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RESUMEN

Recientes trabajos han demostrado que la olfaccion juega un papel importante en la ecologia
quimica de 4fidos, babiéndose logrado importantes avances en la identificacion y en la
comprension del papel que juegan las feromonas sexual y de alarma. Sin embargo, los estudios
quimicos relacionados con los fenémenos de dinamica poblacional (seleccion de un hospedero,
migraciones de afidos apteros y/o alados, agregacién y espaciamiento) han recibido menos
atencion. -

En esta tesis se evalud el papel de compuestos semioquimicos en la interaccién entre
individuos del afido Rhopalosiphum padi (L.) y otros individuos de la misma especie, y con dos
de sus plantas hospederas, la avena (4dvena sativa L.) y trigo (Triticum aestivum L.).

A partir de estudios olfatométricos y de atrapamiento y analisis de compuestos volatiles
fue posible identificar compuestos atrayentes y repelentes hacia afidos é&pteros de R. padi,
producidos por la interaccién de ellos con su planta hospedera. Los compuestos atractivos
corresponden a los llamados compuestos volatiles de hojas verdes (“green leaf volatiles”). Los
compuestos repelentes fueron la 6-metil-5-hepten-2-ona y el salicilato de metilo en el caso de la
avena, y la 6-metil-5-hepten-2-ona, el 6-metil-5-hepten-2-ol y la 2-tridecanona, en el caso del trigo. Por
otra parte se determiné la existencia de un umbral de densidad (ca. 4 afidos/cm®) bajo el cual los
volatiles producidos por la combinacién de los afidos y la planta atrajo otros é&fidos, y sobre el
cual los volatiles producidos por la combinacion de los afidos y la planta repeli6 otros 4fidos y el
movimiento de ellos se hizo dependiente de la densidad poblacional. \

Los resultados mostrados en esta tesis permiten postular un mecanismo de regulacion
poblacional de afidos apteros de R. padi mediado por compuestos semioquimicos volatiles: a)
atraccién hacia su planta hospedera por medio de compuestos volatiles de hojas verdes; b)
atraccion intraespecifica de 4fidos cuando estin agrupados en baja densidad sobre la planta
hospedera, y ¢) repulsion intraespecifica de 4fidos cuando estan agrupados en alta densidad sobre

la planta hospedera.

ix




ABSTRACT

Recent work has shown that olfaction plays an important role in the chemical ecology of aphids,
important progress having been achieved in the identification and in the understanding of the role
played by sex and alarm pheromones, However, studies related to population dynamics (host plant
selection, migrations of apterae and alatae, aggregation and spacing) have received less attention.

In this thesis, the role of semiochemicals in the intraspecific interaction of the aphid
Rhopalosiphum padi (L.) and the interspecific interaction with two of its host plants, wheat (Triticum
aestivum L.) and oat (dvena safiva L.), was evaluated.

Attractant and repellent compounds towards apterae of R. padi produced by their interactions
with their host plant were identified by olfactometry as well as entrainment of volatiles and analysis by
gas chromatography coupled to mass spectrometry. Aitractive compounds corresponded to the so-
called green leaf volatiles. Repellent compounds were 6-methyl-5-hepten-2-one and methyl salicylate in
the case of oat, and 6-methyl-5-hepten-2-one, 6-methyl-5-hepten-2-ol and 2-tridecanone in the case of
wheat. A density threshold (ca. 4 aphids/cm?) was found below which volatiles produced by the aphid-
plant combination was attractive to apterae of R padi and above which volatiles were repellent and
aphid movement was density-dependent.

The results shown in this thesis allow the following mechanisms to be postulated for the
regulation of populations of apterae of R. padi: a) attraction to the host plant by green leaf volatiles; b)
intraspecific attraction when aphids are grouped at low densities ; c) intraspecific repellency when

aphid population density grows beyond a given threshold.




INTRODUCCION

Los 4fidos son un grupo de insectos que se pueden encontrar a través de todo el mundo, aunque el
mayor niimero de especies se concentra en regiones templadas. Muchas especies son plagas agricolas y
pueden producir grandes dafios, llegando a ser tan numerosos que en 1 hectarea es posible encontrar
5000 millones de afidos.

El ciclo de vida de los 4fidos son complejos y presentan ademés poliformismo, caracteristicas
relacionadas con el ambiente donde se desarrollan y que los capacitan para explotar a sus hospederos y
responder en un alto grado a los cambios ambientales. Es asi como los afidos pueden exhibir
reproduccidn sexuada y/o partenogenética. La produccién de ambas formas es coman en afidos donde
los inviernos son largos y fifos (reproduccién holociclica). La forma sexuada se produce principalmnte
durante el otofio y las hembras oviparas dejan los huevos para que invernen. Una vez Hegada la
primavera los huevos eclosionan y se comienzan a suceder una serie de generaciones partenogenéticas.
Fn condiciones de clima mas caluroso, suelen reproducirse sélo por la via partenogenética
(reproduccién anholociclica).

Segiin su forma de alimentarse, los afidos pueden ser monéfagos o polifagos. Frecuentemente
los afidos que se reproducen holociclicamente tienen dos tipos de hospederos : uno de inviemno y otro
de primavera/verano.

El afido de la avena, Rhopalosiphum padi (L.) (Homoptera, Aphididae), es una especie que
puede o no alternar de hospedero segun el clima donde se desarrolla. En Escandinavia se reproduce
holociclicamente, siendo el arbol Prunus padus L. (Rosaceae) el hospedero primario o de invierno y un
amplio rango de cereales y pastos (Poaceae = Gramineae ) sus hospederos secundarios o de verano.
En estos lugares se suceden tres periodos de migraciones (ref)) (Figura 1). Una migracion se produce
en primavera, cuando los 4fidos dejan su hospedero de invieno (P. padus) y se dirigen hacia sus
hospederos de verano (gramineas cultivadas). Durante el verano ocurre otro periodo de migraciones,
cuando los 4fidos se trasladan entre gramineas cultivadas y silvestres. Por titimo, otra migracién se
produce cuando los &fidos recolonizan su hospedero de invierno durante el otofio.

En el resto de Europa y también en nuestro pais, no se han observado formas sexuadas de esta
especie. El 4fido habita en verano cultivos de cereales, reproduciéndose partenogenéticamente. A fines

del verano, como producto de la disminucion en la calidad del recurso y los cambios ambientales en
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temperatura y fotoperiodo, se producen generaciones aladas que migran hacia gramineas y otras
especies silvestres, principalmente cipericeas, donde pasan el invierno en formas apteras

partenogenéticas. A comienzos de la primavera, nuevamente se producen generaciones aladas que

migran hacia los cultivos.

:':{ :‘ i‘i
Prunus padus @gﬁ Pastos y Cereales
f

.

Hospedero Primario | Hospedero Secundario

Figura 1. Ciclo de vida de Rhopalosiphun padi en Escandinavia (A, fundadora; B, hembras apteras
fundatrigenas; C, migrante; D, alienicolas apteras; E, alienicolas aladas; F, sextpara; G, macho; H,

ovipara, I, huevo).

A fines de los afios 50 se encontraba improbable la participacion de sefiales quimicas en estos
fendmenos de busqueda de un hospedero, aposentamiento sobre las plantas y migraciones de afidos.
Hoy en cambio es posible encontrar antecedentes en la literatura que respaldan la idea que diversos
patrones conductuales de los afidos estan influenciados por estimulos olfativos (Pettersson, 1994).

Exjste abundante literatura sobre el papel de los compuestos semioquimicos en el apareamiento de
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afidos (fermonas sexuales) (Pettersson, 1970a; Dawson y col., 1987,1989) y en su defensa contra
predadores (feromonas de alarma) (Bowers y col,, 1972; Nault y Bowers, 1974; Arakaki, 1989). Sin
embargo, los fenomenos relacionados con la dinamica poblacional de &fidos, tales como migraciones,
agregaciones y espaciamiento, que regulan el tamafio, la distribucion y la supervivencia de la poblacion,

han sido relacionados sélo circunstancialmente con sefiales quimicas intra e interespecificas.
Compuestos semioguimicos volitiles en la interaccion afido-planta

El establecimiento de una poblacién de afidos sobre una planta hospedera ocurre en varias etapas.
Estudios de comportamiento de 4fidos alados han mostrado que el vuelo se inicia con un periodo de
vuelo migratorio durante el cual el afido no responde a sefiales provenientes de las plantas. Esta etapa
es seguida por un vuelo de ataque, en ¢l cual el dfido responde a estimulos visuales y/o olfativos, estos
tltimos importantes a corta distancia def hospedero (Davidy Hardie, 1988).

La literatura reciente muestra numerosos ejemplos de participacion de compuestos volatiles
provenientes de plantas hospederas en la atraccién de &fidos. Individuos sexuales de R. padi fueron
atraidos por el aroma de su hospedero de invierno, Prunus padus (Pettersson, 1970b). Estudios
olfatométricos y de campo han demostrado que migrantes de primavera de Phorodon humuli son
atraidos por compuestos volatiles de su hospedero de invierno (Campbell y col., 1990), pero los
compuestos responsables de esta actividad no fueron identificados. Pettersson y Stephansson (1991)
encontraron que dos especies de afidos, Brevicoryne brassicae y Lipaphis erysimi, reaccionaban
positivamente a los olores de Brassica napus. Campbell y col. (1993) identificaron el (£)-2-hexenal, el
B-cariofileno y el salicilato de metilo como tres compuestos volatiles provenientes de migrantes de
primavera de P. humuli comiendo sobre hojas de lapulo. Los dos primeros compuestos fueron
atrayentes en ensayos olfatométricos y la adicién del salicilato de metilo inhibi la actividad de ellos.

Por otra parte, se ha estudiado también el efecto de compuestos volatiles de plantas no
hospederas sobre el comportamiento de 4fidos. Es asi como ensayos de campo y de laboratorio
demostraron que el isocianato de 4-pentenilo, un compuesto volatil ausente de la planta hospedera del
afido Aphis fabae, ejercia un poder repelente hacia €l (Isaacs y col, 1992). Nottingham y Hardie
(1993) informaron que extractos de diversas plantas no hospederas de los afidos B. brassicae y 4.

fabae tenfan un efecto repelente y afectaban ¢l vuelo y el aterrizaje de estos afidos.
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Compuestos volatiles provenientes de plantas no hospederas pueden también alterar los efectos
de corpuestos volatiles de plantas hospederas. Es asi como el salicilato de metilo, un compuesto
volatil emitido por Prunus padus, junto con el (-)-(1R,58)-mirtenal, un compuesto de resinas de
gimmospermas, fueron repelentes hacia el fido A. fabae e inhibieron el poder atractor de los olores
provenientes de su hospedero Vicia faba (Hardie y col, 1994). Ademas, el salicilato de metilo inhibio
el poder atractor de los compuestos volétiles de hojas de avena hacia migrantes de primavera de R..
padi (Pettersson y col., 1994).

Dos de los principales hospederos del 4fido en estudio, R. padi, son la avena (Avena sativa L.)
y el trigo (Triticum aestivum L.). Los compuestos volatiles producidos por extractos de éstos y otros
cereales han sido analizados cromatograficamente (Familton-Kemp y Andersen, 1984; Buitery y col.,
1985). Sin embargo, los compuestos aistados no han sido bioensayados con afidos. Mas ain, estos
compuestos volatiles fueron aislados a partir de plantas dafiadas, lo que no da certeza de la presencia
de ellos en plantas intactas.

Hasta la fecha no han sido identificados los compuestos volatiles emitidos por cereales con un
rol importante en la aceptacién o rechazo de ellos por parte de R padi. En esta tesis se aislaran e
identificaran compuestos provenientes de plantas hospederas y de la interaccion entre plantas y afidos,

y se determinaré su actividad sobre afidos
Comunicacién quimica intraespecifica en ifidos

Numerosos patrones de conducta exhibidos por afidos han sido asociados a la percepcion de
compuestos volatiles. Pettersson (1970a) demostré que hembras oviparas del genero Schizaphis
atraian a machos por medio de una feromona sexual. Sin embargo Ia estructura de una feromona sexual
de afidos solo fue determinada por primera vez por Dawson y col. (1987, 1989) quienes, trabajando
con el 4fido Megoura viciae, demostraron que la feromona sexual estaba compuesta por una mezcla
de dos monoterpenoides, el (1R4aS,75,7aR)-nepetalactol y la (4aS,75,7ak)-nepetalactona, que
actuaban sinérgicamente. Esta feromona sexual fue identificada més tarde en otras especies de afidos
(Campbell y col., 1990; Dawson y col., 1988, 1989 y 1990).

