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RESUMEN

Entre las proteinas relacionadas con Ia defensa de las plantas contra insectos y
microorganismos, los inhibidores de proteinasas (IPs) son considerados un grupo
importante, La cebada contiene inhibidores de serin-proteasas principalmente en la
semilla, aunque también estan presentes en los tejidos vegetativos en un nivel basal.

Se estudio Ia capacidad de estos IPs (inhibidores de quimotripsina y tripsina) de
ser acumulados por la planta luego de ataque de afidos, dafio mecanico, o factores
quimicos como 4cido abscisico, acido jasmonico y etileno. De los cuatro cultivares
estudiados, el cultivar Frontera mostro ser el mas resistente al ataque de afidos, mientras
que el cultivar Aramir fize uno de los mas susceptibles. Se encontré que los niveles
basales de los IPs en las hojas son constantes en las primeras dos semanas de edad de la
planta y no variaron significativamente entre los cuitivares estudiados. La infestacion con
el afido Schizaphis graminum no produjo incrementos significativos de actividad
inhibidora de tripsina. Sin embargo, se duplico la actividad inhibidora de quimotripsina en
el cultivar Frontera al ser infestado con mas de 40 afidos por planta; mientras que en
Aramir s6lo se encontrd un 38% mas que en plantas control. El incremento maximo de
esta actividad se registrd entre las 48 y 72 horas de infestacion, dependiendo del nimero

de afidos. Tanto los niveles basales como la acumulacién de IPs mostraron una




correlacion con la susceptibilidad de los cultivares a la infestacion por afidos. Al infestar
ambos cultivares con el ifido Rhopalosiphum padi, se alcanzaron niveles siempre
menores a los encontrados en infestaciones con S. graminum. Esto se debid quizis a la
distinta conducta de alimentacion de estos afidos y al distinto dafio que causan en las
hojas. En experimentos con dafio mecdnico no se produjeron incrementos significativos
de IPs. Los niveles siempre fiileron menores a los encontrados en las infestaciones. No se
pudo comprobar la acumulacion sistémica de IPs en hojas sanas de una planta infestada o
dafiada. Ademais de aumentar la actividad de IPs en zonas infestadas, también se detectd
incremento en zonas libre de infestacion en una hoja infestada.

En plantas infestadas se acumuld siete veces mas icido abscisico (ABA) que en
plantas control. Aunque se encontraron niveles altos de ABA enddgeno en plantas
tratadas con ABA exégeno y plantas sometidas a estrés hidrico, ABA solo causo
incrementos de actividad inhibidora de quimotripsina en un 40%, lo que no ocurrié en
plantas sometidas a estrés hidrico. En tratamientos con 4cido jasmoémico (JA), se
increment6 la actividad inhibidora de tripsina (51% sobre ¢l control) v no de
quimotripsina. El efecto de JA también tuvo una respuesta sistémica. Estas respuestas
diferenciales indicarian que dos mecanismos de regulacion estarian operando en la
induccion de los IPs en cebada. Tal como se ha descrito en la literatura, etileno no tiene
efecto sobre Ia acumulacién de IPs, lo cual fue corroborado en los cultivares de cebada.

La separacién de las actividades de los IPs de cebada por cromatografia de
exclusion molecular, reveld dos picos de actividad de inhibidores de quimotripsina y uno

de inhibidor de tripsina. Las masas moleculares estimadas para estas proteinas fueron de 8




y 19 KDa y de 13 KDa, respectivamente, similares a las masas de los IPs presentes en
semillas de cebada. Los IPs no afectaron la sobrevivencia de S. graminum en dietas

artificiales, pero st 1a de R. padi.




ABSTRACT

Proteinase inhibitors (PIs) are considered to be an important group among
proteins involved in defense of plants against insects and microorganisms. Barley contains
inhibitors of serin-proteinases specially in seeds, although a basal level can be found in
vegetative tissues.

This study focused on the ability of chymotrypsin and trypsin inhibitors to be
accumuliated in barley after aphid attack, mechanical wounding, or chemical factors such
as abscisic acid, jasmonic acid and ethylene. Out of four cultivars, cv. Frontera showed to
be the most resistant to aphid attack, and cv. Aramir one of the most susceptible. Basal
levels of PIs were found to be almost constant during the first two weeks of age and did
not varied among cultivars. Infestation with the aphid Schizaphis graminum did not
produce any significant increase of inhibitory activity towards trypsin. Inhibitory activity
against chymotrypsin was doubled in cv. Frontera when infested with 40 or more aphids
per plant, meanwhile cv. Aramir reached only a 38% of increase over controls. The
maximum increase of this activity was observed at 48 to 72 hours of infestation and
depended on aphid density. Both, basal PI levels and PI accumulation, showed a
correlation with barley susceptibility to aphid infestation. When plants were infested with

the aphid Rhopalosiphum padi, PI levels were always lower than those observed i




infestations with S. graminum. In mechanical wounding experiments, no significant
increments in PI levels could be induced, being always lower than in infestations. No
systemic accumulation of PIs could be proved in healthy leaves of an infested or damaged
plant. Besides the increase of PI activity found in infested zones, it was also detected in a
non infested zone of an infested Ieaf.

Abscisic acid (ABA) accumnlated seven times more in infested plants than in
controls. Eventhough high endogenous ABA levels was detected in ABA treated plants
or in water stressed plants, ABA could only cause an increment of 40% of inhibitory
activity of chymotrypsin, and no increment was found in plants under water stress.
Inhibitory activity of trypsin, but not chymotrypsin, was increased (51% over controls) by
jasmonic acid (JA) treatments, This effect of JA had also a systemic response. These two
different responses suggest that two mechanisms would be operating in the PI induction
m barley. As reported in the literature, ethylene has no effect on PI accumulation. This
also ocurred in barley cultivars.

Separation of PI activities in barley leaves by gel filtration chromatography
revealed two peaks of activity against chymotrypsin and one peak against trypsin. The
molecular weights estimated for these proteins were about 8 and 19 kDa and 13 KDa,
respectively. These values are similar to those mass weights calculated for Pls in barley
seeds. PIs had no effect, compared to that of BSA, on survival of the aphid S. graminum

reared on artificial diets, but affected survival of R. padi.




1. INTRODUCCION

1.1. Respuestas de defensa de las plantas y de la cebada

Bajo distintas condiciones de estrés, las plantas responden con cambios en la
expresion de genes. Varios son los genes involucrados en forma directa o indirecta en la
proteccion de las plantas a dafios bidticos o abidticos. Existen genes relacionados con la
proteccion morfologica y la reparacion de la planta, como los que codifican para
proteinas ricas en prolina o en glicina, peroxidasas, enzimas de Ia sintesis de componentes
de pared, etc. (Bowles, 1990). Otro grupo de genes lo constituyen aqguellos que actuarian
en el reconocimiento de patdgenos (Staskawicz y col., 1995). Un tercer grupo son los
llamados genes de defensa, relacionados con una actividad deterrente o antimicrobiana,
como los que codifican para hidrolasas, tioninas, proteinas de la biosintesis de
fitoalexinas, proteinas de la via fenilpropanoide, proteinas relacionadas con patogénesis
(PRPs) como quitinasas y glucanasas, y los inhibidores de proteinasas (Bowles, 1990;
Lamb, 1989).

La induccidn de los inhibidores de protemasas ha sido descrita cuando las plantas
sufren el ataque de insectos herbivoros (Green y Ryan, 1972), hongos (Peng v Black,

1976; Rickauer y col., 1992), virus (Jongsma y col., 1994), o simplemente dafio mecanico




(Graham y col., 1986). En algunos casos, la induccién por heridas de estas proteinas
ocurre tanto en la zona de dafio como en el resto de la planta (Pefia-Cortés y col., 1988).
La cebada, como la mayoria de los cereales, presenta caracteristicas morfologicas
de defensa, como son las ceras y la pectina en la superficie foliar (Corcuera, 1993).
Ademas, existen factores bioquimicos que estarian relacionados con la resistencia de la
cebada al ataque de insectos y patogenos. Estos incluyen metabolitos secundarios como
el alcaloide gramina (Zafiiga y Corcuera, 1986) y compuestos fenolicos (Dreyer y Jones,
1981). La cebada también presenta normalmente polipéptidos que han sido involucrados
en sistemas de defensa, entre ellos las tioninas y los inhibidores de proteinasas (Kumari y
Chandrashekar, 1992). Las tioninas son polipéptidos de bajo peso molecular con
actividad antifimgica (Bohlmann y Apel, 1991). Los inhibidores de proteinasas se

describiran en el proximo parrafo.

1.2, Los inhibidores de proteinasas (IPs)

Los inhibidores de proteinasas (IPs) son proteinas que inhiben enzimas
proteoliticas, inhibiendo a las proteinasas en una forma competitiva. Los IPs se
encuentran frecuentemente en muchos oOrganos y tejidos de plantas, animales y
microorganismos. Los IPs han sido estudiados por varias razones: como inhibidores de
enzimas digestivas de animales encontrados en cultivos agricolas, como una herramienta

para entender el mecanismo de las interacciones proteina-protefna, y en el campo médico,

como posibles agentes terapéuticos. En las tltimas décadas, han aparecido nuevas e




interesantes dreas de estudio sobre los IPs: Ias posibles funciones en el metabolismo de
las plantas y como contribuyentes a la defensa de las plantas contra el ataque de insectos
y patogenos.

La nformaci6n general sobre los IPs ha sido revisada varias veces (Bode y Huber,
1992; Casaretto y Corcuera, 1995; Laskowski y Kato, 1980; Richardson, 1977; Ryan,
1973, 1981, 1990). En los ultimos afios, la literatura se ha dedicado a la caracterizacion

de los IPs de plantas y a su expresion génica (Ryan, 1990, 1992).

1.2.1. Propiedades generales

Los IPs de plantas son polipéptidos o protefmas tipicas. Al contrario de aquellos
que se encuentran en animales (Laskowski y Kato, 1980), los IPs de plantas normalmente
no se presentan como glicoproteinas. Los tamafios moleculares de los IPs de plantas
varian entre 4.000 y 80.000 Da, aunque la mayoria de ellos son de 8.000 a 20.000 Da.

