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RESUMEN

I.a reparacidén de la pared celular puede ser un
mecanismo imporpante en la defensa de las plantas contra
los afidos. Este proceso se ha asociado a las peroxidasas
de pared celular. En este trabajo se describe la
recuperacién de plantas infestadas con 4&fidos y su
correlacién con los cambios en la activ}dad peroxidasa y
algunos componentes de la pared celular. Plantas de siete
dias de edad de tres var;edades de c¢ebada (Hordeum vulgare
L.) fueron infestadas con 20 afidos (Schizaphis graminum
R.) por planta. Se determind el contenido relativo de agua,
potencial hidrico, contenido de clorofila, fenoles ¥y
actividad de las peroxidasas presentes en la pared celulaf,
durante la infestacidén y luego de retirar los 4fidos. La
actividad se midid en las peroxidasas de la pared celular
unidas idnica y covalentemente. El1 contenido de agqua,
clorofila y potencial hidrico fueron constantes en 1las
plantas control, mientras gue éstos descendieron durante la
infestacién. Una vez retirados los Afidos, los tres
parametros mostraron una recuperacidén a niveles similares

a los del control en las variedades Libra y Frontera. La

1
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otra variedad, Aramir, no mostré ninguna recuperacitn. La
actividad de 1las peroxidasas fue constante en los
controles. Sin embargo, las covalentemente unidas de la
variedad Aramir descendieron a medida que crecian las
plantas y las covalentemente unidas de Frontera fueron
indetectables. La actividad basal de las peroxidasas en los
tres cultivares mostrd diferencias significativas. En 1la
variedad Aramir se encontrd una actividad menor y en Libra
una actividad mayor. En el primer dia de la infestacidn, la
actividad de las enzimas descendié a valores entre 10 a 0%
del control. En los dias siguientes, la actividad aumentd
en todas las variedades, hasta llegar a valores mayores al
doble, con respecto al control de la misma edad. En el caso
de las covalentes de Frontera, aumentd de 0 a 1500 U/gramos
de pared celular. Al mismo tiempo los niveles de los
fenoles de pared aumentaron entre 4 y 5 veces en Frontera,
3 a 4 veces en Libra y al doble en Aramir, con respecto a
los controles. Estos valores fueron similares a los
aumentos relativos de fluorescencia relacionadas a
polifenoles, que fueron observados en cortes histoldgicos.
Estos aumentos ocurrieron principalmente en la cuticula de
la epidermis, meséfilo y tejido vascular. Las variedades de
cebada Frontera y [Libra presentaron 1los mayoxres
incrementos, lo que significaria una mayor incorporacidn de

polifenoles en estas dos variedades. Las peroxidasas
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ABSTRACT

Cell wall repair mechanisms wmay be important in the
protection reaction of plants against aphids. Peroxidases
may be involved in this process. This work describes the
recovering of infested barley plants with aphids and their
correlation with changes in peroxidase activities and cell
wall components in barley. Seven days old plants of three
cultivars of barley {(Hordeum vulgare L.) were infested with
20 aphids (Schizaphis graminum R.) per plant. Relative
water content, water potential, total chlorophyll, activity
of cell wall peroxidases, and phencl content, were
determined during infestation and after removal of the
aphids from the leaves. Iconically and covalently cell wall
bound peroxidases were studied. The water content, water
potential, and total chlorophyll were constant in the non-
infested controls, while in infested plants, the three
parameters fell during infestation. When the aphids were
removed in cultivars Frontera and Libra, these parameters
had a recovery to values near to those of the controls. The
other cultivar, Aramir, did not recover aftef;removing the
aphids. The activity of peroxidase was in general constant

4
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in controls. Exception were the covalently bound in Aramir
that ﬁell with age, and the ones covalently bound in
Fronte;a, that were undetectable. Peroxidases in control
plants showed significant differences between cultivars.
Aramir had the lowest activity and Libra the highest. The
activity decreased to 10-0% of the controls during the
first day of infestation, in all the cultivars. After the
first day, peroxidase activityﬁin the three cultivars,
increased more than two-fold. Covalently bound peroxidases
in Frontera, increased their activity from 0 to 1500 U/g.
cell wall. Cell wall phenols increased 4-5 fold in the
cultivar Frontera, 3-4 fold in Libra and 2 fold in Aramir.
Epidermal, mesophyll parenchyma and vascular bundle cell
walls showed an increase in autoflucrescence related to
polyphenols. Phenols increased more evident in Frontera and
Libra than in Aramir, suggesting a higher incorporation of
polyphenols in these cultivars. Cell wall peroxidases could
participate in the repairment of the cell wall and,
therefore, the recovery of the damaged plants after aphids

removal.




1. INTRODUCCION

Importancia de la cebadg

La cebada (Hordeum vulgare L.) es el cuarto cereal
cultivado méds importante en el mundo (Stanca y col., 1992).
Aproximadamente el 12% de la superficie sembrada y de la
produccién de cereales en el mundo provienen de este
cultivo (Corcuera, 1993).

Los cereales son atacados por una gran variedad de
patdgenos como virus, bacterias y hongos, y por plagas como
insectos y 4&caros, los cuales ocasionan pérdidas
importantes en la produccidén. Estos hechos han llevado a la
seleccidén de variedades mas resistentes a estos patdgenos.
Los factores que determinan el grado de susceptibilidad de
una variedad a patdgenos son muy variados y pueden no ser
los mismos en cada relacidn patdgeno-planta.

Los Afidos constituyen una de las plagas importantes
en la cebada. Schizaphis graminum R. es uno de los
principales que atacan a la cebada. Su distribucidn es
cosmopolita.

La saliva de este &fido contiene enzimas, como

poligalacturonasas y pectinesterasas (Reese y col, 15892).

6
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Por esta razdn, la infestacidn por &afidos produce dafios a
diversos niveles, entre los cuales los mds importantes son
los dafios en la pared celular vegetal (Reese y col., 1982),
pérdida de clorofila, contenido relativo de agua Yy
potencial hidrico (Cabrera, 1994). Este Ultimo autor
encontrd una disminucién del 70% del contenido de
clorofila, 50 % del potencial hidrico y 10% del contenido
de agua, como consecuencia de la infestacidn. Al mismo
tiempo la planta sufre otros cambios fisiolégicos, entre
los mas estudiados estdn los de la actividad peroxidasa
(Belefant-Miller, 19%4; Bruce y West, 1989; Espelie y col.,
1986; Lagrimini y Rothstein, 1987; Mohan y Kolattukudy,

1994; Smith y col., 1994}).

Tipos de peroxidasas

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7) son enzimas que se encuentran
en todos los eucariotas (Asada, 1992; Burel y col., 1994)
y algunos procariotas (Asada, 1992; Hochman, 1993). En las
plantas, estén distribuidas en casi todos los organelos y
membranas (McDougall, 1991). Las funciones atribuidas son
muy variables, dada la amplia distribucién en la célula.
Estas son, entre otras, la sintesis de etileno (Asada,
1992), degradacién de auxina (Ferrer y col., 1992),
proteccidn del cloroplasto (Asada, 1992; Asada y col.,

1993; Prasad, 1994), sintesis de lignina (Ferrer y col,
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1992; Gaspar y col., 18985; McDougall, 1991} y su
degradacidén (Harvey y col., 1993; Walton, 1994). Las
peroxidasas de plantas también han sido ansideradas
marcadores genéticos en estudios de evolucidén (Esnault y
van Huystee, 1994) y relaciones filogenéticas (Krzakowa,
1993) .

Una clasificacién que se ha realizado con las
peroxidasas es con respecto a su estructura (Welinder y
Gajhede, 1993). De esta forma se las divide en tres clases:
clase I- peroxidasas bacterianas, citocromo C oxidasas,
ascorbato peroxidasas cloroplasticas y citosdlicas; clase
II- peroxidasas fingicas extracelulares y clase III-
peroxidasas de plantas generalmente excretadas via reticulo
endoplasmico. Estas dltimas contienen Ca'®, Mn** o Mg*,
puentes disulfuro y generalmente estén glicosiladas. La
secrecifn y activacidn de esta clase de peroxidasas ha sido
correlacionada con la presencia de Ca* y calmodulina (Xu
y van Huystee, 1993). Marafidbn y van Huystee (1994)
encuentran gque la presencia de Ca** es fundamental para la
actividad de las peroxidasas.

Otra via que pueden seguir estas enzimas es hacia la
vacuola. En ese caso, presentan un péptido sefial que la
dirige hacia ese organelo - (Welinder y Gajhede, 1993;

Rasmusgen y col., 1993).

Las plantas presentan las clases I y III (Acosta y
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col., 1993) y generalmente se las clasifica en dos formas,
;itoplésmicas (solubles) y de pared celular (insolubles}.
Estas Gltimas estdn unidas a la pared por enlaces idnicos
y covalentes. Existe controversia sobre la existencia de
las peroxidasas unidas covalentemente. Ros Barceld y col.
(1987) consideran que s6lo hay diferencia en la fuerzas
iénicas por las que estén unidas. Penel y Greppin (1994)
encuentran una correlacién interesante entre la presencia
de Ca** vy la unidén de peroxidasas a la pectina.

Por otro lado, McDougall (1991) y Penel y Greppin
(1994) éeterminaron que algunas peroxidasas sélo son
extraibles de la pared por digestidén enzimdtica de la
pared, por lo que han afirmado la existencia de enlaces
covalentes para unirlas a la pared celular.

Otra forma de clasificar a las peroxidasas es en
funcién de su punto isoeléctrico (pI) (Gijzen y col., 1993;
Polle y col., 1994). De esta forma se han clasificado en
catidnicas (bdsicas), anidnicas (&dcidas) y neutras (Polle

y col., 1994}.

Importancia de las peroxidasas

Las peroxidasas de pared celular se relacionan con
sintesis de compuestos de pared como lignina (McDougall,

1991}, suberina (Espelie y c¢ol., 1986), sintesis y

polimerizacién de polifenoles (Lagrimini, 1891) e
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insolubilizacién de proteinas en la pared (Everdeen y col.,
1988; Iiyama y col., 1994; Keller, 1993). Estas funciones
dependen de la produccién de perdxido de hidrbdgeno a
partir, generalmente, de NADH. Esta reaccidn taml?ién esta
catalizada por peroxidasas (Gross y col., 1977; Mader y
col., 1980). Por lo tanto, es debido a estas funciones que
las peroxidasas de pared celular se han relacionado con los
procesos de sintesis de la misma (Lagrimini y Rothstein,
1987).

Estas suposiciones han llevado a pensar que el control
‘del crecimiento celular podria deberse a cambios en la
extensibilidad de la pared celular mediado por las
peroxidasas (Jackson y Ricardo, 1994; McQueen-Mason, 1995;
Taiz, 1984).

