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RESUMEN

Los metabolitos secundarios estan frecuentemente involucrados en la defensa de
la planta contra herbivoros. El trigo contiene acidos hidroxamicos (Hx), una familia de
compuestos que juega un papel en la defensa de plantulas de trigo contra los afidos de
los cereales. Los Hx se encuentran en la planta intacta como glucésidos, siendo el mas
abundante en plantulas de trigo la 2-B-O-D-glucopiranosil-4-hidroxi-7-metoxi-1,4-
benzoxazin-3-ona (DIMBOA-glucésido).

Pruebas de doble eleccion mostraron que el afido Rhopalosiphum padi prefirio
permanecer en hojas de trigo con bajas concentraciones de Hx. Los graficos de
electropenetracion (EPG) mostraron que los individuos de R. padi necesitaron mayor
tiempo para alcanzar el floema en plantulas con concentraciones altas de Hx. Afidos
viruliferos portadores del virus del enanismo amarillo de la cebada (VEAC) infestaron
una proporcién menor de plantulas de trigo, cuando éstas presentaban contenidos més
altos de Hx.

Muestras de mielcilla obtenidas de afidos alimentados en plantulas de trigo
contenian DIMBOA-glucosido. No se detectaron ni agluconas de Hx, ni productos de

su descomposicion. Tanto la produccion de mielcilla como la concentracién de

DIMBOA-glucésido en la mielcilla siguieron curvas bifasicas cuando se las graficé vs.
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la concentracion de Hx de las plantulas de trigo. Las curvas bifisicas sugirieron una
ingestion pasiva del DIMBOA-glucosido desde el floema a bajas concentraciones de Hx
en las plantulas y una ingestién limitada de Hx a altas concentraciones de Hx en las
plantulas, probablemente debido al efecto antialimentario de los Hx presentes en las
células del meséfilo.

La savia floematica de trigo obtenida a través de estiletes amputados de afidos
también contenia DIMBOA-glucésido, confirmandola como la principal fuente del Hx
en la mielcilla. Los valores de la concentracion de Hx en el floema no se
correlacionaron con la concentracion de Hx en toda la planta. Mas atn, las
concentraciones de Hx en la savia floematica fueron mas bajas que las necesarias para
producir el efecto antialimentario.

Un anilisis detallado del comportamiento alimentario de R. padi en trigo mostré
que durante la bisqueda del floema por el afido, la proporcion de incursiones
intracelulares fue menor en plantulas con mayores concentraciones de Hx, probablemente
como resultado de eludir los Hx de las células del meséfilo.

" Estudios comparativos sobre el comportamiento alimentario de cinco especies
de afidos de los cereales, R padi, R. maidis, Schizaphis graminum, Sitobion avenae, y
Metopolophium divhodum, mostraron correlaciones lineales negativas entre los tiempos
de ingestion en dietas y la concentracion de Hx en ellas. Ademas, se obtuvo

correlaciones lineales positivas entre el tiempo que los afidos toman para llegar al

floema en plantulas de trigo y la concentracion de Hx en ellas. Las pendientes de las
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correlaciones en plantas permitieron agrupar las especies de afidos como: muy sensibles
(R. padi, S. avenae y S. graminum), sensibles (M. dirhodum) e insensibles (R. maidis)
a la presencia de Hx en las plantulas de trigo. Un orden opuesto fue encontrado cuando
las sensibilidades a Hx en dietas fueron comparadas. Las diferencias entre los érdenes

de sensibilidad a los Hx en plantas y en dietas sugirié diferencias en la estrategia

alimentaria de las especies en plantas de trigo.
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ABSTRACT

Plant secondary metabolites are frecuently involved in the defence of the plant
against herbivores. Wheat contains hydroxamic acids (Hx), a family of compounds which
plays a role in the defence of wheat seedlings against cereal aphids. Hx occur as
glucosides in the intact plant. The most abundant Hx glucoside in wheat seedlings is 2-
B-O-D-glucopyranosyl-4-hydroxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3-one (DIMBOA-glucoside).

Dual choice tests showed that the aphid Rhopalosiphum padi preferred to settle
on wheat leaves with lower Hx concentrations. Electropenetration graphs (EPG) showed
that individuals of R. padi feeding on seedlings with higher Hx concentrations needed
longer time periods 1o contact a phloem vessel. Viruliferous R. padi carrying the barley
yellow dwarf virus (BYDYV) infected a lower proportion of wheat seedlings when they
contained higher Hx concenirations.

Honeydew samples obtained from aphids feeding on wheat seedlings contained
DIMBOA-glucoside. Neither Hx aglucones nor breakdown products of them were
found. Both honeydew production and concentration of DIMBOA-glucoside in the
honeydew followed biphasic curves when plotted against the Hx concentration of the
wheat seedlings. The biphasic curves suggested aphid passive ingestion of DIMBOA-

glucoside from phloem at low seedling Hx concentrations, and a limited ingestion of Hx
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glucoside from phloem at low seedling Hx concentrations, and a limited ingestion of Hx
at high Hx concentration in seedlings, presumably due to feeding deterrency of Hx in
mesophyll cells.

Wheat phloem sap obtained from excised aphid stylets also contained DIMBOA-
glucoside, confirming phloem sap as the main source of Hx in aphid honeydew. Values
of Hx concentration in the phloem did not correlate with Hx concentration in the whole
plant. Moreover, Hx concentrations in the phloem sap were lower than needed to evoke
a feeding deterrent effect.

A detailed EPG analysis of the feeding behavior of R. padi in wheat showed
that during the search for phloem, the proportion of intracellular punctures was lower in
seedlings with higher Hx concentration, presumably reflecting avoidance of Hx present
in the mesophyil cells.

Comparative EPG studies on the feeding behavior of five cereal aphid species,
R. padi, R. maidis, Schizaphis graminum, Sitobion avenae, and Metopolophium
dirhodum, showed negative linear correlations between ingestion times in diets and Hx
concentration in the diets. Furthermore, positive linear correlations were obtained
between the time that aphids take to reach the phloem in wheat seedlings and Hx
concentrations in the seedlings. Slopes for correlations in plants allowed the grouping
of aphid species as very sensitive (R. padi. S. avenae and S. graminum), sensitive (M.

dirhodum) and non-sensitive (R. maidis) to Hx present in wheat seedlings. An opposite

order was found when sensitivities in diets were compared. The difference in the order




Xi

of sensitivities to Hx in plants and in diets suggested different feeding strategies of these

species in wheat plants.




INTRODUCCION

Los metabolitos secundarios en plantas han sido vinculados con la interaccion de
las plantas que los poseen con otros organismos del ecosistema. Aquellos metabolitos
secundarios que tienen accion deletérea sobre insectos pueden jugar un papel importante
en el control de las poblaciones de estos organismos, lo que tendria relevancia
economica y ecoldgica en el caso de insectos que atacan plantas de cultivo. La eventual
utilizacién de esta defensa natural, permitiria la disminucién de las aplicaciones de
insecticidas sintéticos, los cuales, ademas de caros, constituyen un reconocido foco de
contaminacion progresiva para el planeta.

Entre los insectos que son plagas agrondmicas estan algunas especies de pulgones
o afidos (Homoptera: Aphididae). Los fidos producen dafio a las plantas de diferentes
maneras: i) se alimentan normalmente de la savia floematica, disminuyendo asi la
nutricion de la planta; ii) algunas especies de afidos pueden inyectar toxinas dentro del
tejido foliar durante la salivacion; iii) ya que el contenido de carbohidratos de la savia
floematica sobrepasa la demanda nutricional de estos insectos, el excedente es eliminado

por la excreta, la mielcilla, facilitando el establecimiento de organismos patogenos, tales
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como hongos y bacterias (Schepers, 1989); iv) también pueden ser vectores de
enfermedades virales.

Existen diversos ejemplos de rhetabolitos secundarios importantes en las
relaciones entre afidos y plantas (Niemeyer, 1992). Uno de los ejemplos mejor descritos
es el de las 4-hidroxi-1,4-benzoxazin-3-onas, presentes en cereales, que contienen en sus
estructuras la funcion acido hidroxamico y que en adelante de designan como Hx
(Niemeyer, 1988).

La presencia de estos compuestos en las plantas y el efecto que tienen sobre los
afides permiten postularlos como potenciales controladores naturales de ellos, pudiendo,
al ser incorporados en programas de control integrado de plagas, ayudar a prevenir que

las poblaciones de afidos alcancen niveles daiiinos.

