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RESUMEN

Efecto de la presencia de gramina en cebada sobre

Helicoverpa zea.

Los alcaloides 1inddlicos pueden constituir parte del
mecanismo de defensa de algunas gramineas contra herbivoros
e insectos. Uno de 1los propdsitos de esta tesis fue
determinar si la gramina constituye una defensa natural de

la cebada (Hordeum vulgare’ contra el fitofago H. zea.

A larvas de H. zea se dic la alternativa de alimentarse en
dietas normal o conteniendo gramina. Tanto en la dieta
artificial como natural las larvas prefirieron alimentarse
en la dieta control, donde no estaba presente la gramina, y
mis claramente en éesta dltima, a medida que aumentaba el
contenido de gramina en la dieta alternativa.

Cuando las larvas de H. zea sblo se alimentaron con dieta
artificial conteniendo una concentracidn dada de gramina,
las larvas ingirieron y defecaron mis rapidamente, que
cuando se alimentaron con 1la dieta control. Ademds, la
ganancia de peso fue mayor Yy se acelerd levemente la
pupacidn en la larvas alimentadas con gramina. No hubo

diferencias significativas de tiempo de vida de las larvas

entre los tratamientos.




Efecto de la gramina sobre Pseudomonas syringae.

Un segundo objetivo es estudiar el efecto de 1la gramina,
como defensa natural de la cebada (EL vulgare), contra el
fitcpntégeqo bacterianc P. syringae. La gramina, en el
medio de cultivo, retardo el crecimiento poblacional de E:

syringae por prolongacidn de la fase de latencia. Ademas

los cultivos no alcanzaron el tamafio poblacional maximo del

control. Bacterias provenientes de cada tratamientos

crecieron normalmente al ser traspasadas a2 un medio de
cultivo libre del compuestos en ensayo. Estos resultados
indican que el alcaloide ejerce un efecto bacteriocestatico.

Se estudicd la capacidad fitopatogénica de P. syringae en
funcion de la gramina en las hojas de variedades de cebada.

La bacteria ataco en menor grado discos de hoja de una
cebada con gramina que a los de la variedad sin gramina (F.

Unidn). Lo anterior, y el efecto de 1la gramina en el
crecimiento bacterianoc, indican que 1la gramina seria un
factor de defensa contra la penetracibn de bacterias a la
planta por heridas. Contrariamente, P. syringae aumento el

dafio en discos de hoja de cebada a la cual se le indujo un
sumento de betaina en sus tejidos . La betaina incorporada’
al medio aumentd el tamafio méximo de  poblaciones
bacterianas por eobre el control. Se concluye que la
betaina tiene un efecto potenciador del crecimiento y, por

lo tanto, del ataque de P. syringae al tejido vegetal.
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Modo de accion de la gramina.

Se estudid el efecto de la gramina sobre la respiracion de
P. syringae, comparéandolo con los efectos de otros
compuestos. Bajas concentraciones de gramina aceleraron 1;
tasa respiratoria basal bacteriana y sobre los 2 mM ésta
fue inhibida.

Se estudid la accién de la betaina sobre la gramina y el
desacoplante 2,4-DNP. Se vidé que solamente el efecto
inhibitorio de la gramina fue revertido. Estos resultados
indican que la gramina tiene un mecanismo diferente al de
un desacoplante.

La gramina tuvo un efecto 1inhibitorio rapido sobre el
transporte acoplado, o dependiente de ADP, y sobre el
consumo de fosfato inorgdnico por las bacterias. Pero, el
agregado de ADP al medio revertid en un 77 % la inhibicién
por 5 mM de gramina. También el succinato pudo revertir la
inhibicidn por gramina en 33,3 %. Ni el FADH ni el amonio
modificaron la accidén de 1la gramina. Estos resultados
indican que 1la gramina afecta a ATPsintetasa de la
membrana. Por otra parte, considerando que el succinato
entrega electrones inmediatamente despﬁés del NADH, se
podria postular que la gramina podria actuar también sobre
la cadena respiratoria de E; syringae.

En esta tesis se concluye que la gramina, entre otros
compuestos, puede ser responsable de la resistencia de la

cebada contra el atagque de H. zea y FP. syringae. Se




concluye, ademds, que la betaina es un potenciador del

atagque de la bacteria a la cebada.




ABSTRACT

Effect of the presence of gramine in barley on

Helicoverpa zesa.

Indolic alkaloids could be part of the defense mechanism of
some gramineae against herbivorous and insects. One of the
aim of this thesies 1is to determinate 1if gramine is a

natural defense of barley <(Hordeum vulgare? against the

phytophagous H. zea.

To H. zea larvae the optionms of feedig on normal diets or
_ccntaining gramine were done. In both artifitial and
natural diets larvae prefered to feed on the control diet
with the increasing of gramine in the alternative diet.

H. zea larvae were feded with diets containing a unic
gramine concentration. Larvae ingered and defecated faster
than the control larvae group. Moreover, the weight gain
was faster 1in the larvae feded with gramine-diet,
increasing gently the pupation. There was no significative
difference 1in 1life time of the larvae state between
traitments.

Effect of the presence of gramine in barley on

Pseudomonas syringae.

Other aim of this thesis is to study gramine as natural
defense of barley against the bacterial phytopathogenous P.

syringae. Gramine delayed the bacterial growth by




prolongation of the lag growing fase. Moreover, the
bacterial gramine-afected cultures did not reach the final
maximum population growth of the control. Bacteriae from
different gramine-treaitments had normal population growth
in the culture media without the assay compound. These
results are indicating that gramine exert a bacteriostatic
effect.

The phytopathogenicity of f; syringae was correlated with
the gramine content in thé barley leaves. The bacteria
attacked leaf disce of gramine-containing barley cultivarse
in minor extent than the disce whithout gramine (barley cv.
F. Union). The previous results, and the effects of gramine
on the bacterial growth, it made suggest that gramine could
act as a defensive factor against the bacteria when it
penetrate through wounded tissue. On the contrary, the
bacterial attack increased in barley leaves discs from
plants induced to increasé their betaine content. Betaine
included in culture media increased the maximal size of the
bacterial population. It could be concluded that betaine
had an elicitory effect on the bacterial growth, and <then

on ite phytopathogenicity on barley tissue.

Mechanism of action of gramine.

The effect of gramine on the P. syringae respiration was
studied, comfronting it with the effects of other

compounds. Low concentrations of gramine increased the




o

respiratory basal rate of EL syringae, and 1inhibited it
over 2 mM.

The action of betaine on the gramine and the uncoupler
2,4-DNP effects were studied. Only the inhibition caused by
gramine was reverted by betaine. This result indicate that
gramine has an mechanism different from the uncoupler.
Gramine had & rapid inhibitory effect on the coupled
transport (ADP-dependent> and on ‘the consumption of
phosphate by bacteria. However, ADP addition to the culture
medium reverted the inhibitory effect of 5 mM gramine in 76
%. On the other hand, succinate reverted gramine inhibition
in 33,3 %. Neither NADH nor HH4CI modified the effect of
gramine. These results indicate that gramine affected the
ATPsynthase. Considering that succinate is an electron
donnor inmediately after the NADH, it could be assumed
then, that gramine would act as an inhibitor on the first
part of the respiration chain of E; syringae too.

In thie thesis it can be concluded that gramine, among
other compounds, has a protective role on barley against H.
zea and P. syringae. On the other hand, betaine has an

elicitory effect on the bacterial attack development.




1. INTRODUCCION

1.1. Agentes fitdfagos y fitopatdgenos.

En plantas, una enfermedad se ha definido como cualquier
disturbio producido por un patdgeno o un factor ambiental
que interfiere con el metabolismo de la planta (Agrios,
1078). Los estados anormales en una planta pueden ser
provocado por diversos agentes, entre 1los cuales se
encuentra a fitdfagos y a fitopatdgenos.

Los fitdfagos, sin ser directamente patdgenos, pueden
actuar destruyendo el tejido vegetal haciendo que se altere
el funcionamientoc normal de 1la planta. Lo anterior
favoreceria el ingreso de agentes fitopatdgenos al tejido
vegetal. Ademds del mecanismo anterior, los agentes
fitafagos podr{an ser vectores de agentes fitopatogenos
(Vakili et al, 1966; Harris y Maramorosh, 1982).

Entre los agentes fitéfagos, las especies de la familia
Noctuidae entre otras, conforman un grupo de lepidépteros
nocturnos que tiemen un estado @ larval, de habitos
fitéfagos, descrito como una plaga destructora para una
gran variedad de plantas cultivadas, entre ellas el algodén
(Zummo et al, 1984), el porotoc de soya (Smith y Bass,
1971, maiz (Benett y Josephson, 1962; Hardwick, 1965;

Josephson et al, 1966; Angulo y Weigert, 1975; Linduska y

Harrison, 1977; Scott, 1977) y tomate (Kennedy, 1884). Asi,




seglin la literatura, las especies de la familia Foctuidae
no muestran especificidad por algtin hospedador, pudiendo
calificarse cOomo holdfagos altamente destructores
(Hardwick, 1965; Angulo y Weigert, 1975>. Al analizar 1la
cumposicién de especies de la familia Boctuidae en campos
de maiz, se encontrd que existia una predominancia clara de
una especie de esta familia, la cual corresponde a

Helicoverpa zea {(Boddie) segln la clave de Angulo y Weigert

(1975). Para esta especie Angulc y Veilgert (1975) describen
una gran cantidad de hospedadores, dentro de los cuales se
encuentra a algunos de gran importancia comercial como
tabaco, frutillas, frejoles, hortalizas, frutales, papas y,
entre las gramineas, sorgo, maiz, avena, arroz, centeno ¥
trigo. Estos antecedentes indican que H. zea constituye una
plaga de inmportancia econdmica.

Lo anterior, probablemente, pudo ser el motivo por el cual
esta especie, de entre otras, ha sido estudiada para ser
criada en laboratorio (Benett ¥y Josephson, 1962; Callaban,
1662). Este hecho ha permitido usarla como arganismo para
ensayos diversos, como efectos ambientales sobre su c¢ilclo
de vida y ensayos de compuestos végetales di;ersus (Jermy,
1968; Fye y Surber, 1971; Chan et al, 1878; Elliger et a1,
1980; Isman, 1983; Kubo et al, 1983; Kennedy, 1984).

Entre los agentes fitopatdgenos se encuentran algunas
especies de la familias Pseudomonadaceae, las cuales se han

informado cono patégenns de una gran variedad de plantas.
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Se han descritc varias especies del genero Pseudomonas

basdndose en el hospedador en que se ha encontrado la cepa.
Al respecto, Dudoroff y Palleroni (1974) indican que el
nombre P. syringae van Hall englsbaria a2 37 otros nombres
especificos, atribufdos a cepas fitopatdgenas, en calidad
de sinonimia, biotipo, patotipo o variedades. Entre los
nombres subordinados se puede mencionar a P. avenae, P.

nectarophyla, P. phaseolicols, P. tabaci, P. tomatoc y P.

glycinea (Dudoroff y Palleroni, 1974).
Complementando la informacidn anterior, la literatura

indica que algunas especies del género Pseudomonas

constituyen un factor de dafio para especies de plantas de
produccidn como hortalizas, tabaco, manzano, poroto de soya
y otras leguminosas, tomate, papa y algunas gramineas como
la avena (Chamberlain, 1956; Nielsen, 1956; Smith y Ramsey,
1056; Lai y Watson, 1973; Dudoroff y Palleroni, 1974;
Ritchie y Klos, 1974).

Las especies fitopatdgenas del género Pseudomonas, en

general, producen una pistula en el lugar de penetracidn
(Chamberlain, 1956a, 1956b; Smith y Ramsey, 1956; Lownsbery
et al, 1972; 'Lai y WVatson, 1973; Agrios, 1978). Las
bacterias penetran por los vasos conductores xilemAticos
(Nelson y Dickey, 1966; Dickey y Nelson, 1967), produciendo
clorosis en tejidos adyacentes por destruccidén de las

c€lulas parenquimdticas (Hussain y Kelman, 1956; Nelson ¥y

Dickey, 1967). Ademés, la bacteria P. syringae, siendo una
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especie facultativa y estandoc presente en el ambiente
(Dudoroff y Palleroni, 1974; Fac. de Agronomia, 1980; Kahn,
1982), puede provocar necrosis en pl&ntulas y plantas de
especies cultivadas (Nielsen, 1956; Pepin et al, 1967;
Lownsbery et al, 1972; Ritchie y Klos, 1974; Agrios, 1978 .
Tanto los hospedadores como las formas de penetracién y de
accidn dentro de tejidos vegetales hacen que esta especie
se considere un fitopatégeno importante de ser estudiado en
sus aspectos relacionados con la resistencia de las plantas
2 su ataque. En este plano se ha encontrado que en plantas
no hospedadoras ha ocurrido una abrupta inhibicidén del

crecimiento de especies del genero Pseudomonas, el cual se

ha relacionado con una reaccion de hipersensibilidad de las

células del hospedador (Klement et al, 1964).

1.2. Mecanismos defensivos naturales de las plantas.

Las plantas pueden presentar diversos mecanismos de defensa
en contra de ataques de distintos agentes. fistos pueden ser
estructurales externos (cuticulas, pelos) o internos (capas
de corcho producidas por células dentro de tejidos). Otras
defensas son de caracter fisiolégico como 1la defemnsa por
reaccién citoplasmidtica y de hipersensibilidad con necrosis
celular (Agrios, 1978> y por metabolitos secundarios
presentes en el tejido vegetal (Fraenkel, 1959; 1969;

Vhittaker y Feeny, 1973; Robinson, 1974; Swain, 1877; Bell,

1881>.
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Lac sustancias tdxicas gque se acumulan en las plantas se
habrian seleccionado y perpetuado debido a que su toxicidad
y su accidén repelente frente a herbivoros (insectos ¥y
mami{feros mayores) le ha dado ventaja a las plantas
mutantes productoras de estos compuestos (Culvenor, 1973).
Estos compuestos, al ejercer sus efectos nocivos, actuarian
como un tipo de defensa pasiva (Fraenkel, 1959,1969; Swain,
1077; Whittaker y Feeny, 1971; Bell, 1681>. Entre 1los
compuestos con las actividades mencionadas estdn los acidos
fendlicos, flavonoides, terpenoides, estercides (Vittaker y
Feeny, 1971; Elliger et al, 1280; Kennedy, 1984; Zummo,
1084), acidos hidroxamicos (Corcuera, 1985) y alcaloides
(Whittaker y Feeny, 1971; Mears y Mabry, 1671; Culwvenor,

1673; Marten et al, 1681).