Se ha encontrado diferencias en la actividad
peroxidasa segin el estado de desarrcllo de los haces
vasculares (Sato y col., 1993; McDougall, 1991). También en
diferenciacidén de tejidos (Suzuki y col., 1992), actividad
de vyemas en diferentes estaciones (Baier, 1993),
morfogénesis de raices en Eucalyptus globulus (Calderdn-
Baltierra, 1994), activacidén por luz en hipocdtilos (Burel
y col., 1994; Schopfer, 1994) con posible participacidn del
fitocromo (Burel y col., 1994).

MacAdam v col. (1992 a,b) encontraron una correlacién

entre el crecimiento de tallos y la actividad peroxidasa en
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Festuca arundinacea. Sanchez y col. (1993} correlacionaron
el detenimiento del crecimiento de hipocdtilos de pino con
la actividad de las peroxidasas de pared celular. Por otro
lado, Swoap y col. (1993} no encontraron ninguna relacién
entre estas1enzimas y el estado de desarrollo de plantas de
Cucumis sp.

Riquelme y Cardemil (1993) han descrito dos
peroxidasas que cambian su actividad durante la imbibicidn
y germinacién de semillas de Araucaria araucana, una
conifera sudamericana. Una de las isoformas disminuye su
ictividad, con un minimo a las 72 horas y la otra aumenta,
con un maximo a las 48 horas de imbibicidn.

Por lo tanto, no es posible extrapolar resultados
entre diferentes especies vegetales durante el desarrcllo
(Polle y col., 1994).

Sin embargo, existe concordancia en relacidn a 1la
actividad de peroxidasas inducidas por patdgenos. Se ha
determinado que las peroxidasas son inducidas por hongos
(Hammerschmidt y col, 1982; Kerby y Somerville, 1992; Kogel
y col., 1994) y virus (Lagrimihi y Rothstein, 1987).

También por insectos (Bellefant-Miller y col., 1994;
Cabrera, 1994), y dafio mecdnico (Lagrimini y Rothstein,
1987; Riguelme y Cardemil, 1993).

En muchos casos de atagque por patdgenos, se ha

observado un aumento de la actividad peroxidasa con una
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ligera disgpinucién en las primeras horas, para alcanzar un
maximo entre las 48 y 72 horas después de la infeccién o
dafio. Estos cambios van acompafiados de patrones
isoelectroforéticos diferentes. Ferrer y col. (1992),
Hislop y Stahann (1971) y Xerby y Somerville (1989)
ancontraron cambios en las peroxidasas basicas,
determinando aparicidén de nuevas bandas con pl superiores
a 9. El tiempo de aparicién de estas isoformas varia con el
material vegetal utilizado. La presencia de inductores,
como los productos de la degradacién de paredes celulares
vegetales o flingicas, pareceria ser necesaria para la
induccidén de estas enzimas (Lesney, 1990; Mitchell y col.,
1994; Russo y Bushnell, 1989).

Hay algunas evidencias que indicarian que las
peroxidasas anidénicas participan én el Gltimo paso de la
sintesis de lignina (Baier y col., 1993; Imberty, 1985) y
que las catidénicas son importantes en la formacidn de
polifenoles y precursores de 1lignina que luego son
polimerizados por las primeras (Gaspar y col., 1985; Polle
y ¢ol., 1994). Incluso las peroxidasas anidénicas tienen una
mayor afinidad por sustratos como la siringaldazina, que es
un sustrato similar a los precursores de lignina (Goldberg
y col., 1993}.

La participacién de las peroxidasas en la sintesis de

compuestos de pared celular ha sido intensamente estudiada.
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Dada la gran diversidad de isoformas de la enzima, no
siempre es c¢laro como participa cada una de ellas en la
regulacién del proceso. Goldberg y col. (1985) y Ros
Barceld y «col. (1987) han planteado un modelo de
interaccién entre las peroxidasas basicas y acidas para la
sintesis de polifenoles y lignina. Ros Barceld y col.
(1987) han informado la importancia de las peroxidasas
idnicamente unidas a la pared. Existen pocas referencias
con respecto a las unidas covalentemente. Sin embargo,
McDougall (1993) encuentra una acumulacidn de peroxidasas
covalentemente unidas a la pared junto con un aumento de

lignina en el tejido vascular de maiz, a consecuencia de

dafio mecanico.

3 o

Pared celular v su composicidn

Los procesos de lignificacidén son importantes en la
dicotiledoneas. En monocotiledoneas, y en particular en las
gramineas, los polifenoles y la suberina son mds abundantes
{Esau, 1972). La presencia de éstos es considerada entre
los primeros sintomas detectables ante la infestacidén por
4fidos (Belefant-Miller y col., 1994), la infecc¢idn por
hongos (Kogel y col., 1994) y por el dafio mecanico (Russo
vy Bushnell, 1989) en la cebada. -

Se ha planteado que los polifencles participan en la

formacidén de una malla sobre la cual se repara la pared
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celular (Kogel y col., 1994), o bien directamente,
reparando las perforaciones (Shackel y col., 1951). De
ambas formas se lograria impedir la pérdida de agua,
entrada de metabolitos téxicos e incluso detener el avance
del patégeno {(Iiyama y col., 1994). Shackel y col (1991}
encontraron una correlacidén entre la velocidad con que son
selladas las zonas de dafio y el mantenimiento de la
turgencia en Tradescantia virginiana L..

MacAdam y col (1982 a,b) plantean que el Area foliar
es mas importante que la tasa fotosintética en la

produccidén agricola. Por lo tanto la recuperacidn de las

zonas dafladas puede ser un proceso importante.

De ser correctas estas presunciones, seria entonces
factiblé que agquellas plantas o variedades que presenten
aumento de la actividad peroxidasa ante un patdgeno, tengan
la capacidad de reparar mé&s eficientemente la pared y asi

recuperarse del dafio, una vez eliminado el estrés.

Hipbtesis v obietivos

La hipétesis de esta tesis es: si las peroxidasas de
pared celular estén relacionadas con la reparacidn celular,
entonces aquellas variedades que presenten mayor actividad
de estas enzimas, tendrdn una mayor capacidad de

recuperacién al eliminar los afidos.
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Para someter a prueba esta hipdtesis, se planted como
objetivo general determinar la actividad de las peroxidasas
en plantas sometidas a infestacién y controles, y estudiar
la correlacidn entre el dafio causado por los afidos y la
actividad de las enzimas. Bste objetivo se realizd en
varias fases:

A.- Se evalué¢ la capacidad de recuperacidén de las

plantas del dafio causado por los afidos.

B.- 8Se realizd una evaluacidn de los cambios de

actividad de las enzimas peroxidasas de pared celular en

fiiferentes variedadas de cebada.

g

5%

C.- Se deterxriinaron las principales isoenzimas con

L

actividad peroxidaza de la pared celular en plantas bajo

)

PRy

. condiciones de infestacién por &fidos, y plantas no

infestadas.
D.- Se estudi. la correlacidn entre la actividad de

peroxidasas, los parametros fisiolégicos y la sintesis de

derivar de la actividad de estas enzimas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal

Se trabajdé con tres variedades de cebada, Aramir,
Libra y Frontera. Trabajos previos en este laboratorio, no
publicados, indicarian que estas tres variedades presentan
diferencias en sus respuestas fisiolégicas ante diferentes
estrés.

Se sembraron en vermiculita y se crecieron durante
siete dias a 25°C con un fotoperiodo de 14 horas de luz. Se
regaron semanalmente con soluciéﬁ'nutritiva Hoagland vy
diariamente con agua.

Las semillas de cebada fueron suministradas por el Dr.

Edmundo Beratto, INIA, Carillanca.

2.2 Afidos

Se trabajd con una colonia de Schizaphis graminum R.,
la cual fue mantenida en plantas de cebada de la variedad
Aramir. S. graminum presenta la mayor tasa de reproduccidn
sobre é&sta variedad. La colonia es mantenida a 25°C y 14
horas luz.

La infestacidn de las plantas se realizd, en las tres

16
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variedades, al séptimo dia de ser sembradas y con 20 afidos
por planta. Cabrera (1994) encontrdé que este nivel de
infestacidn induce cambios significativos en la actividad
enzimidtica. En algunos tratamientos los A&4fidos fueron

retirados a las 48 loras.

2.3 Estado hidrico
2.3.1 Contenido relativo de agua (RWC)
Se calculd el RWC de acuerdo a la siguiente férmula:

RWC= PF - PS
PTH - PS

PF- peso fresgco
PS5~ peso seco

PTH- peso totalmente hidratado

Se cortaron secciones de hoja y se pesaron (PF). Luego
fueron colocadas en agua desionizada durante un periodo de
entre treinta a sesenta minutos, hasta que se obtuvo un
peso constante (PTH). Luego, los trozos de hoja se secaron
en estufa a 45°C hasta que el peso fue constante (PS).

El RWC fue determinado a las 0, 24, 36, 48, 72, 96 y
120 horas de infestacidn y a las 12, 24, 48, 72 y 96 horas

de haberse retirado los &dfidos. Los controles se hicieron

a los mismos tiempos.
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éﬁ 2.3.2 Potencial hidrico (PH)
.i El potencial hidrico se determind por la tensidn
‘g xilemitica en una bomba de Schélander, en secciones de
hojas.

Las determinaciones fueron realizadas a los mismos

tiempos que para el RWC.

2.4 Clorofila (CHL)

El contenido de clorofila fue determinado de acuerdo
a la técnica de Lichtenthaler ¥ Wellburn (1989). Segiin esta
técnica se extrajo la clorofila macerando 0,5 gr de tejido
fresco en 10 ml de etanol 95%, se filtrd por papel Whatman
N°l vy se determind el volumen final.

Se midid la absorbancia a 649 y 665 nm. El célculo
final se hizo por la siguiente férmula:
CHL= 18,08 (Abs 649) + 6,63 (Abs 665)

El resultado se divididé por el volumen final del
filtrado y por el peso fresco y se expresa en CHL por gramo

de peso fresco.

Estas determinaciones se realizaron a las 0, 12, 24,

B R TR e

o 36, 48, 60, 72, 96 y 120 horas de infestacién y a las 12,

24, 36, 48, 72 y 96 horas después de retirar los &fidos.