Por otro lado, la feromona de alarma de varias especies de afidos fue identificada como el (£)-

B-fameseno (Bowers y col., 1972; Edwards y col.,, 1973). Esta feromona es liberada por los afidos
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cuando éstos son atacados por depredadores o parasitoides, y dan origen a respuestas tales como
defensa, evasion (Nault y col., 1984) e incluso atague (Arakaki, 1989).

La agregacién y la migracion de afidos hasta la fecha no han sido relacionadas con sefiales
quimicas, aunque Kay (1976) postul6 la presencia de una feromona de agregacion en Aphis fabae. Mas
recientemente Pettersson y Stephansson (1991) sugirieron que una feromona de agregacion era emitida
por morfos alados de los afidos B. brassicae y Lipaphis erysimi. En experimentos de laboratorio y de
campo, Pettersson (1994) mostrd el posible rol de una feromona de agregacion en la migracion otofial
de R padi. En estudios de la migracién otofial de P. humuli, Campbell y col. (1990) sugirieron la
participacién de una feromona de agregacion. Pettersson (1994), a través de la olfactometria y de
experimentos de atrapamiento en el campo, mostré que migrantes de primavera de R. padi emitian una
feromona con un efecto de atraccién sobre otros migrantes de primavera. Hasta la fecha esta posible
feromona de agregacion no ha sido identificada.

En resumen, en los fendmenos de agregacién y migracién de &fidos se ha postulado la
participacién de sefiales quimicas, pero los posibles compuestos quimicos involucrados en tales hechos
no han sido identificados. En esta tesis se estudiara la participacion de compuestos volatiles en los

fenomenos de agregacion y espaciamiento en poblaciones del fido R. padi.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha postulado que fenémenos tales como la seleccién de un hospedero, las migraciones de afidos
apteros, y/o alados, la agregacion y el espaciamiento del dfido R. padi en su relacion con sus plantas
hospederas y con conespecificos, serfan gobernados por estimulos odorificos, pero hasta la fecha los
compuestos semioquimicos involucrados en tales fenomenos no han sido identificados.

Debido a los escasos antecedentes quimicos informados en Ia literatura hasta el momento que
permitan apoyar la idea de que los estimulos odorificos afectan el comportamiento de R. padi, es que
en esta tesis se plantea la identificacién de los compuestos semioquimicos involucrados en la
interaccién de individuos de R. padi con otros individuos de la misma especie y con sus plantas
hospederas.

La hipotesis de trabajo es la Eiguiente: los 4fidos, ya sea alados o apteros, son atraidos por

compuestos volatiles emitidos por su potencial hospedero. Una vez sobre el hospedero, los afidos
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alados emiten una sefial quimica de lamada hacia otros individuos alados (feromona de agregacion).
Luego que se han desarrollado las colonias de individuos apteros y alcanzado una densidad poblacional
alta, una sefial quimica de espaciamiento es emitida por los afidos épteros que provoca un
distanciamiento de los &fidos entre si.

En nuestro pais, el ciclo de vida de R padi es anholociclico, habiéndose detectado s6lo formas
partenogenéticas, principalmente en cereales cultivados durante el verano y en especies silvestres de las
familias Gramineae o Cyperaceae durante el invierno. La investigacion se centro en la relacion de

morfos partenogenéticos de R. padi con dos cereales hospederos: la avena y el trigo.

OBJETIVOS

Objetivo 1 : evaluar el rol de los compuestos volitiles de cereales en la aceptacioén o rechazo de
éstos por R padi. Para ello se recolectaran e identificarin los compuestos volatiles producidos por

cultivares de trigo y de avena, y se determinaran sus efectos sobre R. padi en un olfatémetro.

Objetivo 2 : evaluar el rol del aumento de Ia poblacién de 4fidos sobre una planta hospedera en
la emisién de compuestos voldtiles. Para ello se recolectaran e identificardn los compuestos volétiles
producidos por tres sistemas: a) planta sola; b) planta con una poblacion de afidos de baja densidad y

¢) planta con poblacién de 4fidos de alta densidad, y se compararan sus efectos sobre afidos.

La identificacion de los componentes de las mezclas activas de compuestos volatiles se llevara a cabo
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Esta identificacion sera
confirmada determinando los indices de Kovats (Kovats, 1957; Van den Dool y Krats, 1963; Gaskin y
col., 1971) y co-inyectando estindares comerciales o sintéticos.

Debido a que no se cuenta rutinariamente con una técnica, tal como la electroantenografia o el
registro electrofisiolégico de una célula en particular (SCR, single cell recording) acopladas a un
cromatdgrafo de gases, que permitan detectar directamente los componentes potencialmente activos
presentes en una mezcla, es que todos los compuestos aislados e identificados seran probados en un

olfatdmetro.




MATERIALES

Afidos

Generaciones monoclonales de verano del afido Rhopalosiphum padi  (L.) fueron criadas sobre
Avena sativa (L.) en un invernadero a una temperatura entre 18-22 °C y con régimen de luz de 18 h
luz/6 h oscuridad. Los afidos utilizados en las olfatometrias fueron adultos apteros de no més de dos
dias de edad. Las olfatometrias fueron llevadas a cabo entre las 10:00 y las 15:00 horas, a temperaturas

entre 20 y 22 °C, y humedad relativa entre 60 y 85%.

Plantas

Las plantas para los experimentos (4dvena sativa L. cv. Nahuén y Triticum aestivum L. cv. Ciko)
fueron producidas en un invernadero bajo las mismas condiciones que los &fidos. En todos los
experimentos las plantas usadas estaban en el estado de crecimiento 12 de Ia escala de Zadoks (Zadoks
y col., 1974)

Solventes

Todos los solventes fueron destilados y secados previo a su uso. Su pureza fue controlada por medio

de analisis por cromatografia de gases.

Reactivos quimicos

Todos los reactivos fueron obtenidos de Aldrich Chem. Co. y su pureza fue confirmada por

cromatografia de gases con detector de masas ionicas.




METODOS
Coleccién de compuestos volitiles

Los compuestos voltiles fileron recolectados mediante la técnica descrita por Blight (1990). Se
empled un método de atrapamiento diferencial de volatiles, en el cual fueron recolectados
simultaneamente los volatiles provenientes de dos lineas separadas (Figura 2). Se hizo circular aire
previamente purificado a través de dos jarros-campana, en cuyo interior se pusieron los materiales
biolégicos que se deseaba comparar. Los volétiles fueron atrapados en sendas trampas de Porapak Q a
la salida del sistema. Los atrapamientos se prolongaron por 48 horas y las columnas de Porapak-Q
fueron lavadas con 250 pl de éter etilico recién destilado. El extracto fue concentrado en frio hasta un
volumen de 25 pi mediante flujo de N, previamente purificado. Los concentrados fiieron envasados en
ampollas de vidrio selladas bajo corriente de N, y fueron mantenidos a -5°C. Los extractos fueron

analizados como se describe mas abajo.

AIRE I

SALE -

Medldor de fiujo

Trampa de Porapak

s L . 1

,,,,_f Filtre de carbén
P ——
— Filtro de tamlces moleculares
-}~ AIRE
ENTRA

Figura 2. Equipo de atrapamiento de volatiles




Olfatometria

La olfatometria ha sido exitosamente usada en estudios de feromonas de 4fidos. Esta técnica‘ estd
basada en los movimientos individuales de los 4fidos dentro de un espacio llamado "arena” (Pettersson,
1970). La arena esta dividida en 5 secciones, una zona central cuadrada y 4 zonas (brazos) que
contienen aire enriquecido con los contenidos de los tubos con muestras (Figura 3), que consisten en
10 pl ya sea del extracto o del compuesto puro diluido en n-hexano, sobre un pedazo de papel de filtro
Whatman Nr 2. Un afido de prueba es confinado en la arena bajo un flujo de aire proveniente de las
cuatro esquinas del olfactdémetro obtenido por su extraccién por €l centro de la arena.

Los datos se registraron de dos formas. En un comienzo la posicion del dfido fue observada y
regisirada cada tres minutos. Después de 10 observaciones el experimento finalizaba y el nimero
acumulado de visitas en los diferentes brazos era tratado como una observacion experimental.
Posteriormente, se elaboré un sistema computarizado de adquisicion de datos en el cual se registraba el
tiempo que el afido permanecia en cada una de las 4 zonas. Después de 15 minutos el experimento
finalizaba y el tiempo total que permanecia el afido en cada una de las zonas era tratado como una
observacion experimental. En ambos casos el experimento es repetido 10 veces. Las comparaciones de
las frecuencias o duracion de visitas fue hecha usando la estadistica no paramétrica de Wilcoxon para
una prueba de suma de rangos de una cola para dos grupos.

_, Atrompa de agua
{flu]o= 4 mliseg)

=+ %  Zonas de
--------- ohservacion

Tubo de aplicacién
del estimulo

Figura 3. Olfatometro
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Electroantenografia

Esta técnica registra la respuesta total de una preparacion de antena provocada por la aplicacion
de un estimulo odorifico. Se utilizaron cabezas amputadas de afidos épteros de R. padi. Los
electrodos de vidrio, llenados con una solucién de KC1 0,1 M, fueron conectados, uno a la base
de la antena (electrodo indiferente) a través de la parte posterior de la cabeza del insecto y el otro
a la punta de la antena (electrodo registrador). Se emplearon alambres de Ag-AgCl para conectar
la preparacion con los aparatos de amplificacion (AM-05, SYNTECH) y de registro de las sefiales
(IDAC-1, SYNTECH).

La preparacion de antena fue estimulada constantemente con aire purificado que fluia a
razon de 30 ml/s por un tubo metalico de 15 cm de largo por 1 cm de diametro externo (Figu}a 4,
letra A). Los estimulos quimicos (100 ng) fueron aplicados sobre papel de filtro (0,5 x 30 mm)
Whatman N°2 e introducidos, 10 s después de ser aplicados sobre el papel, dentro de una pipeta
Pasteur cuya punta se insertaba en un orificio del tubo metalico (Figura 4, letra B). Se aplicaron
pulsos de 2 s de aire purificado con un flujo de 30 ml/s, que empujaron los compuestos de prueba
a traves de la pipeta Pasteur. Los promedios de los controles y los estimulos fueron comparados

usando la estadistica de Wilcoxon para datos pareados.

Figura 4. Electroantendgrafo
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Ensayos de movilidad de dfidos en colonias de distinto tamaiio sobre avena

Este experimento fue disefiado para examinar los efectos mostrados por compuestos odorificos en
ensayos olfatométricos en condiciones algo mas naturales.

El arreglo experimental se muestra en la figura 5 y consistié en una plancha de poliestireno
expandido (Plumavit®) de 12 mm de espesor sobre una bandeja con agua, dispuesta de tal manera que
la parte inferior de las hojas que atravesaban el Plumavit quedaran sumergidas en el agua. Estas hojas
fueron tomadas de plantas de avena en estado de desarrollo 20 en la escala de Zadoks y col. (1974). La
superficie alrededor de las hojas fue cubierta con papel de filtro. Para restringir los movimientos de los
afidos entre los diferentes tratamientos, se coloco un aniflo de polietileno de 2 mm de altura por 15 mm
de didmetro rodeando la base de la hoja.

Se colocaron apteros de R. padi en grupos de diferente tamafio en la base de la hoja. Se
registraron seis observaciones cada diez minutos del niimero de afidos que estaban caminando sobre la

hoja o en la zona comprendida entre los bordes del anillo y la base de la hoja, y se calcul6 el promedio

de &fidos caminando.

44— pvena

AHILLO DE

POLIETILENO \ pL‘“I"“ i
!