Los IPs poseen un sitio de reaccion el cual se une a los residuos del sitio catalitico
de la proteinasa de una manera similar a como se unen los substratos. Muchos IPs tienen
sus sitios activos como una ‘horquilla’ de union expuesta, la cual se encuentra
estabilizada por interacciones entre los residuos que bordean al sitio activo, a través de
varios puentes de hidrogeno y generalmente por puentes disfilfuro en el centro
hidrofdbico del inhibidor (Bode y Huber, 1992). Los IPs de plantas son moléculas
estables y frecuentemente resistentes al calor, a extremos de pH y a proteolisis por

proteasas, afin por aquellas que no inhiben (Ryan, 1981). Su estabilidad ha sido atribuida




en parte a la alta proporcion de residuos de cisteina presentes como uniones disalfuro, y a
interacciones no covalentes (Laskowski y Kato, 1980; Ryan, 1981). También es usual
encontrar duplicacién, génica, lo que origina inhibidores con dos mitades similares, cada
una con un sitio activo, es decir, un ‘inhibidor doble’ capaz de hibir dos moléculas de

enzima al mismo tiempo (Ryan, 1981).

1.2.2. Distribucién y papel fisiologico

Aunque los IPs de plantas estan distribuidos en todo el reino vegetal, son
especialmente abundantes en tejidos que son importantes fuentes de alimento, como las
semillas de Ias leguminosas, tubérculos de papa y en granos de cereales.

La localizacién celular de muchos de los IPs de plantas es aun incierta. Algunos
de ellos son parte de los cuerpos proteicos de origen vacuolar (e.g. inhibidor I en
Solaniceas) (Walker-Simmons y Ryan, 1977). Algunos inhibidores de tripsina estin
asociados con cuerpos proteicos de semillas de leguminosas, aunque no se ha descartado
que ellos puedan provenir del citoplasma (Richardson, 1977). IPs también han sido
encontrados en cotiledones de soja (Ryan, 1973) y en endospermas y embriones de
cereales (Boisen y Djurtoft, 1982).

Se ha sugerido que los IPs cumplen una fimcidn importante en la regulacion de
proteinasas endogenas (Ryan, 1973). Aunque los IPs de algunas semillas no han

mostrado inhibicién de proteinasas enddgenas, existen algunas evidencias en semillas de
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lechuga y cebada donde ellos si inhiben estas endoproteinasas (Kirsi y Mikola, 1971;
Ryan, 1973).

Debido a que los IPs estin presentes en grandes cantidades en tubérculos y
semillas, ellos también pueden ser conmsiderados proteinas de reserva. En granos de
cebada y tubéreulos de papa, los IPs representan hasta un 10% del total de las proteinas
(Kirsi y Mikola, 1971; Ryan, 1973). Esta funcion de reserva también puede ser valida en
otros tejidos de la planta como las hojas, tallos, raices, flores y brotes.

Mais compleja es la funcion que cumplen contra el ataque de insectos y
microorganismos, Parece ser que aquellos IPs que se encuentran como proteinas de
reserva, estarian también mvolucrados en la proteccion de la planta. Este papel sera

discutido mas adelante.

1.2.3. Inhibidores de proteinasas presentes en plantas

Las endopeptidasas o proteinasas cortan enlaces peptidicos internos, y estin
clasificados en cuatro clases dependiendo de la naturaleza de su sitio activo: serin-
proteinasas (iripsina, quimotripsina, trombina, plasmina y elastasa), cistein o sulfidril-
proteinasas (papaina, bromelaina, ficina y cistatinas), proteinasas-aspartico acidas
(pepsina, renina y catepsina E) y metalo-proteinasas (carboxipeptidasas A y B,
aminopeptidasas y catepsina D) (Richardson, 1977; Ryan, 1990). Las plantas tienen
mhibidores para serin-proteinasas, sulfidril-proteinasas y protemasas acidas. Aunque no

se ha informado la existencia de inhibidores de aminopeptidasas en plantas ni animales,
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éstas han sido encontradas en microorganismos (Richardson, 1977). Los IPs de plantas
inhiben proteinasas de origen animal, bacteriano y fimgico y ocasionalmente inhiben
proteinasas vegetales (Ryan, 1973).

La clase 2 Ia cual un inhibidor pertenece, esta determinado por su capacidad de
inhibir proteinasas especificas y por su similitud con otros inhibidores que estan bien
caracterizados. Se han sugerido por lo menos diez familias de inhibidores de proteinasas
en plantas (Garcia-Olmedo y col., 1987; Laskowski y Kato, 1980; Ryan 1973, 1990).

Comparaciones de la secuencia de aminoacidos de los IPs no sélo han provisto de
informacién sobre caracteristicas estructurales y funcionales, sino que también han
elucidado aspectos sobre Ia evolucion de los IPs en plantas. Los investigadores que han
estudiado la familia de inhibidores Bowman-Birk, concuerdan que estos inhibidores
dobles de las legumbres provienen de un gen ancestral comin (Laskowski y Kato, 1980;
Odani e Tkenaka, 1977). La aparicion de IPs con similares caracteristicas en otras familias

de inhibidores también puede explicarse por un origen evolutivo comun.

1.2.4. Inhibidores de proteinasas en cebada

Los IPs en cereales también suelen presentarse como inhibidores dobles y ademas
comparten varias similitudes estructurales con otras familias, como el inhibideor 1 de papa
v los inhibidores tipo Bowman-Birk (Svendsen y col., 1982). Otro ejemplo lo constituyen
los mhibidores bifuncionales de proteasa y o-amilasa presentes en granos de cereales.

Algunos de ellos pueden ser considerados dentro de la familia de los inhibidores Kunitz y
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otros en la familia del inhibidor de tripsina de cebada. Un estndio profindo sobre este
grupo de inhibidores bifuncionales en cereales ha sido publicado por Carbonero y col
(1994) y Garcia-Olmedo y col. (1987, 1992). En una revision hecha por Boisen (1983),
se compara la existencia de 1Ps en semillas de cebada y otros cereales que han sido
caracterizados previamente.

Las semillas de cebada contienen tres tipos de IPs: unos que inhiben tripsina,
otros que inhiben guimotripsina y proteasas microbianas, y otros que inhiben proteasas
endogenas (Boisen y col, 1981; Kirsi, 1973). Kirsi y Mikola han determinado que un
inhibidor de tripsina abunda en el embrion (Kirsi, 1974); mhibidores de quimotripsina
estan presentes en el embrion, hojas jovenes, raices, pero son especialmente abundantes
en el endosperma. Ademas un inhibidor de proteasa de Aspergillus también esta presente
en el endosperma y en hojas, y que algunos inhibidores de proteinasas enddégenas estan
presentes también en el embrion (Kirsi y Mikola, 1971). Durante la germinacion, la
actividad de éstos ultimos decae y, solo la actividad contra tripsina y quimotripsina
pueden detectarse en mniveles basales (Kirsi y Mikola, 1971; Kirsi, 1974). Los autores
también establecieron que la actividad del inhibidor contra tripsina en hojas jovenes
corresponderia al mismo inhibidor de tripsina encontrado en el embrion. En cambio, Ia
actividad contra quimotripsina encontrada en el endosperma, corresponderia a inhibidores

distintos de los que aparecen en tejidos vegetativos (Kirsi y Mikola, 1977).
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1.2.5. Regulacion de la induccion de inhibidores de proteinasas en la defensa de Ia

planta

Los IPs son inducibles por ataque de insectos, microorganismos o por dafio
mecanico. Como también se menciond, su acumulacién ocurre en toda la planta. Para
explicar la induccion sistémica de los IPs, se ha propuesto Ia existencia de una sefial, Ia
cual llevaria la informacion desde los tejidos dafiados hacia el resto de la planta, donde
también ocurre la expresion de los IPs. En este proceso, han sido involucrados inductores
quimicos, procesos fisicos y algunas hormonas vegetales, como el acido abscisico y el
acido jasmonico (Ryan, 1992). La identidad del Hamado factor inductor de inhibidores de
proteinasas (PIIF, por sus siglas en inglés), ha sido objeto de amplia discusion. Durante
afios, algunos compuestos han sido descartados por no comportarse como buenas sefiales
moviles (Baydoun y Fry, 1985; Ryan, 1992), mientras que otros, como Ia sistemina, han
probado lo contrario (McGuirl y col., 1992; Pearce y col., 1991). La sistemina, un
polipéptido de 18 aminoacidos, est bien caracterizada en solanaceas y se ha sugerido que
participaria en la via de transduccién de sefiales propuesta por Farmer y Ryan (1992).
Experimentos recientes con tomate transgénico han apoyado el papel de 1a sistemina en la
Tesistencia contra insectos (Orozco-Cardenas y col., 1993). Un tomate transgénico que
sobreexpresa constitutivamente €l gen de la prosistemina, produjo inhibidores I y II por
activacion de sus rutas biosintéticas (Constabel y col., 1995; McGurl y col., 1994). Otros
estudios sobre la traslocacién de la sistemina, también han ayndado a demostrar su

participacion en la sefial sistémica (Narvaez-Vasquez y col., 1995; Narviez-Vasquez y
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col.,, 1994). Curiosamente, se hallé que la bestatina, un inbibidor de aminopeptidasas
presente en hongos, desencadena la induccién de los inhibidores I'y IT en tomate (con la
misma magnitud que la sistemina), pero actuando directamente sobre la expresién génica
(Schaller y col., 1995).

De acuerdo con lo descrito en experimentos con heridas (Graham y col., 1986;
Pefia-Cortés y col., 1988), la induccion sistémica de los IPs debe involucrar un transporte
rapido de la sefial. Se ha sugerido que el transporte seria por el floema (Peffa-Cortés y
col, 1988), pero algunos autores han descrito que probablemente también estarian
mvolucradas sefiales eléctricas (Pefia-Cortés y col, 1995; Wildon y col, 1992) y
mecanismos hidraulicos (Alarcdn y Malone, 1994; Boari y Malone, 1993; Malone 1992),
los que han sido demostrados en varias especies (Boari y Malone, 1993).

ABA, acido salicilico, auxinas, etileno y JA han sido probados por varios
investigadores. Aunque algunos experimentos con auxinas, sugirieron que habria
mduccién del gen del inhibidor II de papa (Kernan y Thornburg, 1989; Taylor y col.,
1993), la participacién de las auxinas estd ampliamente rechazada (Sanchez-Serrano y
col., 1991; Thornburg v Li, 1990). S6lo ABA. y JA han mostrado regular positivamente
los IPs. ABA induce al inhibidor II en papa y en plantas de papa y tomate mutantes que
no producen ABA, en niveles similares que con dafio mecanico (Hildmann y col.,, 1992,
Pefia-Cortés y col., 1989).