RIS

Los controles se hicieron a los mismos tiempos
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2.5 Extraccidn de las paredes celulares y peroxidasas

Las paredes celulares se extrajeron segin la técnica
de Ros Barceld y col. (1987). El tejido fue congelado en
hielo seco y molido en un molinillo de café con trozos de
hielo seco. El polve congelado se suspendid en un
amortiguador Tris-HC1 0,1 M, pH 7,2, 0,25 M de sacarosa,
1 mM de acetato de magnesio y cuarzo. Se utilizaron 3 ml de
amortiguador y 0,05 g de cuarzo por g de peso fresco.
Siempre se utilizé el mismo peso fresco para las
determinaciones de actividad. Todos los procedimientos
fueron realizados a 4°C. Se probaron dos inhibidores de
proteasas, el floruro de fenil metil-sulfonilo (PMSF) en
una concentracién de 0,2mM y la benzamidina en una
concentracién de 2mM. También se hizo un control sin
inhibidores.

Se filtré el macerado por cuatro capas de gasa y se
centrifugé a 10009 por cinco minutos. El sobrenadante se
desechd y la pella fue lavada dos veces con amortiguador
Tris-HC1 0,05 M y 1% de Tritén X-100, pH 7,2. Luego fue
lavado tres veces con amortiguador fogfato de sodio 0,1 M
PH 6, a fin de eliminar el detexrgente. La dltima pella fue
incubada una hora con XClL 1M en agitacidén. Luego se
centrifugé a 15000 g por treinta minutos. De acuerdo con la
técnica, en el sobrenadante se encuentran las peroxidasas

unidas idnicamente a la pared y en la pella estdn las
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paredes celulares con las peroxidasas _ unidas
covalentemente.

Se hicieron extracciones a las 0, 12, 18, 24, 36, 48,
60, 72 y 96 horas de haber infestado las plantas y 12, 24,
48 y 72 horas después de haberse retirado los &fidos, asi

como los controles en los mismos tiempos.

2.6 Actividad enzimdtica de peroxidasas.

La actividad en los extractos con peroxidasas
extraidas por fuerza idnica sé realizd por la técnica de
Cassab y col. (1988) y 1la de las pellas, con las
peroxidasas unidas covalentemente, por la técnica de Sato
y col. (1993). En ambas se utilizé la o-fenilendiamina (o-
PDA) como cromégeno. La mezcla de reaccidn fue la
siguiente:
0,250ml de extracto (0,500ml para las covalentes)

iml o-PDA 2mM
iml H,0, 0.01%

El volumen final fue llevado a 3 ml con amortiguador
fosfato de sodio 0,1 M pH 6. Todos los reactivos fueron
preparados en amortiguador fosfato de sodio 0,1 M PH 6. Se
incubd 10 minutos a 37°C y se midié la absorbancia a 450nm.

Se realizd una curva de calibracién con peroxidasa

comercial de rébano (Sigma, peroxidasa tipo I) siguiendo la

misma metodologia, obteniéndose la siguiente regresidn:
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y= 0,086 (Act) + 00,3701

La actividad se expresé en unidades por gramos de
pared celular, siendo definida la unidad como pmoles de
sustrato oxidado por minuto.

Se ensayd la actividad con el &cido 2,2'-Azino-di- (3-
etil-benzotiazolino-6-sulfirico (ABTS) como crombgeno, de
acuerdo con la técnica de Childs y Bradsley (1975).

Se hicieron determinacicnes a las 0, 12, 18, 24, 36,
48 y 72 horas de infestacidén y a las 24 y 48 horas de
retirar los &fidos. Se realizaron los controles a los
mismos tiempos.

Se mididé la actividad con 4&dcido ferfilico en los

tiempos mids importantes.

2.7 Electroforesis

Para realizar los geles se maceraron 50 gramos de
tejido segliin la misma metodologia (Ros Barceld, 1987). Los
extractos fueron desalinizados y concentrados por
centrifugacidén en microconcentradores con corte a los 10 KD
(centricon-10, Amicon).

Los isoelectroenfoques se realizaron con rango de pH
de 3 a 10 (anfolitos Bio-Rad) en el equipo Mini IEF Cell,
model 111, Bio-Rad, segin la metodologia recomendada por

los fabricantes. El rango de pH obtenido fue determinado

por medio de un electrodo de pH de superficie.
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El revelado de 1los geles fue realizado por la
actividad peroxidasa, con o-PDA y perdxido de hidrégeno. La
foto del gel fue tomada con luz blanca y ultravioleta, dada

la fluorescencia del producto formado.

2.8 Fenoles

Se determinaron los fenoles de pared segin las

técnicas de Fry (1979) y Zieslin y Ben-Zaken (1993). En
ambas técnica se somete el tejido fresco al mismo
tratamiento. El tejido fresco se sometid a ebullicidén
consecutivamente en los siguientes solventes, temperaturas
y tiempos, H,0 a 100°C por 30', etanol 60% a 85°C por 30!
acetona a 56°C por 30', metanol a 85°C por 30', eter
dietilico a 34°C por 30'. Se secd el tejido y se peso.
Se incubd toda la noche con NaCH 1 M (0,1 ml de NaOH porxr
gramo de peso seco) en vacio a fin de esterificar los
fenocles. Se llevd a pH 2,5 y se mezclé en partes iguales
con acetato de etilo.

Para la primera técnica se mididé la absorbancia en la
fase del acetato de etilo, a 320 nm. Para la segunda
técnica, la mezcla de reaccidn se hizo con 1 ml de la
extraccidn en acetato de etilo, 5 ml de H,0 y 0,250 ml de

reactivo de Folin-Ciocalteau. Se incubd por tres minutos v

luego se agreg6 1 ml de Na,CO; saturado. Se incubé por una

hora y se mididé la absorbancia a 725 nm.
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Para ambos caso se realizd una curva de calibracién

con fenol (cristales), de acuerdo a Zieslin y Ben-Zaken
(1993) . Para el método de la absorbancia, la regresién fue
y= 36,65([Fenol]) - 0,321, determinado fenoles en una
concentracidén entre 0,2 y 2,0 ug de fenol/ml de extracto.
Para el wmétodo del reactivo de Folin-Ciocalteau, la
regresién fue y= 13,27([Fenol]) + 0.012, determinando
fenoles en una concentracidén entre 3,0 y 12ug Fenol/ml de

extracto.

Las determinaciones de fenoles se realizaron a las 0,

24 y 48 horas de infestaciénm.

2.9 Histologia

Se utilizaron varias técnicas. Se incluyeron hojas en
paraplast por deshidratacidn en una serie de alcohol
butilico segin Jensen (1962). Se hicieron cortes en
micrdtomo y se tifieron con Safranina-fast green,
fluoroglucinol y azul de toluidina (O'Brien y McCully,
1981) . La safranina-fast green tiifle 1a lignina y la pectina
respectivamente, el fluoroglucinol tifie la lignina y el
azul de toluidina es un colorante metacromdtico gue tifie de
rosado la pectina y celulosa, de verde los polifenoles, de
azul la lignina y de pGrpura la callosa.

También se hicieron cortes frescos con micrétomo de

mano y se tifleron con fluoroglucinol y azul de toluidina.
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Los cortes frescos se observaron en microscopio de
eplifluorescencia azul segln la técnica de Belefant-Miller
y col.(1994). ©Los polifenoles, suberina Yy lignina
fluorescen en amarillos o verdes (Belefant-Miller y col.,
1994) y la clorofila en rojo {Jensen, 1962).

Estos cortes frescos fueron sometidos a ebullicidn en
etanol 70% Thasta que se eliminaron todos los pigmentos
(Belefant-Miller y col., 1994). Luego fueron tefiidos con
fluorcoglucinol, azul de toluidina y también fueron
observados en el microscopio de epifluorescencia azul. Aqui
sb6lo se observa la fluorescencia de los polifenoles,
lignina y suberina.

Las fotografias de fluorescencia fueron tomadas en un
microscopio Zeiss Axioscope, de epifluorescencia azul con
el sistema de fotografia MC80. Las fotografias de luz
blanca fueron tomadas en el microscopio Nikon Optiphot con

el sistema de fotografia FX-II.

4.10. Calculos estadisticos.

Todas las determinaciones se realizaroﬁ por
triplicado.

Se realizd un test de t para determinar diferencias
significativas entre los tratamientos. También se calculd
la correlacién (por andlisis de covarianza) entre todos los

pardmetros determinados. En la tabla 9 estdn las
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correlaciones que dieron r»>0,9. Ambos cdlculos se hicieron
en el programa STAT-ITCF (Service des estudes statistiques,
Institut Technique des Céréales et des Fourrages (ITCF,

France) .
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3. RESULTADOS

3.1 Estado hidrico.

Al evaluar visualmente la evolucidn del estado hidrico
durante la infestacién y al eliminar los &fidos, se
evidencid una perdida de la turgencia de las p%antas con
los dias de infestacidn. Esta pérdida, aparentemente fue
mayor en la variedad Aramir y menor en Frontera (Fig. 1).
Al eliminar los &fidos, las plantas mostrarcon un mejor
estadb hidrico que las plantas de la misma edad con &rfidos,
siendo mds notables las diferencias en la variedad Aramir.

El estado hidrico de las plantas fue evaluado por dos

métodos, el contenido relativo de agua (RWC) (Apéndice A) y

el potencial hidrico (PH) (Apéndice B).

3.1.1 Contenido relativo de agua (RWC).
En las plantas control de las tres variedades, el RWC
se mantiene constante (Fig. 2 a, b, ¢, circulos vacios).
Cuando se infestan, las tres variedades no muestran
2 a, b, ¢, circulos

cambios hasta el primer dia (Fig.

llenos). A partir de ese momento, Frontera presenta un
menor descenso. La variedad Libra desciende su RWC

26
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Figura 1.- Plantas de cebada de 10 dias de edad. Orden de
izquierda a derecha, Frontera, Libra, Aramir. A. Controles
B. Infestadas 72 horas. C. 24 horas después de eliminar los
afidos. ‘

A A A b

e e fekn

Pt et T




28

— infestacidén

. . ‘s 100 |-

» eliminacion
de afidos a0 |-
o control go -

s infestadas
& infest.—sanas ”0

t 1 ! 1 1 1 ] !

Y] 1 2 3 4 5 B

Dias Postinfestacidn

Figura 2.- Contenido relativo de agua (RWC) (%) . A~ Aramir,
B- Libra, C- Frontera. En las infest.-sanas se eliminaron
log &dfidos al segundo dia de infestacidn. Las  barras
verticales indican el error estandar (n=3)
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bruscamente, de 96% a 71%, entre el primer y segundo dia.
En Aramir ocurre un descenso similar entre el segundo y
tercer dia (89% a 67%). Estas dos variedades 1llegan a
valores similares al final del experimento (58%), mientras

que Frontera s6lo desciende hasta el 69% en el mismo

periodo.