1

i

AGUA

Figura 5. Experimento de movilidad de afidos
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Andlisis de mezclas de volatiles

Los extractos fueron inyectados (1 pl) en un cromatdgrafo de gases Hewlett-Packard modelo 5890
acoplado a un detector de masas i6nicas Hewlett-Packard modelo 5972 y provisto de una columna
capilar apolar FIP-1 de 25 m de longitud y de 0,22 mm de dizmetro interno o de una columna polar
CBP20 de 25 m de longitud y de 0,25 mm de didmetro interno, y de un sistema de analisis de datos. Se
empled ionizacion por impacto ele:,ctr(')tﬁco a 70 eV con una temperatura del detector de 280 °C. Para
producir la separacién cromatografica de los compuestos presentes en los extractos, el cromatografo
de gases fue mantenido a una temperatura de 35 °C por 5 minutos, programado para subir 5 °C/min
hasta 200 °C y finalmente mantenido a 200 °C por 10 min. Los picos en el espectro de masas

pertenecen a tres categorias, que fueron analizadas de distintas maneras:

A) Picos con abundancias relativas mdximas mayores que 1000 en alguno de los extractos
provenientes de una misma especie vegetal. En este caso, los picos pudieron ser tentativamente
identificados combinando tres criterios : i) biisqueda en la biblioteca de espectros de masas usando
un algoritmo de comparacion con una técnica de bisqueda reversa que verifica que los picos
principales de los compuestos de referencia estén presentes en el espectro problema. Esta
comparacion puede ser imperfecta, debiendo recurrirse a criterios adicionales para una asignacion
efectiva; i) comparacion visual de los espectros propuestos por la basqueda en la biblioteca con el
espectro del pico en cuestion ; iif) comparacién con estudios previos de aislamiento de compuestos
de extractos de las mismas especies; y iv) consideraciones biogenéticas. Esta identificacion
tentativa fiie corroborada por determinacién de los indices de retencion de Kovats (Kovats, 1957,
Van den Dool y Krats, 1963; Gaskin y col., 1971), en dos columnas de diferente polaridad, de los
compuestos en el extracto y luego comparacion con los indices determinados para los compuestos
estandares puros, Los compuestos de este grupo estin identificados en las tablas mediante

ntmeros. En el apéndice (pp. A36 a A-42) muestran la metodologia en detalle en tres casos.

B) Picos con abundancias relativas meximas menores que 1000 en alguno de los extractos
provenientes de una misma especie vegetal. En este caso, l0s espectros obtenidos resultaron en

general bastante “sucios”. En estas condiciones, la bisqueda en la biblioteca de espectros resultd
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précticamente indtil, y las identificaciones tentativas fueron realizadas por anlisis de‘ fragmentos
de masas y tomando en cuenta los criterios iii) y iv) del pérrafo anterior, y comparacién eventual
de los espectros de las estructuras propuestas con el espectro del compuesto puro, si estaba en la
biblioteca de espectros del sistema de datos del instrumento. Estos compuestos estan identificados

en las tablas correspondientes mediante letras.

C) Picos correspondientes a compuesios que sangraban de la columna y compuestos que provenian
del sistema sin materiales biolégicos. En estos casos se propone la estructura por comparacion

con los espectros de la biblioteca disponible y comparacién con lo informado para las columnas

cromatograficas empleadas.

Cada uno de los compuestos identificados fue cuantificado por intrapolaci6n desde curvas
de calibracién que fueron construidas con soluciones de los compuestos puros en cuatro
diluciones distintas (1, 25, 50 y 100 ng/ul) preparadas por dilucién sucesiva de una solucién
inicial concentrada. Se utilizé docosano como estandar interno en cada una de las inyecciones.
Los resultacios, expresados en ng de cada uno de los compuestos producidos por el sistema
biolégico en cuestion durante el lapso de 1 dia, corresponden 2 un promedio de fres
determinaciones (repeticiones) realizadas con tres atrapamientos de volatiles distintos llevados a

cabo bajo condiciones similares.
Cuantificacién de enantiémeros del (+)-6-metil-5-hepten-2-ol en mezclas de volitiles

Uno de los compuestos activos que se encontraron en las mezclas de voltiles provenientes de cereales
infestados con una alta densidad de é4fidos fue el 6-metil-5-hepten-2-ol. El centro quiral en esta
molécula hizo necesaria la identificacién del (o de los) isdmeros opticos presentes. Uno de los
procedimientos generales mas utilizados para resolver una mezcla racémica involucra su conversion a
un pa;‘ de derivados diasterdisoméricos por medio de una reaccidn con un reactivo quiral. La mezcla de
alcoholes se resolvié haciendo reaccionar la mezcla racémica del alcohol con un cloruro de écido
opticamente activo, el cloruro de (S)-(-)-canfanilo. Este cloruro de acido ha sido empleado

previamente para resolver mezclas racémicas de alcoholes (Lampe y col,, 1992). Posteriormente la
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mezcla de diasteroisémeros se separd por medio de cromatografia de liquidos de alta resolucion y los
ésteres puros fiteron hidrolizados para dar origen a los respectivos alcoholes enantioméricamente

puros. Los detalles se describen a continuacion.

Stntesis de los ésteres diasteroméricos del (2)-6-metil-5-hepten-2-ol. La sintesis consistid en
hacer reaccionar 0,7 ml (4,6 mmol) de (&)-6-metil-5-hepten-2-ol con 2 g (9,2 mmotl) de cloruro de
($)-(-)-canfanilo en 3 ml de piridina anhidra. La mezcla fue agitada por una hora a temperatura
ambiente y luego enfiiada en un bafio de hielo, agregindose posteriormente 50 pl de agua destilada con
el fin de crear una fase acuosa que contenga la piridina y de la cual se extraiga el producto con un
solvente apolar. La desaparicion del reaccionante y la aparicion del producto fueron controladas por
cromatografia en capa fina de gel de silice, utilizando como fase moévil una mezcla de éter etilico: éter
de petroleo (1:1) (Re 0,65 y 0,80, respectivamente). Posteriormente se adiciond diclorometano (4 ml)
y éter etilico (8 ml) a la mezcla de reaccion. Esta fase organica fue lavada sucesivamente con 16 ml de
solucién saturada de cloruro de potasio, 16 ml de solucién de 4cido clorhidrico 1 N, 16 ml de solucién
saturada de cloruro de potasio y 16 ml de solucion saturada de carbonato de sodio, con el fin de
remover desde la fase orgéanica las sales de piridinio residuales. La fase orgénica fue secada con sulfato
de magnesio. La evaporacién de los solventes dejo un aceite amarillo que pesd 1,3 g. Se verifico la
presencia de los dos diasteredmeros inyectando 1 pl de una solucién diluida del aceite en un
cromatografo de gases acoplado a un detector de masas idnicas.

El aceite amarillo fue purificado por medio de cromatografia de columna de media presion,
segﬁx‘l la técnica descrita por Backstrom (1996) utilizando Silicagel 60 y mezclas de solventes de
polaridad creciente utilizando éter de petréleo y éter etilico. Se obtuvo 1,23 g de mezcla de

diasteredmeros (87 % de rendimiento).

Separacion de los ésteres diasteroméricos del (:i:)-6-meﬁl—5—hepten—é—ol. La mezcla de
diasteredmeros fue separada por medio de cromatografia de liquidos de alta resolucion. Para ello se
utilizé una columna semipreparativa (7,8 mm de didmetro por 300 mm de largo) Waters Nova-Pak de
alta resolucion rellenada con gel de silice. Se usé como fase movil una mezcla de hexano:2-propanol
(500:1) con un flujo de 3 ml/min. La separacion fue controlada por medio de un detector de UV-Vis

multidiodo, utilizando una longitud de onda de 203 nm. Se inyectaron volimenes de 20 pl con una
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concentraciéon de ésteres de 100 pg/ul. En total se separaron 250 mg de mezcla de ésteres,
obteniéndose 90 mg del (8)-(-)-canfanato de (-)-1,5-dimetil-4-hexenilo y 120 mg de (S)-(-)-canfanato
de (+)-1,5-dimetil-4-hexenilo. La recuperacion sélo parcial de los ésteres presentes en la mezcla se
debi6 a que la separacién cromatografica no fite dptima, habiéndose recogido solamente aquellas

fracciones donde los compuestos aparecian puros (Figura 6).

0.50-

AU

g.30-

0.10-

Hinutes

Figura 6. Cromatograma de liquidos de la separacién de los ésteres diasteroméricos. Las areas

achuradas corresponden a las zonas colectadas.

Los ésteres distereoméricos fueron identificados por: i) sus distintos tiempos de retencion en el
cromatografo de gases y el mismo espectro de masas; if) generacion por hidrolisis de los alcoholes
enantioméricos; y iii) la fragmentacion en sus espectros de masas (Figura 7) : EIMS m/z (int. rel.) : 181
[M* -OCH(CH3)CH,CH,CH=C(CHa).] (1), 153 (4), 125 (5), 110 (87), 95 (100), 69 (46), 55(30),
41 (68).
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Figura 7, Espectros de masas de los (S)-canfanatos de los enantidmeros del 6-metil-5-hepten-2-ol

Obtencion de los enantiomeros del (+)-6-metil-5-hepten-2-ol. Los ésteres (90 mg de uno y
120 mg del otro) fueron disueltos en 10 ml de metanol. A esta solucion se agregaron 90 y 120 mg de
hidréxido de sodio, respectivamente. Las mezclas de reaccion fueron calentadas a reflujo por una hora.
Posteriormente se adicionaron 10 ml de agua destilada y estas mezclas fueron extraidas tres veces con
cloroformo. Las fases organicas fueron secadas con sulfato de magnesio. La evaporacion del solvente
permitio la recuperacidn de 50 mg del (-)-6-metil-5-hepten-2-ol (94 %) con [ =-14,1 (578 nm) y
-13,9 (589 nm) (c 0,01, metanol) y 65 mg del (+)-6-metil-5-hepten-2-ol (92 %) con [o]* = +15,3 (578
nm) y +15,2 (589 nm) (c 0,013, metanol). La identidad de los alcoholes fue comprobada por
espectrometria de masas (Figura 8). Estos alcoholes enantioméricos han sido producidos por reduccion
asimétrica de la cetona respectiva con sistemas enzimaticos y por resolucion enzimatica (Belan y col,,
1987), dando origen a rotaciones 6pticas de [o]”; = -14,3 (578 nm) (método de resolucion; pureza
optica de 98%) y [a]®; = +14,8 y +15,3 (578 nm) (reduccion y resolucién, respectivamente; pureza
éptica >99% en ambos casos). Estos valores indican que los enantibmeros aislados en esta tesis tienen

un exceso epantiomérico mayor que 97 y 99% para los isomeros (-) y (), respectivamente,
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Figura 8. Espectro de masas del (+)-6-metil-5-hepten-2-ol

Esterificacion de mezcla de compuestos voldtiles de trigo y cuantificacion indivecta de los
enantiomeros del ()-6-metil-5-hepten-2-ol. La mezcla original de compuestos volétiles de trigo fue
esterificada con el objeto de determinar el o los enantiomeros del 6-metil-5-hepten-2-ol presentes en
ella. Para ello se hizo reaccionar con agitacién una solucién de 100 ng de cloruro de (8)-(-)-canfanilo
en 500 pl de hexano con una solucién de 250 ng de la mezcla original de compuestos volétiles de trigo
con alta densidad de afidos en 500 pl de hexano. El progreso de la esterificacion fue controlado cada
15 minutos por cromatografia en capa fina de gel de silice, y cada 1 hora por medio de CG-EM. La
desaparicién del alcohol de partida fue completa al cabo de 3 horas de reaccién. Posteriormente se
determiné la composicion relativa de ambos enantiémeros presentes en el extracto de volatiles por
cromatografia de gases ‘de los diasteredmeros formados. Con el objeto de comprobar que el 4cido
liberado en la reaccion de esterificacion no condujera a productos secundarios, se comparé la reaccién
de esterificacién de cada uno de los enantiémeros del 6-metil-5-hepten-2-ol con cloruro de (S)-(-)-
canfanilo (0,78 nmoles de cada compuesto en hexano) en presencia y en ausencia del compuesto
secuestrador de protones 4-dimetilaminopiridina (1 nmol), constatindose en ambos casos por CG-EM

la presencia s6lo de los ésteres respectivos.
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RESULTADOS

Comunicacién quimica entre R padi y avena

Los resultados olfastométricos de Ia Tabla 1 muestran que los compuestos volatiles emitidos por hojas
de avena producen una atraccion hacia ya sea un alado o un aptero de R. padi colocado en la arena de
observacion. Ademds la tabla muestra un efecto de atraccion de alados de R. padi hacia un alado de R
padi, y un efecto de repelencia entre apteros de R. padi y un aptero de R. padi. Por ofra parte no se

observé interaccion de alados hacia apteros o de apteros hacia alados, ya sea solos o sobre avena.