Algunos antecedentes de los acidos hidroxamicos de las gramineas relacionadoes con la
resistencia de éstas a insectos

Los Hx fueron descubiertos en plantas de la familia Gramineae durante los afios
50, debido a que algunas lineas de centeno presentaban resistencia al ataque de
enfermedades flingicas (Virtanen y Hietala, 1955a; 1955b). Luego fueron encontrados
en otros cereales, como trigo y maiz (Virtanen y col., 1956). Primeramente se considero
que los responsables de la actividad biologica eran compuestos de la familia de las 2(3)-
benzoxazolinonas, pero después de cuidadosos estudios fitoquimicos se determiné que

estas ultimas eran productos de descomposicion de los Hx (Virtanen y Hietala, 1959;
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Wahlroos y Virtanen, 1959). Se determino también que los Hx se encontraban en forma
natural como, glucésidos, los cuales eran hidrolisados por la acciéon de endo-B-
glucosidasas y luego las agluconas, por unh proceso no enzimatico, se descomponian a
las benzoxazolinonas (Virtanen y Hietala, 1959; Hofman y Hofmanova, 1969).

Por otro lado, se asocio la presencia de estos compuestos en algunas lineas de
maiz a su resistencia hacia el taladrador europeo del maiz, Ostrinia nubilalis
(Lepidoptera: Pyralidae) (Beck y Stauffer, 1957). Por esta razéon se desarrollaron
programas de mejoramiento de maiz, que eventualmente condujeron a cultivares con
niveles altos de Hx que eran resistentes al ataque de la primera generacion del taladrador
(Guthrie y col, 1986; Grombacher y col., 1989).

Los Hx han sido encontrados en diferentes especies pertenecientes a las
Gramineae (Copaja y col., 1991; Barria y col., 1992; Niemeyer y col., 1992). Entre
los cereales, el principal Hx presente en maiz y en trigo es la 2-B-D-O-
glucosil-4-hidroxi-7-metoxi- 1 ,4-benzoxazin-3-ona, cuya hidrolisis enzimatica conduce a
la 2,4-dihidroxy-7-metoxi-1 4-benzoxazin-3-ona 1 (DIMBOA). En centeno se encuentra
el glucdsido del compuesto desmetoxilado 2 (DIBOA) . E! Hx dimetoxilado 3
(DIM.BOA) ha sido encontrado solo en maiz (Klun y col., 1970; Woodward y col.,
1979).

)
Las concentraciones de Hx varian de acuerdo a la edad de la planta. No estan

presentes en los frutos de los cereales (Argandofia y col., 1980), pero aparecen con la

germinacion, alcanzando un nivel maximo pocos dias después. Posteriormente el
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contenido decrece (Klun y Robinson, 1969; Argandoifia y col., 1981). Estos compuestos
se encuentran tanto en la parte aérea como en las raices (Argandofia y col., 1981). La
concentracion de Hx varia dentro de una misma planta en las diferentes hojas, siempre
concentrandose en la hoja mas joven (Argandofia y col., 1981; Thackray y col., 1990).
A mivel de tejidos foliares, se ha determinado su presencia en protoplastos del mesofilo
y en los haces vasculares, pero no fueron detectados ni en la epidermis ni en la savia
xilematica (Argandofia y Corcuera, 1985; Argandofia y col., 1987).

La biosintesis de los Hx comparte sus primeras etapas con la ruta del triptéfano
(Tipton y col,, 1973). Luego de formado el precursor tipo lactama 4 (HBOA), la
secuencia esta poco clara. Se observo que al alimentar plantulas de maiz con 4 con
marca radioactiva, la marca era incorporada rapidamente en el DIBOA, mas lentamente
en el precursor § (HMBOA) y mas lentamente ain en el DIMBOA. El anilisis
fitoquimico de extractos de plantas de maiz hechos en condiciones que desnaturaban las
enzimas llevé a concluir que los Hx y los precursores 4 y 5§ se encuentran
probablemente como glucdsidos (Hofman y Hofmanova, 1969). De esta manera, se
propuso una ruta que partiria con la glucosilacion de 4 y que terminaria con la sintesis
independiente de 1 y 2 (Niemeyer, 1988). Posteriormente, se determind que las
agluconas de 1 y 2 se encuentran naturalmente en cultivo de tejidos y tejidos no
diferenciados de trigo, donde no se encontraria actividad B-glucosidasica, lo que
mantiene en pie la controversia acerca de la secuencia biosintética de los Hx-glucasidos

(Zufiiga y Massardo, 1991).
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Los Hx 1 y 2 se descomponen mayoritariamente a las benzoxazolinonas 6
(MBOA) y 7 (BOA) con liberacién de acido formico (Brendenberg y col., 1962,
Copaja y col., 1986; Bravo y Niemeyer, 1986). Se ha determinado que altos valores del
pH del medio y solventes basicos incrementan la velocidad de la reaccién y el
rendimiento de la benzoxazolinona (Bravo y Niemeyer, 1986).

Para explicar bioquimicamente la actividad biologica de los Hx, se ha estudiado
su reactividad con tioles y aminas (Pérez y Niemeyer, 1985; Pérez y Niemeyer, 1989a),
ejemplos de residuos nucleofilicos en enzimas. Posteriormente se observo que el
DIMBOA inactivaba enzimas proteoliticas, tales como la papaina y la a-quimotripsina
(Pérez y Niemeyer, 1989b; Cuevas y col., 1990), cuyos sitios activos presentan residuos
nucleofilicos de gran actividad. También se ha observado que los Hx interfieren en
sistemas enzimaticos de afidos tales como las glutation S-transferasas (Leszczynski y
col., 1992), UDP-glucosa tranferasas (Leszczynski y Dixon, 1992) y colinesterasas

(Cuevas y Niemeyer, 1993).

Accion de los Hx sobre afidos de los cereales

Existen varias especies de afidos que infestan los cereales en Chile (Carter y
col., 1980), entre las que Rhopalosiphum padi (L.), Rhopalosiphum maidis (Fitch),
Metopolophium dirhodum (Walker), Sitobion avenae (Fabricius)., Schizaphis graminum

(Rondani) y Diuraphis noxia (Mordvilko) son actualmente consideradas las especies de
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mayor importancia. La importancia relativa de las especies depende de condiciones
climaticas generales y de su variacién anual (Conti y col., 1990).

El dafio que provocan los afidos en los cultivos depende de 1a especie de insecto.
Algunas especies se desarrollan en forma explosiva y los niveles poblacionales que
alcanzan reducen las posibilidades de sobrevivencia de las plantas atacadas. En cambio,
otras especies inyectarian toxinas cuando salivan durante su alimentacion, como es el
caso de §. graminum y D. noxia, lo que se traduciria en necrosis acelerada de las hojas
aumentando el dafio que los afidos provocan por el hecho de alimentarse de la planta.

Otro origen de daiio asociado al ataque de los afidos es la transmisién viral. En
cereales, uno de los virus de mayor importancia es el del enanismo amarillo de la cebada
(VEAC). La fuente de esta enfermedad se encuentra en gramineas silvestres tolerantes
al virus, en las que es dificil determinar la presencia del VEAC debido a la carencia de
sintomas (Eagling y col., 1989; Conti y col., 1990). La capacidad de los afidos de
alternar entre éstas y los cultivos de cereales permite la propagacién de la enfermedad
entre estos ultimos. Se ha determinado que el VEAC requiere para ser transmitido que
el afido se alimente del floema (Scheller y Shukle, 1986), lo cual significa que el insecto
debe permanecer en la planta con su estilete insertado en el tejido foliar buscando el
tejido floematico por un cierto tiempo (Power y col., 1991),

La postbilidad de controlar efectivamente las poblaciones de afidos de los
cereales por métodos ambientalmente limpios ha recibido mucha atencion. El control

biologico de los afidos mediante la introduccién de enemigos naturales, ha sido de gran
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éxito en Chile, ya que ha permitido una notable baja en las poblaciones de los afidos de
los cereales (Zuiiiga, 1986). Aunque este método es efectivo en nuestro pais, no lo ha
sido en otras partes del mundo, requiriéndose otros medios de control para estos insectos.
Por otro lado, el dafio provocado por el VEAC prevalece en algunas regiones de Chile,
ya que no se requieren grandes poblaciones de afidos para que la propagacion del VEAC
sea efectiva (Herrera y Quiroz, 1988; Ramirez, 1990; Quiroz, 1990). Un método
complementario al control biolégico es la utilizacion de lineas de cultivo de cereales
resistentes al ataque de afidos.

La presencia de Hx en trigo y la accidn que estos compuestos muestran en contra
de los afidos, los hace ideales como factores de resistencia natural.

El primer trabajo que relacioné la presencia de los Hx con la resistencia hacia
afidos fue uno de Long y col. (1977). En este trabajo se describidé una correlacién
inversa entre poblaciones del afido R. maidis y el contenido de Hx en diversas lineas de
maiz, Similar resultado fue obtenido mas adelante por Beck y col. (1983).