JA es conocido como un modulador de distintas condiciones de estrés (Parthier,

1990; Staswick, 1992; Sambder y Parthier, 1993; Reinbothe y col, 1994; Creelman y




15

Mullet, 1995) y como inductor de las llamadas proteinas inducidas por jasmonatos (JIPs,
por sus siglas en inglés) en varias especies vegetales (Reinbothe y col., 1994). Un grupo
de estas protefnas estén relacionadas con la defensa de la planta, como los IPs. JA al igual
que su éster de metilo inducen IPs en solanaceas (Farmer y col, 1992). Mis auin, el
jasmonato de metilo puede actuar como una sefial volatil, provocando la acumulacién de
IPs en plantas cercanas (Farmer y Ryan, 1990). Se ha descubierto que las tioninas,
polipéptidos antifimgicos, se inducen por JA (Andresen y col., 1992) y también algunas
proteinas inactivadoras de ribosomas (RIPs, por sus siglas en inglés), las cuales estarian
involucradas en resistencia a patégenos, en un mecanismo similar a la respuesta de
hipersensibilidad (Reinbothe y col., 1994). En soja, JA también incrementa los niveles de
mRNA de otros genes que responden a heridas, como los de la chalcona sintetasa y una
proteina de pared rica en prolina (Creelman y col., 1992).

Para entender la regulacion de la induccion de IPs, se ha propuesto que las seiiales
localizadas o sistémicas sensadas por Ia planta, activarian la via octadecanoide. En esta
ruta metaboélica se acciona la enzima lipoxigenasa, terminando en Ia sintesis del JA en las
células, el cual a su vez, seria responsable de la expresion de los genes de IPs (Ryan,
1992; Pefia-Cortés y col,, 1995). Se ha demostrado que fragmentos de pared de Ia planta
(oligogalacturonidos) y de hongos que atacan la planta, también activarian una sefial en
membranas celulares a través de esta ruta (Doares y col., 1995b). Uliimamente, se ha
mostrado que la sistemina causa incremento de ABA. y estos dos incrementan Ios niveles

endogenos de JA (Pefia-Cortés y col., 1995). Este modelo también se ve reforzado por Ia
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capacidad de induccién de IPs que poseen varios intermediarios de le ruta biosintética del
JA (Farmer y Ryan, 1992) y de algunas moléculas relacionadas quimicamente con el JA
(Ishikawa y col, 1994). Ademis se conoce que el acido salicilico, importante en la
expresion de la respuesta sistémica adquirida (Vernooij y col., 1994), resulta ser inhibidor
de 1a induccién de IPs, pues apareceria bloqueando la via octadecanoide, impidiendo la
sintesis y accion de los jasmonatos en la expresion génica de IPs (Doares y col., 1995a).
Se han descubierto IPs de cereales que se asemejan a los presentes en
dicotiledoneas. Por ejemplo, una proteina similar al inhibidor de tripsina tipo Bowman-
Birk, se acumula en maiz por estrés mecanico (Eckelkamp y col., 1993). La secuencia de
este inhibidor mostrd gran homologia con los inhibidores de cereales tipo Bowman-Birk,
especialmente en el centro activo. Estos autores también demostraron la translocacion del
transcrito entre los organos de la plantula de maiz, aunque este comportamiento ocurrio
basicamente en direccion acropétala, Otro inhibidor, también obtenido del maiz (MPI), se
induce bajo infeccion por hongos, dafio mecanico, ABA y JA (Cordero y col., 1994). La
expresion del gen del MPI muestra ademas induccion local y sistémica. La secuencia
aminoacidica de esta proteina revela homologia con 1a secuencia de inhibidores de la
familia del inhibidor I de papa, pero, la mayor homologia (60%) fue hallada con los

inhibidores CI-1 y CI-2 de cebada.
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1.2.6. Los inhibidores de proteinasas en la defensa de la planta contra insectos

Los insectos tienen varias enzimas digestivas, pero comminmente una de ellas
predomina, Los insectos cuyo tracto digestivo es de pH neutro o alcalino, normalmente
tienen serin-proteasas, mientras que aquellos con tracto de pH acido, usan cisten-
proteasas o proteinasas aspartico-acidas (Boulter, 1993). Como existe gran variabilidad
en las proteasas que usa principalmente un insecto, es dificil esperar que un inhibidor sea
efectivo contra insectos de distintas familias. Mas atin, no todos los insectos tienen
proteasas digestivas. Algunos de ellos, como los afidos, dependen principalmente de
aziicares y aminoacidos libres que pueden absorber desde el floema de la planta. Sin
embargo, en algunas especies de afidos, se ha informado la presencia de un tipo de
tripsina, catepsina v de otras proteinasas basicas, ademas de las amilasas y pectinasas que
degradan la pared celular (Auclair, 1963).

Varios egjemplos sobre el efecto de los IPs en los insectos han sido publicados,
pero el conocimiento detallado de las proteinasas de los insectos es escaso. El inhibidor I
de tomate afecta al gusano minador de la betarraga Spodoptera exigua (Broadway y col,
1986) e incrementa las defensas naturales contra larvas de Manduca sexta en tabaco
transgénico (Johnson y col., 1989). En este sistema de ingenieria genética, también se ha
visto que el inhibidor de tripsina de Vigna unguiculata (tipo Bowman-Birk) afecta al
gusano del tabaco Heliothis virescens (Hilder y col., 1987) y a larvas de Helicoverpa zea
(Hofimann y col, 1992). Este inhibidor tiene ademis efectos negativos sobre el

metabolismo y desarrollo del escarabajo Callosobruchus maculatus (Gatehouse y
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Boulter, 1983). El crecimiento de larvas de Heliothis zea y S. exigua ha sido inhibido con
dietas con 10% de los inhibidores puros de tripsina de soja y el inhibidor II de papa
(Broadway y Duffey, 1986). Otros estudios han demostrado actividad deterrente de
inhibidores tipo serin-proteinasas en el crecimiento y desarrolio del grillo Teleogrylius
commodus (Burgess y col, 1994) y de la polilla Cydia pomonella (Markwick y col.,
1995). Los coledpteros usan normalmente cistein-proteasas para la digestién proteica
(Michaud y col., 1993; Wolfson y Murdock, 1987). Asi, un gran contenido de inhibidores
tipo cistein-proteinasas en hojas de Brassica napus ha podido disminuir Ia tasa de
alimentacion del escarabajo pulga Phyllotetra cruciferae (Bodnaryk y Rymerson, 1994).
Las cistatinas (una clase de inhibidores tipo cistein-proteinasas) presentes en el arroz, son
eficaces en inhibir la catepsina H del escarabajo de papa Leptinotarsa decemlineata
(Michaud y col, 1993). Entonces, es de esperar que, transformando genéticamente
.plantas de papa con genes de la cistatina del arroz, se podria alcanzar un control relativo
del escarabajo, el cual usa cistein-proteasas para su digestion.

Como se menciono anteriormente, la cebada contiene niveles basales de IPs en los
tejidos vegetativos. En algunas variedades, se ha intentado correlacionar estos niveles
basales de IPs con la susceptibilidad de la cebada al ataque del saltamontes Campanula
pellucida (Weiel y Hapner, 1976). Estos antores han sngerido que los niveles basales o la
induccion de IPs podrian afectar la eleccion de una planta huésped por el insecto, aunque
no se ha comprobado ni la induccion de IPs por dicho insecto, ni algin efecto deterrente

hacia él.
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La informacién sobre la actividad e induccién de IPs en cereales es escasa. La
acumulacion de IPs en cebada por infestacién con insectos succionadores como los

afidos, no ha sido descrita ann.

HIPOTESIS

En cebada existen niveles basales de inhibidores de proteinasas, los cuales se
mcrementarian cuando ésta es infestada por afidos. Los niveles basales y acumulados de
inhibidores, estarian relacionados con la susceptibilidad de la cebada a Ia infestacion por

afidos,

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la acumulacién de inhibidores de proteinasas en cebada infestada por

afidos, dafio mecanico y algunos factores quimicos.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar el contenido de inhibidores de proteinasas (inhibidores de tripsina y
quimotripsina) en algunos cultivares de cebada y correlacionarlo con la

susceptibilidad de estos cultivares al ataque por afidos.

2. Estudiar si los niveles de estos inhibidores aumentan por infestacion con los afidos
Schizaphis graminum y Rhopalosiphum padi, dafio mecanico o por exposicion a

factores quimicos como acido jasmoénico, Acido abscisico y etileno.

3. Determinar si los inhibidores de proteinasas aislados de cebada reducen la

sobrevivencia de afidos en dietas artificiales.




2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material Vegetal:

Semillas de cebada Hordeum vulgare L. cv. Aramir, Frontera, Libra y Leo fueron
sembradas en maceteros con vermiculita y regadas con solucién nutritiva (Phostrogen®)
tres veces por semana. Las plantulas fueron crecidas en una cdmara de cultivo a 24°C y

con 14 horas de Inz.

2.2. Infestacion con dfidos:

Se infestaron plantas de cebada de siete dias de edad con distinta cantidad de
individuos por planta de los afidos Schizaphis graminum Rondani biotipo C y
Rhopalosiphum padi L. por 12 a 120 horas. Como control se tuvieron maceteros con
plantas libres de infestacién. Se realizaron dos tipos de experimentos de acumulacion
sistémica. En uno se usaron plantas de once dias de edad, en las cuales se infestd sélo la
primera hoja, separando la segunda hoja con una malla transparente para aislar los afidos,
mientras que en el segundo se usaron plantas de siete dias a las que se infesto solo Ia

mitad inferior de la primera hoja, dejando la mitad superior libre de afidos.

21
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2.3. Tasa de crecimiento poblacional de los afidos:

Para estimar la susceptibilidad de los cultivares, se infestaron plantas de cebada
cv. Aramir, Frontera, Libra y Leo de siete dias de edad con tres afidos iniciales por un
periodo de seis dias, al cabo de los cuales se contaron los afidos. La tasa de crecimiento
poblacional se calculé segin la formula:

k = In(NyN;)/At

donde: Ny= mimero final de afidos, N; = Niimero inicial de ifidos y At = tiempo en dias,

2.4. Tratamientos con dafio mecanico:

En los ensayos con dafio mecanico se usaron plantas de siete dias de edad. El
tratamiento consistid en realizar pinchazos con la punta fina de una aguja de vidrio
(0,1mm). Se hicieron 10, 20 y 40 pinchazos por planta cada dia, durante cinco dias. Para
probar acunmlacion sistémica se usaron los mismos disefios experimentales que en los

ensayos de acumuiacion sistémica por infestacion con pulgones.