Tabla 1; Olfatometrias con hojas de avena, y con R. padi alados o épteros, solos y sobre una hoja de
avena.

Afido de prueba
R. padi alado R. padi aptero
Estimulos aplicados Promediode | n p Promediode | n p
visitas en visitas en
cada brazo cada brazo

Hoja de avena 3,3 2,9
10 | 0,045 10 | 0,045

Blanco 2,1 1,8

5 R.p. alados sobre hoja de avena 3,4 2,3
12 | 0,009 10| 0,85

Hoja de avena 1,8 24

5 R.p. alados 2,7 2,5
' 12| 0.12 10| 0,71

-Blanco 2,1 2,2

5 R.p. apteros sobre hoja de avena 2,7 1,5
10 | 0,26 10| 0,05

Hoja de avena 2,2 2,7

5 R.p. apteros 2,4 3,0
10 | 0,54 10 { 0,07

Blanco 2,2 2,1
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La tabla 2 muestra que una hoja de avena que ha sido previamente colonizada por afidos tiene
el mismo efecto que una hoja de avena fresca. Ademas se puede observar en la misma tabla que los
apteros que habian mostrado un efecto de repelencia hacia otro 4ptero cuando estaban sobre la hoja de

avena, ahora muestran un efecto de atraccion sobre un aptero de prueba.

Tabla 2. Olfatometrias con hojas de avena con apteros de R. padi, y luego con las hojas de avena
y los &fidos por separado. '

Estimulos aplicados Promedio de visitas en n P
cada brazo
10 R.p. apteros sobre una hoja de 1,8
avena (ca. 9 afidos/cm®)
9 0,008
Hoja de avena 3,7
| Boja de avena usada previamente 3,3
9 0,91
Hoja de avena fresca 32
10 R.p. usados previamente 5,3
9 0,013
Bianco 2,6

Por otra parte, la repelencia observada en la tabla 1, aumentd linealmente cuando un
niimero creciente de &pteros sobre hojas de avena cortadas fieron usados como estimulo contra
hojas de avena como controles (Figura 9). Se obtuvo el mismo efecto lineal al_empiear plantas de
avena no dafiadas. Més ain, los puntos para ambos experimentos cayeron sobre la misma recta de
correlacion.

Con el objeto de verificar st el efecto de aumento lineal de la repelencia mostrado en la
figura 9 estaba asociado simplemente al aumento en el nimero de afidos o, alternativamente, al
aumento de su densidad poblacional, se estudié la movilidad de afidos en grupos de distinto
tamafio en hojas de avena de dos tamafios distintos, originando asi variabilidad tanto en nimero

de individuos como en densidad poblacional de ellos. La repelencia fue medida como el niimero
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promedio de 4fidos moviéndose ya sea sobre la hoja o alrededor de ella. Como era esperable
sobre la base de los resultados de la figura 9, en ambas hojas se observé una dependencia lineal
con el ntiimero de individuos (Figura 10). Sin embargo, al utilizar la densidad poblacional en el eje
de las abscisas, los resultados con ambas hojas generaron un grafico comin (Figura 11). Este
resultado permite postular que la movilidad de los 4fidos es determinada por su densidad
poblacional y que existe un umbral de densidad (ca. 5 afidos/cm’ ) bajo el cual no se observa

movilidad.

8 hoja de avena
O plantula de avena

Cuociente estimulo/control
o
[»:)
1

Numero de afidos

-

Figura 9. Efecto de grupos de diferente tamafio de apteros de R. padi en una hoja de avena

cortada () o en una plantula entera de avena (O), sobre la conducta de un afido aptero de R.
padi en un olfatémetro. r* = 0,92.
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Figura 10. Movilidad de apteros de R. padi en grupos de distinto tamafio sobre hojas cortadas de
avena de dos tamafios, en funcién del nimero de afidos en cada experimento. ® = superficie

disponible en la planta = 2,3 cm?; M = superficie disponible en la planta = 4,6 cm’,

60 |- T

i
(=]
T

Nimero de afidos caminando

[ ]
- e 1

0 5 10 i5
Densidad de alidos (n° de individuos’cm?)
Figura 11. Movilidad de apteros de R. padi en grupos de distinto tamano sobre hojas cortadas de
avena de dos tamafios, en funcion de la densidad poblacional de los &fidos en ambos
experimentos. O= superficie disponible en la planta = 2,3 cm’; ® = superficie disponible en la
planta = 4,6 cm’.
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La posibilidad que las actividades olfatométricas mostradas anteriormente se deban a
sustancias volatiles generadas a partir del dafio ocasionado a las plantulas de avena, fue
descartada por olfatometria. Los materiales volatiles utilizados como estimulo fueron extraidos
directamente de sistemas vivos no dafiados. Para ello, el aire dentro de un frasco campana en cuyo
interior fueron colocados plantas con y sin &fidos, fue pasado directamente a traveés de uno de los
brazos de un olfatémetro (Figura 12). En la tabla 3 se observa que se obtiene el mismo efecto de

repelencia al usar como estimulo plantulas de avena intactas.

Filtro de carbon activado

Sulida de aire

Medidor de
flujo ]

@ =] Bowba

Olfatometro | S ’

Figura 12. Olfatdmetro conectado a frascos campana.
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Tabla 3. Olfatometrias con plantas de avena enteras sin afidos, y con bajo y alto nimero de

apteros de R. padi.

2

Estimulos aplicados Promedio de visitas en n P
cada brazo
Plantas de avena enteras 47
10 0,001
Blanco 2,3
Plantas de avena enteras con un bajo nimero 4,1
de apteros de R. padi (ca. 1 afido/em’) 6 0.007
2.0 ?
Plantas de avena enteras
Plantas de avena enteras con un alto niimero 1,3
de 4pteros de R. padi (ca. 9 4fidos/cm’)
6 0,005
Plantas de avena enteras 3,6

Actividad olfatométrica de extractos de compuestos volatiles de avena

Se atraparon compuestos volatiles provenientes de tres sistemas: a) plantas enteras de avena, b)

plantas enteras.de avena con una baja densidad de apteros de R. padi (1 afido/em®) y ©) plantas

enteras de avena con una alta densidad de apteros de R. padi (9 afidos/cm?). Los extractos

respectivos fueron usados como estimulo en ensayos olfatométricos. Los resultados (Tabla 4)

muestran que los extractos recolectados mantienen la actividad de los sistemas vivos.
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baja y alta densidad.
Estimulos aplicados Tiempo promedio en n p
cada zona (min)
Extracto de volatiles de plantas enteras de avena 3,9
10 | 0,024
Eter 3,1
Extracto de volatiles de avena con una baja 4,0
densidad de apteros de R. padi (1 afido/em’® ) 10 | 0,036
3,2
Eter
‘Extracto de volatiles de avena con una alta
densidad de apterosde R. padi (9 afidos/om® ) 2,5
10 | 0,040
Eter 3,5 :

Identificacién de los componentes de los extractos de avena

En las figuras 13A, 13B y 13C se muestran los cromatogramas provenientes de la inyeccion de 1

ul de cada uno de los extractos de sustancias volatiles recolectados. Cada compuesto estd

identificado por un nimero, el que también aparece a la izquierda del nombre del compuesto en la -

tabla 5.
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Figura 13 A. Cromatograma de gases (columna capilar polar CBP20) de un extracto de sustancias

volatiles de avena (A)
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Figura 13 C. Cromatograma de gases (columna capilar polar CBP20) de un extracto de sustancias
volatiles de avena con una alta densidad de 4fidos (AAD)
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Tabla 5. Compuestos identificados (y su tasa de produccion en ng/dia, promedio de tres

determinaciones) en los extractos de sustancias vo

latiles recolectados de plantas de avena.

Indices de Kovats Cantidad
Pico Compuesto CBP20 1P-1 (ng/dia)
Extracto | Compuesto | Extracto | Compuesto A ABD | AAD
puro puro
1 | aPineno 012 | 1008 941 942 ne, | - .
2 | n-Hexanal 1071 1073 749 752 166,5 - -
3 | Undecano 1101 1100 1102 1100 n.c. n.c. n.c.
4 | n-Heptanal 1172 1174 902 901 40,3 3,0 15,25
5 Dodecano 1200 1200 1201 1200 nc - nc.
6 | (Z)2-Hexenal 1211 1213 808 809 75,0 8,87 35,0
7 | n-Octanal 1279 1281 983 083 3.0 - 12,87
8 | Tridecano 1301 1300 1302 1300 6,37 1,86 3.5
9 | Acetato de (Z)-3-hexenilo 1306 1308 989 991 23,13 - 22,25
10 | Acetato de (F)-2-hexenilo 1322 1324 995 996 81,63 [ 12,75 7,0
11 6-Metil-5-hepten-2-ona 1330 1332 971 970 - 7,87 13,37
12 | (E)3-Hexen-1-ol 1351 1350 825 825 26,63 | 10,87 | 18,37
13 | (Z)-3-Hexen-1-ol 1370 1370 831 832 IL13 | 6,37 | 4,13
14 1 n-Nonanal 1383 1383 1081 1081 44,63 | 190 | 49,5
15 | (E)-2-Hexen-1-ol 1391 1394 850 851 250 | 10,13 7,63
16 | Tetradecano 1402 1400 1400 1400 2125 | 1025 | 425
19 | Indeno 1468 1470 1020 1023 2,75 6,23 1,5
20 | n-Decanal 1486 1488 1181 1182 17,87 2,0 22,0
21 | Pentadecano 1503 1500 1502 1500 22,13 | 14,25 | 6,25
22 | Alcanfor 1505 1567 1121 1122 3,13 - 3,38
23 | Benzaldehido 1517 1518 940 941 21,87 | 10,87 | 31,63
24 | Linalol 1538 1539 1083 1084 4,0 - 2,63
25 | Hexadecano 1604 1600 1603 1600 16,87 | 13,37 4,5
26 | Heptadecano 1701 1700 1700 1700 160 | 12,87 | 4,87
27 1 Naftaleno 1731 1732 1159 | 1159 36,75 1 14,0 18,5
28 | 4-Etilbenzaldehido 1739 1740 1147 1148 9,63 5,13 7,75
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29 ' Salicilato de metilo 1778 1777 1167 1168 2,25 2,5 3,0
30 | Octadecano 1802 1800 1802 1800 825 10,37 | 3,13
32 | Nonadecano 1901 1900 1503 1900 4,0 10,75 2,5
33 | Eicosano 2001 2000 2002 2000 4,87 18,12 1,75
54 Tetradecanoato de isoprapilo 2031 2032 1798 1799 0,61 - 3,5
35 | Eneicosano 2104 2100 2102 2100 487 | 45,63 | 2,13

Identificacion tentativa de los componentes minoritarios en los extractos de avena

Los compuestos sefialados con letras en la figura 13 fueron identificados tentativamente por

medio del anilisis de fragmentacién de sus espectros de masas y se detallan en la Tabla 6. Los

respectivos anélisis de fragmentacion se muestran en el Apéndice 1.

Tabla 6. Identificacion tentativa de otros componentes minoritarios presentes en extractos de
volatiles de plantas de avena (A), trigo (T), avena con una baja densidad de afidos (ABD), trigo
con una baja densidad de afidos (TBD), avena con una alta densidad de afidos (AAD) y trigo con
una alta densidad de afidos (TAD).