1.8. 1. Accicon aleloquimica de  algunos metabolitos

secundarios de gramineas.

Las larvas deben enfrentarse, entre otros controles
naturales, a la presencia de compuestos de diverso tipo en
su sustrato alimenticioc. Por ejemplo, se ha comprobado que
la presencia de fitoecdiesteroides en plantas, compuesto
ampliamente distribuido, inhibe el crecimientoc larval del

lepiddptero Pectinophora gossipiella, por efecto hormonal

simulado sobre el proceso de dcdisis (Kubo et al, 1983 .

AdemAs, se ha registrado que los "pelos” (estilos de 1la
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infrutesencia o 'champa'">) de algunos hibridos de maiz
presentan caracteristicas antialimenticias o repelentes,
pudiendo llegar a ser letales para H. zea (Josephson et al,
1066; Widstrom et al, 1977). Se ha identificado una
glicosilflavoﬁa gque produce la inhibicién del desarrollo de
larvas de esta especie (Elliger et al, 1980, al igual que
la scumulacidn de taninos y terpenocides en algoddn (Zummo
et al, 1984). La 2-tridecancna presente en variedades de

tomate, tienen una accidn protectora por toxicidad contra

Manduca sexta y Leptinoptarsa decemlineats; H. zea es capaz
de recuperarse del efecto de este compuesto, e incluso de
desarrollar mecanismos de detoxificacidn para éste y otrde
compuestos como insecticidas (Kennedy, 1984).

En algunas gram{neas se ha descrito la existencia de acidos
hidroxdmicos (figura 1) y derivados, los cuales protegen al
trigo, maiz, centenoc y triticale <(hibrido entre trigo ¥
cebada) contra el ataque de insectos ¥y patdgenos (Argandoha
et al, 1080; Zufiiga et al, 1983; Argandofia et al, 1983:
Corcuera et al, 19085). Se ha aislado de extractos de
gramineas compuestos con estructuras como la
6-metoxi-benzoxazolinona - (MBOAD, la 2{3)-benzoxazaolinona
(BOA> (Koyama et al, 1955; Virtanen y Hietala, 1e55).
Posteriormente se encontrd gqgue las benzoxazolinonas
mencionadas corresponden a productos de descomposicién de

dcidos hidroxamicos como el 2 (4 - dihidroxi- 7 -metytoxi-

1,4 -benzoxazin- 3 -ona-B-D -glucopiranosido (DINBOA
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FIGURA 1: Compuestos  presentes en algunas gramineas

A = DIMBOA - glucdsido, B = MBOA, C = gramina, D =

prolina, E = glicil-betaina.
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glucdsido, figura 1> y el 2 (2,4 ~dihidroxi- 1,4
-benzoxazin- 3 -ona) glucopirandsido (DIBOA glucésido)
(Virtanen y Hietala, 1959; Wahlroos y Virtanen, 1959;
Hietala y Virtanen, 1960). El glucdsido corresponderia a
los compuestos en las células vegetales, el cual se
hidroliza enzimfdticamente cuando el tejido es danado
(Virtanen y Hietala, 1960).

Se ha encontrado que los &cidos hidroxdmicos y  sus
derivados, pueden tener un papel importante en la
resistencia de gramineas al ataque de agentes como hongos y
bacterias (Virtanen y Hietala, 1955; Virtanen et al, 1957;
Whitney y Mortimore, 1961). Asi, estudiando el efecto de
algunos de los compuestos mencionados sobre insectos se
encontrdé que las benzoxazolinonas, encontradas en extractos

de maiz, inhiben el crecimiento de Blatella germanica

(Virtanen et al, 1957). Por otra parte se encontrd que el
DIMBOA era el compuesto responsable del principal efecto
inhibitorio del crecimiento de larvas y de la pupacion del

taladrador del maiz Ostrinia nubilalis (Beck y Smisman,

1957; Beck y Stauffer, 1957; Beck y Swisman, 1961; Klun et
al, 1967; Klun y Robinson, 1969).

En las hojas de las gramineas ya mencionadas, como maiz,
trigo y centenoc se han encontrado DIBOA y DIMBOA cuyas
concentraciones en las plantas varia con 1la estacidn del

atico yv el estado de crecimiento. As{, 12 concentracién de

estos compuestos es masyor durante la temporada de verano Yy,
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en el caso del trigo, méxims 2 los cuatro dias despuds de
la germinacidn (Zdfiiga et al, 1983). El1 DIMBOA, el
principal Adcido hidroxédmico encontrado en extractos de
hojas de maiz y trigo, aumentd 1la mortalidad del A&fido

Schizaphis graminum cuando este se alimentd con dietas

artificiales. E1 DIMBOA tuvo también, efectos repelentes a
la concentracion de 1 mM, y sobre los 12 mM la alimentacidn
de los 4fidos fue completamente  inhibida. Estas
observaciones permitieron postular que 1los efectos del
DIMBOA y del DIMBOA glucésido son importantes para la
resistencia de gramineas contra &fidos (Argandoha et al,
1983; Corcuera et al, 1985).

Los 4dcidos hidroxdmicos, por otra parte, estan
compartimentalizados en los distintos tejidos de las hojas
de trigo, encontrdndose mayor concentracidn en los haces
vasculares (cerca de un 50 % del total) que en las células
del mesotfilo, y no fueron detectados en la epidermis de las
hojas ni en el exudado xilematico (Argandoha et al, 1987,

en prensa). Habiendose determinado que el afido Schizaphis

graminum (biotipo c¢)> se alimenta preferentemente en los
haces vasculares (Campbell et al, 1982) y considerando que
los Acidos hidroxdmicos se encuentran en las células del
mesdfilo y en los haces vasculares, se hace probable gque
los a4fidos ingieran estos compuestos desde las hojas de las

gramineas mencionadas anteriormente. Luego, 1los acidos

hidroxdmicos constituir{an una defensa natural contra
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dfidos en maiz, trigo y centeno (Argandona et al, 1987, en
prensal.

Otros compuestos no alcaloideos importantes en las
interacciones planta—patdgenos son la beta{ga y la prolina
(figura 1), compuestos que se sintetizan en algunas
gramineas y se acumulan en las hojas como respuesta al
ectrés hidrico, salino y térmico (Hanson, 1980; Hitz et al,
1082; Grieve y Maas, 1984>. La betaina en especial se
acumula en las hojas de especies de gramineas especialmente
de 1a tribu Hordeae (Culvenor, 1973; Tan y Hallorand, 1982;
Riazi et al, 1085). Se ha encontrado que la betaina aumenta
la susceptibilidad de las plantas a insectos, incrementando
el {ndice de reproduccidn de 2fidos +tanto en dietas
artificiales suplementadas con estos compuestos, como en
plantas de cebada sometidas a estrés hidrico; y se ha visto
que disminuye los efectos tdxicos del alcaloide indolico
gramina sobre 4fidos de los cereales (Zufiiga y Corcuera,
19873,

Por su parte, se ha publicado que la prolina estimula la
herbivoria de alguno ortdpteros sobre gramineas (Haglunm,

1880).

1.2.2. Papel de algunos alcaloides en la interaccifn entre

plantas ¥y herbivoros.

Los alcaloides se han encontrado, principalments, en

dicotileddneas y en ,gramineas ( monocotileddneas >




18

preferentemente anuales y parece probable que su diversidad
estructural sea un resultado de Ila coevolucidn con
mami{feros herbivoros (Swain, 1977). Los alcaloides pueden
encontrarse en diversos yejidos vegetales, tales como en
hojas, bulbos, raices, tejidos en crecimiento, etc., y el
sitio de almacenamiento en la planta parece implicar un
papel de defensa quimica para ésta.

Se ha publicado que algunos alcaloides se pueden encontrar
en las células de tejidos més externos; tal es el caso de
la nicotina en el tabaco, la cual se encuentra en altas
concentraciones en la epidermis (McKey, 10745 . Es
importante también, indicar que este tipo de compuestos se
encontraria compartimentalizado en vacuolas, lo que
evitaria que se produjeran fendmenos de autotoxicidad. La
presencia de los alcaloides en las condiciones anteriores
puede ser parte del mecanismo de hipersensibilidad del
tejido vegetal, ya gque al romperse este se liberarian 1los
compuestos de las células hacia el exterior, constituyendo
un mecanismo defensivo (Agrios, 1978).

En general, a los =&alcaloides se 1les ha atribuido una
actividad antiherbivdrica y un importante papel como
agentes aleloguimicos con efectos tdxicos y repelentes,
protegiendc a las plantas contra el atague de imnsectos ¥y
agentes patégenos como hongos y bacterias (Fraenkel, 1969;

Whittaker y Feeny, 1971). Por ejemplc la nicotina ejerce

una accidn especificamente insecticida, ¥ algunos
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alcaloides de 1la papa s0On repelentes para algunos
coleopteros (Fraenkel, 1959; Robinson, 1974).

Segun Culvenor (1873), lﬁs alcaloides son compuestos Ppoco
comunes en gram{nens; pero, en algunas de ellas se acumulan
derivados de la triptamina o alcaloides indélicos, de 1los
cuales es de particular interes la gramina o
N,N—dimetiltriptamina (figura 17.

El contenido de alcaloides puede variar segun diversos
factores que influyen en la planta. Algunos autores indican
gque la concentracién es mayor en plantas nuevas y en
tejidos meristemdticos, decayendc con la edad de la planta
y con la maduracidn de los tejidos (McKey, 1974; Robinson,
1074; Barnes et al, 1971). Otros autores encontraron que
existia un patron repetitiveo del contenido de gramina en
plantas de Hordeum (cebada’ desarrolladas en diferentes
condiciones, postuléndmse un control ambiental y un posible
control genético de la concentracién del alcaloide (Hanson
et al, 1881).

As{, se ha encontrado que la concentracidn y produccién de

alcaloides derivados de la triptamina en Phalaris tuberosa

aumentan con la temperatura y también con el nivel relativo
de nitrato en el medio. En el primer casc el aumento del
alcaloide se produce independientemente a las condiciones
de luminosidad y en el segundo casc ocurre principalmente
en condiciones de iluminacidn (Moore et al, 1967).

El alcaloide inddlico gramina se aisld dede Hordeum vulgare

(cebada) y se informd como un nuevo alcaloide indélico en
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el affo 19035 (Von Euler y Erdtmann, 1935). Este alcalolde se
acumula en las hojas de plantulas de 1la cebada y se ha

detectado en especies del genero Hordeum y Phalaris y en

otras como Arundo donax Moore et al, 1967; Culvenor, 1973;

Leete, 1975; Woods et al, 1979; Ghini, 1982; Mulvena ¥
Slaytor, 1983). Otros autores han encontrado que la gramins
se acumula en las bhojas de variedades de cebada en
condiciones de alta temperatura y dependiendo del genotipo
de la variedad vegetal (Hanson et al, 1983)>. Ademds se
propone en trabajos anterlores, que el efecto de las
condiciones ambientales sobre e; nivel de la gramina, y 1la
tendencia de algunos genctipos de presentar altos
contenidos de este alcaloide en regiones calidas, implica
gque Su acumilacidn podria ser una respuesta metabdlica
adaptativa a las altas temperaturas (Hanson et al, 1681».
La concentracidn de la gramina depende también de la edad

de la planta. As{, se ha determinado gue Hordeum vulgare y

Phalaris arundinaceae muestran una concentracidn maxima del

alcaloide a los 8 y 7 dias después de 1la germinacidn,
respectivamente, para luego declinar <(Hanson et al, 1281;
Mulvena y Slaytor, 1883).

De 1los alcaloides conocidos, solo los inddlicos han
mnstrado ser toxicos en pastos bajo condiciones de campo
(Culvenor, 1973). Al estudiarse la toxicidad de Phalaris

arundinacea hacia ganado oving, Se encontréd gque al ser

consumido como forraje se produce una grave enfermedad en
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loe animales caracterizada por colapsos repentinos v
posterior muerte. El sintoms principal son desordenes
neuroldgicos a los que, sumados a otros sintomas, se les
l1iamo "sindrome de Phalaris” (Gallagher et al, 1964>.

Se encontrd gque los c{ntomas observados en las ovejas se

correlacionaron bien con la administracidn de los
alcaloides inddlicos S5-metoxidimetiltriptamina,
5-hidroxidimetil triptamina y la dimetiltriptamina
(gramina), postuldndose que los alcaloides indolicos

dimetilados son los principales factores tbdxicos presentes

en Phalaris tuberosa <(Gallagher, 1964). Otros autores,

trabajando en Phalaris arundinacea, también encontraron una

correlacién inversa entre el contenido de alcaloides
inddlicos y la palatabilidad del forraje para los animales
(Barnes et al, 1971; Marten et al, 1973; 1981).

Estudiando el efecto de alcaloides  inddlicos sobre
insectos, se encontrd que las bases indSlicas
N-metiltriptamina, S5-metoxi-N,N-dimetiltriptanina, 3-K,N
dimetil aminometilindol (graminad) y el S-metoxitriptamina
diesminuyen la sobrevivencia de ninfas de 1los afidos R.
maidis y S. Eramiﬂum después de 48 horas de alimentacidén en
una dieta sintética. La gramina, también, disminuyc la
sobrevivencia del afido S. graminum en el mismo tiempoc de
alimentacion. Los compuestos probados mostraron tener

actividad repelente sobre los Afidos a concentraciones tan

bajas comc 0,5 mM (Corcuera, 1983). Por otra parte se
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encontrd gque el contenidoc de graminz en algunas cultivares
de cebada var{a desde O hasta 2,6 mmoles/Kg.p.f. ¥y aquellos
cultivares que fueron disminuyendo la gramina en sus hojas
fueron los mis suceptibles al ataque de los afidos S.
graminum y k. padi. As{ mismo, 1la tasa de crecimiento

poblacional de R. padi estd negativamente correlacionada

con el contenido de gramina en las dietas artificiales y en
las hojas de la cebada (Zﬁﬁiga y Corcuera, 1986). Por otra
parte, otros autores han encontrado que la presencia de la
gramina en la planta modifica la conducta alimenticia de
los afidos S. graminum ¥y k. padi (Zﬁﬁig& et al, en prensa).
Estudiando la concentracidn de la gramina en los diferentes
tejidos de la hoja se encontré que cerca del 70 % de 1la
gramina se encontraba en las células del mesdfilo y un 30 %
en las células de la epidermis, y no se encontré en los
haces wvasculares (Argandofia et al, 1687 . Considerando
estos resultados y los efectos deletéreos de la gramina en
dietac sintéticas, se postuld que estos compuestos pueden
ser responsables de la resistencia de la cebada al ataque
de dfidos (Corcuera, 1083; Zuhiga et al, 1985; Zufiga ¥y

Corcuera, 1986).
1.2.3. Capacidad degustativa en insectos.