+

Después de la eliminacidén de los &fidos, las tres
variedades se recuperaron de diferente forma (Fig. 2 a, b,
c, tridngulos vacios). En Aramir, el RWC llega a una fase
estacionaria después de las eliminacidén de los &fidos,
manteniengo el vaior alcanzado en ese momento, con
tendencia a descender (Fig. 2 a). Las variedades Libra y
Frontera recuperan su RWC. Al sequndo dia de haber retirado
los &fidos, Frontera tiene wvalores similares a los
controles.

La recuperacidén en el caso de Libra es mayor, debido
a una mayor pérdida de agua causada por la infestacidn, tal
como se observa al momento de eliminar los &fidos (Fig. 2
). Incluso, al final del experimento, alcanza a valores

igquales a los del control.

3.1.2 Potencial hidrico
Al igual gue para el RWC, en las plantas control se
mantiene constante el PH (Fig. 3 a, b, ¢, circulos vacios).

Pero a diferencia, el PH comienza a descender a partir del
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—~ infestacion —0.5
+ eliminacidén v
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-1.0 ?
O control
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Figura 3.- Potencial hidrico (PH) (MPa). A- Aramir,

B- Libra, C- Frontera. En las infest.-gsanas se eliminaron
los &fidos al segundo dia de infestacién. Las barras
verticales indican el error estdndar (n=3)
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primer dia de infestacidn en las tres variedades (F?g. 3 a,
b, ¢, circulos llenos). En Aramir el descensoc fue casi
constante durante el experimento, mientras que én las otrgs
dos, este descenso es menor en las primeras horas de
infestacién. Sin embargo, al 1,5 dia de infestacidn, las
tres variedades comenzaron a descender su PH, llegando al
sexto dia a los valores més bajos. En Aramir descendid
hasta -2,3 MPa, -1,94 MPa en Libra y -1,68 MPa en Frontera
(Apéndice G).

Al eliminar lostaﬁidos el comportamiento es similar
que para el RWC (Fig. 3 a, b, ¢ triangulos wvacios). En
Aramir hay un‘periodo de estabilidad y luego desciende
(Fig. 3 a}), Libra presenta una recuperacidn hasta valores
inferiores a las plantas control (Fig. 3 c¢) y Frontera
recupera su PH a valores iguales al control al segundo dia

de eliminar los afidos (Fig. 3 b).

3.2 Clorofila (CHL).

Un sintoma visual evidente que ocurre en los primeros
dias de infestacién con S. graminum, es la aparicidén de
manchas clordticas en las hojas. Por esta razdén se evalud
el contenido de clorofila total (Fig. 4 a, b y ¢).

En 1las plantas control la CHL es constante, con
descensos en el Gltimo dia del experimento (Fig. 4 a, b, c,

circulos vacios). El contenido de clorofila fue mayor en
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> infestacidn
* eliminacidén 5L
de Afidos

o control
¢ infestadas
& infagt.—ganas .. )

A

CHL (mg/g P.F.)

16 |-
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10 -

8k 1 1 1 1 1 1
D 1 2 3 4 ) 8

Dias Postinfestacion

Figura 4.- Contenido de clorofila (CHL) (mg/g P.F.).

A- Aramir, B- Libra, C- Frontera. En las infest.-sanas se
eliminaron los &fidos al segundo dia de infestacidén. TLas
barras verticales indican el error estédndar (n=3)
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Aramir (17,94 mg/g P.F.)(Fig. 4 a) y menores f;n Libra v
Frontera (15,68 y 15,86 mg/g P.F. respectivamente) (Fig. 4
b y ¢) (Apéndice C).

En las plantas infestadas de las tres variedades, el
descenso del contenido de clorofila se detecta a partir del
0,5 dia de infestacidn (Fig. 4 a, b, ¢ circulos lienos). En
la variedad Aramir el descenso es constante, siendo
imposible determinar la CHL al £inal del experimento ya que
las plantas estaban completamente deshidratadas vy
cloréticas (Fig. 4 a).

La variedad Libra presenta dos descensos importantes,
uno entre los 1,; y 2 dias, y otro entre el quinto y sexto
dia de infestacidén (Fig. 4 c). Frontera muestra un pequefio
descenso entre el dia 2 y 2,5, y un gran descenso a partir
del quinto dia (Fig. 4 b). Las perdidas de clorofila al
final del experimento son mayores en Aramir {no
determinable), intermedias en Libra (60%) y menores en
Frontera (38%) (Apéndice C).

Al eliminar los A&afidos, las recuperacidén de la
clorofila es similar al del RWC y PH. La variedad Aramir
mantiene constante el valor del segundo dia de infestacidn.
Si bien no ocurre el descenso que se observa para el RWC y
PH (Fig. 4 a, triangulos vacios), no se evidencia ninguna
recuperacién del contenido de clorofila. En Libra, se

produce una gran recuperacién en el primer dia de eliminar




e

S

sl e kT
e At e A T

N
Ry e S
R

e

oy

2

34

A XN k)

los 4&fidos, gque 1luego continua, llegando a valores
signif%cativamente iguales a los del control (Fig. 4 c,
tridngulos ‘vacios). La variedad Frontera recupera
completamente el contenido de clorofila, teniendo valores
semejantes al control al segundo dia de eliminar los &fidos
(Fig. 4 b, tridngulos vacios}.

Se hicieron cortes histoldégicos a fin de confirmar la
perdidas de clorofila. Se observa gque aparecen zonas
completamente sin clorofila o con grandes disminuciones,
al observar los cortes frescos cdon luz blanca (Fig. 5). La
observacidén de estos cortes al microscopio de
epifluorescencia azul, en donde la clorofila fluoresce en

rojo, dio resultados similares (Fig. 6&).

3.3 Actividad peroxidasa

A fin de evaluar la importancia de la reparacidn de
las paredes celulares en la“capacidad de recuperacidn, se
determiné la actividad de las peroxidasas de pared celular
en plantas controles, infestadas vy al eliminar losnéfidos,
asi como la presencia de compuestos de pared que puedan
derivar de la actividad de este grupo de enzimas.

No hubo diferencias significativas en las
extracciones realizadas con el PMSF o la benzamidina, en la
actividad peroxidasa (Tabla 1). Diferencias hubieron con

respecto a la extraccién sin inhibidor cuando se
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Figura 5.- Cortes frescos de hojas de las tres variedades
en microscopio de luz blanca (400x). A. Aramir control, B.
Aramir infestada, C. Libra control, D. Libra infestada, BE.
Frontera control, ¥. Frontera infestada. En negro se
observa la presencia de clorofila.
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Figura 6.- Cortes frescos de hojas de las tres variedades,
en microscopio de epifluorescencia azul (400x). A. Aramir
control, B. Aramir infestada, C. Libra control, D Libra
infestada, E. Frontera control, F. Frontera infestada.

La clorofila fluoresce en rojo y los polifenoles en
amarillo.
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Tabla 1.- Efecto de dos inhibidores de proteasas en la
extraccidén de proteinas y en la actividad peroxidasa. Cada
valor es la media de tres réplicas. La letras iguales
significan que no hay diferencias significativas (r<0,05)
y letras diferentes gue hay diferencias significativas

{(r<0,05).

; INHIBIDOR PROTEINAS ACT. PEROXIDASA
E {mg/g P.F.) (U/g pared celular)
E sin inhibidor 0.80 x+ 0.05a 167.5 + 35.7c
o
A
¥ E\
§§f PMSF 0.84 + 0.06a 230,5 + 52,25c
3
i
?&f Benzamidina 1.15 + 0.08b 200,66 + 45,44c
1 a
o
& ; U

;E;f} .

e e
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-
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cuantificd la concentracién de proteinas totales, donde la
benzamidina tuvo mejores resultados. Dados éstos, las
extracciones se continuaron realizando con benzamidina.
Se determindé la actividad de las peroxidasas unidas
iénicamente (PI) y covalentemente (PC) a la pared.
La actividqd con ABTS dio resultados negativos, por

lo gque se continud utilizando soclamente el o-PDA.

3.3.1 Variedad Aramixr

En las plantas control, 1las peroxidasas iénicas
tuvieron actividad constante durante el tiempo que durd el
experimento, mientras que 1las covalentes mostraron un
descenso desde 369 U/g pared celular, al dia 0 hasta 80.2
U/g pared celular a los 12 dias (Fig. 7 a y b, circulos
vacios) (Apéndice D).

A consecuencia de 1la infestacién, la actividad
enzimdtica desciende en ambos grupos de peroxidasas (Fig.
7 ay b, circulos llenos). En las iénicas el valor llega a
su minimo al primer dia y en las covalentes, lo mismo
ocurre entre las 12 y 18 horas después de la infestacidn.
Es de destacar que las idénicamente unidas a la pared,
llegan a ser indetectables al primer dia de infestacidn
(Fig. 7 a circulos llenos). ‘

A partir del momento de minima actividad, comienza a

aumentar la actividad peroxidasa hasta llegar a un méximo
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Figura 7.- Actividad peroxidasa en la variedad Aramir (U/g
pared celular). A- Idénicamente unidas, B- Covalentemente
unidas. En las infest.-sanas se eliminaron los afidos al
segundo dia de infestacidn. Las barras verticales indican
el error esté&ndar (n=3)
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entre los dias 3 y 4 de infestacidén para las ibnicas y
covalentes. A pesar de que ambas formas aumentan entre 3 y
4 veces con respecto al valor del control de la misma edad,
las covalentes sdlo llegan a valores similares a los del
dia 0 (Fig. 7 b).

Al eliminar los é&afidos, las idénicas descienden su
actividad después de un periodo donde se mantienen estables
(Fig. 7 a, tridngulos vacios). En las covalentes no hay
diferencias entre las infestadas y a las que se le
retiraron los &fidos (Fig. 7 b, tridngulos vacios).

En esta variedad se ensayd la actividadiperoxidasa de
algunos extractos con dcido ferilico como sustrato. Estb se
realizé a fin de determinar si la afinidad de las
peroxidasas por el sustrato variaba a consecuencia de la
infestacién. La relacién de actividad encontrada entre
plantas sanas e infestadas fue similar a la realizada con
o-PDA, por lo que no se realizd este ensayo en las otras

variedades.

3.3.2 Libra

Las plantas control tienen una actividad constante
(Fig. 8 a y b, circulos vacios) (Apéndice E). En las
infestadas desciende 1la actividad a las 12 horas
postinfestacidén en ambas formas de enzimas (Fig. 8 a y b,

circulos llenos). Las idnicas no presentan un aumento de
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el error estandar (n=3)
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actividad durante el tiempo en que fue determinado. Por el
contrario, las covalentes aumentan su actividad desde el
primer dia, llegando al midximo entre los dias 2 y 3. Este
aumento es aproximadamepte de 3 veces el valor del control.