En estudios con S. graminum, se observo que al alimentar los afidos con dietas
artificiales a las que se adicionaron cantidades crecientes de Hx, la mortalidad de los
insectos aumentaba a medida que aumentaban los Hx, pero pasado cierto valor de
concentracion la mortalidad comenzaba a disminuir (Argandofia y col, 1983). La
explicacion de este comportamiento se basé en que estos compuestos tendrian dos
efectos sobre los afidos. A bajas concentraciones, los Hx serian ingeridos pasivamente

por los éafidos y los insectos moririan intoxicados por su efecto antibidtico; a
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concentraciones mayores de Hx, los afidos se alimentarian menos desde Ia dieta debido
al efecto antixendtico de los Hx, lo que conduciria a su mayor sobrevivencia en relacion
a las dietas con bajas concentraciones de Hx (Argandoiia y col., 1983). Las agluconas
de los Hx son mas activas que los glucosidos, ya que las primeras actian a menores
concentraciones (Corcuera y col., 1985). Estudios comparativos con R. maidis, M.
dirhodum y S. graminum mostraron que el efecto antibidtico de los Hx lo sufrian con
distinta intensidad las distintas especies de afidos (Corcuera y col., 1982).

El efecto de los Hx presentes en las plantas ha sido demostrado con R. maidis
en maiz (Long y col, 1977, Beck y col., 1983), y con M. dirhodum en trigo
(Argandoifia y col., 1980). La antibiosis sobre §. avenae y R. padi observada en distintos
cultivares de trigo ha sido explicada en alto porcentaje por la presencia de Hx en ellas
(Bohidar y col., 1986; Thackray y col., 1990). Sin embargo, no existen pruebas directas
de que los Hx son encontrados por los afidos cuando buscan dentro de la hoja el tejido
floematico con su estilete. Se ha encontrado DIMBOA en el cuerpo de individuos de S.
avenae alimentados sobre trigos (Niemeyer y col., 1989b). Al graficar el contenido de
Hx en el cuerpo vs. el de la planta se observd un patrén bifasico, al igual que lo
observado en dietas (Argandofia y col, 1983) y la explicacion dada a dicho
comportamiento es analoga. A baja concentraciéon de Hx en la planta, los afidos
ingeririan pasivamente los Hx, pero pasada cierta concentracion percibirian el efecto
antialimentario, lo que se traduciria en una menor ingesta, y la disminucién de la

concentracion en los afidos. El encontrar Hx en el cuerpo de los 4fidos puede significar
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q-ue estos compuestos circulan por el floema, ya que es el substrato de alimentacion
preferencial de estos insectos.

El efecto antialimentario de los Hx en plantas, podria ser un factor crucial en la
aceptacién por parte de los afidos del substrato como fuente de alimentacion (Niemeyer,
1992).

La presencia de factores antialimentarios que afectan al afido vector pueden
interferir con el proceso de transmision de virus (Plumb, 1983). Debido a que los Hx se
encuentran, entre otros tejidos, en las células del mesofilo de la hoja de trigo (Argandoiia
y col., 1987) y que el VEAC requiere para ser transmitido que el estilete del vector
alcance el floema (Scheller y Shukle, 1986), es posible sugerir que los Hx al actuar sobre
los afidos podrian disminuir la transmisién de virus (Griffiths y col., 1989).

Ya que las distintas especies de afidos de los cereales muestran susceptibilidades
distintas al efecto antibiotico de los Hx (Corcuera y col., 1982), se plantea el problema
de evaluar el efecto antialimentario de los Hx sobre las distintas especies, tanto en dietas

artificiales como en plantas.




OBJETIVOS

I

El objetivo general de esta tesis fue evaluar si el efecto antialimentario de los Hx

hacia los afidos demostrado en dietas artificiales, se manifestaba en las plantas que los

contienen. Para ello se propuso:

i) Observar el efecto de los Hx en la eleccion del afido R. padi entre lineas de

cultivo de trigo con distintas concentraciones de Hx.

i) Estudiar la influencia de los Hx en la planta sobre el comportamiento en la

alimentacion de esta especie.

iii) Evaluar la participacion del efecto antialimentario de los Hx en plantas de trigo

en la transmision a ellas del VEAC

1v) Determinar si los Hx forman parte de la ingesta de estos afidos, mediante el

analisis de la mielcilla que producen los insectos y el de la savia floematica del

trigo donde ellos se alimentan.

V) Estudiar comparativamente el comportamiento de distintas especies de afidos de

los cereales alimentandose tanto en trigos como en dietas artificiales que

contenian cantidades crecientes de Hx.
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MATERIALES Y METODOS

Plantas

Se utilizaron en general seis lineas de cultivo de trigo hexaploide (Triticum
aestivum L., cvs. Platifén, Millaleu, Mexifén, Nobo, Anza y Maitén). Estas fueron
elegidas porque contenian diferentes concentraciones de Hx. Las semillas fueron
obtenidas del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) gracias a la gentileza del
Dr. Ignacio Ramirez y de la Sra. Mireya Zerené. Los experimentos se realizaron con
plantulas en el estado de una hoja (codigo decimal 10) (Zadoks y col., 1974; Tottman
y col., 1979), estado en el cual la planta presenta su maxima concentracion de Hx

(Argandoiia y col.,, 1981).

Afidos

Se trabajé con cinco especies de afidos: M. dirhodum, R. padi, R. maidis, S.
graminum y S. avenae. Cuatro de éstas fueron recolectadas en campos de trigo en La
Platina, INIA, Santiago. Para comenzar el desarrollo de las colonias, se colectaron tan
sélo unos pocos individuos, y desde una misma planta, con el objeto de disminuir la

posibilidad de tener mis de un biotipo de afido en ellas. En el caso de S. graminum, los
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individuos que generaron la colonia fueron provistos por el profesor V.H. Argandofia
(Facultad de Ciencias, Universidad de Chile). Estos pertenecian al biotipo C (Zuiiiga
y col., 1989). Las colonias de afidos fueron mantenidas en plantas de avena (4 vena
sativa L. cv. Nahuén) dentro de jaulas de malla en una pieza de crianza a 22 £+ 3 °C,
manteniendo un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad. Los afidos usados en
los experimentos eran hembras adultas apteras que diferian en edad a lo mas en 24
horas,

Los estudios mas detallados fueron realizados con R. padi, debido a que ésta es

una de las especies que transmiten VEAC en Chile (Herrera y Quiroz, 1988) .

Obtenciéon de estandares y cuantificacién de Hx en distintos medios

Por ser el principal Hx en trigo, se trabajo exclusivamente con el DIMBOA y su
glucosido. El estandar de DIMBOA fue obtenido a partir de extractos etéreos de maiz
(Zea mays L.; cv. T129) mediante un método ya descrito (Queirolo y col., 1983). El
estandar de DIMBOA-glucdsido fue obtenido de la manera informada por Lyons y col.
(1988). Las concentraciones de estos compuestos fueron determinadas mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) usando un programa de gradientes
ya descrito (Niemeyer y col., 1989a). La presencia de Hx en extractos de plantas, en
savia floematica y en la mielcilla de afidos, fue determinada por comparacion con
muestras auténticas. Para confirmar que el compuesto presente en la mielcillay la savia

floematica era el DIMBOA-glucésido y no algin otro compuesto con tiempo de




14

retencidon coincidente en el programa HPLC, se consideraron las propiedades
bioquimicas (Cuevas y col., 1992) y quimicas (Bravo y Niemeyer, 1986) de los Hx. Asi,
la muestra problema se sometio a la accién de un extracto enzimatico activo de trigo,
preparado como esta descrito (Cuevas y col., 1992), llevandose a cabo la hidrolisis para
pasar del glucosido a la aglucona. El producto obtenido de la muestra problema se
compard por HPLC con el obtenido del estandar de DIMBOA-glucésido con el extracto
enzimatico. Ambos productos fueron lievados en forma independiente a pH 9 y
mantenidos a 80°C durante una hora, con ¢l objeto de descomponer el DIMBOA
principalmente a MBOA (Bravo y Niemeyer, 1986). Los productos de cada reaccion

fueron comparados por HPLC.