2.5. Tratamientos con Acido jasménico (JA):

Se usaron plantas de siete dias de edad, a las que se les aplico una solucion acuosa
de (¥)-acido jasmonico (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) 5, 20, 40, 80, 160 uM de
dos formas: por incubacion de sus hojas en tubos con JA por 24 horas en luz constante, o

por aspersion de las mismas soluciones a plantas completas cerradas en una cimara por
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24 horas en luz constante. En los ensayos de acumulacion sistémica se utilizaron plantas

de once dias de edad, incubando sélo Ia primera hoja con JA en un tubo sellado.

2.6. Tratamientos con dcido abscisico (ABA):

Se preparé una solucion etandlica 100 mM de (t)-acido abscisico (Sigma
Chemical Co). A partir de ésta se prepararon soluciones acuosas de ABA. 1, 10, 50 y 100
pM las que se aplicaron a plantas de siete dias de edad por aspersion o por incubacion de

sus hojas por 24 horas en lvz continua.

2.7. Tratamientos con dcido cloro etil-fosforico:
Se utilizo el acido 2-cloro etil-fosforico (o etefon) (Sigma Chemical Co.) como un
agente liberador de etileno, el cual se aplico en soluciones de 15 y 30 pM por aspersion a

plantas de siete dias de edad dentro de una camara cerrada de 5 litros.

2.8. Contenido de clorofila:

La determinacion de clorofila se realizo segin el método descrito por
Lichtenthaler y Wellburn (1983). Los extractos se obtuvieron moliendo 0,5 g de tejido
foliar con 10 ml de etanol al 96%. El extracto fue filtrado con papel filtro Watman N°2 y
se hicieron lecturas de absorbancia a 649 y 665 nm. El calculo de la clorofila total se
obtuvo segun la siguiente formula:

Clorofila Total (ug/ml)= 18,08 (Ass) -+ 6,63 (Agss)
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2.9. Contenido de proteinas solubles:
La determinacion de las proteinas solubles se realizd segin el método de Bradford
(1976), usandose albimina de suero de bovino (BSA) como proteina estandar en la curva

de calibracion.

2,10, Contenido de dcido abscisico (ABA):

Para la determinacion de ABA por HPLC, se realizé una extraccion incubando
tejido foliar fresco (0,5 g) en 1,5 ml de etanol al 85 % (v/v) por 24 horas a temperatura
ambiente segin el método previamente descrito por Kettner and Dorffling (1987).
Extracciones subsiguientes de las hojas mostraron una recuperacion del 90% del ABA
endogeno en la primera extraccion. Los extractos fueron filtrados con un filtro Millipore
de 0,2 pm. Se nyectaron muestras de 20 pl en una columna Lichosphere 100 RP 18
(Merck) (Lipp, 1991). Se usé una fase movil isocritica de acetonitrilo:agua (45:55, v/v)
con un flujo de 1.5 mi/min. La cuantificacién fue hecha por medicion de la absorbancia a
236 nm. Para la curva estandar se usd (&) cis, trans-ABA (Sigma Chemical Co.). La
identidad del ABA separado por HPLC, fiie confirmada por una inyeccion directa en un

espectrometro de masas (HP 5989A).

2.11. Actividad de inhibidores de proteinasas:
Los extractos de Ias hojas fueron tomados de plantas controles y de los distintos

tratamientos. La extraccion se hizo con amortiguador Tris-HCI 0,05 M pH 8,0 (3 ml de
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amortignador/g tejido fresco) conteniendo 2-mercaptoetanol 10 mM y PVP-40 al 5 %
(Kirsi y Mikola, 1977). La mezcla fue molida en un mortero en fiio y luego filtrada. E1
extracto fie centrifugado a 20.000 x g a 4°C por 30 minutos. La solucion sobrenadante
se utilizé6 como extracto con actividad inhibidora. La actividad de los inhibidores fue
medida espectrofotométricamente a través de la inhibicion de la actividad esterasa de
tripsina y quimiotripsina usando el método de Schwert y Takenaka (1955). Ambas
actividades enzimaticas se midieron a 25°C.

Los ensayos se iniciaron con uma incubacién por 10 minutos a temperatura
ambiente de 0,1 ml del extracto con 5 png de tripsina (Sigma Chemical Co.} o con 20 pg
de quimiotripsina (Sigma Chemical Co.) en HCl 1 mM y amortiguador Tris-HCI 0,05 M
(pH 8,0 para tripsina y pH 7,0 para quimotripsina), en un volumen final de 0,2 ml (Ryan,
1974). El ensayo de los inhibidores de tripsina, consistid en afiadir a esta mezcla 3 ml del
sustrato N-benzoil-L-arginina etil éster (Sigma Chemical Co.) 1 mM con CaCly 0,02 M
en amortiguador Tris-HC1 0,05 M pH 8,0. Las mediciones se hicieron a 256 nm. Para los
inhibidores de quimotripsina, se afiadié a la preincubacién 3 ml del sustrato L-tirosina etil
éster (Sigma Chemical Co.) 1 mM con CaCly 0,02 M en amortiguador Tris-HCI 0,05 M
PpH 7,0. Las lecturas se hicieron a 235 nm,

La actividad de los inhibidores fue expresada como unidades de inhibidor por mg
de proteina total del extracto. Las unidades de inhibidor fueron definidas como: una

unidad de inhibidor es ignal a la cantidad de inhibidor que reduce 1a hidrolisis de 1 pmol
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de sustrato por minuto en condiciones estindares. Como control se usaron las enzimas

incubadas con el amortiguador de extraccion.

2.12. Cromatografia de exclusién molecular:

Para la separacion de la fraccién proteica del extracto con actividad inhibitoria de
proteinasas, se ensamblaron dos columnas de exclusion molecular. Una columma de 1 cm
x 15 cm fue rellenada con Sephadex G-15 (Sigma Chemical Co.} y equilibrada con
amortiguador Tris-HC1 0,05 M pH 8,0. En ella se aplicé 1 ml de extracto crudo obtenido
de plantas control e infestadas por 48 horas con 40 afidos por planta. Se recogieron
fracciones de 1 ml de eluido. La presencia de protefnas se determiné midiendo la
concentracion de ellas en cada fraccion. Las fracciones de alta masa molecular que
contenian las proteinas fueron concentradas por centrifugacion en tubos concentradores
Centricon® (corte a 3 KDa) (Amicon Inc., Beverly, MA) aproximadamente 20 veces.

Se tomaron volimenes de 0,5 ml de estas muestras concentradas para ser
aplicadas a otra columna de 1 cm x 30 cm rellena con Sephadex G-75 (Sigma Chemical
Co.) que permite separar proteinas de masa molecular entre 3 y 70 KDa. Esta columma
fue equilibrada con amortiguador Tris-HCI 0,05 M pH 8,0 y calibrada con azul de
dextrano (2000 KDa) y las siguientes proteinas estandar: aprotinina (6,5 KDa), citocromo
C (12,4 KDa), anhidrasa carbonica (29 KDa) y albumina de suero de bovino (66 KDa)

(Sigma Chemical Co.). Se colectaron fracciones de 0,5 ml las cuales fueron concentradas
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5 veces en tubos concentradores Centricon® (Amicon Inc.). Luego se determind la

concentracion de proteina de cada fraccion y la actividad de inhibidores de proteinasas.

2.13. Dietas artificiales:

Se realizaron ensayos de dietas artificiales a las que se aplicaron extractos
proteicos de plantas de cebada. Las dietas consistieron en una mezcla de aminoacidos,
sales, vitaminas y sacarosa al 15%, segin descrito por Dadd y Mittler (1966). Se
utilizaron dietas sélo con amortiguador o con albumina de suero de bovino como
controles y con extractos purificados con actividad inhibidora de proteinasas. Los afidos
fueron colocados en una cipsula cilindrica de vidrio y luego mantenidos en oscuridad. La
dieta se coloct entre dos liminas de papel Parafilm M en un extremo de la cépsula. La

sobrevivencia de los afidos fue registrada durante dos dias.




3. RESULTADOS

3.1. Susceptibilidad de los cultivares de cebada a la infestacion por afidos:

Se midi6 la pérdida de clorofila para evaluar el grado de dafio en cada uno de los
cultivares estudiados cuando fueron infestados con Schizaphis graminum y la tasa de
crecimiento de la poblacién de afidos para estimar la susceptibilidad de los cultivares
(Tabla 1). Como los contenidos de clorofila en plantas sanas no son similares entre los
cultivares, la pérdida de clorofila fue expresada como porcentaje respecto a las plantas sin
mnfestar. Los cultivares Aramir y Leo fueron los que manifestaron mayor pérdida de
clorofila (17% a 18%), mientras que Frontera fue el que present6 menor pérdida (12%).
Visualmente el cultivar Aramir fue el que se mostraba mas dafiado. Se encontraron
mayores diferencias al comparar las tasas de reproduccion de los ifidos en los distintos
cultivares. Nuevamente en los cunltivares Aramir y Leo, se observaron los mayores indices
de reproduccion de los afidos y en Frontera el menor indice.

De acuerdo a la pérdida de clorofila vy a las tasas de crecimiento de las
poblaciones de afidos en los cultivares de cebada, se pudo considerar al cultivar Frontera

como el menos susceptible al ataque por afidos.
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TABLA 1. Susceptibilidad de algunos cultivares de cebada al afido S. graminum. Las
mediciones del contenido de clorofila y de Ia tasa de reproduccion de los afidos se

hicieron después de seis dias de infestacién con tres afidos por planta.

Clorofila® Afidos®
Cultivar ug/g p.f. % del control N° final por Reproduccion
no infestado planta (InfNf/Niji/dia)
Frontera 14,5+0,3 87,5 % 18,2+12 0,30+ 0,01
Aramir 14,3 £0,2 82,9 % 28,5+0,9 0,38 0,01
Libra 13,2+ 0,3 84,1 % 246+0,3 0,35+ 0,00
Leo 13,5+ 0,4 82,3 % 27,1 1,3 0,37 + 0,01

*Promedio de tres mediciones + error estandar.