Al eliminar los &fidos, las idénicas no varian su
actividad, pero las covalentes disminuyen (Fig. 8,

tridngulos vacios).

3.3.3 Frontera

En las plantas controles, las peroxidasas unidas
idnicamente fueron constantes y las unidas covalentemente
no fueron detectables (Fig. 9 a y b, circulos wvacios,
respectivamente) (Apéndice F).

Al infestar, las peroxidasas idnicas presentan un
rdpido descenso, llegando al minimo al primer dia de
infestacidén (Fig. 9 a, circulos llenos). A partir de ese
momento comienza a aumentar hasta llegar al maximo entre
log dias 2 y 3. Las covalentes muestran incremento de
actividad desde las 12 horas, llegando al midximo entre los
dias 2 y 3 (Fig. 9 b, circulos llenos).

La eliminacidn de los a&fidos produce en ambas formas
un descenso de la actividad (Fig. 9 a, triangulos vacios).

Por lo tanto, se puede especular que en esta variedad
no hay peroxidasas covalentemente unidas, y que éstas como

las formas idnicas son inducidas por la infestacién
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(Apéndice F).

3.4 Isocelectroenfoque.

Debido a la presencia de isoformas de pI A&cidos y
bédsicos, se eligid un rango de pH amplio (Fig. 210).
El gradiente de pH que se formdé al correr el
isocelectroenfoque fue de entre 4,5 a 9,5.

Se detectd una solo isoforma &cida de pI 4,5. Esta no
mostrd cambios, ni induccién por 1la infestacién. Las
isoformas de pI béasico tuvieron cambios importantes, En la
variedad Frontera infestada 48 hs, aparecid una nueva de pI
9,5, ademés de la ya existente de pI 9,4, desapareciendo la
de pI 9,3.lEstas dos Ultimas se encuentran en la variedad
Libra, pero la de pI 9,3 desaparece con la infestacién, no
apareciendo ninguna otra. 'En Aramir solo fueron
identificadas dos bandas a pI 9,3 Yy 9,4, no habiendo
diferencias entre sanas e infestadas.

%

3.5. Compuestos de pared.

Se determind la presencia y aumento de lignina y
polifenoles en plantas control e infestadas. La lignina no
dio diferencias de tincidén a nivel histoldgico, por lo cual
no fue cuantificada. Por el contrario, los polifenoles
mostraron diferencias claras a nivel histolégico (Fig. 11),

lo cual permitié que fueran cuantificados (Apéndice G). Se
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Figura 10.- Isoelectroenfogque. A- Fotografiado con luz
blanca, B- Foteografiado con luz UV. Carriles: 1- Aramir
control, 2- Aramir infestada 48hs, 3 y 4 amortiguador, 5

Libra control, 6- Libra infestada 48hs, 7- amortiguador, 8
Frontera control, 9- Frontera infestada 48hs. Puntos
isoeléctricos determinados por electrodo de superficie. El
revelado de las bandas s”fue realizado por actividad con o-

PDA .
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Figura 11.- Cortes frescos de hojas tratados con etanol,
en microscopio de epifluorescencia azul (400x). A- Aramir
control, B- Aramir infestada, C- Libra control, D- Libra
infestada, E- Frontera control, F- Frontera infestada.
Los polifenoles fluorescen en amarillo.
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utilizaron dos métodos el de Fry (1979) que es més
especifico para el &dcido ferilico y el de Zieslin y Ben-
Zaken (1993) que es mds general para todos los fenoles
{Fig. 12 a y b respectivamente).

La variedad Aramir, por ambos métodos, es la que
presentd menor cantidad de fenoles en las plantas control
Yy aumentd a poco mas del doble a causa de la infestacién.
Libra y Frontera presentaron valores similares en las
plantas controles por el método de Zieslin y Ben-Zaken, y
un poco mayor en Libra por el método de Fry.

Por ambos métodos se observéd un incremento en estas
dos variedades de 3 a 4 veces. Segin el método utilizado,
podria pensarse gque, a consecuencia de la infestaciédn,
Frontera presenta una mayor acumulacién de polifenoles, y
en particular de &dcido ferdlico (Fig. 12). Esto estd en
concordancia con lo observado histoldgicamente, donde el
mayor incremento de fluorescencia se observd en Frontera y
Libra. Aramir presentd cambios de fluorescencia muy
pequefios. Las zonas fluorescentes se observaron en
diferentes lugares de la hoja, dependiendo de la variedad.
En Aramir solamente aumentd la fluorescencia en el tejido
vascular, en particular las bandas en U de 1la vaina
mestomitica, y en pequefias regiones de la epidermis (Fig.
11). En las plantas infestadas de Aramir, ademds se observd

una estructura filamentosa que se ha asociado con el canal
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del entrada del estilete del &fido (BelefanL-Miiler y col.,
1994) . En general estos canales se dirigen al tejido
vascular. En ningin caso fue posible determinar 1la
presencia de lignina, callosa o polifenoles en estas zonas
(Fig. 13).

Las plantas infestadas de Libra y Frontera presentaron
zonas fluorescentes mas intensas y grandes que Aramir (Fig.
14) . Se incrementd la fluorescencia en el tejido vascular,
bandas en U de la vaina mestomdtica, epidermis y en el
mesdfilo. En ambas variedades, pero mids intensamente en
Frontera, el mes6filo presentd grandes zonas fluorescentes
entre los haces wvasculares. Sin embargo, no fue posible

determinar la deposicidn de lignina en ninguna de las tres

variedades.
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Figura 13.- Cortes frescos de hojas de Aramir infestada,
tratados con etanol. A. Tefiido con fluoroglucinol, 400x, B.
Igual a &, 600x, C. Tefiido con azul de toluidina, 600x.
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Figura 14.- Cortes frescos de hojas de las tres variedades,
tratados con etanol, en microscopico de epifluorescencia
azul. A- Aramir infestada 200x, B- Aramir infestda 400x,
C- Libra infestada, 200x, D- Libra infestada 200x,

E- Frontera infestada 400x, PF- Frontera infestada 400x.
En amarillo fluorescen los polifenoles.




4. DISCUSION

Dafio y recuperabilidad

Las tres variedades de cebada sufren un dafio muy
importante al cabo de seis dias de infestacidn con S.
graminum. Cabrera (1894) trabajando en una de las
variedades utilizadas, Aramir, encontrd disminucién del
contenido de clorofila, del contenido relativo de agua y
del potencial hidrico;énte la infestacidén por el mismo
afido. ﬁstos resultados son similares a los encontrados en
esta tesis para las tres variedades en RWC, PH y CHL en
seis dias de infestacidén. Sin embargo, las tres variedades
se comportan de diferente forma en los primeros dias de la
infestacidn.

Se podria suponer gque tienen diferencias en la
susceptibilidad a la infestacidén, aunque é&sta es muy
dificil de diferenciar. En las tres variedades de cebada,
un tiempo indefinido de infestacién por &fidos, provoca la

muerte de las plantas, con diferencia de uno o dos dias
entre las variedades. Esto hace que sea aln mids dificil
hacer una evaluacidén de la susceptibilidad.

Los dos métodos usados para evaluar el estado hidrico

52
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de las plantas, arrojaron resultados similares al final del
experimento (r> 0,9) (Apéndice H). En las tres variedades se
establecid una alta correlacién entre los RWC y PH de las
sanas y de las infestadas. Sin embargo, el PH parece ser
mds sensible ya que se detecté cambios a las 12 horas de
infestacién mientras que en el RWC no se detectaron
diferencias significativas hasta el primer dia. De todas
formas, ambas metodologias permiten cuantificar el darfio
producido por 1los &fidos, asi como una capacidad de
recuperacidén diferencial de las variedades estudiadas.

Es importante destacar que la variedad Libra presenta
descensos importantes al segundo dia de infestacidén en el
RWC y PH. Sin embargo, una vez eliminados los afidos, 1la
recuperacidén de esta variedad es muy rapida. Esta répida
recuperacién podria estar mediada por el ABA. De acuerdo a
resultados obtenidos en el laboratorio, no publicados, ésta
variedad es la que presenta mayores contenidos de ABA en
condiciones normales. Podemos suponer que en el caso de la
infestacién, la réapida recuperacién se deberia al
importante rol que juega el ABA en la regulacién de 1la
apertura estomatica, protegiendo el estado hidrico de la
planta (MacRobbie, 1991; Tardieu, y Davies, 1992; Weyers y
col., 1982). La variedad Aramir, en cambio, pregenta un
contenido basal de ABA mis bajo y probablemente no

controlaria la apertura estomitica como ocurre en la
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variedad Libra. La cuantificacién de ABA y determinaciones
de conductancia estomdtica permitirian corroborar estos
datos, para el caso de la infestacién por &afidos. Esto
podria explicar las diferencias detectadas en el estado
hidrico.

El contenido de clorofila resultd ser un buen

parédmetro para determinar el dafio producido y la
recuperabilidad de cada variedad. Los cambios son
significativos a partir del primer dia de infestacidn.
En los experimentos en los cuales se eliminan los dfidos al
segqundo dia, las tres variedades presentaron respuestas
diferentes. Frontera y Libra presentaron una recuperacién
total de la clorofila. En la otra variedad, se llegd a un
valor de clorofila superior al de las infestadas, pero
inferiores a las de las plantas control. La pérdida de
clorofila en Frontera es menor que en las otras variedades,
Probablemente sea ésta una razdén importante para explicar
la recuperacién total en el contenido de clorofila. En las
tres variedades se establecid una buena correlacidén (p>0,9,
r<0,05) entre el CHL, RWC y PH, por lo que podemos suponer
gue existe algin tipo de interaccién entre estos
parametros.

De acuerdo a estas determinaciones, 1las tres

variedades pueden ser claramente divididas con respecto a

su recuperabilidad. Asi es que se plantea la siguiente
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clasificacidn:
Frontera, con alta recuperabilidad
Libra, con recuperabilidad media
Aramir, con baja o ninguna recuperabilidad.

Por lo tanto podriamos suponer gue cuande un cultivo
de las variedades Libra o Frontera es atacado por &fidos,
es posible aplicar medidas de control hasta dos dias
después de iniciada la infestacidén. Hasta ese momento
tendrian un buena capacidad de recuperacidn. En el caso de
Aramir la recuperacidn no serd total y probablemente sufra

deterioros posteriores.