Jermy (1966; Jermy et al, 1968), trabajando con larvas de

insectos lepidopteros, encontrd que las larvas de Manduca
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sexta y Heliothie zea fueron capaces de reconocer de un

R e S —

grupo de plantas aquellas con las que fueron
prealimentadas. Ademads concluyeron que tal induccicn no fue
posible usando plantas que mostraron efectos repelentes
hacia las larvas o plantas "no hospedadoras'. En base a 1lo
anterior, los autores suponen que existia una retencion de
informacidn gque induciria en 1las 1larvas la  conducta
alimenticia indicada.

En algunos insectos, lepiddpteros entre ellos, se bhan
localizado quimioreceptores celulares en las sensilas. As{i,
la maxila de larvas de lepidépteros lleva doe sensilas
estilocdénicas, ambas con funcidén gustativa (Shoonhoven,
1969a y b). Asi mismo, se indica que 1los insectos pueden
reconocer lo salado, lo dulce, lo dcido y 1lo amargo, a
través de receptores ubicados en diferentes lugares. Los
receptores mencionados ese diferencian de 1los sensores
quimicos generales, en que no son estimulados por gases.
Estas sensilas quimioreceptaoras corresponden a estructuras
poseedoras de finos filamentos cuyos extremos estan
expuestos a la atmidsfera (Vigglesworth, 1974>.

Shoonhoven (1969) senala que la mayoria de 1los insectos
pueden obtener informacidén acerca del valor nutritivo de
las plantas hospedadoras y, ademés, reconocer la presencia
de algin metabolito secundario, que pueda actuar cOmo un
estimulo en diversos sentidos. Asi, se ha encontrado que

larvae de Pieris brassica no aceptan dietas conteniendo
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glucdsidos de aceite de mostaza (David y Gardmier, 1966> ¥y

en cambio, larvas de Manduca sexta se alimentan de hojas de

tomate gque contienen compuestos repelentes para otras
especies. Concluye este autor que ias larvas, a través de
su sentido del gusto, pueden tenmer un conocimiento
suficiente de la composicicn quimica de la planta como para
diferenciar hospedadores.

Otros autores encontraron que larvas de H. zea pudieron
seleccionar, a partir de un ntdmerc de alternativas, una
diets nutricionalmente superior y balanceada en nutrientes
como sacarosa y caseina. Los autores proponen, entre otras
cosas, gque los I1nsectos herbivoros buscan un balance
favorable de nutrientes probandc en diferentes estructuras
y tejidos de distintas plantas (VWaldbauver et al, 1984)2
Estas conclusiones coinciden con las de autores seﬁglados

anteriormente en este mismo capitulo.

1.2.4. Hipdtesis.

Hasta ahora se ha demnstrado gue la gramina protege =2 la
cebada contra el ataque de 4fidos. En esta tesis se postula
que la gramina puede jugar un papel mas general en la
defensa de la cebada contra fitdfagos y patogenos. Ello se
deberia a que el compuesto ejerce efectos deletereos

(tdxicos y/o repelentes).
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2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudiar los efectos del alcaloide inddlico gramina

sobre H. zea usando un sistema de dietas artificiales.

Establecer si existen correlaciones entre la presencia
vy la concentracion de gramina en las hoja de la cebada

y la resistencia de esta planta a H. zea.

Establecer si existen correlaciones entre la
concentracién de la gramina en las hojas de la cebada
y el grado de integridad del tejido, cuando este es

expuesto a P. syringae.

Estudiar 1los efecto de la gramina sobre la bacteria

Pseudomonas syringae en medios de cultivo.

Estudiar el posible modo de accién de la gramina en

P. syringae.
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3. MATERIALES Y METODCOS

3.1. Reprcduccién y crianza de H. zea en el laboratorio.

Con el objetive de criar especimenes de H. 2zea se
desarrolld un sistema basado en la alimentacidn de larvas
con dieta meridica. La composicidn de la dieta es levadura
seca (7 g>, Acido ascdrbico (1 g) 4cido sdrbico (360 ng),
dcido 1inoldnico (100 mg), harina de maiz <76 gd>, sacarosa
G g, inositol {120 mg>), aceite mazola (1 mly, colesterol
(180 mg), agar ¢4,6 g> y agua destilada (300 ml>. Esta
dieta corresponde a una optimizacidn de diversas dietas
indicadas en la bibliografia {(Vanderzant, 1959; Vanderzant
et al, 1962; Chauthani y Adkinsson, 1963; Vanderzant 1968,
1960; Le Berre y Lenoir, 1969; Anthon et al, 197i; Howell,
1971; Sutter et al, 1971; Guerra y Bhuilya, 197%7; Robertson,
1979; Chan et al, 1978).

Se colectaron larvas de H. zea desde mazorcas de maiz
(BEstacidn Experimental *Lla Platina”, INIA de Santiago) ¥
fueron alimentadas, con la d;eta ya descrita durante todo
el per{odo larval gue les restaba (figura 2J. El siguiente
estadoc metamdrfico (pupa) sSe puso en bandejas cOon
vermiculita humeds dentro de las cajas de crianza para

mariposas (25 x 25 x 35 cm), donde las pupas eclosionaron

originando el insecto adulto wvolador. las mariposas fueron




FIGURA 2: Ciclo de crianza de Helicoverpa zea. De mazorcas

de maiz se obtuvieron larvas (L), las cuales s&e
pusieron en frascos y se alimentaron con una dieta
meridica sdiida (D) en base a ‘harina de maiz. Las
pupas driginadas (P} se pusieron en vermiculita (V> ¥
dentro de wuna caja de crianza (), en 1a cual
emergieron las  mariposas (M). Estas dltimas
depositaron sus huevos (H principalmente en ia
rejilla de visillo (R) y fueron colectados para 6er
incubados en placas petri con papel filtro humedo. Los

huevos originaron nuevos estados larvales.
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alimentadas con una mezcla densa de agua y miel de abeja.
Toda esta crianza se realizd entre 24 y 27 °C (Fye y Surbe,
1971; Jones et al, 1977).

Las cajas de crianza llevan una rejilla de gasa, en donde
los adultos depositaron los huevos, los que ®se colectaron
diariamente arrastrandolos con agua destilada. Los huevos
recuperados se mantuvieron a 25 °C en placas petri, sobre
un papel filtro hGmedo hasta su eclosidn. Las larvas recien
nacidas (F1) se transfirieron a frascos con la dieta s6lida
mer{dica ya indicada. Lo descrito anteriormente corresponde
a una optimizacién de diversas técnicas encontradas en
literatura <(Callahan, 1962; Howell, 1971; Sutter et al,

1971; Robertson, 1879).

3.2. Alimentacidén de H. zea con dietas que contienen

gramina.

3.2.1. Ensayo de eleccion de dietas artificiales.

Este ensayoc se esquematiza en la figura 3. Se prepard

dieta, como la descrita para el ensayo anterior, y se le

incorpord concentraciones crecientes de gramina. Se
seleccionaron grupos de larvas de 5 mm de largo,
aproximadamente, y a cada larva de cada grupo

(separadamente) se le didé la alternativa de alimentarse con

un cubo de dieta control (O mM de gramina) o con oOtro que




FIGURA 3: Eleccidn de dietas artificiales por larvas de

Helicoverpa zea. A larvas de H. zea se les dic a

elegir el alimentarse €én una dieta artificial sin
gramina (A, control) o en una alternativa conteniendo
gramina en concentraciones crecientes (B). Este ensayo
se evalud registrando la frecuencia de visitas con

alimentacién de las larvas en cada dieta, cada una

hora.
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contenia gramina en una concentracidén determinada. Para
evaluar ecte ensayo se construyeron tablas de frecuencia,
en las cuales se registro la ocurrencia cada una hora, por
observacién visual de las larvas, de los evantos
"alimentacidn en 1la dieta control”, "en 1la dieta con
gramina” y "sin alimentarse" {(sobre la dieta; pero, sin
morderia, ambulatorias, y otras situaciones similares>. De
ios registros anteriores se obtuvo el porcentaje de cada
evento para cada larva y tratamiento, para determinar si
existia repelencia dependiente de la concentracidn del
alcaloide. Se graficé la concentracidn de gramina en la
dieta alternativa control versus 1los porcentajies de
alimentacién en cada dieta.

Bl disefic de este experimento y el del punto 3.2.2.
obedecieron al objetivo de evaluar si las larvas eran
capaces de diferenciar entre dieta con y sin gramina, para
lo cual 1la dUnica opcidn es ofrecer ambas alternatlivas a una
sola larva. Cada par de puntos experimentales representan
la eleccidn entre una dieta sin gramina y otra con gramina,
expresados como eventos porcentuales del total. La
significacidn de la diferencia entre las visitas por cada
liarva a una u otra alternativa de dieta se evaluaron con el
metodo estadistico llamado "Prueba de parejas de muestra"
{(Parker, 1976). Esta prueba estadfstica esta orientada a
evaluar las diferencias entre dos grupos de ©prueba, uno

control y uno tratado con el factor de emsayo, la gramina
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en este caso. Este mdtodo se basa en gque en determinadas
circunstancias, los dos conjuntos de valores muestrales
estdn relacionados entre si, en el sentido de que
corresponden a una sola serie de individuos, o también a
una serie de individuos pareados. Si, por ejemplo, se
deseara comparar loe efectos de dos dietas sobre animales
(terneros, por ejemplo) en términos de ganancia de peso
vivo, se podria tomar un grupo razonablemente uniforme de
animales y dividirlos en dos muestras (o seleccionar dos
muestras a partir de dicho grupo). Lo anterior se puede
hacer mediante la utilizacidn de algun proceso aleatorio;
luego, se alimentarian 2 1los individuos de una de las
muestras usando un primer tipo de dieta, y & los de la otra
con un segundo tipo. Los resultados experimentales se
expresarian como dos series de valores cuya diferencia
corresponderia a la ganancia de peso Vvivo, y &e aplicaria
la prueba "t". Para el casc de los ensayos 2.2.1. y 2.2.2.
lacs dos series de valores corresponden a visitas con
alimentacidn en la dieta control y & la con gramina. Ambas
estan relacionadas porque corresponden a la capacidad de
seleccién de dieta por una larva. Siendo las mismas
tendencias las que se evaluan para cada réplica, los
resultados se pueden promediar para cada concentracidn de
gramina.

Disehos experimentales semejantes y con el mismo objetivo

fueron usados por Jermy (1966; Jermy et al, 1968). Estos
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disefos fueron discutidos con I. Kubo (seminaric personal

del autor de 1la tesis, 1986).

3.2.2. Ensayo de eleccidn de variedades de cebada.

Ecte ensayo se esquematiza en la figura 4. Se selecciocnaron
grupos de larvas como en el punto 2.1. En maceteros oon
suelo normal (tierra) se sembrd, pareadamente, una variedad
de cebada sin gramina (F. Unidn, variedad control) y otra
variedad o altermativa, 1la gue padr{a tener distinta
concentracién de gramina en ias hojas. Las plantas se
mantuvieron a 25 ©C en un fotoperiodo de @ 16/8
(luz/oscuridad) y se utilizaron para los ensayos a los
siete dias de edad (contado desde el sembrado). A cada
larva se le did la alternativa de alimentarse de las hojas
de 1la variedad control de cebada o con 1lg variedad
alternativa. Puesta 1a 1larva entre 1las variedades de
cebada, el sistema se selld con una campana de vidric para
evitar que el especimen se escapara.

La evaluacidn de este ensayo se hizo llevando tablas de
frecuencia, tomando " 100 registros de los eventos
“alimentacidn en la variedad control”, en la ™alternativa”
¥ “no alimentandose” o desubicadas. De estos reglistros ee
gbtuvo el porcentaje de cada evento, se graficd ia
concentracién de gramina en la cebada, alternativa a 1la
control, versus los porcentajes de z2limentacidn en cada

wvariedad.
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FIGURA 4: Elecclidn de variedades de cebada por larvas de

Helicoverpa zea. A larvas de H. zea se les did a

elegir el alimentarse en una variedad de cebada
(Hordeum vulgare) sin gramina (4, control? o en otra
que contenia gramina en sus hojas (B). En el macetero
() que llevaba las variedades de cebada se Ppuso una
campana de vidrio (C) para evitar el escape de las
larvas. Este ensayo se evalud registrandoc la
frecuencia de visitas con alimentacidn de las larvas

en cada variedad de cebada.

1
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Las bases del ensayo y de los analisis estadisticos se

indican en el punto 3.2.1.

3.2.3. Ensayo de toxicidad.

Este ensayo se realizd con el fin de observar si existia
algun efecto scbre H. zea por ingestibén directa de la
gramina.

