estudios, observindose que es capaz de inducir la acumulacion de transcritos de PAL y
CHS (Ecker y Davis, 1987), Asi, la produccién de etileno ha sido asociada a un
significativo aumento de la actividad PAL en suspensiones celulares (Cvikrovd y col,,
1991). La participacion de etileno, también, ha sido establecida en la enfermedad
denominada punteamiento oxidativo de la lechuga. Esta enfermedad es un desorden
fisioldgico que causa puntos de necrosis en la lamina foliar después de la cosecha. En los
trabajos realizados para entender la enfermedad, se ha visto que el etileno media el
aumento de actividad PAL vy de peroxidasas unidas ionicamente a la pared cefular
(Hyodo, y col., 1978; Ke y Saltveit, 1988). Como consecuencia, aumenta el contenido
de lignina, fenoles esterificados de pared y flavonoides (Hyodo, y col,, 1978; Ke y
Saltveit, 1988; Ritenour y col., 1995; Ritenor y Saltveit, 1996). En estudios de induccidn
de PAL por elicitores fungicos en poroto, también han encontrado que el etileno
participa, al menos, en una parte del proceso de elicitacion (Hughes y Dickerson, 1989).
Finalmente, en un cstudio sobre regulacion de la actividad de etileno, con 2,5-
norbornadieno (inhibidor de la accién de etileno), se encontrd que éste es capaz de inhibir
la actividad de PAL, evidencia que apoya fuertemente la participacion de etileno en la

induccion de la enzima. Es importante destacar que Chaman, (1998), describio que bajo




2 nre

72

infestaciéon ocurre un aumento de etileno, el que estd correlacionado a la actividad de
peroxidasas de pared en plantas de cebada.

El acido jasmoénico, también ha sido asociado a la activacion de ésta via
metabélica. Existen evidencias que este compuesto se acumula en respuesta a patogenos
e insectos, y se ha visto que ademds, tiene la capacidad de inducir la actividad PAL y
CHS (Creelman y Mullet, 1995, 1997). Asi, aplicaciones exogenas de JA, provocan la
acumulacion de fenoles de pared y activacion de enzimas que participan en la formacion
de lignina en cebada (Lee, y col., 1997a;b). Sin embargo, en estudios de patogenicidad
entre la cebada y el hongo FErysiphe graminis, se encontrd que la resistencia a este
patdgeno no estd asociada a incrementos del JA endogeno y que ademds, este parece no
participar como sefial durante interacciones compatibles o incompatibles con el hongo
(Hause, y col., 1997; Kogel, y col.,, 1995). En sintesis, considerando los autecedentes
expuestos seria muy il en el futuro dilucidar la participacién del etileno y acido
jasmoénico en el aumento de actividad PAL bajo infestacion, ya que permitiria una mejor
caracterizacion de las respuestas defensivas mediadas por la via fenilpropanoide.

En esta tesis se postuld, que en la cebada se modificaria la actividad PAL en
respuesta a la infestacion por afidos y que el cambio de actividad PAL se reflgjaria en
variaciones en el contenido de compuestos fendlicos en la planta, lo que seria importante
en la defensa de la planta al ataque de los afidos. Como resultado, se ha logrado
establecer que frente al ataque del afido S. graminum, ocurre un significativo aumento de
la actividad PAL. Ademas, que el cambio de actividad PAL, esta relacionado en parte

con la susceptibilidad del cultivar y es dependiente de la densidad de infestacion.
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También, que fa actividad de la enzima se modifica con la edad de las plantas y con la
duracién del periodo de luz. Como consecuencia del cambio de actividad PAL, en
cebada ocurre el aumento del contenido de saponarina (principal flavonoide), siendo
dependiente del nivel de infestacion. Cuando se evalud la toxicidad de saponarina en
dietas artificiales, se encontrd una disminucion significativa del porcentaje de
sobrevivencia de los afidos. Al analizar el contenido de fenoles esterificados a pared
celular y de lignina, se observé que ambos aumentan con la infestacion y con la densidad
de los afidos. El aumento de los tres compuestos analizados, ocurrio en forma posterior
al aumento de actividad PAL. El cultivar Frontera (menos susceptible), presentd la
mayor actividad PAL bajo infestacion y en forma mas temprana. Consecuentemente, el
cultivar Frontera presento el mayor grado de acumulacion de los tres tipos de
compuestos fenodlicos analizados. Los resultados de esta tesis presentan bastante
similitud con investigaciones sobre interaccion hongo-planta, evidencias que sugieren una
alta similitud en la respuestas defensivas de las plantas a patdgenos y este tipo de

insectos.




5. CONCLUSIONES

1.- Bajo condiciones de infestacion por afidos, en la cebada ocurre un aumento de
actividad PAL que se correlaciona positivamente con el grado de infestacion y
negativamente con el grado de susceptibilidad de los cultivares Frontera y Acuario.
Siendo ademas, la actividad de la enzima afectada por la edad de las plantas y duracion

del periodo de luz.

2.- Bl aumento de actividad PAL presenta una cinética de actividad bimodal en el culttvar
Frontera y Libra. En todos los casos, los méaximos de actividad PAL preceden la

acumulacién de saponarina, fenoles esterificados a pared celular y de lignina.

3.- Saponarina fue el principal flavonoide presente en los cultivares estudiados y su grado
de acumulacion bajo infestacion se correlaciond negativamente con el nivel de
susceptibilidad de los cultivares. Sin embargo, el cultivar Libra de susceptibilidad
intermedia presentd el mayor nivel basal. Saponarina, ademas, mostré un efecto negativo
en la sobrevivencia de afidos en dictas artificiales. El rol de saponarina como compuesto
disuasivo para el afido es discutible ya que en la hoja, se encuentra acumulada en la
epidermis y su contenido basal no se correlacion6 con la susceptibilidad de los cultivares.
Sin embargo, no se puede descartar que saponarina tenga un rol disuasivo, ya que

aumenta con la infestacion.

74




75

4.- Con la infestacion se produce un aumento de fenoles esterificados a la pared celular,
el que se correlaciond negativamente con el nivel de susceptibilidad de los cultivares de
cebada y positivamente con el grado de infestacion. La acumulacion de fenoles
esterificados a la matriz de la pared celular seria una de las estrategias de la planta para

limitar el acceso de los afidos al floema via apoplasto.

5.- Bajo infestacién ocurren dos fases de acumulacion de lignina, la primera fase no
mostré correlacion con el grado de susceptibilidad de los cultivares; mientras que en la
segunda fase se encontrd una correlacion negativa. Sin embargo, la acumulacién de
lignina en la primera fase, fue dependiente del grado de infestacion. La deposicion de
lignina en la primera fase actuaria como una barrera de proteccién al ataque de los afidos,
en cambio, su acumulacion posterior estaria relacionada a un mecanismo de reparacion de

tejidos dafiados.

6.- El cultivar Frontera, presentd un contenido mayor de lignina en relacion a los
cultivares mas susceptibles, Ello seria un factor constitutivo de resistencia al ataque del
afido. Ademas, éste cultivar presentd el mayor aumento de actividad PAL, porcentaje de
acumulacion de saponarina y fenoles esterificados de pared celular. El conjunto de estas
respuestas, sumado a la presencia de otros metabdlitos secundarios darian cuenta de su

menor susceptibilidad al insecto.
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