Peroxidasas

Las peroxidasas de pared celular estan siendo
estudiadas con respecto a la sintesis y reparacidn de pared
celular. Por esta razdn se determind la actividad de estas
enzimas en las tres variedades y en los tres tratamientos.
Es importante recordar que al comienzo de la infestaciédn,
la actividad peroxidasa bajd rapidamente en las tres
variedades. Este descenso ha sido encontrado por otros
autores en diferentes condiciones de estrés. Riguelme
(1991) encuentra descenso de las proteinas totales de pared
a la media hora de haber dafiado mecdnicamente las hojas de
Araucaria araucana. Kerby y col. (1993) encuentran un

descenso en la actividad peroxidasa entre las 24 y 48 horas
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de infestar plantas de cebada con Erysiphe graminum £.sp.
hordei. Lagrimini (1991) encontré descensos a las 24 horas
en la actividad peroxidasa y fenol oxidasa de pared
celular, en respuesta al ataque por‘@ongos Yy por dafio
mecanico. También encuentra que ambas aumentan su actividad
hasta llegar al mé&ximo entre las 48 Y 72 horas. Cabrera
(1994)ienq9§ntra los valores maximos de actividad de las
peroxidasas solubles, al tercer dia de infestacién.

Los datos obtenidos en esta tesis, corroboran estos
resultados, ya que inicialmente la actividad desciende y
luego aumenta hasta llegar a sus valores maximos entre el
segundo o tercer dia de infestacidn. De acuerdo a los
valores de:actividad beroxidasa de las plantas controles;
mis los valores a los que llega a consecuencia de la
infestacidn, se puede concluir que las variedades Frontera
y Libra son las que presentan mayor actividad peroxidasa
(5500 y 5700 U/g pared respectivamente) y Aramir la que
presenta menor (2600 U/g pared). Por otro lado, las
variedades Aramir y Libra presentan descensos tan grandes
en la actividad, en el primer dia de infestacién, que llega
a ser indetectable.

McDougall (1993) ha encontrado una mayor actividad de
peroxidasas covalentemente unidas a la pared durante 1la
lignificacién en Linum usiatissimum L. con una mayor

afinidad de 1las covalentes por la siringaldazina.
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Hammerschimdt y col. (1982), Kerby y Somerville (1589)
v Mchan y Kolattukudy (19924} han encontrado aumento de las
peroxidasas idnicas en plantas infectadas con hongos.
Lagrimini y Rothstein (1987) han determinado resultados
similares con virus.

En esta tesis hemos encontrado, en Aramir, una buena
correlacidn (p>0,9, r<0,05) entre las PI y el RWC, mientras
que en Libra la correlacién fue entre las PC y el RWC y en
Frontera entre las PI y PC con el RWC. Por lo tanto, no
puede descartarse la posible participacién de ambas formas
de peroxidasas en la reparacién de la pared celular.

Edreva y col. (1993) proponen gque para que se produzca
la induccién de actividad peroxidasa, es necesario que se
produzca el dafio a nivel tisular. Lesney (1990) trabajando
con una suspensidén celular de Pinus elliottii, observé una
disminucién de la actividad peroxidasa a las 24 horas de
tratar con baja concentracién de quitosano, seguido de un
aumento. Si trataba la suspensién celular con alta
concentracidn de quitosano, el aumento era desde el
prinecipio, sin una disminucidén inicial. Bruce y West (1989)
encontraron un comportamiento semejante con fragmentos
pécticos en suspensiones celulares de Ricinus communis L.
Segin estos autores la induccién de actividad depende de
que la planta detecte el dafioc y se inicien los mecanismos

de reparacién o defensa (Bruce y West, 1989). BE1
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desfazamiento entre la infestacién y la induccién de
peroxidasas podria deberse, entre otros factores, a 1la
velocidad de la trasduccidn de la sefial en cada variedad.
Bruce y West también determinaron un retardo de 12 horas
entre la estimulacidén con fragmentos pécticos y la
induccidn de peroxidasas. Esto también podria explicar el
retardo que en el aumento de actividad peroxidasa, después
de la infestacidén. En casi todos los casos no comienza a
aumentar la actividad hasta después del primer dia de
infestacidn. Otros autores (Gross y col., 1977; Prasad, Yy
col., 1994; Price y col., 1994; Schopfer, 1994) han
planteado que el perdxido de hidrdgeno es una de las
seflales que desencadena las respuestas. Esta sefial
oxidativa induce cambios a varios niveles, entre los cuales
Price y col. (1994) destacan cambios en los niveles de Ca*.
El calcioc es importante en la activacién de las peroxidasas
(Marafidén y van Huystee, 1994; Xu y van Huystee, 1993). Por
lo tanto, cambios en su disponibilidad o© en 1la
permeabilidad de la membrana.podrian:controlar la actividad

peroxidasa.

Isoformas de peroxidasas

Gaspar y col. (1985) plantean un modelo donde se le
atribuye a las peroxidasas bédsicas un papel principal en la

formacidén e incorporacién de fenoles a la pared, los cuales
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son utilizados por las peroxidasas dcidas en las gintesis
de lignina.

Por otro lado, Pedrefio y col. (1994) plantean que no
es posible atribuir una funcién especifica a estas
isoformas, ya que ambas tienen la capacidad de oxidar los
mismos compuestos.

Si aceptamos el modelo de Gaspar, la baja presencia y
no aparicidén de nuevas bandas de pI &acidos explicaria la
ausencia de sintesis de lignina. Sin embargo, el incremento
de polifenoles no puede explicarse por los cambios en las
peroxidasas dcidas, excepto en Frontera, donde aparece una
nueva isoforma. En la variedad Libra, desaparecid la
isoforma pI 9,3, lo cual podria explicar el descenso de
actividad peroxidasa, sin un posterior incremento como
ocurre en las otras dos variedades. La aparicién de una
isoforma de pI 9,5 en la variedad Frontera, podria explicar
el incremento la actividad de la fracecidén idnica. En la
variedad Libra, la incorporacién de fenoles en la pared es
similar a la que ocurre en Frontera, asi que podria
suponerse una baja participacién de las peroxidasas unidas
idnicamente a la pared en la incorporacién de fenoles.

Dado que las PC presentan una mayor correlacién con la
recuperabilidad, habria que determinar el patrén
isoelectroforético en esta fraccién a fin de poder

justificar esa correlacién.
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Compuestos de pared celular

La importancia de las peroxidasas es su participacién
en la sintesis e incorporacién de compuestos en la pared
celular, tanto durante el crecimiento, diferenciacién Y
ante dafio. Uno de estos compuestos son los polifencles.
Estos forman parte de la estructura de la suberina Yy
lignina, aunque también se encuentran unidos a otros
componentes de la pared.

Algunos autores han planteado que estos son los
primeros compuestos determinables gue se depositan en la
pared celular ante el ataque por hongos, &fidos y dafio
mecanico en cebada (Belefant-Miller y col, 199%4; Kogel y
col., 19%4; Russo y Bushnell, 1989). Russo Yy Bushnell
(1989) observaron por microscopia electrénica que un
material amorfo se deposita en las zonas dafiadas de las
péredes celulares. También determina que estos compuestos
presentan autofluorescencia inducida por luz UV, reaccidn
caracteristica de los polifenoles y sus polimeros. Shackel
y col. (1891) han encontrado resultados similares, pero no
descartaron la posibilidad de dque Otros compuestos puedan
ser los responsables de esta fluorescencia. Sin embargo,
otros autores wusan como reaccidn especifica para
polifenoles, lignina y suberina la autofluorescencia
inducida por luz azul o UV (Jensen, 1962; O'Brian y

McCully, 1981). Tanto los resultados de Belefant-Miller V4
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col. (1994) con afidos, Kogel y ¢ol. (1994) con hongos y de
Russo y Bushnell (1989) con dafio mecanico en cebada,
coinciden en atribuir esta autofluorescencia a los
polifencles.

Cabrera (1994) detexrmind un aumento del adcido fertilico
soluble en plantas infestadas por &afidos. Este fenol ha
sido citado como uno de 1los mds importantes gue se
depositan en la pared durante el’daﬁo (Belefant-Miller y
col., 1994; Kogel y col., 1994). En nuestros resultados,
también hay aumento de autofluocrescencia en las paredes
celulares de la epidermis y haces vasculares de las plantas
infestadas comparadas con las de los controles. De aqui se
puede inferir que ©posiblemente hay deposicién de
polifenoles después de la infestacidn.

Las dos metodologias utilizadas para determinar los
fenoles de pared, permite hacer alguna discriminacidn sobre
qué fenoles se depositan en la pared, ya que uno de los
métodos (Fry, 1979) determina principalmente al &cido
ferGilico y sus derivados. Al parecer, Frontera deposita més
cantidad de &Acido ferilico que'las otras dos variedades.

Iiyama y col. (1994) plantean un modelo de interaccidn
entre los polisacdridos de pared celular mediante puentes

de A&cido ferilico o &cido dihidiferiilico. Taiz (1984)

plantea que las giberelinas inducirian el c¢recimiento

porque inhiben la excrecién de peroxidasas y por
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consiguiente la formacién de uniones covalentes entre
diferulatos y la pectina. Zimmerlin y Bolwell (1993)
encontraron una peroxidasa catiénica implicada en la
iormacién de enlaces covalentes entre fenoles vy
polisacdridos de pared celular. Datos similares a éstos,
fueron determinados por Lagrimini y Rothstein (1987).

El aumento de fenoles de pared celular que se encontré
cn estas tres variedades de cebada, a consecuencia de la
infestacién por &fidos, es menor que el encontrado para
otras plantas y con otros factores de induccidn (Espelie y
¢ol., 1986; Mohan y Kolattukudy, 1994; Stark y col., 1994).
IIsas determinaciones estan hechas en dicotiledoneas y en
tejidos con alta lignificacién.: Sin embargo, el tiempo de
aparicién de estos compuestos es similar. Stark y col.
11994) encontraron suberizacidén en papa, a las 48 horas de
t.afiar el tejido.

Ya que en esta tesis se trabajd con una graminea, los
-alores de contenido de fenoles no son comparables con los
~esultados encontrados en las dicotiledoneas. De todas
iormas, se puede suponer que los procesos de sintesis son
gimilares, ya que la estructura de la lignina y de la
suberina son parecidas (Espelie y col., 1986). La
diferencia estd en que la suberina presenta compuestos

alifaticos, ademés de los fendlicos.

La lignificacién en las monocotiledoneas es menor que
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en las dicotiledoneas (Esau, 1972; Swmith y col., 1994;
Taiz, 1984). En este trabajo, ia determinacién de lignina
fue realizada a nivel histolégico sélo hasta el segundo dia
de infespacién. La posibilidad de determinar incrementos de
lignina en ese periodo es muy baja, va que el tiempo de
aparicién de la lignina a consecuencia de dafio o patdgenos
es mayor (Baier y col., 1993).