Se prepard diets, comn' la descrita en el punto 1,
incorpordndosele gramina en concentracidn creciente (0,
1,5, 3,1 y 4,6 mM). Se seleccionaron 20 larvas de 5 dias de
edad por cada tratamiento, y 2 cada uno de ellos se les did
cOmo alimento exclusivamente dieta con una s0la
concentracidn de gramina. Para evaluar este ensayo se tomd
el peso y la longitud de cada especimen cada cuatro dias,
ademas se registrd el tiempo de duracidn de cada estado
metamdrfico asi{ como su pesoc y longitud. Los datos de peso
v longitud se anailizaron usando el prueba de parejas de
miestras {(Parker, 1976>. La base tedrica de este ‘analisis
se explica en el punto 3.2.1. En este casoc uno de los datos
para su analisis correspondic a un grupo de datos réplica
del peso ¥y longitud, tratados ipdependientemente un
parémetrc del otro, de un grupoc que comid dieta sin gramina
(control). Este grupo de datos control se pared, para su
comparacién, <€OR grupos réplica de datos, homdlogos
obviamente, representativos del pesc ¥y longitud de un grupo

de larvas que comid dieta con gramina.
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Por otra parte, se gratico la frecuencia (%) de pesc versus
los intervalos de peso, para cada tiempo de muestreo. Se
determind la cantidad de dieta ingerida y defecada en z4
horas usando 5 larvas por cada concentracién de gramina.
Para lo anterior se dejo sin alimentar, a las larvas, Ppor
medio df{a para luego alimentarlas con un cubo de una dieta
determinada, previamente pesado. A las 24 horas se pesod
nuevamente lo gque quedaba de dieta y las fecas. La dieta
ingerida se calculd tomando la diferencia entre el 1los

pesoes final e inicial de la dieta.

3.3, Variedades de cebada.

En los experimentos se usaron variedades de cebada con
distinto contenido de gramina en sus hojas. Estae fueron
jas variedades F. Unidn (sin gramina), X81-T-1030 1,46 y
1,91 mmoles/K.p.f., H251/Api-CM67 x ORE 2,2 mmoles/K.p.f.,
DATIL-S 2,3 mmoles/K.p.f y Sotol abn x Gas-ore "S" 2,5

mmoles/K.p.£f., X81-T-1027 3,81 mmoles/K.p. ..

Estas variedades se obtuvieron el la Facultad de Agronomia

de 1la Universidad de Chile y en el Instituto de

Investigaciones Agropecuarias (INIA, Santiago?.
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3.4. Cuantificacidn de gramina.

Para la extraccidn de gramina desde las hojas, se usd 1la
tépnica descrita por Woods et al 1979 levemante
modificada. Dos gramos de material vegetal fresco <(hojas’
fueron macerados en una mezcla de metanol y amoniaco (7:1
v/v) v el extracto se filtrd por lana de vidrio para
continuar su procesamiento. Del filtrado se tomd una
alicuota de 5 ml y se agregaron a 100 ml de una mezcla de
cloroformo, metanol y amoniaco (26:33:1 wvw/vwv), la cual se
llievo a pH=1 con H_ SO, 2 ¥, La mezcla se .agité y se
descartd la fase clorofdrmica (con los pigmentos) y se
agregaron 10 ml de cloroformo, para extraer nuevamente.
Luego, la mezcla se lievd a pH=9 con amoniaco concentrado,
se agregd cloroformo y se descartd la fase acuosa,
repitiendose 1la extraccidn con 10 ml de agua adicionales.
De ésta ditims mezcla se conservd la fase cloroformica, 1la
gue se secd con aire para su posterior andlisis. Los
extractos de cebada se analizaron cualitativamente por
cromatografia en capa fina (tipo placa, con
metanol-amoniaco 7:1 v/v). la visualizacidn de las manchas
cromatogréficas se  hizo, separadamente, con luz
ultravioleta de onda corta, reactivo de Dragendorf
(Dominguez, 1973> y de Ehmann (Ehmann, 1977). Se compard el
desplazamiento (Rf)> de los compuestos obtenidos con el de

patrones de alcaloides inddlicos, especialmente.




37

En el analisis se utilizd el reactivo de Ehmann (Ehmann,
1077) wmodificando la técnica para adaptaria a la
cuantificacidn de alcaloides inddlicos por
espectrofotometria. Para preparar el reactivo de Ehmann se
pesd 1 g de p-dimetilaminobenzaldehido y se disolvid en 50
ml de HC1 (concentrado) y 50 ml de etanocl absoluto
(solucidn A, reactiva de Van Urkl); por otra parte se
disolvieron 2,3 g de FeClg SHZP en 500 ml de agua destilada
y 300 ml de H,S0, (concentrado) (solucidén B, reactivo de
Salkowsky? y el reactivo se prepard mezclando una parte de
la solucidén A con 3 partes de la solucidn B. El reactivo de
Ehmann ec estable a temperatura ambiente; pero, as
conveniente comnservarlo en frio y en una botella oscura.

Al extracto, obtenido de la fraccidn clorofdrmica basica,
se agregaron 3 ml de reactivo de Ehmann y se calentd a 100
eC por 30 minutos. Luego del tilempo indicado, la mezcla de
reaccidn se completd a 5 ml con agua destilada y se midid
la transmitancia a 550 am, comparandc con un bilanco de
reactivoc purc sometido al mismo procedimiento. La
concentracién de este compuesto se obtuvo comparando estos
valores con los de una curva patfdn hecha con granmina.

E1 método mostrd un limite de deteccidn de 0,01
mmoles/K.p.f. o 3 mg/K.p.f. y un coeficiente de extincidn
molar de E = 4207, {calculado de una curva de calibracidn,
r = 0,009>. El andlisis de las variedades de cebada par

CCF; revelado con UV , xantidrol, reactivo de Dragendorff
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(Dominguez, 18732 Yy de Ehmann; v comparacién
espectrnscépica (UV)> con patrones mostraron que la gramina
es el tnico alcaloide inddlico ¥y el finico indol detectable

en estas variedades por este procedimiento.
3.5. Cuantificacidn de clorofila.

Para el andlisis de contenido de clorofila en los discos de
boja, se usd la técnica de Talling y Driver para la
determinacidn de clorofila "a® (Talling y Driver, 1663;
Cabrera, 1984). Este método se usa en tejidos que tienen
bajo o ningén contenido de feofitinas. La clorofila de los
discos de hoja, de cada tratamiento y replicas, se extrajo
agiténdolos en metancl al 90 % y a 40 2C (nunca mis de 24
horas?, al metanol se agregé 1 g de MgCO< debido a gque el
metanol comercial puede ser levemente acido. Al extracto
verde obtenido se le registrd la absorbancia a 480 »nm
(control para carotenoides?, a 750 =am (correccién para
otros compuestos coloreados y para turbidez) y a 665 para
evaluar la clorofila »a". La concentracidn de clorofila se

7
calculd usando la expresion:

[Abs (665) x 13,9 X1 x Vo

Clf. (ug/g.p.£.2=
p.f.

¢ = {ndice dado en Talling y Driver (1963), éste factor
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representa el reciproco del coeficiente de absorcidn
especificu a 665 nm para la clorofila "a" en metanol, Vo =
volumen total de extraccién metandlica y p.f. = peso fresco

de los discos.

3.6. Crecimiento poblacional de Pseudomonas syringae.

Bl crecimiento bacteriano se midid en términos de
concentracién celular o nimerc de células por unidad de
volumen de cultive 1iguido. Los cultivos bacterianos
absorbieron la luz a 550 nm, por 1o que se pudo segulir
espectrofotométricamente el cambic en la densidad celular
del cultivo, siendo proporcicnal al ndmeroc de células. Por
lo anterior, la relacidn entre la absorbancia y el ndmero
de células dependié de la especie y cepa bacteriana con la
cual se trabajd y de las condiciones de cultivo.

ia velocidad de crecimiento de un cultivo, gue es
directamente proporcional al nimeroc de células presentes en
ese momento, se calculd por la expresidn (2) que resulta al

integrar la expresidn (1).

45 Kt
(1> KE = — (2> N = Bo e
dt
Fo = ntmero de células iniciales a tiempo cero <(to), N =

nGmero de cdlulas en un tiempo posterior cualquiera () ¥ K
= tasa instantdnea de crecimienta.

En un sistema de 'reprcduccién por figidn binaria uma




generacion se define como la duplicacién del numero de
cdlulas, asi{ se calculd el nédmerc de generaciones (g’ Ppor
la expresidn (4>, proveniente de 1la expresidn  (3),
transformada en la expresién 5.

in (F/RNo> g

3> K= ——77" 4> W No 2
t

]

log ¥ - log No

B g
log 2

Dividiendo g por el tiempo de crecimiento considerado, se
obtuvo g/t o el numero de generaciones por hora.

La informacidn anterior corresponde a un resumen de fuentes
biblingréficas (Odum, 1972; Pritchard, 1968).

Para caracterizar el crecimiento poblacinal de P. syringae
se hizo un cultivo bacteriano y se tomaron muestras de 5 ml
para hacer diluciones sucesivas de 2 10 %. Se incluyc 1 ml
de cada dilucidn en agar/peptona (1%/2%), homogeneizando la
placa. Las placas se incubaron & 28 °C y a las 24 horas se
hizo un contec de 1las UFC (unidades formadoras de
colonias). Las UFC implican el considerar gque cada colonia
encontrada en las placas fue iniciada por una bhcteria.
luego el conteo sera proporcional al numerc de celulas por
mililitro de cultivo.

En seguida, se calculc el tiempo de duplicacidn y 1la

velocidad de crecimientoc del cultivo bacteriano
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3.7. Indculo bacteriano.

En todos los casos los cultivos bacterianos ee _hicieran
crecer en agitacidn constante a 28 =C. Aproximadamente a
las 16 horas de incubacidn estos cultivos se encontraron en
la fase de crecimiento estacionario, © tamafio méximo
poblacional para el medic de cultivo que se estaba usando.
La densidad de la poblacidn bacteriana se midid tomando 1la
transmitancia del cultivo a 550 nm.

A partir de un cultivo puro de P. syringae, aislado de
cerezo, e estabilizd un cultivo  madre (primario’,
ipoculando caldo de cultive (peptoma 2 %) con la bacteria.
Hete cultivo se mantuvo, propagéndolc en medio solido
(peptona 2 %, agar 1 %), cada cierto tiempo. Posteriormente
se observd el cultivo para la verificacidn de la especie ¥y
se renovo la pcblacién, mezcldndola con bacterias
provenientes del cultivo puro original, el cual se conservd
en frio (4 =C).

Para preparar indculos se prepard medic de cultivo i{iguido
y se inoculd con una alicuota de cultivo madre (3,75 ‘pllml

de medio de cultivo? de 16 horas de crecimiento.

3.8. Prueba de fitopatogenicidad.

E]l cultivo bacteriano para los ensayos se prepard a partir

de un cultivo de 16 horas de incubacidn (condiciones
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indicadas en el punto anterior), diluyéndolo hasta un 50 %
de transmitancia con medio de cultivo puro. A placas petri
de © cm de diametro, y para cadg cada varieded de cebada,
se agregaron 10 ml del cultivo bacteriano al 50 % vy,
también, se establecid un tratamiento con medio de cultivo
sin bacterias como control. A todos los medios se agrego
cinetina 0,4 mg/1l con el fin de disminuir la senescencia de
los discos de hoja (Sahai y Ware, 1964; Morrison, 1960).

Se infectaron hojas de cebada integras, heridas
(pinchaduras y cortes) y discos con P. syringae. Estos
Wltimos fueron los usados regularmente por la facilidad de
ensayo y la claridad de los resultados.

Cuando las plantas de cebada tuvieron siete dias de edad se
cortaron sus hojas y, de ellas, se obtuvieron discos de
seic milimetros de didmetro, cortados con un sacabocados
(Tuite, 1969). Los discos se lavaron con agua destilada vy,
por cada variedad, se pusieron 80 de ellos en cada wuna de
tres placas petri (ver Indculo bacteriano). Las placas se
cerraron con parafilm y se dejaron en una cédmara de cultivo
2 25 °C con un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad. A
las 48 horas, & para cada disco, se determind el 4rea no
datiada (drea que conservd sus células verdes) como
porcentaje relativo a2 la superficie total del disco. Para
determinar el porcentaje anterior, luego del tiempo de
ensayo se observo cada disco de hoja con el aumento menor

de un microscopio. Se obeservd todo el disco dentro del
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campo del microscopio, asi el 4rea total del disco se
considerd el 100 %. Se determind el drea intacta evaluando
visualmente el porcentaje de las zonas sin clorosis en
octantes (el Area del disco se dividid en ocho partes,
usando una pelicula transparente rayada desde un punto
central). Cada octante es un 12,5 % del total, luego el
porcentaje de area intacta en cada octante se transforma en
referencia al 4area total del disco, por simple operacidn
matematica, y se suman los valores de porcentaje de todos
los octantes.

Para expresar el efecto de dafo mneto, producido por la
bacteria, 1los porcentajes de daho promedio de cada
tratamientoc se usaron para calcular la diferencia

porcentual de dafio por la expresion:

dafio % b — dabho % c
DPD % = x 10C
dano % c

b = tratamiento con bacterias, ¢ = tratamiento controcl o

sin bacterias y DPD = diferencia porcentual de dafo.

En este ensayo se tomd como parametro, también, el
contenido de clorofila en los discos de boja. Luego, con el
objetivo de expresar la diferencia neta de contenido de
clorofila con respecto al control, 1los datos (obtenidos

como se indica en el punto 3.5) de clorofila se procesaron

por la siguiente expresion:




Clf. db - clf. dc
DPC % = x 100
Clf. dc

Cif = clorofila mg por gramo de peso fresco, db = discos en

tratamiento con bacterias, dc = discos en tratamiento sin

bacterias o control y DPC diferencia porcentual de
clorofila.

Se graficd la concentracidn de gramina en las hojas de las
distintas variedades de cebada versus la DPD y la DFPC,
respactivamente.

Se establecid el efecto de la petaina sobre el potencial
fitopatqgénico de P. syringae. Para elle se determind el
dalio producidoc por la bacteria (DPD> ¥ el contenido de
clarofila (DPC) en discos de hoja {(cebada var. F. Unidny,
obtenidos de plantas en condiciones normales (Y = 4.3 ¥y

cometidas a estrds hidrico (¥ = -8,0). Estos tltimos

acumularon betaina en el tejido.