®Promedio de tres maceteros (10 plantas cada uno) + error estandar.
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3.2. Actividad de IPs en plantas sanas:

Debido a que la actividad de inhibidores tipo serin-proteasas presentes en cebada
decrece durante la germinacion y se mantiene en un nivel basal en las pléntulas (Kirsi,
1973), se realizaron las primeras mediciones de IPs en plantas sanas de 5 a 14 dias de
edad. Los resultados muestran que, pese a haber una leve tendencia a disminuir la
actividad de los inhibidores de quimotripsina (Figura 1 A) y de tripsina (Figura 1 B) en
los primeros dias de estudio, estos niveles de actividad aparecen constantes.
Considerando todos los cultivares, las actividades contra quimotripsina fluctuaron entre
0,068 v 0,094 Ul/mg proteina y contra tripsina variaron entre 0,071 y 0,087 Ul/mg de
proteina (Figura 1).

La actividad de inhibidores de quimotripsina fue muy similar en los cultivares
Aramir, Libra y Leo, mientras que en Frontera fue ligeramente mayor que en el resto. En
la actividad de inhibidores de tripsina, hubo menor diferencia entre Frontera y el resto de

los cultivares.

3.3. Actividad de IPs en plantas de cebada infestada con afidos:

Los cuatro cultivares mencionados en el parrafo anterior, se usaron para ver si el
dafio provocado por la infestacion con &fidos, aumentaria la actividad de IPs sobre los
niveles basales. Para probar esto, plantas de siete dias de edad fueron infestadas con 10
individuos de Schizaphis graminum por cada planta y la actividad de IPs se midi6 a las 12

horas de iniciada la infestacion y luego cada 24 horas durante cinco dias. Un experimento
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inicial mostré que no existian variaciones de actividad durante las primeras 12 horas de
infestacion (datos no mostrados).

Debido a que los niveles basales no eran iguales entre los cultivares, para poder
comparar los valores acumuilados, estos fiteron expresados como actividad relativa (en
porcentaje del control). En la Figura 2A se observan los patrones de actividad de
inhibidores de quimotripsina en los cuatro cultivares infestados. Los cultivares Aramir,
Libra y Leo no mostr‘aron mas de 20% de incremento sobre las plantas control, mientras
que Frontera aument6 29% sobre el control. Los incrementos maximos de esta actividad
se registraron a las 48 horas de infestacion, a diferencia de Aramir en el que fue a las 24
horas. En la Figura 2B se presentan los niveles de actividad contra tripsina para los
mismos experimentos, Nuevamente, Frontera mostré mayor aumento de actividad (20%
sobre el control) similar a Libra (18%), y menores fueron los aumentos de Aramir (13%)
y Leo (14%). Los niveles maximos no fueron los mismos entre los cultivares, pero fueron
siempre entre las 24 a 72 horas de iniciada la infestacion.

Segiin estos aumentos de actividad en plantas infestadas, los cultivares Aramir y
Frontera fueron elegidos para continuar con el estudio de induccion de los IPs. Aramir
tuvo el menor aumento de actividad de ambos tipos inhibidores y Frontera el mayor;
ademas Aramir y Frontera son los que presentaron més diferencia entre los miveles de
actividad en plantas sanas (Figura 1) y en la susceptibilidad a los &fidos (Tabla 1).

Con estos dos cultivares, se estudid el efecto de Ia densidad de la infestacion

sobre la actividad de los IPs. Se hicieron infestaciones con diferente niimero de afidos (5,
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10, 20, 40 y 60 afidos por planta). Las mediciones de actividad se realizaron a los mismos
intervalos de tiempo que en el experimento anterior. Las Figuras 3 y 4 muestran los
resultados obtenidos con Aramir y Frontera al infestarse con S. graminum para
inhibidores de quimotripsina y tripsina, respectivamente. En el cultivar Aramir, la
actividad de inhibidores de quimotripsina sélo alcanzé un maximo de 38% sobre el
control con 40 y 60 afidos por planta a las 48 horas post-infestacion (Figura 3).
Incrementos diferentes a los controles se registraron entre las 24 y 120 horas con 20 6
més 4fidos y a las 48 y 24 horas con 5 y 10 pulgones, respectivamente (prueba t, p<0,05).
En cambio, Frontera si mostré grandes diferencias de incremento de actividad de
inhibidores de quimotripsina conforme se iba incrementando el mamero de afidos. Los
niveles fueron miximos a las 48 horas y alcanzaron un 100% sobre el control al infestar
con 40 afidos por planta y un 120% con 60 afidos. Los incrementos de actividad fueron
significativamente distintos de los controles a las 48 y 72 horas con 5 y 10 pulgones
(prueba t, p<0,05) y a partir de las 12 horas de infestaciébn con 20 6 mis pulgones
(prueba t, p<0,01). Por otro lado, los incrementos de la actividad contra tripsina no
fueron tan notorios con distintas densidades de pulgones en ambos cultivares (Figura 4).
En Aramir nunca superé el 18% sobre el control con el nimero maximo de pulgones y en
Frontera no superé el 25% sobre el control con ningiin nivel de infestacion. Los
incrementos fueron significativamente distintos de los controles desde las 24 horas de

niciada la infestacién, con 20 6 mas pulgones en Aramir y con 10 6 mas pulgones en

Frontera (prueba t, p<0,05).
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Otro pulgdn que dafia a la cebada es Rhopalosiphum padi. Se quiso comprobar si
la infestacién con esta especie de pulgdn, ocasionaria también un incremento de la
actividlad de los IPs emsayados. En la Figura 5 se comparan los resultados de
experimentos con las dos especies de afidos. Aunque la mixima actividad detectable
ocurrié entre las 24 y 72 horas después de la infestacion, para ambos cultivares de cebada
y para los dos tipos de inhibidores ensayados, los aumentos de la actividad cuando se
infestd con R padi, fueron mucho mis discretos que cuando los cultivares fueron
infestados con S. graminum. Con R. padi, solo el incremento de actividad contra
quimotripsina en Frontera fue significativamente distinto del control entre las 48 y 72

horas de infestacién (prueba t, p<0,05).

3.4. Actividad de IPs en plantas de cebada con dafio mecdnico:

El factor estresante que desencadena la respuesta de induccion de IPs en plantas
es la herida en el tejido vegetal. En plantas dicotiledoneas el estrés de tipo mecanico
induce la expresion de genes de IPs (Pefia-Cortés y col. 1988). Un objetivo de este
trabajo era evaluar si heridas hechas mecanicamente, influian en la acumulacion de IPs.
Para probar esto, plantas de siete dias de edad de los cultivares Aramir y Frontera fueron
sometidos a distintos niveles de daiio mecanico. Se aplicaron 10, 20, y 40 pinchazos en la
lamina foliar de cada planta con la punta fina de una aguja de vidrio cada dia. Los

tratamientos se hicieron hasta por cinco dias. En la Figura 6 se presentan los resultados

obtenidos con los dos cultivares. En ambos, las respuestas de actividad inhibitoria
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ARAMIR FRONTERA
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Figura 5. Actividad inhibitoria de quimotripsina (A) y tripsina (B) en hojas de plantas de
cebada cv. Aramir y Frontera de siete dias de edad infestadas con S. graminum o R. padi
(20 afidos por planta). Cada punto representa al promedio de tres mediciones + error
estandar. La actividad absoluta de los controles corresponde a valores indicados en la Figura

L.
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Figura 6. Actividad inhibitoria de quimotripsina (A) y tripsina (B) en hojas de plantas de
cebada cv. Aramir y Frontera de siete dias de edad a las cuales se les hirié mecanicamente
con una aguja de vidrio con 10, 20 y 40 pinchazos por planta por dia. Cada punto representa
al promedio de tres mediciones = error estandar. La actividad absoluta de los controles

corresponde a valores indicados en 1a Figura 1.
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producto del tratamiento fueron similares entre ellos y los niveles nunca incrementaron
mas de un 16% sobre el control en ambos tipos de inhibidores. Estos pequefios aumentos
también ocurrieron entre las 48 y 72 horas de tratamiento (2° y 3° dia) y fueron
significativamente distintos de los controles (prueba t, p<0,05). Para el cultivar Frontera,
fueron menores que cuando era infestado con pulgones.

También se realizaron ensayos usando otro tipo de dafio mecinico como la
aplicacién de una pinza en la limina foliar. Los resultados fueron similares (datos no
mostrados). Sin embargo, este altimo disefio no se siguié¢ aplicando debido a que la hoja

de cebada se doblaba y quebraba con facilidad por ser muy delgada y fragil.

3.5. Acumulacion sistémica de la actividad de IPs en cebada:

Debido a que los IPs pueden ser acumulados sistémicamente en dicotiledoneas y
gramineas (Cordero y col., 1994), se mtenté determinar si este fendmeno ocurria también
en cebada. Se trabajo con plantas de once dias de edad, cnando ya presentan la segunda
hoja crecida y a las cuales se les hizo tratamientos de infestacion o de dafio mecanico en
la primera hoja. El experimento consistio en aislar la segunda hoja de las plantas con una
malla para evitar que los afidos la infestara. Al medir la actividad de IPs, no se
encontraron diferencias significativas entre la segunda hoja de plantas control y la
segunda hoja sin infestar de plantas con la primera hoja infestada o dafiada
mecanicamente (prueba t, p<0,05). En la Figura 7 se observan solo los resultados con las

infestaciones.
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Aumento de la actividad s6lo se pudo detectar en la mitad superior de una hoja
del cultivar Frontera, a la cual se infesté su mitad inferior (Figura 8) Ambos tipos de
inhibidores mostraron diferencias significativas respecto a los controles (prueba t,
p<0,05). Con este disefio experimental, el tratamiento con dafio mecénico en Ia mitad

inferior de 1a hoja no produjo un aumento significativo de actividad de los IPs.

3.6. Efecto del Acido abscisico (ABA) sobre la actividad de los IPs:

Debido a que los pulgones provocan deshidratacidén en los tejidos (Cabrera y col,
1995a) y a que el ABA y JA inducen IPs (Hildmann y col., 1992; Farmer y col., 1992), se
estudio el posible papel de estos compuestos en la induccion de IPs en cebada. En el
tejido infestado se encontré un incremento significativo de ABA, siete veces mas que el
control y un incremento no tan pronunciado en el tejido no infestado de una planta
infestada (Tabla 2).