Experimentes de eleccién

Las hojas de dos cultivares de trigo que crecian en macetas separadas fueron
colocadas en una capsula tipo "clip” con cuatro individuos de R. padi (Fig. 1). Seis horas
después, la distribucion de afidos entre las plantas fue registrada. Cada experimento

consistié en 22 capsulas. Los experimentos fueron realizados en duplicado.
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Cv.1 Cv.2

Cépsula tipo
"clip"

Soporte de
la capsula

Fig. 1. Diagrama del disefio experimental para la prueba
de elecciéon de R. padi en trigos. El circulo sobre
las hojas representa una céapsula tipo “clip”, la
cual encierra el sector de las hojas de dos
cultivares de trigo, definido en el esquema, y a
cuatro hembras apteras adultas de R. padi.
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Estudio del comportamiento de los afides en dieta y en plantas

La alimentacion de un afido puede ser seguida eléctricamente por medio de
graficos de electropenetracion, denominados comunmente EPG ("Electrical Penetration
Graphs") (Tjallingit, 1990) (Fig. 2). Cuando un afido inserta su estilete en el tejido de
una planta, la presencia de la saliva del insecto y de los fluidos vegetales, ambos
eléctricamente conductores, hace posibie el establecimiento de un circuito con ambos
como electrodos. El "electrodo afido" es construide pegando con pintura conductora de
plata un alambre de oro de 20um de diametro en el dorso del insecto; el "electrodo
planta" consiste en un alambre de cobre insertado en el substrato de la misma. El circuito
se disefia de manera tal que se eliminan posibles interferencias eléctricas. Se ha
demostrado que la interferencia mecanica del electrodo pegado al insecto no cambia
significativamente su conducta (Tjallingti, 1990). Las seiiales obtenidas con este circuito
son un reflejo de la penetracion del aparato bucal y de la alimentacién del afido dentro
de los distintos tejidos de la planta. En el registro se distinguen, entre otros, los
siguientes patrones (Fig. 3): diferentes actividades del estilete durante la penetracion
hacia el floema (patron ABC), alimentacion floematica (patrén E) e ingestion xilematica
(patron G). La duracién relativa de estas ondas caracteriza el nivel de resistencia de la
pianta (Tarn y Adams, 1982). El nivel de voltaje indica la posicion del estilete en los

diferentes tejidos que recorre, las caidas de potencial (pd) son un reflejo de incursiones

intracelulares del estilete (Tjallingii, 1985).




Fig. 2.

Amplificador

Disefio experimental del método de gréaficos de
electropenetragién (EPG) para estudiar el compartamiento

alimentario de R. padi en trigo.

D___

Voltaje externo ;

F—

I_

17




18

Seinal EPG Actividad del afido en la planta

A Contacto eléctrico del estilete sobre la epidermis
B Salivacion en la epidermis/mesofilo
C Actividades del estilete en todos los tejidos
pd Incursion dentro de una célula viva

E(pd) Ingestion pasiva desde el floema
F Trabajo mecanico del estilete en todos los tejidos
G Ingestion activa desde el xilema

Fig. 3. Clasificacion de las diferentes ondas obtenidas en el registro
de las sefiales emitidas por el amplificador EPG.
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Se estudié primeramente la reaccion de R. padi a los Hx presentes en los
cultivares de trigo elegidos. Para cada cultivar se utiliz0 un numero minimo de muestra
de 20 individuos (Kimmins y Tjallingii, 1985) y su comportamiento fue seguido por 12
horas, determinandose el tiempo que permanecian en el xilema, el tiempo para llegar
al floema y el tiempo que permanecian en el floema.

Para el estudio comparativo entre especies se realizo la experiencia descrita
anteriormente para R. padi, con M. dirvhodum, R. maidis, §. graminum y S. avenae.

Ademas, se estudié el efecto de DIMBOA y de su glucosido sobre el
comportamiento de las distintas especies de afidos, obteniendo EPGs en dietas artificiales
con distintas concentraciones de los compuestos. La dieta artificial base consistia en una
solucion de sacarosa al 25% a pH 6,5, lo que permitia que la descomposicién del
DIMBOA fuera lenta (Niemeyer y col., 1982). No se utilizé dieta completa para evitar
la reaccion de los constituyentes de la dieta con los Hx (Argandoiia y col., 1982)

En todos los experimentos previamente descritos los registros de EPG fueron
obtenidos en papel, en forma comprimida.

Con la idea de evidenciar el efecto de los Hx presentes en las células del
mesofilo, se realizo un estudio mas detallado del comportamiento de R. padi. Para ello,
se eligieron tres de las lineas de cultivo de trigo ya utilizadas, de bajo, medio y alto
contenido de Hx. Se llevdo a cabo un estudio utilizando adquisicion y analisis
computacional de los datos. Se utiliz0 un programa computacional (STYLET V:2.0)

disefiado especialmente para el estudio de EPGs por el Dr. Freddy Tjallingii
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(Departamento de Entomologia, Universidad Agricola de Wageningen , Holanda). Este
programa permite expandir regiones y analizar en forma detallada el desarrollo de las
distintas actividades del afido dentro de la hoja. De esta forma se determind el niumero
de incursiones en células vivas y el tiempo que el estilete del afido permanecia dentro
de ellas, el tiempo que el estilete no estaba en contacto con la planta y el tiempo que el
afido estaba succionando desde el xilema. El tiempo invertido en actividades
extracelulares antes de iniciar una ingestion floematica se determind restando los tiempos
anteriores al tiempo total previo a la ingestién floematica. Se estudio el comportamiento

de 20 individuos por 12 horas en cada cultivar de trigo elegido.

Influencia de los Hx en Ia transmisién de VEAC

Un afido virulifero fue dejado sobre una plantula de trigo por seis horas, tiempo
suficiente para alcanzar un nivel de transmision efectiva del VEAC (Power y col,
1991). A continuacion, la infectividad de cada afido fue probada transfiriéndolo por 24
horas a una planta de avena, muy susceptible al VEAC. Después de las seis horas en el
trigo o las 24 en la avena, las plantas fueron rociadas con insecticida. Tanto la plantula
de avena como la de trigo se observaron durante un mes para determinar si el virus se
expresaba (Fig. 4). El experimento fue llevado a cabo con 20 afidos por cada una de las
6 lineas de trigo elegidas. La presencia de VEAC fue detectada mediante la prueba de

ELISA para VEAC (Lister y Rochow, 1979). El conjunto experimental fue repetido dos

veces. Cabe hacer notar que en condiciones normales de ensayo de campo las lineas de
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Trigo de
prueba
6 l
afido Titulacién del
- VEAC
24h Tmes /
u—-q ___q
Avena control i .
‘susceptible al VEAC Evaluacién de sintomas
*del VEAC
Fig. 4. Secuencia experimental para probar la influencia de los

Hx en el proceso de transmisidn viral por parte de R.
padi.
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trigo elegidas no mostraban resistencia intrinseca al VEAC (Zerené, comunicacion

personal),

Presencia de Hx en la mielcilla de R. padi alimentado en tiigo

En una plantula de cada una de las 6 lineas de trigo elegidas, 20 individuos de
R. padi fueron confinados en una capsula, en el fondo de la cual se colocé un disco de
papel de aluminio previamente pesado. Este disefio permitia que la excrecién de los
afidos, denominada mielcilla, se depositara en el disco de aluminio (Fig. 5). Luego de
36 horas se recupero el papel de aluminio, el cual fue pesado. La diferencia entre las
pesadas fue atribuida a la mielcilla depositada en el disco. Posteriormente, el disco fue
lavado en metanol y en agua. Los lavados provenientes de 7 discos fueron juntados y
llevados a sequedad. Los residuos se redisolvieron en 200 ul de agua y fueron analizados
por HPLC. De esta forma se obtuvieron tres muestras de mielcilla para la avena y

para cada una de las lineas de cultivo de trigo

Presencia de Hx en la savia floematica de cultivares de trigo

La savia floematica de diferentes lineas de cultivo de trigo fue obtenida a través
de estiletes de afidos cortados mediante microcauterizacion (Unwin, 1978). Esta técnica
consiste en un sistema de calentamiento por radiofrecuencia de una finisima aguja de
tungsteno, Ia cual es aproximada, mediante un sistema de micromanipulacion, al aparato

bucal del afido cuando éste esta alimentandose del floema. Cuando la aguja toca el




Fig. 5.

Sistema de coleccién de mielciila de B. padicomiendo en
trigo.
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labium del afido, se gatilla un pulso de radiofrecuencia que la calienta y el estilete es
separado del cuerpo del afido. La savia obtenida desde los estiletes cortados es colectada
en microcapilares para analisis posterior (Unwin, 1978; Weibull y col., 1986) (Fig. 6).

De este modo cinco plantulas de seis dias de edad de una misma linea de trigo,
y con una talla idéntica, fueron infestadas con siete afidos adultos cada una. Los afidos
fueron ahi dejados por 12 horas. Dentro del conjunto de plantas, fue elegida aquélla en
la que un afido se encontrara localizado en la superficie abaxial alrededor de una zona
previamente elegida de la hoja. El corte se realizo después que se observd produccion
de mielcilla como indicativo de que el afido estaba alimentandose en el floema. La savia
floematica fue colectada durante tres horas en un microcapilar precalibrado de 0,5 pl. El
volumen colectado se midié determinando la altura de la columna de fluido, que se
compard con la altura total del microcapilar, La coleccion se realizé en un ambiente a
23 + 2°C. Una humedad relativa del 95% fue mantenida para eliminar al maximo la
evaporacion de agua en la savia colectada (Sandstrém, comunicacion personal). Sélo una
coleccion diaria fue practicada, la que se llevo a cabo a la misma hora del dia. Despues
de la coleccidn, la muestra fue diluida en 30 pl de agua destilada. La presencia y

concentracion de Hx fue determinada por HPLC.
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— Tubo capilar
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Fig. 6. Método de microcauterizacin para obtener savia
floematica desde estiletes amputados de afidos.
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RESULTADOS

Pruebas de eleccién de R. padi en tiigos
Las pruebas de eleccion en plantas que contenian la misma o diferente
concentracién de Hx mostraron que la distribucion de afidos entre plantas con altas y con

bajas concentraciones de Hx diferian significativamente (p< 0,1) entre si. Es decir, los

afidos prefieren alimentarse en plantas con bajo contenido de Hx (Tabia 1).