3.0. Determinacién de proteina.

Con el fin de determinar la concentracidn de proteina
corespondiente a los 200 ul de cultivo bacteriano (ver
medicidn de actividad respiratorial) se usd el reactive de
Bradford (Bradford, 1976). Del inéculoc bacterianoc de 16
horas {(en fasse de crecimientoc estacionarin’ se tomaron

muestras de 40)u1 y a cada una de ellas se les precipité la
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proteina con acetona fria, en proporcidn 1:5 (v/v). Las
muestras anteriores se dejaron en congelador por un minimo
de media hora y, luego, se centrifugaron por cinco minutos,
en una centrifuga Eppendorf. Se elimind el sobrenadante Yy
se agregd 1 ml de reactivo de Bradford. A la mezcla de
reaccidn anterior se le midié 1la absorbancia a 595 nm,
comparando con una referencia de reactivo puro. La
absorbancia de cada una de las muestras (y réplicas) se
interpold en una curva de calibracidn (ug de albumina/ml vs
absorbancia a 595 nm.

La absorbancia de las muestras de los cultivos bacterianos
(punto 3.7) arrojd el valor 27,5 pg de proteina en 200 .Fl
de cultivo bacteriano, volumen gue se usd en los ensayos a

continuacidn descritos.

3.10. Curvas de crecimiento bacteriano.

La gramina, Yy oOtros compuestos a ensayar, fueron
incorporados a medio de cultivo 1iquido (peptona 2 %> en
concentraciones crecientes. Cada tratamiento fue inoculado
con una alicuota del cultivo bacteriano (3,75 Pl por ml de
caldo del tratamiento) y e incubaron en agitacidn
constante a 28 °C. Desde el tiempo cero, ¥ periddicamente,
se sacaron muestras de 3 ml de cada tratamiento para

determinarles su transmitancia a 550 nm (ver punto 35).

Posteriormente, se graficd el tiempo de incubacidn de los
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+ratamientos (horas) wversus la absorbancia, como medida de
crecimiento bacteriano (Abs. = 2 - log T#%.

Con el fin de dilucidar si 1la gramina <tiene efecto
bactericida o bacterioestético, se inocularon medios de
cultivo con P. syringae (punto 3.7) con gramina incorporada
en distintas concentraciones (0, 2, 4 y 6 uM). Los
tratamientos se incubaron (punto 3.7 y 3,7 y, & las 18
horas, se midid 1la transmitancia del cultivo (550 nm’ para
verificar el estado de crecimiento. Ademds, se tomdé una
miestra de 200 jul de cada uno de ellos para inocular medios
de cultivo sin alcaloide. EBstos Wltimos tratamientos se
incubaron en las mismas condiciones y, & partir del tiempo
cero (inicio de la experiencia’, cada 4 horas se tomd la
tranemitancia (5¢ nm del cultivo. Los resultados se

compararon coh la curva de crecimiento normal o control.

2.11. Concentracion de gramina en relacion al crecimiento

bacteriano.

Se prepararon dos grupos de medios de cultivo (40 ml de
peptona al 2 %) con O, 2 ¥y 4 mM de gramina incarporada. Uno
de los grupbs se inoculd con wun cultivo bacteriano (ver
punto 3.7) y el otro se conservd como control de
concentracidén. Todos los +tratamientos se incubaron con
agitacién copstante a 28 °C, en un baho termorreguliado.

Cada dos horas se tomaron —2 ml de muestira de cada
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tratamiento, y se les extrajo la gramina por el metodo de
particidn de fases de solvente (metodoc basado en la
inmisibilidad de dos solventes’), Yy se determind la
concentracidn del alcaloide con el metodo colorimetrico
descrito en el punto 3.4. Se graficé el tiempo de
incubacidn versus la concentracidén de 1la gramina en 1los
tratamientos. Paralelamente, en este ensayo se registrd el
cambio de densidad de los cultivos (absorbancia a 550 nm)
con el objetivo de verificar el estar trabajando con un

crecimiento bacteriano control comparable al de la fig. 7.

3.12. Localizacidn de gramina en cultivoe bacterianos.

Se inocularon medios de cultivo (peptona 2 %> que contenian
concentraciones crecientes de gramina (0, 2, 4 y 6 mM) con
un P. syringae (ver punto 3.7). En la fase de crecimiento
estacionario (sobre las 16 horas) se tomaron dos grupos de
muestras de 5 ml de cada tratamiento. Un grupo de muestras
se centrifugd a 2000xg por 5 minutos para separar el medio
de 1las bacterias, y el sobrenadante se guardo en
congelador. El precipitado de bacterias se lavo del medio
original resuspendiéndolo en medio de cultivo puro ¥y
centrifugandolo para eliminar el sobrenadante. La masa

bacteriana total correspondié a 687,5 mg de proteina (punto

w

.9). A 1las muestras de cultivo total ¥y de medio

esobrenadante, se les extrajo la gramina agregando 4 ml de
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cada mestra a 10 ml de HC1 0,1 ¥ (pH 1>. La mezcla
anterior se alcalinizd a pH 9@ con HHE:‘y se hicleron dos
extracciones con 8 ml de CHCl: 2 la vez. ﬁstq método ha
mostrado uvn 90 % de recuperabilidad. A los precipitados de
bacteria se les extrajlo la gramina agregéndales,
inicialmente, metanol puro (2 mld ¥ extrayendo luegoc <CORO
se indicd para las otras miestras. De las extracciones
antericfee se obtuvo un extracto cluroférmico basico, el
cual fue secado, poniendo dentro de los tubos colectores
una espita conectada a una bomba emisora de aire seco. En
loe extractos provenientes de 1las miestras de cultivo
completo (MBY ¥ medio sobrenadante (M) se cuantificd
gramina por el mdtodo con reactivo de Ehmann {(punto 3.4,
La concentracidn del alcaloide se determind usando una
curva de calibracidn realizada midiendo concentracidn

creciente de gramina en medio peptona 2 % ¥y graficando la

concentracidn encontrada versus ia inicial (r= 0,99; E=
0, 4885).
Los extractos provenientes de ia extraccidn de los

precipitados de bacterias se redisolvieron en etanol Bp.a.
para registrar los espectros UV entre 190 ¥ 350 nm, y la
concentracion de gramina se determind usande una curva de

calibracidn hecha con gramina disuelta en medio de cultivo.
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3.13. Respiracidn bacteriana.

Las @eterminaciones de respiracién bacteriana se hicieron
en un oxigrafo HANSATECH, provisto de wuna cémara de
reaccidn (vol. max. 2 ml) y un electrodo de oxigeno (tipo
CLARCKD.

Se prepararon 40 mi de cultivo 1{iguido <(punto 3.6> de
bacterias los cuales, sobre las 18 horas de 1ncubacién. se
concentrd (centrifugacién a 2000xg, 5 min.) al 25 % de su
volumen original. Este concentrado se mantuvoc en agua a
cero grados durante las experiencias. La actividad
respiratoria se registrd poniendo, en la camara de
reaccidn, 1,8 ml de medioc peptona 2% y 0,2 =ml de cultivo
bacteriano concentrado (2?'54F8 de proteina, punto 3.9). El
electrodo registrd el consumo de oxigeno de 1la poblacidn
bacteriana, 1a gue fue expresada COmO tasa respiratoria o
memles de O, consumidos/ml de mezcla de reaccidn/minuto ¥
por la cantidad de proteina en 1la alicuota del cultivo
bacteriano. Sobre 1a.respiracién bacteriana se probd el
efecto de gramina, ADP, NH/CI, 2,4 DNP y betaina.

Se graficé el cambic en la +tasa respiratoria bacteriana,
comn porcentaje de la tasa respiratoria basal o control, en
funcion de 1a concentracidn del compuestc de ensayo. El

cambio en la tasa respiratoria se indica con la expresiéh:
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TRI - IRB
DIR % = ——————Xx 100
TRE

TR = tasa respiratoria en }Jmnles de Oy consunidos/ml de
mezcla de reaccién/minutoépg de proteina bacteriana, TRI =
tasa respiratoria inducida por un compuesto en ensayo, TRB
= tasa respiratoria basal (control)> y DTR % = diferencia de
tasa respiratoria como porcentaje del basal.

En ecte ensayo se graficd la DTR % calculada en funcidn de
1z concentracién del compuesto, cuya accidn sobre 1la tasa
respiratoria se estd probando.

El sictemn descrito se usd para observar el efecto de la
gramina sobre la respiracién afectada por ADP (acoplada),
succinato y NADH y el sustrato Nﬂqpl. Ademis se compard el
efecto de la gramina, en las condiciones mencionadas con el
efecto del 2,4-DHP, um desacoplante 'prntonéforn conocido

(Heumann y Jagendorf, 1964; Lehninger, 1982».
3.14. Cuantificacidn de fosfato en bacterias.

Se cuantificd la concentracidén de fosfato durante el
crecimiento bacteriano ¥ €n relacidn al efecto de algunos
compuestos.

Se prepararon series de frascos con 5 ml de volumen final
de medio  de cultivo {peptona 2 %, conteniendo

concentraciones crecientes de el o©o 1los compuestos a
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ensayar. Cada tratamiento se inoculs con 200 Pl de cultivo
bacteriano de cerca de 20 horas o maduro 27,5 FS de
proteina bacterianal.

A 1&5_18 horas, cada tratamiento se centrifugd a 2500xg por
10 minutos, con el fin de separar las bacterias del medio
de cultivo. Del sobrenadante (medio) se tomarom 0,5 ml, sSe
precipitaron las proteinas de la muestra con 0,5 ml de
acetona fria, y se guardaron las muestras en congelador
durante un minimo de 30 minutos. Después de 1o anterior,
las muestras se centrifugaron a 2500xg por 10 minutos. Para
determinar la concentracidn de fosfato, al sobrenadante se
le agregaron 0,5 ml de un reactiva gque Se describe a
continuacidn.

Se prepara unsa solucidn de molibdato de amonio al 4,6 % en
H2804 o reactivo A. Se pesan 1,5 g de sulfate ferroso, se
le agregan 3 ml del reactivo 4 y se completa a 30 ml con
agua destilada. En caso de presencia de fosfato la mazcla
debe tomar un toma azulado, Las soluciones se miden a 740
nm a 25 °C.

Experimentalmente se obtuvo un coeficiente de extincidn
molar (E /(K x CE;) igual a 1,17, con el cual se <calculd
ia concentracion de fosfato en el medioc. Para fines de
expresidn grdfica, la concentracidn de fosfatoc en cada
tratamientoc se expresd como porcentaje de la concentracién
de fosfato encontrada en el medio de cultivo sin inocular

con bacterias o PF.
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3.15. Determinacidn de betaina.

La betaina se cuantificdé con el método de Grieve y Grattan,
descrito por Zufiiga y Corcuera (1987). Tejido seco de
planta (0,5 g, se agitd con 20 ml de agua desionizada con
acido culfurico 2N. se enfriaron alicuotas de 0,5 ml, en
agua con hielo, por una hora y luego se agrego 0,2 ml de
reactivo frio de Ki-1 . Los tubos se guardaron entre O y “
eC por 16 horas y luegc se centrifugaron a 5000xg por 30
minutos a O °C. El sobrenadante se descartd. Los cristales
de KI-1 see disolvieron en 5 ml de 1,2-dicloroetano.
Después de 2,5 horas se midid 1la Absorbancia de las

muestras a 365 nm (coeficiente de extincion molar E 365 =

22445 .
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4. RESULTADOS

4.1. Reproduccion y crianza de Helicoverpa zea.

Con el metodo de dietas artificiales, se logro instalar un
sistema de reproduccion ¥ crianza de H. zeza en el
laboratorio, manteniendose ciclos de vida completos de esta
especie de lepidoptero. Se recolecto una poblacion de
larvas de H. zea (FoJ, provenientes de terrenc. Estas
larvas originaron mariposas, las cuales ovipositaron; de
loe huevos eclosiono la primera generacion de laboratorio
(F1). Las larvas F1 alcanzaron los estados metamorficos de
prepupa, pupa y mariposa, regenerando el ciclc de vida
durante cuatro generaciones. Lo anterior permitic disponer
de larvas de edad conocida para los ensayos de laboratorio.
La duracion de los distintos estados metamorficos se
muestra en la figura 5.

En las cajas de crianza la oviposicion no tuvo un patron
determinado, a excepcion de encontrarseles principalnente
en las areas iluminadas, por proyeccion a traves de 1la
rejilla (ver figura 5. Los huevos se encontraban adheridos
por su base, Do muy firmemente, en las areas gque tenian una
textura con un grado de aspereza (madera terciada, gasa,

papel) y muy poco en superficies mas lisas <(tela adhesiva

plastica, metal).




+FIGURA DB: Cicle de vida de

1as formas corresponde a un estado

Zzea,

Jaboratoric. Se midid el tiempo de

estado metamorfico,

H=

2 dias

pbtenidos tambien en el Pproceso de

huevao.
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Helicoverpa Zea.

1. = larva,

P = pupa,

Cada una de

metamdérfico de H.

crianze en

duracidn de <cada

M = mariposa,
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4.2. Ensayo de eleccion de dieta por larvas de H. zea.

Cusndc a larvas de H. zea se les did 1a alternativa de
alimentarse de las dietas artificiaies , estas aumentaron
su frecuencia de alimentacidn en la dieta control {sin
gramina) a medida gque aumentd el contenido del alcaloide en
ia dieta alternativa. Asi, se ve que cuandco ninguna de las
dos dietas alternativas tiene gramina (ambas son dieta
control) el porcentaje de visita es iddntico para ambas (p
»> ©0,1); cuando se tuvo una ccncentracién alta de gramina
en 1la dieta alternativa al copntroi (4,6 mmoles/K.p.f.> ia
preferencia alimenticia de las larvas se desplazd bacia 1;
dieta sin gramina (p << 0,001) {figura 63.