Cuando se estudio el efecto del ABA sobre la actividad de los IPs en Ia cebada,
éste incrementd solo los niveles de actividad de los inhibidores de quimotripsina hasta un
51% sobre las plantas no tratadas (Tabla 2 y Figura 9). Los tratamientos con ABA se
realizaron por incubacion de las hojas en Ia solucién de la hormona o por aspersion de las
plantas. Con ambos tratamientos se encontraron los mismos incrementos de actividad.
Plantas sometidas a varios dias de estrés hidrico y que, llegaban a contener 668 pmoles de
ABA por gramo de peso fresco, no mostraron un incremento de actividad de IPs (Tabla

2). En los tratamientos con ABA, pese a que los niveles de la hormona eran cercanos a
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TABLA 2. Efecto del ABA sobre la actividad de inhibidores de quimotripsina y su
relacion con el contenido de ABA enddgeno en hojas de cebada cv. Frontera. Plantas de
siete dias de edad fueron infestadas solo en la mitad inferior con S. graminum (40
puigones por planta) por 48 horas. El ensayo de estrés hidrico consistio suspender el
riego por 4 dias. Los tratamientos con ABA. exdgeno se hicieron incubando las hojas con

ABA por 24 horas.

Tratamiento ABA® Actividad inhibitoria de
(pmoles/g p. ) quimotripsina®
(Actividad relativa)
Hoja completa control 83+3 1002
Mitad inferior control 681 100+2
Mitad superior control 93x3 99 +2
Mitad inferior infestada 567 + 32 220+ 6
Mitad superior no infestada 141+4 150+ 5
Estrés hidrico 668 & 17 99+2
ABA exdgeno 1yM 1404 07+3
ABA exogeno 10 pM 252%5 151+4
ABA exdgeno 50 pM 376 £ 10 149 £ 3
ABA exogeno 100 pM 59244 1252

* Promedio de tres mediciones =+ error estandar.,
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pM por 24 horas.
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los alcanzados en hojas infestadas, la actividad inhibitoria de quimotripsina era siempre

menor gue en las infestaciones.

3.7. Efecto del acido jasmonico (JA) sobre la actividad de los IPs:

JA provocoé un aumento de actividad de los inhibidores de tripsina pero no de
quimotripsina en ambos cultivares, Aramir y Frontera (Figura 10). El incremento maximo
alcanzado fiie alrededor de un 40% sobre las plantas control. Este mismo incremento se
encontrd a las 24 y 48 horas de tratamiento (datos no mostrados). El efecto positivo
sobre la actividad anti-tripsina, fue también detectado en la segunda hoja de plantas cuya
primera hoja fue incubada con una solucion de JA (Figura 11).

Estos experimentos con JA también se hicieron de dos formas: incubando hojas
directamente con la solucién de JA por 24 horas o asperjando las plantas dentro de una

camara sellada. Ambos tratamientos produjeron respuestas similares.

3.8. Tratamiento con etefon:
Los ensayos con etefon (acido cloroetilfosforico) no tuvieron efecto sobre ningin
tipo de inhibidor (Figura 12), lo que estaria indicando que etileno no incrementaria Ia

actividad de los IPs de 1a cebada.

3.9. Separacion de los IPs por cromatografia liquida:
Los ensayos de filtracion en gel con extractos crudos, mostraron que la actividad

de ambos inhibidores fize recuperada en la fraccion de aita masa molecular cuando fiueron
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Figura 11. Acumulacion sistémica de inhibidores de tripsina por acido
jasmonico (JA). La primera hoja de plantas de cebada cv. Frontera fue
incubada con JA 40 uM por 24 horas (1-JA) y la actividad también fue
medida en la segunda hoja (2-nJA). 1-c y 2-¢ correspondena la primera y
segunda hoja control, respectivamente. Cada barra corresponde al

promedio de tres mediciones + error estandar
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Figura 12. Tratamientos con acido cloro-etil fosférico. Actividad de
inhibidores de quimotripsina (IN-QT) y de tripsina (IN-T) en hojas de
cebada cv. Frontera tratadas con acido cloro-etil fosforico (etefon) por
24 horas. Cada punto corresponde al promedio de tres mediciones +

error estandar.
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separados en una columna de Sephadex G-15. La Figura 13 presenta el resultado con un
extracto crudo obtenido de plantas del cultivar Frontera infestadas durante 48 horas con
20 afidos por planta. En las fracciones donde eluyen Ias proteinas del extracto se
encontrd el total de actividad de ambos tipos de inhibidores. Para comprobar la identidad
proteica de los IPs, se someti6 el extracto a distintos tratamientos para Ia
desnaturalizacion de las proteinas. Se sabe que los IPs de cebada son, al igual que la
mayoria de los IPs de plantas, bastante resistentes al calor y a la digestion por proteasas
(Boisen y col., 1981; Mikola y Suoliona, 1969). Los tratamientos elegidos consistieron en
calentar el extracto largos periodos a 100° C, tratarlo con altas concentraciones de 2-
mercaptoetanol o digerirlo con papaina. Los dos ultimos tratamientos no disminuyeron la
actividad de los IPs, pues probablemente se estaria afectando también la hidrélisis de los
sustratos usados en los ensayos. Sin embargo la pérdida de actividad se observo cunando
se hervia el extracto por periodos prolongados (Tabla 3).

La mismas separaciones en columna de Sephadex G-15, se hicieron con extractos
de plantas control e infestadas por 48 horas con 40 afidos por planta. Las fracciones de
alto peso molecular, con Ia actividad de los IPs, fueron recuperadas y concentradas para
separar las proteinas por masa molecular en una columna de Sephadex G-75. En ambos
cultivares y en plantas control e infestadas, los extractos dieron el mismo perfil de elucion
cuando se midié la actividad de ambos tipos de inhibidores variando sélo el nivel de

actividad (Figuras 14 y 15).
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Figura 13. Actividades inhibitorias de quimotripsina (IN-QT) y de
tripsina (IN-T) de extractos de hojas de cebada cv. Frontera infestada
por 48 horas con S. graminum (20 afidos por planta) y determinadas
después de una filtracion en una columna de Sephadex G-15. Cada punto

corresponde al promedio de tres mediciones + error estandar.
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TABLA 3. Pérdida de actividad de los inhibidores de proteinasas por desnaturalizacion

con distintos tratamientos. Los extractos fueron hervidos a 100° C inmediatamente

después de la extraccion o previa filtracién en Sephadex G-15. En todos los ensayos se

aplicaron cantidades iguales de protemna.

Inhibidores de quimotripsina Inhibidores de tripsina
Tratamiento Ul/mf* % de inhibicion Ul/ml’ % de inhibicion
Extracto crudo 0,19 +£0,02 100 0,17+ 0,01 100
Hervido 1 hora 0,14 £+ 0,03 74 0,14 0,02 82
Hervido 2 horas 0,10 £ 0,03 53 0,11+ 0,04 65
Fracciones 4y 5 0,08 + 0,02 42 0,11+ 0,04 65
de columma G-15
hervidas 1 hora
Fracciones 4 y 5 0,02 0,01 11 0,07 + 0,02 41

de colummna G-15
hervidas 2 horas

* Promedio de tres mediciones = error estandar.




0.35

SANA o IN-QT
0.30 e |[N-T
0.25
0.20 |-
0.15
0.10 |
0.05

0.00
0.35

' 1] l 1 I i I I ' L] ' ] ' ] 1 1 l

INFESTADA
0.30 r

0.25
0.20 -

Actividad especifica (Ul/mg prot.)

0.15
0.10

0.05

0.00

1 2 L] 1 I L 1 L ! 3 { : ! 1 1 L L}

2 4 6 8 10 12 14 16 18

Fraccion No.

Figura 14. Cromatografia en Sephadex G-75 de inhibidores de proteinasas de
hojas de cebada cv. Aramir sanas e infestadas por 48 horas con S. graminum (40
afidos por planta). El extracto fue previamente filtrado en Sephadex G-15,
concentrado y luego aplicado a la columna con Sephadex G-75. El eluido fue
concentrado antes de medir las actividades de inhibidores de quimotripsina (IN-
QT) y de tripsina (IN-T). Cada punto corresponde al promedio de tres mediciones

+ error estandar.
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Figura 15. Cromatografia en Sephadex G-75 de inhibidores de proteinasas de
hojas de cebada cv. Frontera sanas e infestadas por 48 horas con S. graminum (40
afidos por planta). El extracto fue previamente filtrado en Sephadex G-15,
concentrado y luego aplicado a la columma con Sephadex G-75. El eluido fue
concentrado antes de medir las actividades de inhibidores de quimotripsina (IN-
QT) y de tripsina (IN-T). Cada punto corresponde al promedio de tres mediciones

+ error estandar.
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La actividad inhibitoria de quimotripsina fue encontrada en dos picos de actividad,
(principalmente en las fracciones N° 11 y 14). Segin la calibracion de la columma con
proteinas de masas moleculares conocidas, se estimaron masas moleculares de 7.000 Da a
8.000 Da y de 19.000 Da para estos dos inhibidores de quimotripsina, respectivamente.
Por otro lado, la actividad inhibitoria de tripsina eluydo en un solo pico de actividad
(principalmente en la fraccién N° 12) estimandose una masa molecular de 13.800 Da.

En la parte superior de las figuras 14 y 15, se mmestran los perfiles de elucion
obtenidos con extractos de plantas sana de cebada cv. Aramir y Frontera, respectivamente,
con. actividades de imhibicion similares. Sin embargo, en las plantas infestadas, el cultivar
Aramir mostré Ios tres picos con menor actividad que el cultivar Frontera (Figuras 14 y 15).
Este resultado corroboro las diferencias encontradas cuando se miidieron las actividades en los

extractos crudos.