Estudio preliminar del comportamiento de R. padi en trigos

Mediante los registros de EPG fue posible distinguir, entre otras variables, si un
afido estaba probando en la superficie, penetrando el tejido foliar, ingiriendo desde el
floema o desde el xilema. Los tiempos utilizados en estas actividades son presentados
en la Tabla 2.

Los registros EPG mostraron que i) los afidos toman un tiempo mas largo para
llegar al floema cuando la concentracion de Hx en la planta es mayor; ii) existe un
incremento en la ingestion xilematica con el incremento en la concentracién de Hx en
los trigos; y iii) una vez que un afido llega al floema, su periodo de ingestion floematica

sostenida no varia significativamente con la concentracion de Hx en la planta. Los
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Distribucion de R. padi en trigos con diferentes contenidos
de Hx.

Concentracion de Hx
{(mmol/kg p. fr.)

Alto

gi';l;i"ms de | Platifén | Millaleu | Mexifén | Nobo Anza Maitén
Platifén 39 :38 | 34:28 43:36 33:28 53:.27% | 42:21*
Millaleu 35:40 37.31 38:32 56:24*% | 42:21*
Mexifén 36:36 38:38 39:38 57.18*
Nobo 36:31 44:28*% | 44:31*
Anza 26:26 37:40

| Maitén 21:23

* Las distribuciones son significativamente diferentes (p(X?) < 0,1).
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Tabla 2. Efecto de los Hx en trigo sobre el comportamiento
alimentario de R. padi.
Cultivares de trigo
Plantas Platifén Millaleu Merxifén Nobe Anza Maitén
Hx (mmolkg n ) “,9 1,0 1,3 1,4 2,0 2,7
Tiempo hasta ingestidn 55 a* 55a 67 b 71b 95 ¢ 153 d
floemitica (min)
Tiempo en ingestion 353 a 345a 342 a 355 a 343 a 354 a
flocmafica (min)
Tiempo en ingestion 34a 35a 50 b 51b 77 e 83c
xilematica @in

* Letras iguales en la misma fila indican que los promedios no difieren

significativamente ( p> 0.05; ANOVA/prueba de Duncan).




29

valores promedios de las ingestiones xilematicas y floematicas consideran aquellos

individuos en que se observé que desarrollaban la actividad referida.

Prueba de transmision de VEAC portado por R. padi a trigos

Los resultados de las pruebas de inoculacion de VEAC (Tabla 3) muestran una
correlacion negativa entre la concentracién de Hx en las plantas y la transmision de
VEAC (ver Fig. 7B). El titulo de virus no mostro variacion significativa entre las
plantas infectadas.

La Fig. 7 ilustra una posible relacion entre los resultados obtenidos por EPG

(Tabla 2) y los de transmision del VEAC (Tabla 3).

Presencia de Hx en ]a mielcilla de R. padi alimentindose en trigo

El DIMBOA glucésido fue encontrado en todas las muestras de mielcilla de los
afidos que se alimentaban en las 6 lineas de trigo. Ni DIMBOA, ni MBOA fueron
detectados en la muestras analizadas.

La produccién de mielcilla en relacién con la concentracion de Hx en la planta
es mostrada en la curva A de la Fig. 8. La produccion en avena, especie de graminea sin

Hx, fue de 5,35 £+ 0,16 pg/afido/36 h. Las concentraciones de DIMBOA glucésido son

mostradas en la curva B de la figura 8.
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Tabla 3. Efecto de los Hx en trigo en la transmisién de VEAC por R.
padi.

Cultivares de trigo

| |

Plantas Platifén Millaleu Mexifén Nebo Anza Maitén
HX (mmolikg p. 1) 09 10 1,3 14 2,0 2,7
N* inicial de plantas 20 20 20 20 20 20
de trigo

N* de plantas de 18 20 20 18 20 16

avena infectadas

N° de plantas de 16 20 13 13 11 5
trigo infectadas

% de plantas de trigo 89 100 6
infcetadas

72

th
th

31

th




150

100

50

Tiempo para llegar al floema (min)

Fig. 7.

I o @ -1 160
[ O
’, 1 I I 1 1
0.8 1.8 2.8 0.8 1.8 2.8
Hx en plantulas (mmol/kg p. fr.)
Habilidad de R. padi: A ( O ) para llegar al floema y

B{ ® ) para inocular VEAC

en plantas de trigo con

diferentes concentraciones de Hx. Curva A) coef. correl.= 0,98,

curva B) coef. correl. = -0,95.

Plantas infectadas con VEAG (%)

31




32

,E.25' b -25:;-"
(o -
2 b g o
O 20F -1 20=
5 a/ ® £
S a a E
1B c | 15z
s a | 3
= - £
P 10F 10%
c a o
e a )
8 s {5 £
=] O
e (28]
o =
o (W | 1 1 1 1 ] | L~ 05
1 2 3 4 1 2 3 4

Hx en plantulas (mmol/kg p.fr.)

Fig. 8. A( O ) Mielcilla producida por afidos que se alimentaron en
plantas de trigo con diferentes concentraciones de Hx.
B( ® ) Comportamiento de la concentracién de DIMBOA-
glucdsido presente en la mielecilla. Letras iguales sobre
puntos de una misma curva indican que los valores no

significativamente (p>0,05; ANOVA/prueba de DUNCAN)
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Presencia de Hx en el floema de frigo

El DIMBOA-glucésido seria el iinico Hx en Ia savia floematica, al menos hasta
el limite de deteccion del método HPLC utilizado. La hidrolisis enzimatica del
DIMBOA-glucésido putativo de la savia floematica mostro, por medio de HPLC, la
presencia de un compuesto con un tiempo de retencion igual al del DIMBOA. La
posterior descomposicion del DIMBOA putativo en ambiente basico, llevd a la
formacién de un compuesto con el tiempo de retencion del MBOA en el HPLC (Fig. 9).
De esta forma se confirmé que es efectivamente el DIMBOA-glucésido el compuesto
que se observa en la savia floematica.

No se observo correlacion alguna entre la concentracion del glucésido en el

floema y la concentraciéon global de Hx en la planta (Fig. 10).

Estudio detallado del comportamiento de R. padi en trigos

El analisis minucioso de las sefiales EPG en tres de las seis lineas de trigo
consideradas en este estudio se resume en la Tabla 4. Consecuentemente con lo obtenido
en el estudio de comportamiento previo (Tabla 2), se observé un incremento en el
tiempo para empezar a ingerir desde el floema cuando la concentracién de Hx aumentaba
en la planta; igualmente, no se observé cambio en los tiempos de ingestion floematica.
Ademas, el tiempo de ingestion xilematica aumento con el aumento de Hx en las plantas,
concordando asi con la tendencia mostrada en la Tabla 2. El detalle de las actividades

desarrolladas antes de la primera ingestion floematica muestra que el nimero de
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Determinacién y comprobacidn de la presencia de DIMBOA-
glucésido en la savia floematica de trigo: a) mezcla de
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basico del producto obtenido en c; e} muestra de floema; f)
reaccion enzimatica de e; g) descomposicion en medio basico
de f. ldentidad de los picos: O=Frente del solvente o
compuestos no retenidos por la columna cromatografica;
1=DIMBOA-glucésido; 2=DIMBOA; 3=MBOA.
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Fig. 10. Concentracién de DIMBOA-glucésido en la savia floematica de
plantulas de trigo con distinta concentracion global de Hx.
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incursiones intracelulares y el tiempo acumulado dentro de células, no varian
significativamente con el cambio de concentracion de Hx en las plantas. En cambio, el
tiempo en actividades extracelulares y el tiempo sin penetrar el tejido foliar aumentan
con ¢l aumento de Hx en los trigos. Al relacionar los parametros determinados con el
tiempo total ocupado por los afidos para llegar al floema, se observa que los tiempos
ocupados en incursiones en células vivas disminuye a medida que aumentan los Hx en
las plantas; los tiempos en ingestion xilematica aumentan; y los tiempos en las restantes
actividades son independientes del contenido de Hx de las plantulas. Finalmente, la
frecuencia de incursiones en células vivas disminuye con el aumento de Hx, como asi

también la frecuencia de no contactos con el tejido foliar.