Por otra paerte, cuando 2z lags larvas se les dio 1la
alternativa de elegir variedades de cebada (tabla 1), éstas
aumentaraon su frecuencia de alimentacidn en la variedad F.
Unidn (variedad sin gramina, usada como control? a medida
que en la variedad alternativa & la control aumentaba el
contenido de gramina en sus hojas. Igual gque en el c<asa
anterior, se puede ver dgue cuando ambas variedades de
cebada no tenian gramina (ambas son control} la frecuencila
de visita es.idéntica (p >>> 0,1); pero, cuando la gramina
aumentéd a 3,8 mmoles/k.p.f. la frecuencia de visita
disminuyé significativamente en la cebada con gramina (p

<<< ©0,001) (tabla 1>. Sin embargo, la visita a 1la cebada
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FIGURA 6: Efecto de la gramina en la eleccidn de dieta

3

artificial por Helicoverpa zea. iLarvas de H. 2zZea

eligieron entre un cubo de dieta sin gramina {control’
o conteniendo el alcaloide en distintas
concentraciones. Se evalud las tendencias registrando
1a frecuencia de alimentacidn en las dietas cada una
hora . Las frecuencias se expresaron en funcidn de 1la
concentracidn de gramina en la dieta alternativa al
control. Los errores estandar menores de 10 % no Se
jndican. A O mM de gramina los puntos son idénticos
con p >> 0,1 (prueba ") y a 4,6 mmoles/K. . f. qe
gramina los puntos son significntivamente diferentes

con p << 0,001. n = 10 para cada par de puntos.
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TABLA 1: Efecto de la granmins en la eleccion de variedades

de cebada por Helicoverpa zea.

Frecuencia Visitas a cebada (%

Variedad cebada Gramina %
alternativa mmol/k.p.f. sin ali- Control Alternativa
al control mantarse
F. Unidn 0,0 20,0 + 2 40,5 x 2 30,5 + 2
X81-T-1030 1,9 32,5 +5 51,0 % 2 17,0 + ©
X81-T-1027 3,8 40,0 + 5 48,0 = 2 i2,0 + 2

+ = Error estandar

A larvas de H. zea (p=6) se les did 1z alternativa de
alimentarse de una variedad de cebada control, o sin
gramina en sus hojas, O en ptras gue contenian gramina en
concentraciones diferentes. BSe evalud la frecuencia de
visita (n=100 observaciones) con alimentacidn en cada dieta
alternativa cada una hora (mat. y met. 3.2.2>. La
frecuencia se expresd en funcidn de 1la concentracidn de
gramina en la cebada alternativa a la control. Los
resultados son el promedio del} comportamiento de seis
larvas. Cuando ambas égriédadesﬂjze cebada no contenian
gramina la diferencia de visita mno fue significativa (p >>>
0,1); con 38,8 mmoles/k.p.f. en la cebada alternativa al

control los puntos son significativamente diferentes con P

{<< 0,001 {(prueba "t"2.




58

control no se vid auvmentada er la misma prapcrcién del
abandono de la alternativa. .

Hl1 resultado de 1los dos ensayos manifesto lsa misma
tendencia, vale decir el diminuir la visita a las dletas
gue contenian gramina. Por lo tanto, esto puede indicar que
la gramina ejerce un efecto repelente sobre las larvas de

H. zea cuando esta presente en 1a fuente de alimento.

4.3. Ensayo de toxicidad con H. zea.

Para ectudiar si existe efecto tdxico por parte de la
gramina e alimentd a larvas con dietas conteniendo
diferentes concentraciones del alcaloide. Las larvas de H.
zea ingirieron la dieta independientemente del contenido
del alcaloide en ella. La presencia de 1la gramina en la
dieta no produjo diferencias en el tiempo de vida de las
larvas (p »> 0,1), ni sobre el tiempo de pupacidn (p >>
0,1, ni sobre la duracidn del estado de pupa (o aparicién
de la mariposa}. Sin embargo, el alcaloide si aumentd el
porcentaje de pupacidn (p <'0,001) en los tratamientos con
alto contenido de gramina  (tabla 2). Ademds, por el
analisis con la prueba para parejas de muestras {(Parker,
1976) se encontrd que la cantidad de dieta ingerida por las
larvas fue mayor en los tratamientos con gramina que en el

control (tabla 3) con 0,05 > p > 0.2 para 1,5 y 3,1
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TABLA 2: Rfectc de la gramins en el ciclo de vida de

Hellcoverpa =zZea.

TIE¥PO (dias?

GRAMINA LARVA PREPUPA PUPA
EN A A % de 4
DIETA PREPUPA X PUPA pupacion MARIPOSA
{(mmoles/K.p.£.D n n=X n=20 n
0,0 16,5 + 1,5 2 30 10 14,0 £ 1,5 2
1,5 18,5 * 0,5 2 30 10 iz,5 + 0,5 2
3,1 18,0 £+ 0,5 6 30 30 14,7 £ 0,3 3
4,6 21,3 + 4,4 4 3+ 0 25 14,0 + 1,06 3

+ = Rrror estandar, n = numero de individuos.

Larvas de H. zea (n=20) se alimentaron con dietas
conteniendo concentraciones crecientes de gramina. Este
ensayo se evalud registrando la sobrevivencia larval a los
20 dias de crianza. Al tiempoc mencionado se determind el
porcentaje de pupacién (pupas/total de individuos) y los
tiempos de pupacién y de emergencia de la meriposa (valores
promedio de los individuos gque alcanzaron los estados?
(mat. ¥ mét.'3.2.3). El cambio en el porcentaje de pupacidn
fue significativo con p < 0,001; el resto de las
diferencias no fuercn significativas (p >> 0,1) (prueba

l!tu ) .

.
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mmoles/K.p.£. y 0,01 > p > 0,02 pera 4,6 mmoles/K.p.f.. Asi
mismo, se encontrd que en todos los tratamientes con alta
concentracién de gramina la defecacifén fue mayor que en el

control (p= 0,1 (tabla 3>.

Por otra parte, se compard la distribucidn de pesos (mg> a
diferentes tiempos en grupos de larvas alimentadas sble con
dieta control (0 gramina)> y con dieta conteniendo 4,6
mmoles de gramina/K.p.f de dieta (figura 7>. Al imnicio del
ensayo, los pesos de las larvas de ambos tratamientos se
encontraban entre ¢ y 50 mg. A los 4 y & dias de
alimentacidn aparecieron rangos de peso mayores. A los 12
dias de alimentacién, en el tratamiento con 4,6 mmoles de
gramina/K.p.f de dieta predominaron clases de peso sobre
los 300 mg, en cambio en el control predominaron pesos
entre 50 y 250 mg. A los 16 dias las larvas de peso alto,
del tratamiento con 4,6 mmoles de graminas/K.p.f., 1liegaron
a su %ltima etapa y pasaron al estado de pupa. Mientras en
el control (0 mmoles de graminasK.p.f. de dieta) las larvas

continuaban creciendo.

Estos resultados indican que la gramina no tiene efectos
fisioldgicos letales sobre H. zea. Su efecto se manifesto
principalmente disminuyendo la duracidn de la etapa larval,
acelerando 1la pupacién ¥ aumentando la tasa de ganancia de

peso en las larvas.
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TABLA 8: Efecto de la gramina en la ingestidn y defecacidn

de dieta en Helicoverpa zea.

Dieta Dieta Probabilidad (PPM)
gramina ¢ mgd (x> p 2> yl
(mmol/K.p.£.0 ingerida ' defecada ingerido defecado
0,0 80 + 5 3 + 0.5 - _
1,5 110 + 11 4 + 0,2 0.05/0.02 > 0,1
3,1 190 + 39 11 * 4,5 0.05/0.02 0,1
4,6 is0 + 2 13 + 4,5 0.01/0.002 0,1

+ = Error estandar.

A larvas de H. zea se les alimentd con dietas artificizales
conteniendo concentraciones crecientes de gramina. El cubo
de dieta se pesd antes ¥y despuds de 1las 24 horas de
alimentacidn. A las 24 horas e recolectaron las fecas y se
pesaron . Los pesos corresponden a un promedio de c¢inco
larvas por tratamiento {(mat. y met. 3.2.3). Los datos se
analizaron usando la prueba para parejas de muestra (PP¥>,
evatuando la diferencia entre el control y cada uno de 1los
tratamientos. La expresién x > p > indica p = probabilidad
para las diferenclas, "x" e ny® = probabilidades acotadas
por la tabla de probabilidades *“t” para 1los grados de

1ibertad (o = n-1> correspondientes.
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FIGURA 7: Efecto de la

larvas de Helicoverpa zea. Grupos de 20 larvas de H.
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gramina en dietas

i
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en el peso de

zea se alimentaron con dieta artificial conteniendo O

—

y 4,6 mmoles/k.p. £f.

de dieta y se registrd el peso de

cada una de las larvas cada cuatro dias. Se calculd la

frecuencia de

distintos tiempos (T

pesos en

intervalos de 50

mg, 2

" dias) durante la crianza.
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4.4. Efectos de la gramina sobre P. syringae.

4.4.1. Efecto de la gramina sobre el crecimiento

poblacional de P. syringae.

Se estudiaron las caracteristicas de la especie de trabajo
con el objetivo de poder verificar la mantencidn de la cepa
durante el tiempo de ensayo. Asi{, de las cuentas de UFC se
obtuvo el valor de 6,45 x ldq bacterias/ml de medio para
el tiempo cero (to) ¥ 3 x 1&3 bact./ ml a t = 20 horas.
La constante de crecimiento fue K = 0,38 (H -1) y el tiempo
de duplicacidn (tiempo en que una poblacidn de densidad 1x¥
llega a 2xN) fue t = 1,82 horas . Finalmente, la velocidad
de crecimiento poblacional fue de G = 0,55
generaciones/hora. Los parametros cinéticos estudiados e
indicados al principic de este parrafo se verificaron
periodicamente, manteniéndose constantes en cada analisis.
Eestos andlisis poblacionales aseguraron el estar trabajando
con la miema especie bacteriana {E; syringae).

Con el objetivo de examinar el efecto de la gramina sobre
el crecimientc poblacional de F. eyringase se incorpord el
alcaloide en el medio de cultivo (figura 8>. La curva de
crecimientc normal (O mM de gramina en el medic) mostré las
tres etapae del crecimiento, gue son ijatencia, crecimiento
exponencial y el ectado estacionario. En la primera fase

(1atencia) la duplicacicn poblacional no fue manifiesta, en
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FIGURA 8&: Efecto de la gramina en el crecimiento

poblacional de Pseudomonas syringae. Se 1ncorpor6

gramina én concentraciones crecientes a cultivos
1iquidos. Cada unoc se inoculo con P. syringae. LoS
cultivos se mantuvieron en un bafo termorreguladoc cOn
agitncién (60 ciclos/min, 28 °C> y ®€ midio 1la
absorbancia (550 nm) periédicamente, COmO medida del
crecimiento poblacional. La absorbancia se expresd en
funcién del tiempo de incubacion. E1 numerc en ocada
curva corresponde a la concentracion mM de gramina en
el medio. Los errores menores del 10 % no se indican.
Las fases de crecimiento latente, & A = 0,02 Y

estacionario, a las 16 horas, se grafican en las

figuras ¢ y 10.
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ia segunda (exponencial? se manifestd ia velocidad mAxima
de duplicacién (0,55 gen/h.?, ¥ €n 1a dltima (estacionaria’
el cultivo llegd a la capacidad maxima de crecimiento
poblacional el medic de cultivo usado (peptona 2 %2,
despuds de las 16 horas de incubacion.

Obgervando el efecto de la gramina en las digtintas fases
se vid que la fase de jatencia (figura 9) se hizo mayor (p
maximo ©,01), el crecimiento exponencial fue menor Yy 1la
densidad maxima, o fase estacionaria, de 1la pablacién
bacteriana se hizo menor con el aumentoc de la gramina en el
medio de cultivo (figura 100. La densidad poblacional en la
fase de crecimiento estacionario no fue significativamente
diferente del control a 1 mM de gramina (p = 0,15>; pero se
bizo diferente con el aumento de la concentracidn del
alcaloide (p = 0,03 para 2 mM; p = 0,01 para 2 mM; p <
0,001 para 4 y 6 md. El que la gramina haya prolongado 1la
fase de latencia implica que i=a pnblacién bacteriana
retardaria el comienzo de su fase de crecimiento
exponencial ¥, ante altas concentraciones de graminas, 0O
podria llegar a su desarrolla mAximo.

Se inocularon medlos de cultivo sin gramina (tabla 47,
usando como inoculo al{cuotas de los cultivos originados en
los tratamientos con gramina. En el crecimiento por
reinoculacidén se caliculd p >> 0,1 (prueba ngn) para las
diferencias con el crecimiento en el cultivo proveniente

desde O mM gramina. o siendo significativas las
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ljatencia (a A = 0,02). La duracién de esta fase S€
expresa en funcion de la concentracién de granina €D

el medio de cultivo de cada tratamiento. Los datos son

eignificativos con P = 0,01 {(prueba b o
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FIGURA 10: Efecto de 1la gramina

en la densidad pnblacional

en la fase de crecimiento estacionario de Pseudombnas

syringae. De la figura 8 se tomaron 1los valores de
e Aalihain = St

absorbancia (550 nm> de la
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o fase de crecimiento estacionarioc (18 horas) en cada

tratamiento y Se expresd en funcidén de 1a

concentracidn de gramina ei el medio de cultivo. Los

datos son significativos coOn p < 0,001 (prueba *t"2.
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TABLA 4: Efecto de 1la gramina en la recuperacifén de

cultivos de Pseudomonas syringae.

Tamafic poblacional
(Abs 550 nm
(a las 18 horas)

Gramina
en medilo medio con medio sin
inicial gramina gramina
¢ oM ) (inoculacidn) {reinoculacidn>
¢ 0,90 0,80
2 0,84 0,85
& 0,32 0, B8O
5 £,10 ¢, 80

o hay errores estandar

Se inccrpcré gramina en concentraciones crecientes a
cultivos liquidos de P. syringae y ®e€ les determind la
absorbancia (550 nm) a las 18 horas de incubacidén. A las 18
horas se tomaron alicuotas de cada tratamiento. Con éstas
a1{cuotas se inocularon medios de cultivo sin el alcaloide.
Estos cultivos se dejaron crecer en un bafio termorregulado
con agitacién (60 ciclos/min, 28 =C) y se ies determind 1la
~beorbancia (550 mm) a las 18 horas (mat. y met. '3.10>. La
diferencia de crecimiento poblacional bacteriano bajo la
concentracidn mixima estimulante de gramina (2 m¥> no fue
significativa (p >2>?> 1 para la diferencia}. Scbre los 2 nH
ias diferencias fueron significatives con p = 0,35 (prueba

chi-cuadrado)d.
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diferencias anteriocres, Se puede decir gue el crecimiento
por reinoculacién fue semejante al control. Lae diferencias
de crecimiento poblacional bacteriano entre ¥\
reinoculacidn y los tratamientos <coOn gramina, no fueron
significativas hasta gramina (2 mM2, calculéndose p 2>> 1
para las diferencias {(prueba chi-cuadrado). Las diferencias
fueron significativas 2 concentracicnes mayores de 2 mhM,
con p = 0,35 (prueba chi—-cuadrado).