Extracto
Pico Nombre A |ABD |AAD| T TBD | TAD
a | 10-Metilundeceno X X
b | 3-Hexanol X X X X X X
¢ | Estireno X X X
d [2-Pentilfenol X X
e | Ciclohexasiloxano * X X
f |2-Metiltridecano X X X
Ciclohexasiloxano * X X
Ciclohexasiloxano # X X X X X
i | 8-Metil-1-trideceno X X
i |3,7-Dimetil-1-octen-3-ol X X X X
k |7-Metil-1-tetradeceno X
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1 | 5-Metil-1-tetradeceno X X X 1 X
m | 3,4-Dimetiltetradecano X X X
n | Alcano insaturado X X
fi | Octanonitrilo X X X

o | Ciclohexasiloxano * X X X
p | (4-Fenil-n-butil)metiléter X X

q |Hidrocarburo ramificado X X

r | Acetofenona X X X

s | 3,11-Dimetiltetradeceno X X

t | Ciclohexasiloxano * X X

u | Ciclohexasiloxano * X X X
v | 1-Fenil-4,5-dimetilhexano X X

x | 1-Fenil-3,7-dimetilnonano X X X
y | 2-Metilnaftaleno X X

z | 6,10-Dimetil-5,9-undecadien-2-ona X

aa | 2-metil-propanoato de 7-octenilo ** X X X
ab | Butanoato de 2-metil-7-octenilo ** X X X X
ac | Compuesto no identificable X X

ad |Nafialeno dimetilado X X

ae | Ciclohexasiloxano * X X

af | Ciclohexasiloxano * X X
ag | Bifenilo X

ah |2-Metil-15-hexadecen-8-ona X X
ai |Ftalato de dibutilo ** X

* Compuesto originado por sangramiento de la columna.

** Compuesto presente en el solvente utilizado.




Comunicacion quimica entre R padi y trigo

También fue investigada la interaccion a través de olores entre apteros de R. padi y otro de sus

hospederos de verano, el trigo. La tabla 7 muestra que los volatiles de trigo producen un efecto

simiiar al de los volatiles de avena.

Tabla 7. Olfatometrias con plantas de trigo enteras sin afidos, y con &fidos a baja y alta densidad

_poblacional.
Estimulos aplicados Tiempo promedio en p
cada zona (min)
Plantas de trigo enteras 43
0,007
Blanco 2,5
Plantas de trigo enteras con una baja densidad
de apteros de R. padi (1 afido/cm®) 4,7
0,001
Plantulas de trigo enteras 2,04
Plantulas de trigo enteras con una alta densidad
de apteros de R. padi (6 afidos/ém? ) 1,85
0,037
3,4

Plantulas de trigo enteras

Actividad olfatométrica de extractos de voldtiles de trigo

Se atraparon compuestos volatiles provenientes de fres sistemas: a) plantas enteras de trigo, b)

plantas enteras de trigo con una baja densidad de apteros de R. padi (1 &fido/cm®), y c) plantas

enteras de trigo con una alta densidad de apteros de R. padi (9 afidos/cm®). Los extractos

respectivos fueron usados como estimulos en ensayos olfatométricos. Los resultados se muestran

en la Tabla 8.
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“Fabla 8. Olfatometrias con extractos de volatiles de trigo sin afidos, y con afidos a baja y alta

densidad
Estimulos aplicados Tiempo promedio en cada p
: zona (min)
Compuestos volatiles de trigo 5,0
0,0043

Eter 2,2

Extracto de compuestos volatiles de trigo con

una baja densidad de apteros de R. padi (1 5,3

afido/cm? ) 0,017
1,9

Eter

Extracto de compuestos volatiles de trigo con

una alta densidad de apteros de R. padi (6 1,6

atidos/cm? ) 0,023
3,2

Eter

Identificacion de los componentes de los extractos de trigo

En la figura 14 se muestran los cromatogramas provenientes de la inyeccion de 1 ul de

cada uno de los extractos de volatiles colectados.

Cada compuesto esta identificado por un

ntimero, el que también aparece a la izquierda del nombre del compuesto en la tabla 9. Cada uno

de los compuestos identificados fue cuantificado por intrapolacién desde curvas de calibracién

obtenidas con los compuestos puros. Los resultados se expresan en ng de compuestos producidos

por el sistema biolégico en cuestion durante el lapso de 1 dia.
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F‘igura 14A. Cromatogramas de gases (columna capilar polar CBP20) de un extracto de sustancias
volatiles de trigo (T)
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Figura 14B. Cromatogramas de gases (columna capilar polar CBP20) de un extracto de sustancias
volatiles de trigo con una baja densidad de 4fidos (TBD)
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Figura 14C. Cromatogramas de gases (columna capilar polar CPB20) de un extracto de sustancias
volatiles de trigo con una alta densidad de afidos (TAD)
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cados (y su tasa de produccion en ng/dia, promedio de tres
les colectados de plantas de trigo.

Indices de Kovats Cantidad
Pico Compuesto CBP20 HP-1 (ng/dia)
Extracto | Compuesto | Extracto | Compuesto T TBD | TAD
puro puro

2 |, n-Hexanal 1074 1073 773 752 60,13 | 13,75 | 25,75

Dodecano 1202 1200 1201 1200 33,75 - -
6 {E)-2-Hexenal 1214 1213 309 810 32,13 4,0 30,25
7 | n-Octanal 1280 1281 982 984 34,63 | 28738 | 2925
8§ | Tridecano 1303 1300 1302 1300 1,75 - -
9 Acetato de (Z)-3-hexenilo 1305 1308 988 989 7,25 - 3,87
10, | Acetato de (£)-2-hexenilo 1323 1324 995 996 24,0 8,87 | 46,25
11 | 6-Metil-5-hepten-2-ona 1330 1331 970 970 - 887 | 44,63 |7
13 j (Z)-3-Hexen-l-ol 1371 1370 831 330 6,37 - 0,37
14 n-Nonanal 1382 1384 1081 1081 5,25 - 2,13
15 | (F)-2-Hexen-1-0l 1393 1393 850 851 14,25 | 18,75 | 255
16 | Tetradecano 1400 1400 1400 1400 - 14,38 -
17 { (Z)-2-Hexen-1-ol 1401 1402 855 854 38,75 17.0 | 34,35
18 | 6-Metil-5-hepien-2-ol 1453 1454 081 980 - - 1,37 | —
19 | Indeno 1472 1470 1025 1023 5,13 2,37 3,25
20 | n-Decanal 1489 1483 1181 1182 4,5 - 1,75
21 | Pentadecano 1502 1500 1501 1500 7,25 - 2,75
22 | Alcanfor 1507 1507 [121 1122 9,37 7,87 1,75
23 | Benzaldehido 1519 1517 940 941 13,37 | 22,63 35,0
24 1 Linalol 1536 1538 1083 1084 43,38 46,13 | 62,37
25 | Hexadecano 1605 1600 1601 1600 11,87 1,85 4,5
26 | Heptadecano 1702 1700 1700 1700 8.9 1,5 4,0
27 | Nafialeno 1731 1731 1159 1160 52,13 | 39,13 | 375
3¢ | Octadecano 1801 1800 1805 1800 5,63 1,63 -
31 | 2-Tridecanona 1804 1804 1474 1475 - - 139 |-
32 | Nonadecano 1903 1900 1900 1900 1,75 - 0,81
33 | Eicosano 2003 2000 2002 2000 2,65 1,25 1,75
34 | Tetradecanocato de isopropilo 2035 2032 1798 1799 16,4 2,75 3,0
35 | Eneicosano 2102 2100 2101 2100 2,87 - 1,63
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Identificacién tentativa de los componentes minoritarios en los extractos de trigo

Los compuestos sefialados con letras en la figura 14 fueron identificados tentativamente por
medio del analisis de fragmentacion de sus espectros de masas. La tabla 6 muestra los compuestos

identificados. Los respectivos analisis de fragmentacion se detallan en el Apéndice L

Identificacién de (+) y (-)-6metil-5-hepten-2-ol en el extracto de volatiles de trigo con una

alta densidad de afidos

La metodologia que se pensé en un comienzo para determinar el o los enantiémeros de} 6-metil-5-
hepten-2-ol presentes en el extracto de volatiles de trigo con una alta densidad de &fidos, se
basaba en ; i} sintesis de los dos enantimeros, i) separacién analitica de los enantiémeros por
cromatografia gaseosa en una columna capilar quiral, y iii) analisis de los extractos de trigo
infestados con alta densidad de afidos por cromatografia de gases en dicha columna quiral. Se
estudiaron las separaciones con una columna recomendada para estos fines, de 30 m de largo y de
0,25 mm de d.i. y de 0,25 um de tamafio de particula (alfa-DEX 120, SUPELCQ). Sin embargo,
a pesar de exhaustivas variaciones de programas de temperatura de 12 columna, flujo y presién de
gas portador, esta columna no logré resolver la mezcla racémica del alcohol.

En vista de estos resultados, se adopté una estrategia alternativa, que consistié en 1)
obtencion de los enantiémeros por resolucién de la mezcla racémica con un reactivo quiral, 1)
separacién de los diastereomeros formados por cromatografia de liquidos preparativa y iii)
hidrolisis basica para generar los alcoholes enantioméricos, cuyas rotaciones especificas fueron
determinadas. Por medio de la esterificacion de la mezcla de sustancias volatiles provenientes de
trigo infestado con alta densidad de afidos y posterior anilisis por cromatografia de gases
acoplada a espectrometrias de masas, se determind que dicha mezcla contenia (-) y (+)-6-metil-5-
hepten-2-ol en una relacion de 3:1. En esta tesis se utilizé como reactivo quiral para resolver la

mezcla de alcoholes enantiomércios el cloruro de (-)S-canfanilo.
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Figura 16. Corriente iénica total obtenida por impacto electrénico de un extracto de sustancias
volatiles de trigo con una alta densidad de &fidos estesificado con el cloruro de (S)~(-)-canfanilo




Actividades olfatométricas de estindares de los compuestos presentes en extractos
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Las actividades olfatométricas de los compuestos identificados fueron probadas usando

olfatometria. Los compuestos fueron agrupados en 3 grupos: a) sustancias volatiles emitidas por

hojas verdes de plantas (“green leaf volatiles”) de avena o trigo; b) otras sustancias volatiles

emitidas por avena o trigo; c) sustancias volatiles emitidas por avena o trigo infestadas con una

aita densidad de 4fidos. Se utilizaron 10 ng de cada uno de los compuestos en un papel de filtro

como estimulo y el solvente en que el estimulo estaba disuelto como control. En el olfatdmetro se

puso un aptero de R. padi como individuo de prueba. Los datos se muestran en la Tabla 9.

Tabla 10. Olfatometrias de volatiles de extractos de avena o trigo con o sin fidos.