Influencia de los Hx sobre el comportamiento de distintas especies de afidos de los
cereales alimentandose en trigo

El incremento de la concentracion de Hx en las plantas produce un retardo en el
tiempo para llegar al floema para todas las especies de afidos, con la excepcion de R.
maidis. Los graficos de tiempo para llegar al floema vs. la concentracion de Hx en las
plantas generan correlaciones lineales positivas significativas (Fig. 11). Los valores de
las pendientes de estos graficos se definen como el efecto relativo de los Hx en tejidos
previos al floema sobre la alimentacidon de las distintas especies de afidos. Debido a que

en el caso de R. maidis el coeficiente de correlacion para la recta es bajo en

comparacion con las otras especies y la pendiente es cercana a cero, se concluye que los
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Tabla 4. Efecto de los Hx en las actividades alimentarias de R. padi.

| Cultivares de tiigo I

| Actividad del afido (N=20) I Millaleu Nobo Mnaitén
Tiempo fuera de células @iy 16 a* 40h 56b
% del tiempo total 28 34 32
Tiempo de no contactos wmin 16 a 45b 47b
% del ticmpo total 29 38 27
Tiempo dentro de células @in 16a 16a 14a
% del tiempo total 29 14 8
Afidos que llegan al xilema 4 6 12
Tiempo en el xilema s 40a 87a 97b
% del ticmpo total min 14 14 33
Afides que Hegan al floema 20 20 20
Tiempo para llegar al flocma S56a 118b 175¢
{min)
Tiempo cn ¢l floema 355a 353a 363a
N° de no contactos (Nc) 18 13 15
Frecuencia de Ne pvomin 0,32 0,11 0,08
N? de incursioncs en células 223a 206a 212a
vivas (Npd)
Frecuencia de Npd ovpdimin 4,0 18 1,2

* Letras iguales en la misma fila quiere decir que los promedios no son
significativamente distintos (p>0,05; ANOVA/prueba de DUNCAN)




38

Hx de esos tejidos no logran afectar a esta especie de afido. El orden para las pendientes
de los graficos de la Fig. 11 es: R. padi > S. graminum > S. avenae > M. dirhodum >
R. maidis.

A rr_ledida que la concentracion de Hx aumenta en plantas, el tiempo de ingestion
desde el xilema también aumenta (Fig. 12). Los valores promedio de ingestion xilematica
consideran solo los individuos que desarrollaron dicha actividad. Los graficos de
ingestion xilematica vs. Hx en plantas correlacionan lineal, positiva y significativamente
para todas las especies excepto para R. maidis. Las pendientes en este caso pueden ser
definidas analogamente a las pendientes de la Fig. 11. El orden obtenido con estas
pendientes es el mismo obtenido en el caso de los tiempos para llegar al floema.

Al graficar las pendientes de la Fig. 11 vs. aquellas de la Fig. 12, se obtiene una
correlacion lineal, positiva y significativa (Fig. 13).

Finalmente, para cada especie de afido el tiempo en ingestion floematica no
muestra diferencias significativas con respecto a la concentracion de Hx en la planta. Sin
embargo, al comparar los valores promedio de ingestion floematica, se encuentran

diferencias entre las especies (Fig. 14).
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Fig. 11. Efecto de la concentracion de Hx en plantulas de trigo sobre el
tiempo para llegar al floema que toman cinco especies
de afidos de los cereales. Pendientes:

O Sitobion avenae 25,1 (r=0,88)
& Rhopalosiphum padi 53,7 (r=0,98)
® Schizaphis graminum 46,1 (r=0,88)

v Metopolophium dirhodum 13,1 (r=0,94)
v Rhopalosiphum maidis -1,6 (r=-0,10)
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Fig. 12. Efecto de la concentracion de Hx en plantulas de trigo sobre el
tiempo de ingestién xilematica que invierten cinco especies
de afidos de los cereales. Pendientes:

[1 Sitobion avenae 14,4 (r=0,73)
O Rhopalosiphum padi 29,4 (r=0,97)
@ Schizaphis graminum 18,9 (r=0,82)

v Metopolophium dirhodum 7,1 (+=0,73)
v Rhopalosiphum maidis -0,2 (r=-0,03)
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Fig. 13. Sensibilidad de cinco species de afidos de los cereales
a los Hx presentes en plantulas de trigo. Correlacién entre
las pendientes de -los graficos de las Figs. 11y 12. Coef.
correl.= 0,97.




R. maidis
R. padi

S. graminum &\\\\\—I

M. dirhodum

Especie de afido

Fig. 14. Promedios del tiempo de ingestién floematica de cincos
especies de afidos de los cereales alimentandose en trigos.
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Influencia de los Hx sobre el compertamiento de distintas especies de afidos de los
cereales alimentindose en dietas artificiales

Los graficos en las Figs. 15 y 16 muestran que a medida que aumenta la
concentracion, tanto de DIMBOA como de su glucésido, en la dieta, se reduce el tiempo
de ingestién de todas las especies de afidos estudiadas. Cada pendiente de las lineas de
correlacion de las Figs. 15 y 16 puede ser definida como la sensibilidad directa de la
especie de afido al Hx presente en la dieta. Las pendientes son todas significativas y el
orden obtenido, de acuerdo al valor absoluto de la pendiente, es para DIMBOA: R.
maidis > M. dirhodum > §. graminum > R. padi > S. avenae, y para DIMBOA

glucosido: R. maidis = M. dirhodum -~ S. graminum -~ R. padi > 8. avenae.
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Fig. 15. Reaccion de las cincoespecies de afidos de los cereales
a la presencia de DIMBOA-glucésido en una dieta artificial.

Pendientes:
O Sitobion avenae -2,6 (r=-0,95)
O Rhopalosiphum padi 2,9 (r=-0,82)

@ Schizaphis graminum  -3,5 (r=-0,87)
v Metopolophium dirhodum -5,7 (r=-0,97)
v Rhopalosiphum maidis  -5,7 (r=-0,83)
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Fig. 16. Reaccion de cinco especies de afidos de los cereales
a la presencia de DIMBOA en una dieta artificial. Pendientes:

1 Siobion avenae -2,9 (r=-0,96)
O Rhopalosiphum padi -3,3 (r=-0,87)
@ Schizaphis graminum -3,6 (r=-0,97)

v Metopolophium dirhodum -5,3 (r=-0,90)
v Rhopalosiphum maidis 7,1 (r=-0,93)
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en las pruebas de eleccion (Tabla 1) apoyan la idea que
los afidos prefieren aquellas plantas que contienen bajas concentraciones de Hx,
sugiriendo que este compuesto ejerce su efecto antialimentario en las plantulas de trigo.
Los registros EPG en la Tabla 2 muestran que este efecto es percibido por el afido
durante el periodo entre la insercion del estilete en la planta y la llegada al tejido
floematico.

Por otro lado, el tiempo de ingestién promedio en el floema no difiere entre los
cultivares, lo que sugiere, o que los Hx no estarian presentes en la savia floematica, o
que su concentracion en ella estaria por debajo de aquella que provoca efecto
antialimentario. Como se discute mas adelante, la primera explicacion pudo ser
descartada, y demostrada la segunda.

Tanto la frecuencia con que aparecen las incursiones intracelulares como la
proporcién del tiempo ocupado en ellas, antes de la primera ingestidn floematica
sostenida, disminuyen significativamente con el aumento de la concentracion de Hx en
los cultivares de trigo (Tabla 4). Al parecer, cuando un afido esta sobre trigos con

concentraciones mayores de Hx, prefiere evitar la penetracion de las células vivas. Este
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hecho se relacionaria con la presencia de Hx en las células del mesofilo (Argandofia y
col., 1987), cuyo contacto provocaria en el afido el efecto antialimentario de estos
compuestos. Mas atin, el afido tenderia a invertir mas tiempo en tejidos que no contienen
Hx, pero que al mismo tiempo contribuyen a satisfacer sus necesidades fisiolégicas,
como es el xilema (Tabla 4).

Por el momento no es posible determinar si el total de Hx detectados previamente
en los haces vasculares (Argandofia y col., 1987) esta sélo en la savia floematica o parte
se encuentra en el tejido vascular. Ademas, el estudio minucioso de las sefiales obtenidas
de los EPGs con R. padi (Tabla 4), no permite diferenciar las caidas de potencial debidas
a incursiones del estilete en las células del parénquima o en las del floema, debido a que
tienen un origen eléctrico similar. Estos hechos indican la dificultad de determinar que
el incremento observado en el tiempo que el insecto toma para llegar al floema sea
debido sélo a los Hx presentes en las células del mesofilo o también a cortas incursiones
en el tejido floematico.