El hecha de que las poblaciones bacterianas afectadas Ppor
ia gramina puedan crecer normalmente en ausencia del
alcaloide en el medio, indica que la gramina ejerce una

accién bacterioestética sobre el crecimiento de

|

syringae, en todas las concentraciones ensayadas.

4.4.2. Ccncentracidn v ilocalizacidn de la gramina en los

cultivos bacterianos.

Con el objetivo de determinar si existe variacién en la
concentracidén de la gramina, incorporada al madio de
cultivo, debida al crecimiento poblacional bacteriano, se
cuantificd 1la concentracidn del alcaloide durante el
crecimiento bacteriano (figura 3112. Paralelamente, al
registrarse el cambic de densidad de las poblaciones
bacterianas se verifict que el crecimientoc poblacional en
este ensayo siguié 1z mnmisma dinamica observada en las
cindticas experimentales 2 1as mismas concentraclones de

gramina.
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de

Pseudomonas syringae sobre 1la concentracicn de gramina

en el medip de cultivo. Se incorporaron distintas

concentraciones de granina a medios de cultivo.

Para

cada concentracidn de gramina se establecid

un

tratamiento sin jnocular, O contral de concentracién,

y otro inoculado con P. syringae. Se determind

1la

concentracidn de gramina (mat. ¥ met. 3.4) en el medio

completo QB = medio + bacterias), en el medio

D

¥

.en bacterias (B, separadas por centrifugacién) durante

el crecimiento bacteriano. Los errores manoras de 10 %

no se indican. Para cada concentracibn, los puntos no

fperon diferentes, con P 22 0,1 (prueba "it"J.
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Se enccntré (figura 11) que las concentraciones de gramina
(2 y 4 o> en los cultivos inoculados con P. syringae no
sufrieron cambios importantes con respecto al control <on
12 misma concentracidn de gramina, sin incpulnr con
bacterias (p »> 0,1 en todos los casos).

Al analizar la concentracidén de gramina en ios cultivos
(tabla 57 se encontré que la concentracidén del alcaloide en
el medio completo y en el medio sobrenadante (separado de
las bacterias por centrifugacién) fueron semejantes <(p >?
0,1 y similares a la agregada originalmente. Por su parte
las bacterias asimilaron pequenas cantidades de gramina
desde el medioc de cultivo. Asi, con 2 mM de gramina en el
medio se encontrd 9,68 X 10 = mmoles de graminas‘mg de

bacterias y en los tratamientos con 4 y 6 mM del alcaloide,

la gramina encontrada en las bacterias fue de 8,61 ¥ 10°

-9
vy 4,28 X 10 mmoles de gramina/mg de bacteria,
respectivamente. Asi, las bacterias asimilaron gramina
desde el medio y no afectaron, en forma importante, & la

concentracidn total. Si  hubo degradacién del alcaloige
durante el crecimiento bacteriano, ésta tampoco fue
importante. Por su parte, 1la concentracidn de gramina
acimilada por las bacterias fue mayor con el aumento del
alcaloide en el medio.

El que las bacterias asimilaren la gramina desde el medio,
conjuntamente con el efecto bacterioestético demostrada por

el alcaloide, pudr{an explicar el que la poblacién de
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TABLA 5: Contenido de gramina en cultivos bacterianos.

Gramina
(a las 20 horas de incubacidn)

en el medio en bacterias
(mM> (mmoles/mg)
Gramina

(mM) MB M B%
o] o C O

-8

2 1,74 + 0,02 1,79 + 0,01 9,68 x 10
-5

4 3,53 %+ 0,03 3,67 + 0,03 9,61 x 10

6 5,77 + 0,01 5,77 + 0,01 4,28 x 10

n = 3, ¥ No hay error estandar

Se incorpord la gramina en concentraciones crecientes a
medios de cultive de P. syringae. Los cultivos se incubaron
en agitacién a 28 8C. A las 20 horas &6 cuantificd gramina
en el medic completo (MB = medio + bacterias) y en el medio
solo (M, separado de las bacterias por centrifugacidn}. ©Se
estimd 1la concentracion del alcaloide por reactivo de
Ehmann, usando una curva de calibracidn peptona 2%—-gramina
creciente. Se cuantificd, también gramina en centrifugados
de ©bacterias (B2, ysando unsa curva de calibracidn
etanol-gramina ( mit. ¥ met. 3.4). Las diferencias de
concentracidn entre MB y ¥ pO fueron saignificativas (p >

0,1> {(prueba "t"J.
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bacterias creciera menos dque é€n el control cuando el
alcaloide se encontraba en el medioc. A concentraciones
pajas de la gramina ia inhibicidn paroial del crecimiento
se podria explicar, también, por la absorcidn de

concentraciones no altamente inhibitorias.

4.4.3. Efecto fitopatogenico de P. syringae sobre cebada.

Con el fin de determinar la forma de infectar a la cebada
se intentaron varias formas de penetraciéh y se encontro
que la bacteria no ataco a la cebada sino cuando sus hojas
se encontraban heridas (corte o pinchadural. Dentro de
astous métodos mecanicos se probo el usc de discos de hoja,

ios cuales se utllizaron finalmente. Los discos de la
variedad F.Unidn tratados con pacteria presentaron una
fuerte clorosis. Al poner estos discos incluidos en uUn
medio agar 1 %—peptona 2 %, se vid un lento desarrollo de

bacterias cuyas caracteristicas morfoldégicas, individuales
¥ coloniales, asi como su comportamiento cinético
coincidieron con las de la bacteria de ensayo.

Para comparar, ahora, ia accidn fitcpatogénica de 2;'
syringae se infectaraon discos de hoja de las variedades de

cebada con distinto contenido de gramina. Se evalud el dano

producido y 1ia cantidad de <clorofila en 1os discos. La
cantidad de clorofila resultd ser una buena expresidn de la

cantidad de tejido 4ntactoc ©O no atacado. Tanto la
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diferencia porcentual de dafic (DPDY como la diferencisa
porcentual de contenido de clorofila (DPC) son una medida
del cambio meto que se produce entre una condicidn inicial
vy otra final. Para todos los casos, la DPD expresa la eg
dafio tisular neto (en porcentaje) en un tratamiento, en
comparacidn con un disco control (relea la seccidn 3.8.) ¥
en una misma variedad de cebada 1ldgicamente. El signo
negativo indica que el dafic es mayor en el tratamiento con
bacterias que en el control.

Las diferencias de dafio en 1los tratamientos (figura 122
muestran que el dafio producido Ppor ia bacteria en los
discos de 1la variedad control (F. Unidn) fue de 100 % y los
discos de esta variedad se tornaron totalmente clordticos.
Haciendo observaciones microscdpicas de los discos de hoja
atacados por bacterias ¥ de los controles, se ve gJue el
tejido muestra un gran dafic en el sistema vascular
xilematico. Este dafo se extendid a 1las celulas vecinas,
prcvocanda clprosis en 1o0s tejidos adjacentes. En su
extremo, las variedades de cebada con alto contenido de
gramina en Sus hojas, presentaron porcentajes de dano
menores de 50 % (0,02 >p 0,015, asi, 1a variedad con mas
alto contenido de gramina (Var. Sptol abn, 2,5
mmoles/k.p. £.7 presentd una DPD de 10,5 %. Entre 1a
variedad control (O gramina’ ¥ el grupo de variedades de
mas alto contenido de graminsa estuvo la variedad

¥81—~T—-102%Y, c¢on un contenido intermedio del alcaloide (1,46
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FIGURA 12: Correlacidn entre el contenido de gramina en
cebada y el dalo producido en ias hojas por

Pseudomonas syringae. Discos de hoja de variedades de

cebada con diferente contenido de graminza se
infectaron con P. syringae. El dafio en los discos Se
evalud como porcentale del area total de cada disco.
Este dalio se expresd coOmo diferencia porcentual de
dafic o DPD (mat. y met. 3.8.). El DPD expresa el
cambic neto en el grado de dato. Los puntos soR

diferentes con 0,02 > P 2 0,01 (prusba "t"2.
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mmoles/k.p.£.2, ¥ que moetrd una resistencia al ataque de
1a bacterias también intermedia.

A su vez, la diferencia en contenido de clorofila (DPO fue
mayor a medida que aumentd la concentracidn de gramina en
las hojas (figura 13). En la DPC el porcentaje significa 1a
diferencia de contenido de clorofila entre discos expuestios
¥y no expuestos a P, syringae, el signo negativo sigpnifica
gue los discos atacados tienen menos clorofila que el
control {(relea la seccidn 3.8.). Asi, en la variedad F.
Unidn la DPC fue de —17,8 % y la variedad de cebada Sotol
gbn. con alto contenido de gramina 2,5 mmoles de
graminasK.p.f. de teiido foliar), did una DPC de 4 % (p =
0,05, este 41timo valor de DPC se interpreta coOmo igual
contenido de clorofila gue en los discos control.

Estos resultados muestran que el contenido de clorofila en
discos atacados por la bacteria fue similar al de 1os
conitroles (sin inocular) en los discos de las variedades de
cebada con mas alto contenido de gramina en Sus hojas, lo
que se reflejé en un menor dafic wvisual {observado) en 1los
discos. Estos experimentos, conjuntamente con los efectos
de lé gramina sobre P. syringae, sugieren que la granmina
podria ser un factor de prcteccidn de 1la cebada contra
este bacteria.

Como ya sSe indicd en la introduccidn, 1la betaina se
acumuld en bhojas de cebada sometidas a estrés bhidrico.

Este compuesto ba demnstrado efectos potenciadores del




77

1
N
o

4

5 ok 08 12

18 2 24

28

GRAMINAEN CEBADA (mmoles/K.p.f.)

FIGURA 13: Correlacién entre el contenido

cebada y el contenido de clorofila de discos de

atacados por Pseudomonas syringae. Discos de

variedades de cgbada, con diferente

gramina, se infectaron con P. syringae y se

el contenido de clorofila en ellos {mat.

de gramina en
hoja
hoia de
contenido de
determiné

v met. 3.57.

Esta se expre36 como diferencia porcentual de
clorofila, o DPC (mat. ¥ met. 3.5). BEste Indice
expresa el cambioc en el contenido de clorofila sobre

1a clorofila neta en controles de 8637 % 15‘Pg/ml/g. de

tejida n=5; mat. y met. 3.5).

diferentes con P < 0,05 {(prueba "t"J.

Los puntos &0n
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crecimiento poblacional de insectos. Con la base anterior
se comparo el dafio tisular (DPD> y el contenido de
clorofila en discos (DPCY provenientes de plantas de cebada
F. Unidn en condiciones normales (no estresada © control de
estrés hidrico) y plantas de cebada sometidas 2 estrés
hidrico. En este ensayo se tuvo el objetivo de examinar el
efecto de la betaina aisiada de 1a gramina, sobre ia
capacidad de ataque de P. syringae a la cebada. Para ello
se uso una variedad de cebada sin gramina, porque sl se usa
una variedad resistente (productora del alcaloide> el
efecto observado seria el de 1a betaina y 1la gramina
juntos. Por otra parte, en este mismo capitulo, se puede
ieer los resultados del efecto de la presencia de 1la
gramina en el tejido de la cebada sobre la capacidad de
atague de la bacteria. Con los resultados del efecto “in
vivc de la betaina y la gramina, independientes entre si,
sobre la bacteria se planec estudiar el efecto de la
betaina sobre el de la gramina usandc un sistema en el cual
se pueda controlar estrictamente las concentraciones de
ambos compuestos (ver punto 4.5.1.2.

En condiciones normales, P. syringae origind un dafic de
(57,5 31 % en comparacidn con un £42,7 % 31 % producido
en el control o sin inoculari el contenido de clorofila fue
de 453,7 i) de clorofilarsg.p.£f. en el tr&tamiénto inoculado
y de 672,2 pg de clorofilasg.p.f. en el control. Los datos

anteriores indican una2 DPD de +34,6 % ¥ una DPC de -32,5 %.
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En la misma variedad de cebada sometida =& estreés hidrico se
encontrd un dano de [65 & 31 % en los discos atacados por
12 bacteria y de un [45,9 51 % en el control; el
conpenidm de clorofila fue de 552,3‘Pg de clorofilasg.p.tf.
en los discos atacados por la bacteria y de 928,9 Jpg de
clorofilasg.p.£. en el control. Los datos anteriores
indican una DPD de +41,6 % y una DPC de -40,5 % en el
controi.

Los resultados anteriores muestran que el efecto del ataque
becterianc fue mayor en los discos provenientes de las
plantas sometidas 2 estrés hidrice. En condiciones de
estrés hidrico la concentracién de betaina en las hojas de
cebads F. Unidn fue de 9C mmoles/K.p.Seco contra 18
mmoles/K.p.seco (Zifiiga y Corcuera, 1987) en la cebada en
condiciones normales. Estos resultados podrian estar
indicando algun grado de correlacidn entre la presencia de
im betafna en las hojas de la cebada y el atague
bacteriano.

En 1a misme variedad de cebada sometida a estrés hidrico se
encontrd un dano de [65 + 31 % en los discos atacados por
1a bacteria y de un [45,8 % 51 % en el control; el
contenido de clorofila fue de'552,31pg de clorofilasg.p.f.
en los discos atacados por la bacteria y de 928,9 png de
clorofilasg.p.£. en el control. Los datos anteriores
indican una DPD dé +41,6 % y una DPC de -40,5 % en el

contrpl.
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Los resultados anteriores muestran gue el efecto del ataqgue
bacteriano fue mayor en los discos provenientes de las
plantas sometidas =2 estres hidrico. En condiciones de
estres hidrico la concentracion de betaina en las iajas de
cebada F. Union fue de 90 mmoles/K.p.seco contra 18
mmoles/K. p.seco (Zuniga y Corcuera, 1987 en la cebada en
condiciones normales. Estos resultados confirman el gue la
betaina pueda ser un potenciador del atague bacteriano

cuando se presenta en la cebada.