Lagrimini (1993) trabajandc con tomate y tabaco
transgénicos, a los que se le incorpord un gen de
peroxidasa, encontré una mayor resistencia a patdgenos como
hongos, virus e insectos. También encontré un adelanto de
la marchitez y oscurecimiento de los tejidos en las plantas
transformadas. Resultados similares encontraron Lagrimini
y col. (1990). En ambos casos, el gen incorporadc tenia
como promotor al 355 del virus del mosaico del coliflor
(CaMVv) . Esto hace que la expresién sea muy alta, lo que
podria explicar el oscurecimiento de los tejidos por 1la
sobredeposicidén de polifencles y el adelanto en 1la
marchitez. Con respecto a los insectos, Lagrimini y col.
{1990) plantean que los polifenoges puedan darle a la pared
mayor resistencia a la digestién por enzimas, asi como una
posible funcidn como metabolitos repelentes.

De los compuestos de pared, tal vez sean la suberina
y los polifenocles los que mayormente participan en la

reparacion, ya que de acuerdo a los trabajos de Iiyama y
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col. (1994), Lagrimini y Rothstein (1987) y Zimmerlin y
Bolwell (1993) participarian en la formacién de enlaces
covalentes entre los polifenoles, polisacdridos y proteinas
de pared. Esto se deriva de gque aparece un aumento
importante del grosor y autofluorescencia de las bandas en
U de la vaina mestomdtica, el tejido vascular, asi como
zonas fluorescentes en el meséfilo.

Por otra parte, la composicién de 1la lignina y
suberina varia entre plantas sanas y dafiadas. La suberina
bresenta una mayor proporcidén de fenoles, principalmente
derivados del &dcido ferdlico, 1o que le daria una mayor
hidrofobicidad (Espelie y col., 1986; Taiz, 1984). En la
iignina también cambia la proporcién de fenoles, aumentando
los derivados de dcido cumdrico y sindpico (Mitchel y col.,
1994, Smith vy col, 1994).

La actividad peroxidasa en las plantas sanas de
Aramir, es la menor de las tres variedades. Si atribuimos
como funcidén de las peroxidasas la incorporacién de fenoles
en la pared celular, explicaria el menor contenido de
fenoles en la pared en la variedad Aramir pPor una menor
actividad peroxidasa.

Podria suponerse que el inmediato descenso de
actividad peroxidasa al eliminar los &fidos en las
variedades Libra y Frontera, podria deberse al aumento de

polifenocles que ocurre en este periodo. En estas dos
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variedades, podemos suponer que la deposicidn es suficiente
para permitir la reparacién de la pared. El retardo en el
descenso de actividad en Aramir podria deberse al menor
contenido y deposicién de polifenoles que en las otras dos
variedades, por lo que seria necesaria una actividad
peroxidasa por mids tiempo. Esto llevaria a suponer gue la
variedad Aramir repare en cierta medida la pared, pero que
el dafio sufrido sea tan grande que la planta no llegue a
recuperarse. De esta forma se esperaria que las plantas
continten vivas pero sin una evidente recuperacidn, como

puede cbservarse en la figura 1.

Correlacionesg

Se establecieron altas correlaciones (p>0,9, x<0,05)
entre la actividad enzimdtica y cambios de algunos de los
pardmetros, principalmente los de estado hidrico (RWC y
PH) . Esto significaria que la relacién que existe entre
ellos podria ser directa.

Zieslin y Ben-Zaken (1993) consideran que el factor
iimitante para la actividad peroxidasa son los sustratos y
no la enzima. Esto nos lleva a pensar que en las tres

variedades la diferente deposicién de polifenoles se pueda
deber a este factor. Mitchell y col. (1994) y Smith y col.

(1994) han encontrado relacién entre la actividad de la PAL
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(EC 4.3.1.5 Fenilalanina amonio-liasa) y la lignificacién.
Gross y col. (1977) informan resultados similares con la
formacidén de perdxido de hidrégeno y la malato
deshidrogenasa (EC 1.1.1.37). Asi entonces se hace
necesario el estudio de las vias de sintesis de fenoles a

ser utilizados por las peroxidasas.



5. CONCLUSIONES

1.- Se propone una clasificacién con rfespecto a la
recuperabilidad de las tres variedades, Aramir, Libra Yy
Frontera, en baja, media y alta, respectivamente.

2.- Be determiné que la actividad de las peroxidasas
de pared celular cambian su actividad a consecuencia de la
infestacidn.

3.- 8Se encontré una alta correlacién entre la
recuperabilidad y la induccién de peroxidasas unidas
covalentemente a la pared celular.

3.- El patrdn isoelectroforético de las PI no mostrd
cambios importantes que permita asociarlas con el aumento
de fenoles en la pared, excepto en la variedad Frontera.

4.~ Tanto la histologia como la cuantificacidn de
fenoles en la pared, parecerian indicar que estos estdn
involucrados en la recuperabilidad de 1las plantas del
ataque de afidos.

5.- La funcidén de los fenoles en la pared celular
podria estar relacionada con la reparacién de la misma, v/o

detener el dafio producido por el Afido.
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6.- La induccién de peroxidasas podria ser un
mecanismo de recuperabilidad ante la infestacidén por
dfidos, si es que éstas realmente participan en 1la

reparacién de la pared celular.
Esto podria ser impidiendo la degradacidn de la pared
celular, haciéndola m&s resistente a la accién de las

enzimas o volviendo impalatable el tejido para el &afido.
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Apéndice A.- Contenido relativo de agua. En las infestadas-
ganas se eliminaron los 4fidos a las 48 hs. de infestacidn.
Valores i error estandar (n=3). Letras iguales indican que

no hay “diferencias gsignificativas (r<0,05) y letras

diferentes indican que hay diferencias significativas
(r<0,05).
TRATAMIENTQ
VARIEDAD EDAD CONTROL INFESTACION INFES . -SANAS
ARAMIR 7 96,67+kL,03a 97,46+1,79a 97,46%1,7%a
7.5 96,50x1,08a 96,82+0,95a 98,62+0,95a
8 96,28+1,07a 96,16+0,93a 96,16+0,93a
8,5 96,50+0,95a 91,95x0,83b 91,95+0,83b
9 96,74+0, 76a 89,27+1,52b 89,27+1,52b
10 85,814+1,02a 67,55+1,05c¢ 86,01+1,30e
11 85,14+1,0%9a 64,51+1,32c¢c 87,16+1,48be
12 94,68+0,98a 63,67+1,33c¢ 85,36x1,62e
13 94,22+0,99%a 58,04+1,30d 82,14+1,97e
LIBRA 7 98,28+0, 85a 96,68+1,01a 96,68+1,01a
7,5 98,06+0,80a 96,84+0,64a 96,84+0,64a
8 87,56+0,85a 96,46+0,77a 96,46+0,77a
8,5 96,38%0,94a 87,4140, 84b 87,4140, 84b
9 95,69+0,75a 71,401, 25¢ 71,40+1,25¢
10 96,38+0,91a 61,25x1,63d 84,90+1,23b
11 95,62+1,06a 61,82+2,54d 87,80+1,03b
12 94,31+1,18a 62,54+2,83d 90,10+1,60b
13 93,64+1,0%9a 57,50+2, 64e 91,70x1,92b
FRONTERA 7 97,74+1,54a 98,70+1,13a 98,70+1,13a
7.5 98,05+1,05a 98,90+0,94a 98,90+0,94a
8 98,250, 85a 99,25+0,75a 99,25+0,75a
8,5 99,01z1,06a 90,52+0,77b 90,52+0,77b
9 98,68+1,22a 92,20+1,23b 92,20+1,23b
10 98,58x1,23a 77,15+1,51c¢ 93,71+1,91b
11 97,2110, %6a 73,95+1,58c¢c 54,80+1,82ab
12 896,32+1,21a 72,73+1,22d4 95,4311, 36ab

95,67+1,05a

67,5041, 6%

99,244+1,07a
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Apéndice B.- Potencial hidrico {(MPa). En las infestadas-
sanas se eliminaron los d4fidos a las 48 hs. de infestaciédn.
Valores + error estandar (n=3). Letras iguales indican que
no hay diferencias significativas (x<0,05) y letras
diferentes indican que hay diferencias significativas
(x<0,05).
TRATAMIENTO

VARIEDAD EDAD CONTROL INFESTACION INFES. -SANAS
ARBAMTIR 7 -0,62+0,11a -0,62+0,11a -0,62+0,11a
7,5 -0,58+0,00a -0,94+0,06b -0,94+0,06b

8 -0,58+0,00a -0,97+0,10b -0,97+0,10b

8,5 -0,61+0,06a -1,36+0,10c -1,36+0,10cC

S -0,61x0,06a -1,49+0,12c -1,26+0,06cC

10 -0,58+0,00a -1,65+0,10d -1,20%0,05¢

il -0,61+0,06a -1,54+0,10e -1,27+0,1e6c

12 -0,61+0,10a -2,144+0,19e -1,37+0,11c

i3 -0,65+0,06ab -2,30+0,12ef -1,52+0,11d

LIBRA 7 -0,65+0,06a -0,65+0, 06a -0,65+0,06a
7,5 -0,75+0, 062 -0,91+0,15b -0,91+0,15b

8 -0,68+0,00a -0,87+0,09b -0,87+0,09b

8,5 -0,68+0,00a -1,26+0,10c -1,26x0,10cC

9 ~-0,61+0,06a -1,28+0,10c -1,10+0,15c

10 -0,61+0,06a -1,26x0,00c -0,97£0,10bc

11 -0,65+0,06a -1,33+0,06d ~0,84+0,05b

12 ~-0,61+0,06a -1,62+£0,12e -0,84+0,06b

13 -0,65+0,06a -1,9440,12£F -0,87+0,00b

FRONTERA 7 -0,52x0,05a -0,52+0, 052 -0,52+0,05a
7.5 -0,58+0,06a -0,84+0,09b -0,84+0,09b