Debido a que el floema es la fuente de alimentacién de los afidos (Pollard, 1973;
Mullin, 1986), la presencia del DIMBOA-glucésido en la mielcilla de R. padi sugiri6 que
estos compuestos estarian circulando en la savia floematica. La ausencia de la aglucona
en la mielcilla sugiere la ausencia de una B-glucosidasa adecuada en el tracto digestivo
de R. padi o la presencia de una glucosiltransferasa detoxificante eficiente (Leszczynski
y col., 1992). Cabe destacar que Molyneux y col. (1990) no lograron detectar MBOA

en la mielcilla de S. graminum alimentado en un trigo que contenia Hx. Este resultado
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apoya el hecho de que el glucdsido es el anico Hx presente en la excreta de los afidos,
que bajo las condiciones experimentales de Molyneux y col. (1990) no se
descompondria a MBOA.

La relacion entre la concentracion del glucésido presente en la mielcilla y la
concentracion global de Hx en la hoja describe un patrén bifasico (Fig. 8B). Ello sugiere
la ingestion pasiva desde el floema a bajas concentraciones del Hx en la hoja y, por
encima de cierta concentracién, la accion del efecto antialimentario de los Hx, percibido
posiblemente cuando ocurre la penetracién del estilete en células del mesoéfilo. Este
efecto induciria al afido a la ingestion desde tejidos sin DIMBOA-glucdsido o con baja
concentracion de esta sustancia, por ejemplo el xilema, como fue determinado por EPG
(Tabla 2). Se observé también un comportamiento bifasico al confrontar la produccion
de mielcilla con el contenido de Hx en la hoja (Fig. 8A). Sobre la base de la evidencia
expuesta, se puede proponer que la correlacion negativa observada en el rango de altas
concentraciones de Hx en las plantas se debe a su accion antialimentaria. La correlacion
positiva obtenida en el rango de bajas concentraciones puede ser atribuida a un aumento
de la tasa de ingestién con el aumento de Hx, con consecuentes altas tasas de excrecién,
debido a una necesidad del afido de compensar el efecto toxico del incremento de Hx
en la ingesta. Este efecto puede estar relacionado con la capacidad de los Hx de inhibir
reacciones enzimaticas de los afidos (Leszczynski y col., 1992; Leszczynski y Dixon,

1992; Cuevas y Niemeyer, 1993). Un resultado que apoya esta idea es la tasa de
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producciéon de mielcilla en avena, que es comparable con aquella en trigos con bajo
contenido de Hx.

La presencia de DIMBOA-glucosido en el floema fue determinada por analisis
de HPLC de las muestras de savia floematica (Fig. 9), las cuales fueron obtenidas
mediante estiletes cortados de afidos que habian estado alimentandose en diferentes
trigos. Asi, como era de esperar, una fuente importante de los Hx detectados en la
mielcilla es la savia floematica.

Las concentraciones de DIMBOA-glucésido determinadas en la savia floematica
(Fig. 10) no alcanzan los niveles necesarios para provocar su efecto antialimentario. De
esta forma se explica que el tiempo de ingestion en el floema no sea afectado por
variaciones en la concentracion de Hx en la planta (Tabla 2).

Por otro lado, se puede observar que plantas con concentraciones totales de Hx
similares, pueden mostrar distintas concentraciones de DIMBOA-glucésido en la savia.
En ausencia de variaciones en las condiciones experimentales que puedan explicar esta
variabilidad, puede pensarse en la existencia en una misma planta de vasos floematicos
con concentraciones distintas de Hx circulante.

Zufiiga y Massardo (1991) propusieron que la translocacion de Hx seria a traves
del fluido apoplastico. La presencia de Hx en la savia floematica permite proponer el
floema como una ruta alternativa de translocacion de los Hx desde tejidos no

diferenciados a tejidos diferenciados.
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El estudio comparativo por EPG de las especies de afidos de los cereales, muestra
que las diferentes especies pueden ser ordenadas de acuerdo a su sensibilidad hacia los
Hx presentes en tejidos encontrados en su camino hacia el floema. Esta ordenacion se
obtiene considerando las pendientes de los graficos de la Fig. 11. A mayor valor absoluto
de la pendiente, el efecto de los Hx sobre la especie es mayor. De este modo podemos
ordenar las especies en tres grupos. R. padi. S. graminum y S. avenae pueden ser
considerados como los mas afectados por los Hx presentes en tejidos no vasculares. En
cambio, M. dirhodum es menos afectado y R. maidis parece no ser sensible, ya que su
pendiente es practicamente cero.

En general, la presencia de una mayor concentracion de Hx en las plantas
retardaria a los afidos en su bisqueda del floema (Fig. 11). Parte del tiempo que se
demoran es dedicado a ingerir desde el xilema (Fig. 12). Esto es confirmado por la
positiva y altamente significativa correlacion entre las pendientes de los graficos de las
Figs. 11 y 12 (Fig. 13). Una posible explicacion de este hecho es que el fido requeriria
revertir el estrés hidrico producido por no poder llegar a su sitio de alimentacién habitual
(Spiller y col., 1990).

Consecuentemente con lo observado en la Tabla 2 para R. padi, el tiempo de
ingestién floematica para cada especie no varia con la variacién de Hx en las plantulas
(Fig. 14), lo cual se deberia a que el bajo contenido de DIMBOA-glucésido en la savia
floematica no afecta ninguna de las especies estudiadas. Al comparar los valores

promedio de ingestion floematica, se observa una variacién intrinseca entre las especies,
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lo cual podria guardar relacién con factores nutricionales u otros metabolitos estimulantes
o inhibitorios de la alimentacion.

Los estudios hechos en dietas muestran que la sensibilidad de las especies al
DIMBOA-glucésido agrupa a R. maidis y M. dirhodum como las especies mas sensibles
y con sensibilidades comparables entre si (Fig. 15). Al determinar la reaccion hacia el
DIMBOA, se mantiene el mismo orden entre las especies de afidos, aunque las dos
especies ya mencionadas difieren entre si (Fig. 16).

R. maidis y M. dirhodum muestran la menor sensibilidad hacia los Hx en las
plantas, pero la mayor sensibilidad hacia los Hx en dietas. Una explicacion posible es
que R. maidis no encuentre los Hx durante su bisqueda del floema, por no romper o
romper muy pocas células del mesofilo (Bing y col.,, 1991), en donde encontraria los
Hx. Al seguir una ruta principalmente intercelular, se alarga el camino hasta el floema
y debe invertir mas tiempo en llegar a él. Se puede observar que los promedios de los
tiempos ocupados en llegar al floema por R. maidis son altos en comparacién con otras
especies (Fig. 11), y no se correlacionan con las concentraciones de Hx en las plantas
. De esta forma, R. maidis evitaria naturalmente los Hx presentes en las células del
meséfilo. Una explicacion similar puede ser dada para M. dirhodun. El evitar romper
ciertas células puede ser una estrategia desarrollada naturalmente por algunas especies

sensibles a los Hx para evitar el contacto con estas toxinas.




52

Los comportamientos alimentarios de R. padi, S. graminum y S. avenae en trigos
y en dietas, son comparable entre si. Aunque estas especies son sensibles a los Hx en
dietas, esta sensibilidad es relativamente menor a la de las dos especies precedentes.

R. madidis resulté ser el afido menos afectado por los Hx presentes en dietas
artificiales (Corcuera y col., 1982). Ya que el efecto antibidtico de los Hx disminuye
por la accién del efecto antialimentario (Corcuera y col., 1985), la mayor sensibilidad
de R. maidis al efecto antixenodtico de los Hx (Figs. 15 y 16) lo protegeria del efecto
toxico de los Hx.

Sobre la base de los resultados expuestos, se puede sugerir el siguiente
mecanismo de accion de los Hx en plantulas de trigo sobre los afidos: cuando el afido
inserta su estilete en el tejido foliar, en busca del floema, incursiona en células del
mesofilo y provoca la hidrolisis de los glucésidos de Hx. Las agluconas actiian como
compuestos antialimentarios. Una vez que el afido logra establecerse en el floema, sufre
pasivamente la accion antibidtica de los Hx-glucosidos. Las concentraciones de éstos en
el floema no permiten que se manifieste su actividad antialimentaria,

Los resultados de los EPGs sugieren que el periodo umbral para la transmision
del VEAC (Scheller y Shukle, 1986), podria ser modificado por variaciones en la
concentracion de Hx en la planta, ya que estos compuestos representarian una barrera
para el afido antes de alcanzar el floema. Es asi como los resultados de la Tabla 3
sugieren que altas concentraciones de Hx en el trigo interferirian con la transmisién del

VEAC. La Fig. 7 ilustra la relacion entre el aumento del tiempo para llegar al floema
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y la disminucion de la transmisién del VEAC, con la variacién de las concentraciones
de Hx en las plantulas de trigo. En analogia con las proposiciones generales de Gibson
y Plumb (1977) para compuestos antixenéticos de plantas, los Hx serian un factor de
resistencia en el trigo que incrementaria la proporcion de afidos que, buscando un
substrato de alimentacién adecuado, probarian pero no se alimentarian, y eventualmente
moririan o emigrarian, sin haber llegado a transmitir virus.