3.10. Dietas artificiales:

Con los experimentos de dietas, se pretendié examinar si los IPs presentes en los
extractos de hojas podian de alguna forma afectar la alimentacion de los afidos y por ende la
sobrevivencia de estos. Debido a que los afidos se alimentan preferentemente del floema, su
dieta esta basada principalmente de aziicares y aminoacidos libres. Es por esto que primero se
quiso determinar si la presencia de proteinas en las dietas afectaba Ia alimentacion de los

afidos. En Ja Figura 16 se observa que la sobrevivencia de S. graminum era similar con BSA y
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con un extracto proteico de cebada. Como concentraciones altas de protefna afectaban Ia
sobrevivencia de los pulgones, se analizo el efecto de las distintas fracciones con actividad de
IPs y que fireron separadas por cromatografia liquida, pero solo en concentraciones bajas de
proteinas (Figura 17). Nuevamente no se observan diferencias significativas entre el efecto de
las fracciones y el control con BSA con S. graminum (prueba t, p<0,05). En cambio, R. padi
aparecia como mas tolerante a la presencia de protemas en su dieta (Figura 16). Se
encontraron diferencias significativas entre dietas con BSA y dietas con proteinas de cebada
en todas las concentraciones probadas y entre dietas con BSA y dietas con fracciones con
actividad de IPs en una concentracion mayor de 0,1 mg/ml (prueba t, p<0,05). Cabe indicar
que, por la actividad de las distintas fracciones, en la planta se encuentran niveles que
corresponderian a concentraciones entre 0,05 y 0,1 mg/ml. Se estudi6 luego el efecto de dietas
con BSA y de fracciones con actividad de IPs pero en dietas sin aminoacidos. En estos
ensayos la sobrevivencia de los afidos fie un poco menor, pero no se encontraron diferencias

significativas (prueba t, p<0,05) entre las dietas con BSA o IPs (datos no mostrados).
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DISCUSION

Los niveles basales de actividad de IPs en las hojas de la cebada fueron en general
constantes durante las dos primeras semanas de edad en que se realizaron las mediciones
(Figura 1). Aunque Frontera mostr6 una actividad de IPs ligeramente mayor que el resto
de los cultivares, la mayor diferencia se encontré en la actividad de inhibidores de
quimotripsina en las plantas infestadas. Tanto la actividad basal como la acumulacion de
IPs en plantas infestadas mostraron una correlacion positiva con la susceptibilidad de los
cultivares al ataque de afidos. El cultivar Frontera resulto ser el que acumulé mas
inhibidores de quimotripsina, fue el mas tolerante a la infestacion (Tabla 1) y visnalmente
mostré menos dafio producto de la infestacion. De los cuatro cultivares, Aramir siempre
resultd mas deteriorado por la infestacion con afidos, mientras que los cultivares Leo y
Libra un nivel intermedio.

Varios estudios en cebada han establecido que los miveles basales de IPs en
semillas dependen del cultivar (Boisen y col, 1981). Weiel y Hapner (1976) han
correlacionado los niveles basales de IPs en hojas de cebada con la susceptibilidad de
algunos cultivares al saltamontes Campanula pellucida. Ellos hallaron que, de seis

cultivares, uno presentaba mayor actividad contra quimetripsina y era el mas resistente al

39
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saltamontes. Sin embargo, los autores no encontraron acumulacion de IPs por el ataque
del insecto, ni demostraron algim efecto deletéreo contra él.

Aramir v Frontera fieron escogidos para ensayos de infestacion con grandes
cantidades de pulgones. Fue interesante observar que solo Frontera respondio
acumulando m4s inhibidores de quimotripsina con cantidades crecientes de pulgones. En
este cultivar, a partir de las 12 horas de iniciada la infestacion con 20 6 mis pulgones por
planta, ya se observaron diferencias significativas con respecto a las plantas sin infestar.
Este incremento de la actividad concuerda con el tiempo de 4 horas calculado para el
inicio de la transcripcion de los genes de IPs en tomate (Ryan, 1990). Al igual que en
dicotiledéneas, heridas constantes, tal como lo representa la infestacion con pulgones,
provocaron que la acumulacion vaya aumentando con el tiempo.

El descenso de la actividad de IPs después de las 72 horas, puede deberse a una
inestabilidad de estas proteinas y a que la sintesis proteica en las células esté afectada
cuando el deterioro de la planta se hace severo. La falta de acumulacion de IPs podria
estar asociada a la ausencia de puentes disulfiro en el caso de los inhibidores de
quimotripsina (Boisen y col., 1981). Esta baja estabilidad reduciria la vida media de los
IPs en la célula vegetal. En todos los cultivares, Ia actividad mixima de IPs se registrd
entre las 24 y 72 horas, casi siempre a las 48 horas. Pese a haber incrementado el mimero
de ifidos en Aramir y Frontera, no se disminuy¢ el tiempo de maxima actividad a menos

de 48 horas.
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Mientras los IPs en plantas dicotiledoneas son inducidos por heridas, en cebada
los IPs parecen no responder a este tipo de estrés (Kirsi y Mikola, 1977; Weiel y Hapner,
1976). Esta incapacidad de la cebada de acumular IPs por heridas fue verificada. Esto
podria deberse a un mecanismo de regulacion distinto al que existiria en dicotiledéneas,
donde las heridas provocan un aumento de IPs que, dependiendo del nivel de daiio, puede
ser entre 5 a 20 veces el control (Graham y col., 1986). En los experimentos de esta tesis,
solo la infestacién con afidos provocé una respuesta significativa, aunque con un nivel de
induccion mas discreto con respecto al que ocurre en las dicotiledoneas. Parece ser que el
dafio causado por estos insectos es mas severo para las células, pudiendo desencadenar
una sefial que lleve a la acumulacion de IPs. La infestacion con el afido R.. padi derivo en
menores actividades de IPs que con S. graminum. Esto puede deberse a la distinta
conducta de alimentacion de estas dos especies de pulgones. Mientras S. graminum se
alimenta en toda la lamina de la hoja, R padi se ubica principalmente en la vaina de la
hoja. Aunque ambos se alimentan preferentemente del floema, S. graminum puede causar
mayor dafio en las células del mesofilo debido a la mayor actividad de las pectinasas que
posee en su saliva, ocasionando manchas cloréticas en las zonas de dafio (Dreyer y
Campbell, 1987). Esto también explicaria por qué las plantas de cebada lucieron mas
dafiadas cuando se infestan con S. graminum.

Aunque la respuesta a heridas fue minima, se esperaba que, con las infestaciones,

ocurriria un incremento de actividad de los inhibidores de quimotripsina en el resto de la

planta, lo cnal no sucedi6é (Figura 7). Era dificil esperar entonces que, con daiio de tipo
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mecanico, se pueda lograr una acumulacion sistémica. Kirsi y Mikola (1977) también han
sefialado que no habria induccion sistémica de IPs en Ia cebada en respuesta a heridas. El
hecho de detectar sdlo actividad de IPs en la misma hoja dafiada (Figura 8), indicaria que
la acumulacién sistémica de IPs en cebada parece comportarse de una manera pds
localizada. Esto hace pensar en la probable funcién de los fragmentos de pared sobre 1a
induccién de IPs (Ryan, 1990) que podrian estar liberindose cuando el ifido destruye
células, sumado ademis a que en cebada, existiria una deficiencia de las sefiales que
estimulan la sintesis de IPs en otros tejidos lejos del dafio.

Se sabe que los inhibidores de quimotripsina CI-1 y CI-2 de cebada se asemejan al
inhibidor I de papa, el cual si se acumuia en hojas de tomate y papa bajo estrés por
heridas (Ryan, 1992; Svendsen y col., 1982). Al igual que estos inhibidores de cebada, el
inhibidor I de papa tiene un contenido alto de lisina y bajo de cisteina (Boisen y col,,
1981) en contraste de o que ocurre en la mayoria de los IPs en vegetales. También los
inhibidores CI-1 y CI-2 tienen homologia con el inhibidor MPI de maiz que responde a
ABA, JA, dafio mecanico y a dafio por hongos (Cordero y col, 1994). La menor
respuesta de acumulacion de los inhibidores en la cebada podria residir en cambios en el
gen, haciendo que su expresion disminuya, o en la proteina, haciéndola menos estable.

Debido a que las heridas producto de la infestacién con afidos, pueden liberar
etileno en cebada, se probé la capacidad del acido cloro-etil-fosforico (agente liberador

de etileno) de incrementar la actividad de IPs, pero no se obtuvieron resultados positivos.

Esto concuerda con lo descrito en la literatura, donde también aparece descartada Ia
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participacion del etileno en Ia induccion de IPs (Rickauer y col, 1992; Sanchez-Serrano y
col., 1991).

En cebada, se encontré que ABA sélo tenia efecto sobre los inhibidores de
quimotripsina (Figura 9), los mismos que incrementaron con la infestacion. Debe notarse
que tal induccion en cebada no es tan notable como en las solanaceas (Hildmann y col,
1992). En las plantas infestadas se acumuld ABA debido al estrés hidrico, pero se
desconoce ann si esta acumulacion de ABA es responsable en parte del incremento de los
inhibidores de tipo quimotripsina en cebada. Se trat6 de simular los altos niveles de ABA
enddgeno con un tratamiento de estrés hidrico, pero las plantas no mostraron incremento
de actividad de IPs, Lo mismo se ha informado para plantas de tomate sometidas a estrés
de agua (Sanchez-Serrano y col,, 1991). Hildmann y col. (1992) han sugerido que el
ABA actuaria directamente sobre respuestas de estrés osmoético, pero que,
simultaneamente, podria estas involucrado en la transcripcion de genes de defensa, una
funcion mas compleja donde el ABA actuaria a través de otros factores como el JA. Debe
notarse también que, con ABA exdgeno se alcanzo niveles de ABA en las hojas similares
a los encontrados en hojas infestadas, pero la actividad de inhibidores de quimotripsina
solo llegd a un 50% sobre el control. Esto sugeriria que, ademas del ABA, otros factores
estarian afectando la acumulacién de estas proteinas. Una explicacidn para esto es que,
con Ias infestaciones se produciria ABA. en las células, el cual induciria mas directamente

la sintesis de IPs. En cambio, con la aplicacion de ABA, atn después de 48 horas (datos




64

no mostrados), éste puede quedar distribuido en distintos tejidos de la hoja sin incidir
tanto en la sintesis proteica.

Fue interesante encontrar que el JA solo pudo afectar la actividad anti-tripsina,
inclusive con niveles superiores, en los dos cultivares, a los hallados en los experimentos
de infestacion, También fire peculiar observar que el JA pudo causar la acumulacion
sistémica de este tipo de inhibidor en otras hojas que no fieron tratadas con JA (Figura
11), lo que no ocurrié en las infestaciones. Nuevamente, el efecto del JA en Ia cebada fue
muy inferior al encontrado en tomate, en el cual el inhibidor I se acumula hasta 40 veces
mas (Farmer y col., 1992).