Razdn entre promedios
Origen Pico Compuesto estimulo/control n p
Hojas verdes de trigo o
avena
I | o-Pineno 0,99 10 0,463
2 n-Hexanal 1,31 10 0,0035
4| p-Heptanal 1,69 0 | 0003
6 | (z)2-Hexenal 1,04 10 0,92
? Acetato de (Z)-3-hexenilo 2,00 6 0,04
10| Acetato de (E)-2-hexenilo 2,54 6 | 003
12| (E)-3-Hexen-1-al 0,381 6 0,14
13 1(2)-3-Hexen-1-ol 1,07 6 027
15 (E)-2-Hexen-1-ol 1,58 6 0,025
17 | 2)2-Hexen-1-ol 1.68 6 0,023
Otros componentes de trigo
o avena
3 Undecano 0,98 6 0,88
3 Dodecano 0,94 6 0,68
7 | n-Octanal 1,54 5 | 001
8 | 'Tridecano 7,03 6 095
14 | hNonanal 1,75 6 0,025
16| Tetradecano 1,04 6 0,18
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19 | fndeno 1,1 6 0,11
20 |\ Decanal 1,41 6 0,027
21 Pentadecano 1,04 6 0,9
22 | Alcanfor 0,85 6 0,25
23 | Benzaldehido 1.3 0 | 0003
24 | Linalol 1,61 10 | 0,0004
25 | Hexadecano 0.9 6 0,95
26 Heptadecano 1,03 6 0,85
27 | Naftaleno 1,06 6 0,13
28 | 4-Etilbenzaldehido 1,02 6 0,46
301 Octadecano 1,07 6 0,58
32 | Nonadecano 1,09 6 0,56
33 | Eicosano 1,03 6 0.75
34 | Tetradecanoato de isopropilo 0,99 6 0,9
35 1 Encicosano 1,05 6 0,65
Trigo o avena con alta
densidad de dfidos
' | 6 Metil-S-hepten-2-ona 0,66 10 0,0375
18 | (4)-6-Metil-5-hepten-2-ol 0,97 10 0.8
18 | (-6-Metil-5-hepten-2-ol 1,00 10 1,0
18 | () 6-Mctil-5-hepten-2-ol + 0,37 10 | 00025
(+)}-6-metil-5-hepten-2-0] (3:1
29 | Salicilato de metilo 0,45 10 | 0,0005
31| 2-Tridecanona 0,68 10 | 0045

Curvas dosis-respuesta para compuestos repelentes de dfidos

En el caso de los compuestos olfatométricamente activos encontrados en avena o trigo infestado

con una alta densidad de afidos, se confeccionaron relaciones dosis-respuesta, como se muestra

en la figura 17. Las concentraciones utilizadas cumplieron con dos criterios: 1) que fueran iguales

o menores que 100 ng, y ii) que no fueran menores que aquellas que generan una respuesta

indiferente de los afidos (razon estimulo/control = 1).
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Figura 17. Relaciones dosis-respuesta para los compuestos repelentes de afidos : 6-metil-5-

hepten-2-ona (Q), 2-tridecanona (O, (-)-6-metil-5-hepten-2-ol { ), (+)-6-metil-5-hepten-2-ol (@), (-)

y (+)-6-metil-5-hepten-2-ol (3 :1) (@), y salicilato de metilo (4) .

Olfatometrias con combinaciéon de compuestos repelentes

En el caso de los compuestos volatiles repelentes hacia apteros de R. padi, se probaron también

en el olfatometro una combinacién de los compuestos puros en la proporcion que éstos se

encuentran en la mezcla natural de sustancias volatiles. El resultado (Tabla 11) indica una

actividad semejante a la de los extractos con una alta densidad de afidos, induciendo a pensar que

estas mezclas constituyen la totalidad de los compuestos activos en la mezcla natural.




Tabla 11. Olfatometrias con una mezcla de compue
los extractos naturales
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stos repelentes en proporciones semejantes a

Estimulos aplicados Promedio de visitasen | n p
cada brazo
20 ng de MHO :Salicilato de metilo en relacion 6 :1 2,37
10 | 0,007
Hexano 3,95
20 ng de extracto de sustancias volatiles de avena 2,52
infestada con alta densidad de apteros de R. padi (ca.
9 4fidos/em® ) 10 | 0,040
3,54
Hexano
20 ng de MHO :MHOH :2-T en relacién 3 :1:10 2,11
10 | 0,005
Hexano 3,97
20 ng de extracto de sustancias volatiles de trigo 1,59
infestado con alta densidad de 4pteros de R. padi (ca.
9 4fidos/ecm’) 10 | 0,023
3,16
Hexano

Abreviaciones utilizadas :
MHO : 6-metil-5-hepten-2-ona
MHOH : 6-metil-5-hepten-2-ol
2-T : 2-tridecanona

Electroantenografias

Atinque la olfatometria es la técnica mas apropiada para el estudio del efecto de compuestos

quimicos sobre el comportamiento de afidos, en esta tesis se utilizé como técnica complementaria

a la olfatometria, la electroantenografia. Estos estudios se hicieron en la Estacion Experimental de

Rothamsted, no pudiéndose realizar estudios mas alla de los informados en esta tesis. Es asi como

la figura 18 muestra ejemplos de respuestas clectroantenograficas de R. padi hacia la 6-metil-5-

hepten-2-ona y la 2-tridecanona. El hecho que la concentracidn activa en electroantenografia fue

mas alta que en las olfatometrias puede atribuirse a dafios provocados en los receptores olfativos,

responsables de la deteccion de los compuestos probados, durante la manipulacion de la antena.
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Figura 18, Electroantenografias obtenidas con apteros de R. padi con los siguientes compuestos:

6-metil-5-hepten-2-ona (A), 2-tridecanona (B) y control (C).
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DISCUSION

Los resultados olfatométricos de la Tabla 1 muestran que jos compuestos volatiles emitidos por hojas
de avena producen un efecto de atraccion hacia un alado de R. padi colocado en la arena de
observacion, en un comportamiento compatible con la migracion de los alados hacia los cereales en
primavera. Los apteros de K. padi provocaron un efecto de repelencia hacia un aptero de R. padi
(Tabla 1). Este efecto no puede ser interpretado en términos de la accion de una feromona de alarma,
ya que no se observo repelencia cuando se probd el mismo néimero de afidos sin hoja de avena (Tabla
2). La posibilidad que estas actividades olfatométricas se deban exclusivamente al dafio ocasionado a
las plantulas fue desechada debido a que la repelencia desaparece cuando se incluye como estimulo tan
solo la planta previamente infestada por afidos (Tabla 2). Los datos de la tabla 2 permiten concluir
también que es la interaccion entre planta y afidos la que provoca los estimulos descritos. Finalmente,
1o se observé interaccion entre alados y pteros, ya sea solos o sobre avena (Tabla 1).

Los épteros de R. padi atraen a otros apteros cuando estan presentes en pequefios nimeros,
pero repelen a otros apteros cuando estin presentes en ndmeros grandes (Tabla 3). La repelencia
aumento linealmente con el nimero de afidos (Figura 9). Este resultado puede ser explicado de dos
formas: 1) los 4pteros siempre producen un olor repelente. Desde este punto de vista, ¢l estimulo total
producido serfa proporcional al nimero de afidos que lo emiten, y solo sobre un cierto umbral del
namero de 4fidos, el estimulo serfa percibido por el afido de prueba; ii) los apteros producen un olor
repelente sélo cuando su densidad de poblacién alcanza un cierto umbral. Con el. objeto de distinguir
entre estas posibilidades se realizo un experimento de movilidad de &fidos. La figura 11 muestra
experimentos en los que se varia tanto el nimero de afidos como el 4rea de la planta donde ellos se
distribuyen. Los resultados de la figura 11 avalan la segunda alternativa, ya que la variable densidad
poblacional da cuenta de todos los resultados. La figura 11 muestra ademas la existencia de un umbral
de densidad (ca. 4 afidos/cm’) sobre el cual el movimiento de los afidos se hace dependiente de la
densidad.

Efectos similares de atraccion y repelencia entre apteros a distintas densidades poblacionales
fueron obtenidos empleando como estimulos extractos de sustancias volatiles (comparar tablas 3 y 4),
indicando que los estimulos que median estas interacciones se deben a compuestos volatiles que

pueden ser recolectados desde el aire que rodea el material biologico segiin el montaje de la figura 2.
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Por medio de cromatografia de gases acoplada a un detector de masas fue posible separar e identificar
una serie de compuestos volatiles emitidos por plantas de cereales solas o con una baja o alta densidad
de apteros de R. padi sobre ellas, como lo indican las tablas 5, 6 y 8.

Estudios anteriores han informado sobre la existencia de compuestos volatiles en extractos de
cereales (Hamilton-Kemp & Andersen, 1984 ; Buttery y-col., 1982, 1985). Estos estudios tienen dos
limitaciones : i) los compuestos aislados pueden corresponder a compuestos que la planta no libere
efectivamente al ambiente por encontarse en algin compartimento al interior de la planta, y ii) los
compuestos aislados pueden no existir en la planta intacta sino ser productos de alguna reaccion
enzimética que se produzca en el momento de dafiar el tejido vegetal para producir el extracto. Al
comparar estos estudios con los resultados presentados en las tablas 5, 6y 9, se observa que existen
elementos comunes : por ejemplo, el nonanal, el bernzaldehido, el heptanal, el octanal, el (Z)-3-hexenol,
el acetato de (Z)-3-hexenilo, la 6-metil-5-hepten-2-ona y el salicilato de metilo fueron descritos
anteriormente en extractos de sustancias volatiles de hojas de avena (Buttery y col., 1982, Siri, 1993) y
el nonanal, el acetato de (Z)-3-hexenilo y el linalol fueron identificados en extractos de hojas de trigo
(Buttery y col., 1985).

Los compuestos descritos en las tablas 5,6 y 9 pueden acomodarse en tres grupos (Tabla 10):
i) sustancias volatiles comunes en hojas verdes de plantas (“green leaf volatiles”) (Whitman y col,
1990) tales como ¢l n-hexanal, el (Z)-2-hexenal, el (Z)-3-hexen-1-ol, el ()-3-hexen-1-ol, el (£)-2-
hexen-1-ol, el (Z)-2-hexen-1-o, el (£5)-2-hexen-1-ol, el acetato de (Z)-3-hexenilo y el acetato de (£)-2-
hexenilo, considerados como productos del rompimiento oxidativo de los écidos linoleico y o-
linolénico (Flatanaka,1993). Estos compuestos fueron encontrados entre los compuestos volatiles tanto
de la avena como del trigo, v han sido descritos como los elementos principales que utilizan los
insectos para orientarse olfativamente hacia las plantas, condicion que fue verificada con los resultados
de la tabla 10, que muestra que todos ellos resultaron atractivos hacia apteros de R. padi; ii) otros
compuestos volatiles, que pueden estar presentes en avena O en trigo, y que resultaron ser
mayoritariamente indiferentes en olfatometrias con apteros de R. padi (Tabla 10) ; iii) compuestos que
fueron identificados como responsables de la repelencia entre 4pteros de R padi a partir del andlisis
comparativo de los cromatogramas de gases de trigo vy trigo infestado con &fidos. Estos ultimos
compuestos son la 6-metil-5-hepten-2-ona y el salicilato de metilo en el caso de la avena, y la 6-metil-

5-hepten-2-ona, el 6-metil-5-hepten-2-ol y la 2-tridecanona, en el caso del trigo (Tabla 11).
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La presencia de aldehidos y alcoholes de 6 atomos de carbono ha sido relacionada con dafios 0
heridas inflingidas a la planta. Por otra parie, se ha involucrado algunos de estos compuestos, tales
como el (Z)-3-bexen-1-ol y el (E)-2-hexen-1-ol, como agentes reductores de la fertilidad del afido del
tabaco Myzus nicotianae (Hildebrand y col., 1993).

La 6-metil-5-hepten-2-ona es un compuesto frecuente en insectos. Por ejemplo, ha sido
informado como compuesto de defensa en las secreciones cefilicas de abejas (Davies y Madden, 1985 ;
Hefetz y col., 1982; Tomalski y col., 1987, Wittmann y col., 1990) y secremones glandulares de
hormigas (Bernardi y col.,, 1967), como uno de los componentes de las secreciones de la glandula
mandibular del hiperparasito de afidos Alloxysta brevis (Volkl y col., 1994), y como feromona sexual y
de espaciamiento del hiperparasito de afidos Alloxysta victrix (Micha y col.,, 1993). En el presente
estudio, la 6-metil-5-hepten-2-ona fue repelente hacia 4pteros de R. padi en el olfatometro y también
fue activa en un electroantendgrafo hacia antenas de la misma especie de afido (Figura 18).

El salicilato de metilo ha sido previamente detectado en extractos de compuestos volatiles de
Prunus padus, el hospedero de inviemo de R padi en Escandinavia, y su actividad
electroantenografica ha sido informada previamente por Pettersson y col. (1994). El salicilato de metilo
es también repelente hacia el afido Aphis fabae e inhibidor del poder atractante de los compuestos
volétiles emitidos por su hospedero Vicia faba (Hardie y col, 1994). La repelencia evidenciada en la
figura 17 se afiadiria a la alta actividad que ha manifestado este compuesto en diferentes especies de
afidos, especialmente la capacidad inhibitoria de los efectos atrayentes de extractos de compuestos
volatiles de plantas hospederas de R padi y Phrodus humuli  (Pettersson y col., 1994, Campbell y
col., 1990).