El VEAC pertenece al grupo de virus denominados luteovirus, que se caracterizan
por ser transmitidos en forma persistente, es decir, el afido vector lieva el virus
incorporado a sus glandulas salivales y su inoculacion necesita el contacto con la savia
floematica (Gildow y Rochow, 1980). Los resultados de Scheller y Shukle (1986)
sugieren que tan solo el contacto con el floema puede ser el requerimiento necesario para
la inoculacion del VEAC. La situacién seria entonces aniloga con los virus no
persistentes (Powell, 1991), salvo que en este caso la inoculacion se produce por
penetracién intracelular a nivel de la epidermis o de tejidos vecinos a ésta. Un mayor
nimero de penetraciones aumenta la transmisién de un virus no persistente, como el
virus Y de la papa (PVY) (Powell, 1991), en analogia también con el VEAC, donde el
namero de rupturas que realiza el vector S. avenae en los haces conductores aumentaria
la transmision viral (Scheller y Shukle, 1986).

La relacién entre el aumento del tiempo para llegar al floema y la disminucion
de la transmisién de VEAC con el aumento de la concentracion de Hx en la planta (Fig.

7) sugiere que el establecimiento del vector en” el floema seria condicién para la
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1

inoculacién del virus. Alternativamente, la Tabla 4 muestra que un aumento en la
concentracién de Hx en la planta conlleva una disminucién de la frecuencia de
incursiones intracelulares y, si se supone que la proporciéon de incursiones en células
floematicas con respecto a incursiones en células vivas fuera constante, se obtendria que
a concentraciones mayores de Hx ocurririan menos incursiones en células floematicas
y por lo tanto menor transmisién. Actualmente esta en estudio el origen de la onda EPG
denominada E,, y se postula que, cuando ésta se presenta a nivel intracelular, esto es,
dentro de una caida de potencial o al comienzo de la ingestion floematica, estaria
relacionada con el primer contacto del estilete del afido con el haz vascular (Tjallingii,
comunicacion personal).

Las diferencias observadas en el efecto de los Hx en plantas sobre el
comportamiento de las diferentes especies de afidos, pueden guardar relacién con la
capacidad de estas especies de transmitir el VEAC. Sin embargo, es necesario tener
presente que existen numerosos parametros que influyen sobre la transmisién viral.
Aunque muchos de éstos son independientes de los Hx, es posible postular que algunos
de ellos pueden ser un reflejo de la accion de los Hx en el proceso de transmision viral.
Por otro lado, la existencia de otros factores que influyen negativamente sobre la
transmision viral, pueden complementar a los Hx en prevenir dicho proceso.

Entre los factores que afectan la transmision del VEAC, esti la habilidad
intrinseca diferente de cada especie de afido para inocular este virus ( Osler y col,

1990; Power y col., 1991). Se ha demostrado que R. padi transmite el VEAC mas
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eficientemente que S. avenae (Power y col., 1991). Una posible explicacion puede ser
que S. avenae permanece realizando actividades extrafloematicas por mas tiempo que R.
padi (Shukle y col., 1987). Los resultados mostrados en la Fig. 11 podrian apoyar este
hecho, ya que, salvo en los cultivares de trigo de mayores concentraciones de Hx, R.
padi liega al floema en un tiempo mas corto que S. avenae.

La i)aja eficiencia de S. avenae en la transmision del VEAC ha sido atribuida a
la alta tasa de movilidad de esta especie (Power, 1991). Esta alta movilidad puede ser
relacionada en el caso de trigo con diferentes concentraciones de Hx en las plantas. Esta
idea puede ser avalada por el hecho que adultos alados de S. avenae, puestos frente a
trigos con contenidos diferentes de Hx, prefieren aquellos de menor concentracion (Nicol
y col., 1992).

Otro factor que afecta la transmision del VEAC esta relacionado con la
adquisicién del virus desde fuentes infectadas. El titulo de virus en la planta influye
sobre la habilidad, tanto de R. padi como de S. avenae, para transmitir la raza PAV del
VEAC (Gray y col., 1991). Como ya se ha destacado, el VEAC requiere contacto con
el floema para ser transmitido (Scheller y Shukle, 1986) y los resultados indican que el
contacto floematico seria influenciado por la presencia de Hx en tejidos previos (Tabla
2, Fig. 11). Asi, los Hx podrién actuar en prevenir la adquisicion del VEAC.

Las gramineas silvestres constituyen fuentes de virus y son usadas por los afidos
como hospederos alternantes durante los periodos en que no se cultivan los cereales. Las

migraciones primaverales tempranas permiten que los &fidos repartan el virus en los
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cultivos de cereales (Eagling y col., 1989; Conti y col., 1990). Por otra parte, se ha
determinado que los Hx estan presentes en numerosas gramineas silvestres (Copaja y
col., 1991; Niemeyer y col., 1992), pudiéndose inferir que privilegiando la proliferacion
de pastos con altas concentraciones de Hx se podria disminuir la diseminacion del virus
por parte de afidos migrantes,

Cuando se compara la eficiencia intrinseca en la transmision viral de tres especies
de afidos en Avena sativa, se observa que sigue el orden R. padi> M. dirhodum> §.
avenae (Osler y col., 1990). Los resultados comparativos entre estas especies muestran
que M. dirhodum es el menos afectado por la presencia de Hx en plantas (Fig. 11). Asi,
los Hx tendrian baja incidencia en la transmisién del VEAC cuando M. dirfiodum es el
vector. Afortunadamente, en condiciones de campo esta especie tiene importancia como
vector solamente cuando existen altas poblaciones en tempranos estados de desarrollo
de las plantas, lo que ha sido observado que ocurre en Inglaterra en aquellos afios
cuando los inviernos son templados (McGrath y Bale, 1989).

R. maidis no es afectado por los Hx en el trigo (Figs. 11 y 12), por lo que
tampoco se veria disminuida su capacidad de transmitir virus. Afortunadamente, la
preferencia alimenticia de esta especie no muestra al trigo como hospedero habitual
(Bing y col., 1990).

Finalmente, se debe tener en consideracion que los resultados fueron obtenidos
con plantas de trigo en el estado de una hoj.a. Se sabe que a medida que la planta se

desarrolla la concentracion global de Hx disminuye (Argandofia y col., 1981; Thackray
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y col., 1990). Sin embargo, éstos permanecerian en concentraciones relativamente altas
en la hoja bandera (Thackray y col., 1990; Leszczynski y col., 1989). Por otro lado,
en los campos chilenos ha sido observado que las mayores poblaciones de afidos ocurren
cuando las‘plantas estan en el estado de segundo nudo visible (Herrera y Quiroz, 1988).
Para proyectar estos resultados en condiciones 6ptimas a situaciones en el campo, es
necesario desarrollar cultivares que posean altas concentraciones de Hx durante la vida
de la plant:'zl, o al menos hasta los estados de crecimiento en los cuales las poblaciones
de afidos comienzan a dejar de ser economicamente importantes. Para ello, los mayores
esfuerzos en futuras investigaciones acerca del tema deben ser orientados a dilucidar la
biosintesis de los Hx. Con ello determinado y utilizando herramientas de biologia

molecular, se podrian encontrar los medios para desarrollar plantas con altas

concentraciones de Hx sostenidas en el tiempo.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio sugieren que los Hx jugarian un papel importante
en la resistencia de la planta contra los afidos. Los efectos de los Hx dependerian de su
ubicacién en la planta. Una alta concentracion de Hx en el mesofilo provocaria un efecto
antialimentario durante 1a penetracion del estilete del afido, mientras que la presencia en
la savia floematica provocaria antibiosis.

Ademas, se demostré la disminucion en la la transmisién del VEAC a trigos con
altas concentraciones de Hx..

La utilizacién de los Hx como agentes controladores de la poblacion de los afidos
depende de la sensibilidad de las distintas especies hacia los Hx. Se detectaron tres
grupos de afidos: R. padi, S. graminum y S. avenae muy sensibles; M. dirhodum sensible
y R. maidis insensible a los Hx presentes en las plantas. De este modo, un incremento
de la concentracién de Hx en la planta estaria justificado para controlar poblaciones de
R. padi, S. graminum y S. avenac. En cambio, el uso de Hx en el control de M.
dirthodum deberia ser complementado con otros métodos, y el uso de Hx en el caso de

R. maidis no estaria justificado sobre la base de la evidencia presentada.
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