Los primeros experimentos sobre la capacidad de inducir IPs se han realizado con
extractos cridos, donde se presumia reside el factor inductor o PIIF. La actividad de
extractos de tomate no tienen efecto en plantas de cebada. Pero, extractos de cebada
tienen mayor actividad inductora de IPs en plantas de tomate que los mismos extractos
del tomate (McFarland y Ryan, 1974). La existencia de un poder inductor en cebada y de
mhibidores de proteinasas que no responden como en otros sistemas, indicaria que la
capacidad de acumular IPs ha sido perdida durante la evolucion. S$i el JA es la sefial
principal, parece ser que en cebada, y quizis en otros cereales, esta sefial también estaria
disminuida. Se ha descrito que la cebada es poco sensible a JA volatil exdgeno (Andresen
y col, 1992). Esto, sumado a que se ha encontrado niveles bajos de JA endégeno en
hojas de cebada (Andresen y col, 1992), indicaria que seria improbable que haya

comunicacion entre plantas via JA como ocurre en tomate (Farmer y Ryan, 1990). Seria
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interesante estudiar los niveles endégenos de JA cuando las plantas sufren infestacion o
algin dafio fisico.

Estos resultados con ABA y JA en cebada, sugeririan que distintos mecanismos
estarian participando en la regulacién de la induccioén de estos inhibidores. El asociar al
JA con la acumulacién de inhibidores de tripsina, y al ABA con la de inhibidores de
quimotripsina, sugeriria que, o la via de transduccién de sefiales es distinta, o que la
respuesta a estas hormonas a la expresion génica, también es diferencial. En solaniceas,
en cambio, se ha establecido una cadena de eventos, donde participan ABA y JA, tal
como se describi en la ntroduccidn.

Los inhibidores de guimotripsina CI-1 y CI-2 de cebada han sido estudiados por
Boisen y col. (1981), quienes estimaron masas moleculares de 6.500 a 9.000 Da para las
formas monoméricas de ambos inhibidores y una masa cerca de 22.000 y 24.000 Da para
las isoformas de los dimeros. En la presente tesis se separaron dos picos de actividad
contra quimotripsina de los extractos de hojas (Figura 5). Las masas moleculares
calculadas por cromatografia de exclusion molecular (7.000 a 8.000 Da y 19.000 Da) son
semejantes a los valores reportados por estos autores. Estas proteinas separadas podrian
corresponder a iso-inhibidores que aparecerian en los tejidos vegetativos juveniles (Kirsi
y Mikola, 1977). El pico de actividad contra tripsina que eluyé en la columna, también
tiene una masa molecular (13.000 a 14.000 Da) similar al valor reportado para el
inhibidor de tripsina presente en el embrién, Un valor de 14.400 Da ha sido estimado por

Mikola y Suolinna (1969), mientras que Boisen y Djurtoft (1982) encontraron que la
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masa molecular era de aproximadamente 16.000 Da. Odani y col. (1983), al secuenciar el
inhibidor, determinaron una masa molecular de 13.305 Da. Nuestro valor estimado
coincide con la observacion que el inhibidor de tripsina del embrion seria el mismo que
esta presente en las hojas de cebada (Kirsi, 1974).

Es poca la informacién acerca de la acnmmlacion de mhibidores de proteasas en
cereales causada por un agente agresor. Los datos presentados en este trabajo sugieren
cierta tendencia que podria ocurrir en cebada. Sin embargo, queda ain caracterizar mejor
a los inhibidores que estarian dando cuenta de esta mayor actividad durante 1a infestacion.

Como se menciond antes, se conoce la existencia de algunas proteasas y
peptidasas en algunas especies de afidos (Auclair, 1963). Se ha informado que Myzus
persicae, Eriosoma lanigerum, Pterocomma populce, R. padi y Schizolachnus sp.
presentan actividad de tripsina, catepsina y peptidasas acidas en la glandula salival y en el
estomago. En el afido Viteus vitifoliae se encuentra también una actividad proteasica en
el intestino (Srivastava, 1987). Los ensayos con los IPs de cebada en dietas artificiales,
mostraron que tienen poco efecto sobre la sobrevivencia de los afidos. Aunque algunas
especies pueden tener actividad proteasica en el tracto digestivo, es aceptado que la
mayoria de afidos no requeririan de proteasas, debido 2 que la presencia de proteinas en
su alimento obtenido del floema es escasa o nula. La mayor tolerancia presentada por R.
padi a dietas con protemas podria estar explicada por cierta actividad proteisica que
existiria en su tracto digestivo (Srivastava, 1987). Si los IPs son factores de resistencia

contra R. padi, es algo que ain debe ser estudiado. Los afidos pueden evitar organelos
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ricos en compuestos repelentes cuando se alimentan de la planta, sin penetrar las
vacuolas, o degustando entre las células (Dreyer y Campbell, 1987).

La presencia de IPs en hojas de cebada podria representar solo otro factor de
resistencia. La menor susceptibilidad de algunos cultivares es el resnitado del papel de
varios factores tales como: barreras morfologicas en las hojas, metabolitos secundarios
pre-existentes como la gramina, o metabolitos inducibles como compuestos fendlicos y
flavonoides (Corcuera, 1993). El alcaloide gramina ha demostrado ser un comipuesto
disuasivo para la alimentacion de afidos (Zudiiga y Corcuera, 1986). La mayor resistencia
mostrada por Frontera podria estar también determinada por la presencia de gramina.
Mientras Frontera tiene 1,44 + 0,07 mmoles/Kg peso fresco de gramina, el resto de los
cultivares estudiados tienen niveles no detectables (datos no publicados). Sin embargo, se
conocen otros cultivares de cebada con mas del doble de niveles de este alcaloide
(Corcuera, 1990). En cultivares méas susceptibles puede ser importante el papel de solo
algunos compuestos. Por ejemplo, en Aramir se acumulan compuestos fenélicos como el
acido ferilico ¢l cual afecta la sobrevivencia de afidos (Cabrera y col, 1995b). La
infestacion con afidos también provoca la activacion de la via fenil-propanocide y la
acumulaciéon de flavonoides, los cuales han probado ser deletéreos para los afidos
(Corcuera, 1993). Su importancia en la cebada sigue siendo investigada. Factores

ambientales también afectan la susceptibilidad de la cebada a los pulgones. Por ejemplo,

el estrés hidrico incrementa la susceptibilidad (Zafiiga y Corcuera, 1987) y la presencia de
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sales, como el cloruro de sodio, incrementan la resistencia de la cebada a los afidos
(Araya, 1987).

Se puede pensar que, debido a la existencia de varios factores de resistencia en ¢l
cultivar Frontera, los afidos hacen mas heridas en las hojas buscando alimento y evitando
compuestos deletéreos. Esto activaria la maquinaria de defensa en este cultivar mds que
en otro cultivar menos resistente, como la acumulacion de IPs que, ademas, podria ser
mas funcional que en otros cultivares. No obstante, cabe indicar que la induccién de IPs
en plantas aparece como una respuesta general, independientemente del agente causante
del daiio. En cebada, 1a acumulacién de IPs inducida por cualquier dafio como el causado
por los afidos, podria actuar como una barrera contra otro patdgeno o plaga que ataque a
Ia planta vulnerable.

En los tltimos afios se ha avanzado bastante en el conocimiento de los
mecanismos de defensa de las plantas, entre ellos los IPs. En la investigacion en esta area,
se ha demostrado el efecto contra proteasas de origen animal (bovino o porcino). Para
conocer el real espectro de accion de los IPs de plantas, los estudios deben ampliarse a
las proteinasas de los enemigos naturales, Quedan muchos otros IPs de los cuales se

desconocen sus propiedades o posible uso en contrarrestar el ataque de insectos y

patdgenos. Parece que este potencial recién esta siendo explotado.




CONCLUSIONES

En cebada existen niveles basales de inhibidores de proteinasas (IPs) que son
constantes en las primeras dos semanas de edad de la planta y que no variaron
significativamente entre los cultivares estudiados. Sin embargo, tanto los niveles
basales como la acomulacién de IPs mostraron una correlacién con la susceptibilidad
de los cultivares a la infestacion por afidos: el cultivar Frontera mostré una mayor

acummlacion de inhibidores de quimotripsina cuando es infestado con afidos.

Al infestar con el afido Rhopalosiphum padi, las actividades de ambos inhibidores de
proteasas fiteron menores que cuando se infestd con Schizaphis graminum. La

actividad maxima de los IPs se observaron entre las 48 y 72 horas de infestacion.

Con dafio mecanico en las hojas de cebada, se registrd un leve aumento de las

actividades de los inhibidores de proteinasas, el que fize siempre menor que en las

infestaciones.
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A diferencia de la respuesta sistémica que se conoce para dicotiledoneas, en cebada
no se pudo detectar actividad de inhibidores en una hoja sana de una planta dafiada,

pero si en una zona sin dafio de una hoja dafiada.

En zonas infestadas y libres de infestacion también se acumulé ABA. Tratamientos
con ABA exbgeno, causaron solo aumento de la actividad de inhibidores de
quimotripsina. Sin embargo, plantas sometidas a estrés hidrico, con elevado nivel de

ABA endogeno, no acumularon IPs.

Con acido jasménico, se obtuvo un aumento de actividad contra tripsina, mas no
contra quimotripsina. Los resultados obtentdos con ABA y JA sugeririan que en
cebada existe un mecanismo diferente de regulacion de la acumulacion de estos dos

tipos de inhibidores.

Al igual que en otras familias de plantas, etileno no aument6 la actividad de

inhibideres de proteinasas en cebada.

En el fraccionamiento de las proteinas solubles, se lograron separar dos actividades

de inhibicion de quimotripsina, correspondiendo a masas moleculares de

aproximadamente 8 y 19 KDa y un tipo de inhibidor de tripsina de 13 KDa. Estos
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valores estimados son muy similares a las masas de los inhibidores de proteinasas

que se conocen en semillas de cebada.

9. Ensayos con dietas artificiales, mostraron que los inhibidores de proteinasas de
cebada no tuvieron efecto en la sobrevivencia de S. graminum, pero si en la de R.

padi.

Conclusion General:

La infestacion con los afidos S. graminum y R. padi, provoca la acamulacién de
IPs en hojas de cebada, siendo los inhibidores de quimotripsina mas acumulados que los
de tripsina. El mecanismo de acumulacién y el significado bioldgico de estos IPs en

cebada, son aspectos cuyo estudio aim debe ser profundizado.
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