8 -0,65+0, 06a -0,78+0,06b -0,78x0,06b

8,5 -0,61+0,06a -0,78+0,06b ~-0,78x0,06b

9 -0,58+0,00a -0,85+0,06b -0,71+0,086b

10 -0,55+0,05a -0,94x0,06b -0,68+0,06b

11 -0,55+0,05a -1,04+0,06bc -0,68+0,06b

12 -0,55£0,05a -1,42+0,12d -0,08+0,06b

13 -0,55+0,05a -1,68+0,12d -0,68+0,06b

|
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Apéndice C.- Contenido de clorofila (mg/g.P.F.). En las
infestadas-sarnas se eliminaron los &4fidos a las 48 hs. de
infestacidn. Valores : error estandar (n=3). Letras iguales

indican que no hay diferencias significativas (r<0,05) y
letras diferentes indican que hay diferencias
significativas (x<0,05).
TRATAMIENTO
VARIEDAD EDAD CONTROCL INFESTACION INFES, -SANAS
ARAMIR 7 17,94+0,22a 18,0810,2%a 18,08+0,29a
7,5 17,86+0,21a 17,89:0,29a 17,89+0,29a
8 17,6340, 14a 16,99+0,28b 16,99+0,28b
8,5 17,35+0,25a 15,2440, 23b 15,24+0,23b
g 17,66+0,23a 14,67+0,22cC 14,67+0,22b
9,5 17,09+0,28a 14,84+0,28c 14,84+0,28b
10 17,0540, 23a 13,81+0,28d 14,63+0,31b
10,5 16,95+0,18a 13,75+0, 244 15,01+0,29b
11 16,85+0,20a 13,60+0,29d 15,03+0,24b
12 1l6,77+0,24a 11,61+0,27e 15,01+0,30b
13 16,28+0,26b N, D, 15,00£0,19b
LIBRA 7 15,68x0,18a 15,58+0, 26a 15,58+0, 26a
7,5 15,62+0,16a 15,4040, 26a 15,40+0,28a
8 15,55+0, 16a 14,40+0, 16D 14,400, 16D
8,5 15,68+0,17a 14,14+0,20b 14,14+0,20b
S 15,44+0,10a 11,50+0,20cC 11,50£0, 20cC
9,5 15,33+0,12a 11,150, 20c 12,0040, 25¢
10 15,28+0,22a 11,0940, 27c 14,05+0,21b
10,5 15,06+0,28a 11,0840, 26cC 14,0940, 21b
11 14,94+0,30a 11,40+0,25c 14,11+0,22b
12 14,96+0,28a 11,04+0,37cC 14,50+0,21b
13 14,07+0,35b 9,06+0,55d 14,80+0,33b
FRONTERA 7 15,86x0,05a 15,99+0,15a 15,9940, 15a
7,5 15,97+0,15a  15,88+0,20a 15,8810,20a
8 16,0540, 14a 14,85+0,18b 14,85+0,18b
8,5 16,0740, 20a 15,17+0,23b 15,17+0,23b
S 16,04+0,11a 15,22+0,31b 15,224+0,31b
9,5 16,08+0,16a 14,58+0,28b 15,06+0, 262
10 16,10+0,19a 13,77+0,34c 15,22+0,21b
10,5 15,97+0,22a 13,760, 26¢ 15,40+0,23b
11 15,8440, 24a 13,7140, 24c¢ 15,78+0,17a
12 15,94+0,21a 13,56x0,36¢ 15,68%0,23a
13 14,95+0,23a 10,330,374 15,75+0,21a
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Apéndice D.- Actividad peroxidasa en la variedad Aramir. En
las infestadas-sanas se eliminaron los afidos a las 48 hs.
de infestacidn. Valores iz error estandar (n=3). Letras
iguales indican que no hay diferencias significativas
{r<0,05) y letras diferentes indican que hay diferencias
significativas (r<0,05). PI, peroxidasas unidas idnicamente
a la pared celular; PC, peroxidasas unidas covalentemente

a la pared.

PI TRATAMIENTO

EDAD CONTROL INFESTADAS INFES.-SANAS
7 164,7+35,7a i65,7+£35,7a 165,7+35,7a
7.5 180,8+30,0a 145,9+30,0a 145, 9+30,0a
7,75 161,6+31,7a 131,4432,1a 131,4+32,1a
8 174,6+34,1la 0,0+ 0,0b 0,0+ C,0b
8,5 182,2+33,5a 267,7+14,5¢ 267,714, 6cC
9 173,2+39,3a 378,8+37,0d 378,8+37,04
10 155,2+34,5a 817,5+20,4e 458,9+38, 2d
11 160,2+32,4a 850,24+41, 3e 372,7+41,2d
PC

7 369,0+40, 2a 369,0x40, 2a 369,0+40, 2a
7,5 373,7+33,6a 74,2+22,1b 74,2+22,1b
7,75 302,7+39,2a 63,0+18,2b 63,0+£18,2b
8 302,8+25,9a 114,4+33,9b 114,4+33,9b
8,5 250,5+33,9a 266,0+45, 1a 266,0+45,1a
9 131,0+40,1b 290, 2+30,0a 290,2+30,0a
10 83,7+27,5b 355,9+36,7a 340,2+25,7a
11 80,2+15,5b 362,5+33,4a 374,0+33,4a
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Apéndice E.~ Actividad peroxidasa en la variedad Libra, En
las infestadas-sanas se eliminaron los dfidos a la 48 hs.
de infestacidén. Valores z error estandar (n=3}. Letras
iguales indican gque no hay diferencias significativas
(r<0,05) y letras diferentes indican que hay diferencias
significativas (r<0,05). PI, peroxidasas unidas idénicamente
a la pared celular; PC, peroxidasas unidas covalentemente
a la pared,

PI TRATAMIENTO

EDAD CONTROL INFESTADAS INFES. -SANAS
7 886,5+45,2a . 886, 5+45, 2a 886,5+45, 2a
7.5 881,0x42,4a 356,9144,2b 356,9+44,2b
7,75 883,6+39,6a 354,2+39,6b 345,2+39,6b
8 880,0+£50,2a 336,9+22,5b 336,9%£22,5b
8,5 870,5+49, 8%a 312,8+47,7b 312,8+47,7b
9 867,5+54, 6a 300,6+48,9b 300,6+48,9b
10 854, 9+40,0a 326,7+52,0b 319,3+39,7b
11 861,3+44,6a 318,5+47,3b 309,0+42,4b
PC

7 556,5+50,2a 556,5+50, 2a 556,5+50,2a
7,5 568,2+48,9a 0,0+ 0,0b 0,0+ 0,0b
7.75 548,9+45, 3a 65,8136, 6¢C 65,8+36,6¢C
8 568,3+41,0a 348,3+49,9d 348,3+49,9d
8.5 550,7x46,7a 200,5+40, 2e 900,5+40, 2e
9 581, 0+46, 8a 1539,8+44,6£ 1539, 8+44, 6%
10 546,1+45,9a  1623,8+44,6f 915,743, 3e
11 542,0+44,7a 1702,4+45, 69 704,5x40, 3e
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Apéndice F.- Actividad peroxidasa en la variedad Frontera.
En las infestadas-sanas se eliminaron los &fidos a las 48
hs. de infestacidn. Valeres + error estandar (n=3). Letras
iguales indican que no hay diferencias significativas
(r<0,08) y letras diferentes indican que hay diferencias
significativas (r<0,05). PI, peroxidasas unidas idénicamente
a la pared celular; PC, peroxidasas unidas covalentemente

a la pared.

PI TRATAMIENTO

EDAD CONTROL INFESTADAS INFES. -SANAS
7 778,9x45,2a 778,9+45, 2a 778,9+45, 2a
7.5 780,2+42,4a 159, 1+44,2b 159, 1+44,2b
7,75 788,5+39,6a 100,3+39,7b 100,3+£39,7b
8 789,4+50,2a 83,4+22,5b 83,4+22,5b
8,5 786,8+49,9a 633,4+47,7a 633,41+47,7a
9 785, 3+54,6a 1691,5+48, 5¢ 1691,5+48,5c
10 764,5+40,0a 1805,4+52, 0c 1025,6+39,74
11 778,0+42,0a 1795,0+49, 6cC 7585,3+36,5a
PC

7 0,0x 0,0a 0,0z 0,0a 0,0+ 0,0a
7.5 0,04+ 0,0a 93,7+23,2b 93,7+23,2b
7,75 0,0+ 0,0a 202,6+36,6C 202, 64+36,6¢C
8 0,0+ 0,0a 242,6+49,9cC 242,6+49,9cC
8.5 0,0+ 0,0a 548,3+40,2d 548,3+40,2d
g 0,0+ 0,0a 1557,1+44,6e 1557,1+44, 6e
10 0,0+ 0,0a 1752, 0+44, 6e 649,2+43,3d
11 0,0+ 0,0a 1804,0+40, 2e 658,2+42,1d4
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Apéndice G.- Contenido de fenoles (eq, Fenol/g pared).
Valores + error estandar (n=3). Letras iguales indican que

no hay diferencias significativas (r<0,05) y letras
diferentes indican que hay diferencias significativas

(r<0,05).

Método de Fry (1979)

"TRATAMIENTO
VARIEDAD EDAD CONTROL INFESTADA
ARAMIR 7 1,59+0,1a 1,59+0,1la
8 1,60+0,1a 1,64+0,1a
9 1,68+0,1a 2,48+0,1b
LIBRA : 7 2,33x0,1b 2,33+0,1b
8 2,42+0,1b 3,40+0,1c
9 2,51+0,1b 6,16+0,1d
FRONTERA 7 1,45+0,1a 1,45+0,1la
8 1,44+0,1la 3,61+0,1c
9 1,51+0,1la 6,89+0,1d
Método Zieslin y Ben-Zaken (1993)
ARAMIR 7 1,45+0,1a 1,45+0,1la
8 1,52+£0,1la 1,68+0,1a
9 1,48+0,1la 2,88+0,1c
LIBRA 7 2,31+0,1b 2,31+0,1b
B 2,40+0,1b 3,65+0,1d
9 2,59+0,1b &,8810,1e
FRONTERA 7 2,39+0,1b 2,39+0,1b
8 2,44+0,1b 4,45+0, 1L
9 2,61+0,1b 7,37+0,1g




Apéndice H. Indices de correlacidén (p> 0,9, r<0,05).

Aramir

PI infestadas -
PI inf.-sanas -
CHL infestadas-
CHL infestadas-
CHL inf.-sanas-
PH sanas -
PH infestadas -

Libra

I'C infestadas
EC infestadas -

C inf.-sanas
CHL infestadas-
CHL infestadas-
PH sanas =
PH infestadas -

Frontéra

PI infestadas -
FC infestadas -
PI inf.-sanas -
CHL infestadas-
CHL inf.-sanas-
PH sanas -
PH infestadas -

RWC infestadas
RWC inf.-sanas
PH infestadas

RWC infestadas
RWC inf.-sanas
RWC sanas

RWC infestadas

CHL infestadas
RWC infestadas
RWC inf.-sanas
PH infestadas
RWC infestadas
RWC saﬁas

RWC infestadas

PC infestadas

RWC infestadas
RWC inf.-sanas
PH infestadas

PH inf.-sanas

RWC sanas

RWC infestadas

0,98
0,93
0,95
0,98
0,95
0,94
0,93

0,90
0,95
8;93
0,81
0,90
0,93
0,94

0,93
0,91
0,91
0,96
0;85

0,91

0,923
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