El 6-metil-5-hepten-2-ol aparecié solo en las sustancias volétiles recolectadas desde trigo en
presencia de una alta densidad de fidos, lo que hizo suponer que se trataba de un compuesto repelente
hacia afidos. Sin embargo, los enantidmeros puros del 6-metil-5-hepten-2-ol no mostraran repelencia
en el olfatdmetro (Tabla 10). Se determiné posteriormente que Ja mezcla natural de compuestos
volatiles de trigo con alta densidad de afidos contenia los dos enantiémeros del 6-metil-5-hepten-2-ol
en proporciones de aproximadamente 3 : 1 [isomero R(-) / isdmero S(+)]. Ensayos olfatométricos
mostraron que esta mezcla de enantiomeros es repelente hacia apteros de R. padi (Tabla 10),
confirmando nuestra suposicion inicial. El 6-metil-5-hepten-2-ol ha sido descrito como feromona de

agregacion del escarabajo Gnathotrichus sulcatus (Byme y col., 1974). En este caso, también se
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observéd sinergismo por los enantiomeros del 6-metil-5-hepten-2-ol, aunque en la relacion 1: 2
[isémero R(-)/ isémero S(H)].

La 2-tridecanona ha sido descrita como un compuesto toxico hacia el afido Aphis gossypii
(Williams y col., 1980).

Los resultados mostrados confirman la hipétesis planteada al comienzo de esta tesis, ya
que demuestran la existencia de sustancias volatiles que provocan : i) atraccion de &fidos hacia su
planta hospedera, ii) atraccion intraespecifica de afidos cuando estan agrupados en baja densidad
sobre la planta hospedera, y iii) repulsion intraespecifica de afidos cuando estan agrupados en alta
densidad sobre la planta hospedera. i

Estos resultados podrian estar relacionados con una estrategia de manejo de recursos por
parte de los afidos. El estimulo agregativo afectaria la conducta de poblaciones de baja densidad
de afidos cuando el afido ha aterrizado recientemente sobre la planta y podria necesitar modificar
el sustrato con el objeto de alcanzar una alimentacion sostenida (Miles, 1987), cuando el recurso
no es una limitante, o cuando busca proteccién de los predadores (Arakaki, 1989). El estimulo
repulsivo serfa activo a altas densidades sobre la planta, cuando las ventajas de la agregacion a
corto plazo son sobrecompensadas por las posibilidades de un desarrollo mas pobre debido a una
sobreexplotacion de los recursos. Los resultados confirman informes sobre las ventajas de
colonias conespecificas de afidos (Way, 1973; Way y Cammell, 1970; Chongrattanmeteekul y
col., 1991; Klingauf, 1987, Turchin y Kareiva, 1989).

La posesion de un mecanismo rapido de comunicacion intraespecifica, que lleve el mensaje
sobre calidad del sustrato de alimentacién o su condicién de recurso sobreexplotado, representa
una considerable ventaja para un &fido que se acerca a un sitio para alimentarse, ya que la
evaluacion de una planta como un potencial hospedero a través de probar y comer requiere de
varios minutos a horas (Givovich y Niemeyer, 1991; 1994). En consecuencia con este mecanismo,
se ha informado que apteros de R. padi ocuparon significativamente menos tiempo evaluando
plantulas de trigo cuando ellos fueron colocados en un alto nimero que cuando fueron colocados
individualmente sobre ellas (Chongrameteekul y col, 1991).

La dispersion de la colonia de afidos ha sido atribuida a fenomenos climaticos o de calidad
de sustrato de alimentacion, También podria ser causada por el aumento de la poblacion de afidos

(Lees, 1967, Dixon y Glen, 1971; Watt y Dixon, 1981; Ankersmith y Dijkman, 1983), provocada
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a su vez por cambios en la calidad del sustrato (Harrewijn, 1978; Boward y Dixon, 1992). Sin
embargo el tiempo que toma este proceso €s varios ordenes de magnitud mas largo que la
respuesta de un afido a estimulos volatiles. La capacidad de los afidos apteros de R. padi para
reaccionar a un sobrecrecimiento poblacional antes de que prevalezcan condiciones de sustrato
alimenticio pobre, es definitivamente de una significancia adaptativa positiva.

El hecho que los fenomenos de repelencia hayan sido demostrados en dos gramineas
diferentes conduce a pensar que la naturaleza de la fuente de alimentacién no es determinante para
el afido en Ia eleccién o rechazo del hospedero.

El analisis quimico comparativo de los extractos de componentes volatiles provenientes
del hospedero solo, del hospedero con una baja densidad de éfidos y del hospedero con una aita
densidad de afidos, revel6 la existencia de al menos cuatro compuestos que poseian una alta
actividad repelente, capaces de contrarrestar la actividad atractora del hospedero. Estos
compuestos presentan la potencialidad de ser utilizados en la proteccion de estos cultivos contra
la colonizacién por afidos. Cabe hacer notar que estos mecanismos de comunicacién quimica
demostrados bajo condiciones controladas en el laboratorio pueden en la naturaleza

complementarse con otros tipos de comunicacién mediadas por sentidos distintos al del olfato.
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APENDICE

En las paginas A-1 ala A-35 del apéndice se muestran : ) la zona del cromatograma de gases que
fue estudiada por espectromeria de masas ; b) el espectro de masas del maximo de la zona o, en
los casos donde el maximo no esté bien definido, un espectro promedio ; y C) una aproximacion a
fa estructura en la mayor parte de los casos, basada principalmente en analisis de los fragmentos
en el espectro y expectativas basadas en tiempos de retencion en el cromatograma.

Los picos o zonas analizadas muestran sefiales que en muchos casos son dificilmente
distinguibles del ruido o estan cercanas a otros picos de intensidad semejante, y no corresponden
entonces a compuestos puros. En consecuencia, la interpretacion de estos espectros esta sujeta a
considerable error.

En las paginas A-36 a la A-42 del apéndice se muestra la metodologia de asignacion de

estructuras a los espectros de masas obtenidos.
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Las ramificaciones explican la abundancia del ion 197 yla ausencia de 155 y 183.
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Espectro de masas promedio y de muy baja abundancia de jones. No es interpretable.
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Las ramificaciones explican el tiempo de retencion y la abundancia de los fragmentos 71,

155y 183.




A-21

Compuesto t

Abundance TIC: AQA1605B.D

100000 1
95000 ;
90000
85000 2

80000

75000 ]

Time> 1960 19:60 19.70 19.80 19.90 20.00 20.10 2020 20.30 20.40 20.50

Abundance Ly Scan 1588 (20.035 min): AQA1605B.D (-)

12000
100001
8000 ]

6000

147
4000 ° 281

2000 ] 45 327
15 11 |87 = ,.:L.l, u&41{5 .,.5(13.

TG 4B0 | 200 250 300 350 400 250 500

P PR |
T

(1 L
miz—>" g

Impureza debido al sangrado de la columna .




A-22

Compuesto u

Abundance TIC: AQA1605B.D

105000 ] \

100000 ]
950001
90000 ]
85000

800007

Time-> 2045 2050 2055 20.60 20.65 20.70 20.75 20.80 20.85 20.90 20.95

Abundance 73 Scan 1651 (20,709 min): AQA1605B.D (-)
6500 ]

5500 7
4500 7

3500 1

2500 7

1500 147 355

3 . 221 281

{132 401
800% b 17 g et l o51 | %27 | |, 577
miz—> & B0 100 450 200 250 300 350 400 450 500 550

Impureza debido al sangrado de la columna,




A-23

Compuesto v

Abundance TIC: AQA1605B.D
84500 3

83000 ? ]

81500 3

80000 ;

78500 ;

77000 3

75500

Time—> 2000 21.00 21.10 2120 21.30 21.40 21.50 21.60 21.70 21.80
Abundance
7501

Average of 21.255 to 21.352 min.: AQA1605B.D (+,-*)

6505 g

55073

4507

3 57
350

250 3 91
E 41

150 74 8| 108 147
507 17 ‘

I 118 153 175
128

e b !.le ‘!“ﬂ Wy 13” lll[lll

mfz—>0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

cemm 47!
119 !

|
1
]

|
1
]
I
1
1
1

143

| S

e ——— PR |

2,3-Dimetil-6-fenilhexano




Abundance
760007

75000

740003

730007

720007

710007

A-24

Compuesto x

TIC: AQA1305B.D

&

Time-->

Abundance

300 :
-
220:
180:
140:

1007
801

407

miz—>

21.45 2150 21.55 2160 21.65 21.70 21.75 21.80 21.85 21.90 21.95

Average of 21.607 to 21.671 min.: AQA1305B.D (+,-,*)

1% 32

91
57 133
| 7 105
59 1 148
m&ﬂiﬂ L ghy 170 189 207 232

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

-
133
[}

!
1
|
1
1
=

1-Fenil-3,7-dimetilnonano [M'] =232 m/z




A-25

Compuesto y

Abundance TiC: AQA1305B.D

80000 y

78000 7
76000
74000 1

720001

Time—> 2450 2160 2170 2180  21.90 2200  22.10

Abundance Scan 1756 (21.832 min). AQA1305B.D (-)
600 142
500 1
4007 32
300 1
: 115
16
200
1007
; ” | ‘ 103 127 ‘ 163 207
oy L] e |II LI, mlufuzu.hll i1l A i
miz-—-> 20 40 80 100 120 {40 180 180 200
el !
127

2-Metil-naftaleno [M'] = 142 m/z

D
141: [M’]-H 115:

Otros fragmentos:




A-26

Compuesto z

Abundance TIC: AQA1305B.D

80000 3

78000 7 1

76000 7

74000 7

72000 7

Time—> 5150 2160  21.70  21.80  21.90 2200  22.10

Abundance Average of 21.928 {o 21.960 min.; AQA13058.D (+,-,")
900 1
3 43
7007
] 28
500 1
1 41
soo| 17 69
100 | | 54 79 0T 05 18 45
il ‘..Il,l”.,!l III!..!.Ul ul Mg 1|ll| ‘m.hxl.‘l AN

miz--> 10 20 30 40 50 60 70 BO 90 100 ‘110 120 130 ‘1&0 150 160 170

6,10-Dimetil-5,9-undecadien-2~ona [M]="194 m/z
Otros fragmentos producto de reordenamientos:
136 : H,C=C=(CH;)CH,CH,CH=C(CH3),
41 : H:C-C'=CH,




Abundance

84000 7
820007
80000 7
78000
76000 7
74000 7
72000

Compuesto aa

TIC: AQA13056B.D

Time—> " 2599

Abundance

goo] 18

700
600 ]
5007
40067
300 7
2007
1007 ”

Scan 1795 (22.249 min): AQA1305B.D (-)

i 71
43
56

32

89

” 96 118 145 161
I ||ull!

[ hl1:nrl ll . INER I

Iy Illr.J Lol

2210 2220 2230 2240 2250  22.60

miz—>0" 407 o

Otros fragmentos:

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

O 11 183

2-Metil-propanoato de 7-octenilo

H;CCH=C=0 (56)
L o

OH
.'.
]

A-27




Abundance
1400007
130000:
120000
110000 *
100000

90000 *

80000

Compuesto ab

TIC: AQA1305B.D

A-28

Time--> 22730
Abundance

16000 1
12000 7

8000 -

40007

22.40

43

2250 22.60 22,70 22.80

Scan 1818 (22.495 min): AQA1305B.D (-)

7

111

169
' 215

243

56
83
;U S 98

| 126 143

°% 173
60 80 100 120 140 160 180

Butanoato de 2-metil-7-octenilo

‘200 220

240
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Compuesto ac

Abundance TIC: AQA1605B.D
91500
90500 ;
89500 ;
88500
87500 ]
86500 7
85500
84500 }

Time—>20'90 2300 23.10 23.20 23.30 2340 23.50 23.60 23.70

Abundance Average of 23.193 to 23.258 min.: AQA1605B.D {+,-,*)
1
650: 28

5507
450 7

3507

57
2501 43 89

] 91
150L 18

50 ]‘¥ 129 151 187 207 235 249 264

Al et e -t

miz-> 20 40 B0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Espectro de masas promedio con abundancias de iones pequefias. No es posible

interpretario.




Abundance

75500

745007

735007

72500 1

Compuesto ad

TiC: AQA1305B.D

A-30

Time-->

Abundance

65071

5501
4507

350

2507

1507

501 |

| 2340

2350 2360 2370  23.80  23.90

Average of 23,695 to 23.748 min.: AQA1305B.D (+,-")
28

32

91
43
73

141
Ix_ lu‘]]| w, LI I il s, :J.f! ;‘[ tatp l1l113! .

ullll | i
¥

156
L 169

2400

207

miz--> 20

40 60 80 100 120 140 180 180

200

Espectro de masas promedio de muy baja intensidad. Este espectro tiene cierta
semejanza con el descrito en la pagina A-25 de este apéndice. Se postula un naftaleno

dimetilado con un probable i6n molecular igual a 156 m/z.
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Compuesto ae

Abundance TIC: AQA1605B.D

415000 1 /

110000
1050007
100000 7
95000 7}

900007

Time—> 2390 2400 2410 2420 2430 2440  24.50

Abundance 73 Scan 1979 (24.221 min): AQA1605B.D (-)
14000
120001
10000 7

8000 7
60007
147
4000 281

2000 7 45 L 327
415 503
I - T W O S G

PR R k.
At e

(VI SRR ey T — T T L S
miz—>" g 50 100 150 2_60 250 300 350 400 450 500

Impureza debido al sangrado de la columna .




Abundance

77000 1

76000

75000 ]

74000 1

730007

A-32

Compuesto af

TIC: AQA1305B.D

o

Time—>

Abundance

]

1400
1200
1000

8007

6007

400 3

2007

miz—>

23.90

] 32
JMJM !

24.00

73

24.10 24.20 24.30 24.40 24.50

Scan 1990 (24,337 min): AQA13058.D ()

103

gall logalea Jiouh o

147

221
w |

281

b

355 429
A L

100

150 200 250 300 350 400

Impureza debido al sangrado de la columna.
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Compuesto ag

Abundance TIC: AQA1305B.D

79000 1
78000 ]
77000 1
76000 1]
75000 1
74000

730001
VA

—1

Time--> 0450 2460 2470 2480 2490 2500 2540 2520

Abundance Average of 24.690 to 24.744 min.: AQA1305B.D (+,-*)

750 7 28

6503

55071

4507

3507 154

250 1

15073 153

15 45

3 127

501 | " !.wuw. b i A 207 219
40 1

76
64 95 1ng
mfz--> 20 50 80 100 120 140 160 180 200 220

Bifenilo [M'] = 154 m/z

Otros fragmentos: =
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Compuesto ah

Abundance TIC: AQAQB06B.D

73000 3 \

72000
710007
700005
69000 7

68000 1

670007

—

Time—> o500 | 2540 2590 2530 2540 2550 2560

Abundance Scan 2078 (25.281 min): AQAOBOBB.D ()
260 43

2207 29

1807
1407

1007 a5

607

207 |
miz—> 20 40 80 80 100 120 140 160 180 200

H |ﬂ| 121 437 179 207

2-Metil-15-hexadecen-8-ona

\/\/\/\/\/k

:L] B

Otros fragmentos:
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Compuesto ai

Abundance TIC: AQB0806B.D

840007

80000 7

760007

720007

580001

Time-> ' p5.80 26,00 2620 2640 26,60 2680  27.00
Abundance Scan 2177 (26.338 min): AQBO80GB.D (-)

3500 1

30040 7] 149

25001

2000 7]

15007 28

57
1000 1 41

76 104
i IL | % 132 167 205 228
1L bl Ll - ! 1

b} 4 .l 1 1l ! s, i
T T T T

miz~>0 " 25" 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

5007

O ¢ (0] R= -CHZ CHchz CH3
d Ho. +H
PR O/R bl °
:f 205 ’ o” &
' (A 143}
Ftalato de dibutilo

Otros fragmentos: Ay B
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Identificacién de compuestos por medio de Cromatofrafia de Gases -

Espectrometria de Masas (CG/EM)

La metodologia usada en la identificacion de compuestos por medio de CG/EM.

fue la siguiente ;

1) blsqueda en biblioteca de espectros de masas.

2) comparacion visual de los espectros propuestos por la biisqueda en la biblioteca con
el espectro de masas correspondiente al pico en cuestion.

3) determinacién y comparacién de los indices de retencién de Kovats para los

compuestos estandares y los respectivos compuestos presentes en los extractos.

A continuacién se presentan tres casos en los cuales se aplican los pasos enumerados

mas arriba.

CASOQ 1 : En este ejemplo se muestra un buen ajuste entre lo sugerido por la biblioteca

de espectros de masas y el espectro de masas del compuesto a identificar.

Abundance

210000 ; 1114
190000:
170000i
150000:
130000 ;
110000

700003

Time—> 1350 1400 1450 1500 1550  16.00  16.50

El espectro de masa correspondiente al barrido 1114 y a un tiempo de retencién de 14,96

minutos se muestra a continuacion :




Abundance Scan 1114 (14.959 min )

43
12000 7

10000 1 55

93
80001

60001

80
4000

2000 1

I‘ 59 111
il

121

1386 154

il dh\l,., I,

1D 1L I (T 1Y
80

0 T
miz—>" {0 90 30 40 50 60 70

arrojo los siguientes resultados :

Hnl‘

UL 'SR
90 100 110 120 130 140 150 160

T

como linalol.

Abundance Scan 1114 (14.959 min )
} 43 I
8000 ] 7 93
6000 1 5
4000 1 80 124
2000‘ ’[ ‘L vl oL |Iu e 3 I| !H!L” 1!9”4‘ . 111 I 139 154
miz—>0"1g 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Abundance #10941: 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- (*)
41 ]
8000 55 I 93
6000 1
; 80
ggggl 28 39 121
o I T 1 N 88l 1l AN 139 154
miz—>0"1g 20 30 40 50 60 70 80 80 100 110 120 130 140 150 160

A3

Posteriormente se efectudé una bisqueda en la biblioteca de espectros de masas la que

Este ejemplo muestra un caso en el cual se observé una buena correlacidon entre el
compuesto sugerido por la biisqueda en la biblioteca de espectros de masas y el analisis
visual [puntos 1) y 2)]. Los indices de Kovéts para el compuesto en el extracto y para el
estandar respectivo resultaron ser muy similares (1536 y 1538 respectivamente) [punto

3)]. La buena concordancia de todos estos hechos permitié identificar al barrido 1114
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CASO 2 : Este ejemplo muestra un mal ajuste entre lo sugerido por la biblioteca de

espectros y el espectro de masas correspondiente a un compuesto de baja abundancia.

Abundance

1200007

110000 7

100000 ]

90000 -

80000 7

70000 7

734

Time-->

10,00 1020 10.40 10.60 10.80 11.00 11.20 11.40 11.60 11.80 12.00 12.20

El espectro de masa corfespondiente al barrido 734 y a un tiempo de retencién de 10,89

minutos se muestra a continuacion :

Abundance
6507
550 7
4501
350 :
2507

150

5073

41

55

25

Scan 734 (10.890 min )

67

82

miz—>0

20

44
A At
30 40 50 60

70
100
|“ |‘.||_1 I O S T I ! I

70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170

Posteriormente se efectué una busqueda en la biblioteca de espectros de masas la que

arrojo los siguientes resuitados :




Abundance

9000 ;
7000 ;
5000
3000
1000 3

miz—>V
Abundance

Q000
7000
5000 3
3000

1000
mfz-->Y

I Scan 734 (10,880 min )
41 67
55
29 82
168
. .IL, |n|, il ! nl|87 100 4 L
10 20 30 40 50 80 70 80 90 ’IOO 110 120 130 140 150 160 170
#63891 Piantalene, octahydro- (*)
3 67
; 82
3 54
E 27 a5 110
15 , ln ‘I l”[ § || L lz?:a 3
10 20 30 40 50 80 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170

A-39

Este fue el primer compuesto sugerido por la blisqueda en biblioteca cuyo indice de

probabilidad fue de 50%. Este compuesto fue descartado ya que al compararlo

visualmente se observo que el i6n de m/z 41 en el espectro de masas del compuesto de

referencia no fue considerado como i6n principal. La segunda opcion se muestra a

continuacién. El indice de probabilidad fue de 47% v al igual que el ejemplo anterior, el

espectro de masas del frans-1,4-hexadieno no presenta al ion de m/z 41 como 16n

principal. Por lo tanto esta posibilidad también fue eliminada.

Abundance

9000 3
70003
5000 3
3000 3
1000

m/fz-->Y
Abundance

9000

7000

5000 §
3000 }
1000 3

mfz-—-»>v

: Scan 734 (10.890 min )
41 67
55
29 82
\ ‘ ‘ 65 | 100 117 141 170
II;- Al ] Ill. u|m! N | (] t : . 1
0 0 40 60 80 100 120 140 160
#498: trans-1,4-Hexadiene (*)
E 38 67
| =
a7 53 1
4 5 [h! , Ih Ih“l ”I (L1l ] .
0 0 80 100 120 140 160
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La tercera opcion se muestra a continuacién. El indice de probabilidad fue de 45%. En
este caso el andlisis comparativo visual permitio detectar la presencia de casi la totalidad

de los iones en ambos espectros de masas

Abundance Scan 734 (10,890 min)
]
67
8000 41
55
4000

R 1 d 1”1 1 ||! u xIIIl Al J 1!
mfz—> 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170

Abundance 41 #63413: 3-Hexen-1-al, (Z)- {*)
8000
4000 o5 ll 82
43 l 70 l
1y il GlL, 2 100

miz—>0 55 56 4o 56 60 70 80 80 100 110 150 130 140 150 160 170

Los indices de Kovats para el compuesto en el extracto y para el estandar respectivo
resultaron ser muy similares (1371 y 1370 respectivamente) [punto 3)]. La buena
concordancia de todos estos hechos permitio identificar al barrido 734 como el (£)-3-

hexenol.
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CASO 3 : Este ejemplo muestra un mal ajuste entre lo sugerido por la biblioteca de
espectros y el espectro de masas correspondiente a un compuesto con una alta

abundancia de iones.

Abundance

1300007

1100007
1542

900007

70000°
Time-->

e 7e00  1e20  iod0 1960 1980 2000 2020

El espectro de masa correspondiente al barrido 1542 y a un tiempo de retencion de 19,54

minutos se muestra a continuacion .

Abundance Scan 1542 {19.540 min )

2800
; 133

24003 o1

20007
] 106
1600 3

77
12007

E 39

800__ 65
] 29 119

4007

E WIS A tI.' 2.0.7
mizs0 o0 4 B0 B0 100 420 140 160 180 200
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Posteriormente se efectud una busqueda en la biblioteca de espectros de masas que

arrojo los siguientes resultados :

Abundance Scan 1542 (19.540 min )
9000 1 91 133
7000 3 105
5000 77
i 18 51
3000 I 39 65 119
10003__ |, .ll,lh“ | J,Jn., | , , ,
miz— Y 20 40 60 80 100 120 14D 160 180 200
#5151; 2,6-Dimethylbenzaldehyde (*
Abundance | y yde (*)
80003 {05 133
3 77
7000 3 39 51 91
5000 1
3000 63 ‘
1000 3 \ ‘ ,|| ‘, I ,|| . z \ i ,
mfz-->y 20 40 50 80 100 120 140 160 180 200

A pesar de que el 2,6-dimetilbenzaldehido fue el primer compuesto sugerido por Ja

biblioteca (85% de probabilidad), este no contiene el idon de m/z 119. el cual si se

encuentra en el espectro de masas del 4-etilbenzaldehido (83% de probabilidad).

Abundance Scan 1542 (19.540 min)

9000 ] 91 133

7000 105

5000 77

3 18

3000 1 ’ ' 118

1000- |h!, [ !;I l” 1,f !u [} . -~ . .

miz-—> 20 80 80 100 120 140 180 1BO 200
Abundance #6187: Benzaldehyde, 4-ethyl- (*)

8000 133

7000 3

5000 105

3000 119

10003____ A JI nj| - L , , ‘

miz--> 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Los indices de Kovats para el compuesto en el extracto y para el estandar del 4-

etilbenzaldehido resultaron ser muy similares (1739 y 1740 respectivamente) [punto 3)].
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La buena concordancia de todos estos hechos permitio identificar al barrido 1542 como

el 4-etilbenzaldehido,