4.4.4. Efectos de la gramina sobre la respiracion

bacteriana.

Se determino estudiar el efecto de la gramina sobre la
respiracion bacteriana, debido a estudios anteriores. Estos
prueban gue la gramina actua sobre procesos homologos en
tilacoides de espinaca (tndreo et al, 1984), ademas se
indica <como un desacoaplante en mitocondrias animales
{§iemeyer ¥ Roveri, 1984). Debido a la semejanza de una
bacteria comn P. syringae con une mitocondria, ¥
considerando que los esquemas teoricos de los procesos de
fosforilacion oxidativa son tambien similares, se eligio
hacer ecte estudio. Ademas, como P. syringae puede penetrar
por heridas del tejido vegetal, se consideroc que la forma

mas natural de contacto de ellas con cualquier compuesto es
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a traves de 1la presencia del compuestoc en el medio
circundante. Segﬁn ésto se estaria usando un sistema
homologable a las circunstancias naturales.

Con el fin de establecer el efecto general de la gramina
sobre la respiracién bacteriana, se estudic el efecto de
concentracionee crecientes de gramina sobre el transporte
basal de electrones (respiracién sin suplementos
metabolicos), acoplado (respiracion suplementada con ADF ¥y
Pi) e inducido por un sustrato (NH ,CL) (figura 14). La
gramina, hasta 2 mM, aumentd la tasa respiratoria sobre la
del transpprte pasal (1,02 x 10'_'3 $+ 5 x 10—.5 Pmles 02/nld¢
medio de reaccidn/min./pg de proteina bacteriana) <(p =
0,05) y a concentraciones mayores la tasa fue inhibida por
el alcaloide ¢(p = 0,07, p = 0,03, etc). El ADFP aumentd la
tasa respiratoria basal en un 26 % (p = 0,08); pero, este
saumento en la tasa fue inhibido progresivamente por la
gramina (p = 0,1 para 2 mK; p = 0,07 para 3 mM, etc), no
observandose el efecto estimulante inicial de la gramina
ocurrido en el transporte basal. Por su parte el HH‘;CI
aumentd la tasa respiratoria sobre la basal en un grado
cemejante (28,6 %) al ADP (p = 0,1) y la gramina, hasta 2
mM, aumentd la tasa respiratoria sobre el efecto del !H‘;Cl
(p = 0,07 y, al igual que en los casos anteriores, & mayor

concentracién la gramina inhibio la actividad respiratoria

bacteriana.
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Estos resultados muestran gue la granina estimula la
respiracién hasta 2 mM y, luego, & mayOres concentraciones,
1a inhibe independientemente del efecto inducido
previamente. Se puede oObservar, sin embargo, que el
transporte acoplado es especialnmente atfectado. En todos los
casos la gramina, & la ccncentracién 5 mM, ccmenzé &
producir un grado de iphibicidn bajo la tasz respiratoria
basal sin ser ietal. Por las caracteristicae mencionadas,
aste concentracién de gramina &e ustd en los ensayos
posteriores.

Comp ya se sindicéd anteriormente, la gramina afectd
inhibiends directamente la respiracidn inducida por el ADP
(transporte acoplado). Entonces, con el objetivo de
profundizar el estudio de éste efecto de 1la gramina, &€
investigd si el ADP tenfa algdn efecto sobre la accidn ge
la gramina. Para 1o anterior, se vio el efecto de
concentraciones crecientes del ADP sobre la respiracidh
bacteriana en presencia de gramina 1 mM, como concentracion
estimuladora del transporte basal ¥ 5 mi, como
concentracién medianamente inhibitoria del trensporte basal
(figura 157. La diferencia porcentual de tasa respiratoria
(DTR) expresa la diferencia neta de tasa respiratoria entre
la respiracién inducida v 1la basal, como porcentaje de 1la
tasa respiratoria pasal. El signo negativo implica que la
tasa respiratoria basal es mayor que la inducida por el

compuesto, lo que implica inhibicidn.
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FIGURA 15: Accidm del ADF sobre el afacto de la graminz en

Peseudomonas syringae. Se estudid el efecto de

concentraciones crecientes del ADP en la respuesta
respiratoria de P. syringae afectada por gramina en
una concentracidn estimalante 1 mMD Na otra
iphibitoria (5 mi. Las tasas respiratorias se
expresaron <como diferencia porcentual de tasa
respiratoria o DTR (mat. y mat. 3.13>. La tasa basal
- respiratoria fue 1,31 x 10“'3 + 1 x 135 Pmoles de
O, /ml de medio de reaccion/minipg de proteina
bacteriana. (m = 41, desde distintos ensayos>. El
signo negativo implica iphibicidn sobre la tasa basal.
Los errores estandar menores de 10 ¥ no se indican.

Los resultados son significativos.con p < 0,001 (5 miD

vy p < 0,04 (1 mM> (prueba "t"J.
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p -3

El1 ADP 3 mM aumento la respiracién basal (1,31 x 3107
=5

+ 1 x 10 , pmoles de Og'{ml de medioc de reaccidon/min/ug de

proteina bacteriana, n = &1, desde varios ensayos?) en un 6
% sobre el aumento producidc por la gremina 1 mk (p <
Q,001>, manteniéndose el mismo efecto hasta altas
concentraciones de ADP (7 miD). Ademds, el ADP revertio el
efecto inhibitorio producido Ppor la gramina en la
respiracién pacteriana de una DTIR de -18 %2 aun 4 % (p =
0,04, 77,7 % de recuperacidén), 3 @M de ADP fue la
concentracién de efeacto saturante, vale decir sobre esta
concentracidén de ADP O hay variaciég del efecto. Los
resultados parciales miestran que en presencia de ADP el
efecto inhibitorio de la gramina es meROr. Para detallar
mis lo anterior, se suplemento 2 bacterias con 4 mM de ADP
y se observd el efecto de la gramina sobre Su respiracion
(figura 16> y &€ encontrd gque la gramina comenzd a inhibir
la respiracién & mAyor concentracidn, entre 4 y5mM (p =
0,02). El efecto protector del ADP se reafirms al
compararlo con 1a DTR obtenida para 5 mM de gramina sola en
el transporte basal y con 5 mM de gramina mas ADP 4 m¥M las
cuales fueron —16,4 X 1,8 % <(valor pruveniente de cilinco
otros valores obtenidos independientenente) y -4,3 & 0,3 %,
respectivamente.

Debido & gue la sintesis de ATP, ademés del ADP requiere de
fosfato, se determiné si existia alguna relacién entre el

consumo de fosfatoc por parte de las bacterias en relacién a
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FIGURA 16: Efecto de la gramina sobre la respiracién

bacteriana en presencia de ADP. Se estudic el efecto
de concentracilones crecientes de gramina en ia

respuesta respiratoria de cultivos de Pseudomonas

syringae en presencia de 4 mM de ADP. La tasa basal
pal At = St
- -5

fue 1,31 x 10 + 1 x 10 Pmoles de Dzlml de medio de
reaccion/min/pg de proteina bacteriana. (a = 41, desde
varios ensayos). Las tasas respiratorias se expresaron
como diferencia porcentual de tasa respiratoria o DIR
(mat. y met. 3.13>. El signo negativo implica
inhibicidn de la tasa basal. Los errores estandar

menores de 10 % no se indican. l.os resultados sO1

significativos caon p = 0,02 {prueba ngtd.
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ia presencia de 1085 compuestos iphibidores en cultivos
bacterianos. En cultivos de 18 horas, conteniendo gramina
1ncurpnrada en concentraciones crecientes, se cuantifico el
fosfato y se expreso COmD porcentaje de la concentraciarn en
el controi <0,50 + G,01 umnles de fosfato/ml de
medig) (figura 17>. La concentracion de fosfatoc en el
cultivo bacteriano con 2 mK de gramina represento un 12 %
(p = 0,03 de la concentracion total del medio purc y un 80
% a 4 mM de gramina (p = 0,02); 2 concentraciones mRyores
del alcaloide en el medio, la concentracion de fosfato en
1ns medios de cuitivo con bacterias se igualoc 2a 1la del
control (sin bacterias).

Los resultados muestran gque se produjo un fuerte
decaimiento del consumo de fosfato a la concentraciones de
3 mM de gramina, mnstrando que la gramina afecta el consumo
de fosfato por parte de los microorganismos.

Los resultados del efecto de la gramina sobre el consumo
del ADP y del fosfato indicarian wun posible efecto
jphibitorio de 1la gramina sobre 1la actividad de 1=

ATPsintetasa.

4.5. Modo de accion de la gramina.

Se encontro que la gramina, €n la dieta, produjo efectos

repelentes en larvas de H. zea. Ademss se encontraron

efectos inhibitorios bactericestaticos del alcaloide sabre
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FIGURA 17: Efecto de la gramina en el consumo de fosfato
por bacterias. Se 1ncorpor6 gramina en concentraciones

crecientes en cultivos de Pseudomonas syringae. A 1las

18 horas de incubacidn se determind el contenido de
fosfato (mat. y met. 3.14). El contenido de fosfato en
los tratamientos se exprest como porcentaje del
fosfato en el control o PF  (mat. ¥y met. 3.14>. El
contenidoc de fosfato en el control (medio sin
inocular) fue de 0,50 * 0,01 P-oles/nl de fosfato (n =
6). Los errores estandar menores de 10 % no s&e

indican. La disminucidn del consumo fue significativa

a p < 0,03 (prueba st~ B
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P. syringse. Por 1lo anterior se investigd el posible
mecanismo de accidn general de la gramina.

Se estudiaron los efectos de distintos compuestos sobre la
respiracién celular de P. syringae (ADP, NADH, succinato,
HHAGI ¥ betainad. Se comparé, en todos los casos, el efecto
individual de los distintos metabolitos con sus efectos
sobre la inhibicidn por gramina y 2,4—DYP.

En primer lugar, se estudid el efecto de 1la betaina por ser
un compuesto que ha manifestado efectos contrarios a los de
la gramina sobre adfidos (Zﬁﬁig& et al, 1087, en premnsa’. En
segundo lugar, el ADP revertid el efecto inhibitoric de 1la
gramina.

En la figura 15 puede verse la comparacién del efecto de 5
mM de gramina con el efecto puroc del ADP (curva O mM de
graminaj’, se suglere un efectc inhibitorio de la gramina
sobre el consumo de ADF. Si bien el efecto revertidor del
ADP sobre la inhibicién de la respiracién por 5 mK¥ de
gramina existe, este no fue suficiente como para normalizar
1a actividad respiratoria. Recordando que el ADP seria
usado por la ATP sintetasa (teoria de MNitchell?» se padria-
suponer que 1a.gramina esta actuando como un iphibider
sobre esta enzima.

Como se menciond algunos autores postulan gue la gramina es
un desacoplante ¥ un inhibidor a nivel de 1la cadena
respiratoria. Para examinar 1o anterior se estudid el

efecto de compuestos intermediarios de la cadena
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respiratoria, y de otros, sobre la accidn de la gramina.
También, con el mismo objetivo anterior, se comparé la
actividad de la gramina con la del désacoplante’ reconocido
2,4-dinitrofenol, para el cual se comprobé previamgnte que

tenia actividad sobre la respiracién de P. syringae.
4.5.1. Bfecto de la betafna sobre P. syringae.

Se estudid el efecto de la betaina scbre la actividad de la
gramina y otros compuestos en P. syringae, debido a que se
ha encontrado que la betaina disminuyd los efectos tdxicos
de la gramina scbre:éfidos (Zﬁﬁiga y Corcuera, 1987). Esto
se hizo en el sistema in vitro descrito, ern esta tesis,
para utilizar el proceso respiratorio de P. syringae, Yya
gue se puede controlar las concentraciones de betaina y de
los demds compuestos {(ver punto 4.4.3. 6g parrafo).

Se incorpord betaina a caldos de cultivo que fueron
inoculados con P. syringae (figura 18> y se encontrd que la
betaina afectd solamente a la fase de crecimiento
estacionario, aumentando el tamafio méximo final de la
poblacion en funcidn del aumento de de la betaina disuelta.
Para complementar los resultados anteriores se determind su
efecto directamente sobre la respiracidn bacteriansa.
Ademis, se compard la diferencia de tasa respiratoria (OTR)
inducida por distintos efectores y mezclas de ellos, en un

cultivo bacterianoc sin y con betaina (tabla 6>. La tasa




Al

CRECIMIENTO POBLACION
(Absorbancia 550 nm/Zmt = 10

2)

91

140+ '
- 9y 12

120 . /g—_"__.
3yé6

///‘ o b4 .

o
o

control

1001

o
o}
1

o
<

-
1

e~

o
i

[+]

N
o
1
e

ST T & & 10 12 % 18 20
INCUBACION (horas}

FIGURA 18: Efecto de la betaina sobre 1a cindtica de

crecimiento poblacional de Pesendomonas syringae. A

caldc de cultivo se incorpord betaina en
concentraciocnes crecientes. Cada uno de ellos &©e
inoculo con P. syringae. Los cultivos se mantuvieron
en un baio termorregulado con agitacién (60
ciclos/min, 28 °C) y se midid 1la transmitancia (550
om de los cultives periodicamente. Se .usd 1la
absorbancia de los cultives (2 - log T%>, comd medida
del crecimiento poblacional, ¥y Se expresé en funcidn
del tiempo de incubacién. El numero en ias curvas
corresponde a ia concentracidn mM de betaina en el

madic. Los errores menores de 10 % no se indican.
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TABLA 6: Bfecto de la betaina en la accidn de distintos
compuestos sobre 1la tasa respiratoria de

Pseudomonas syringae.

DTR (%
EFECTOR M s/BETAINA  + BETAIBA
0,8 mM
HADA 0 8] i1 + 3
ADP 1,00 8 £ 3 18 3
NADH 0,14 a9+t 3 21 + 4
succlinato 1,00 5 % 1 7 + 1
betaina 0, 80 11 + 3 -
succ/bet 0.14/0.8 18 + 2 -
WADH/ADP ©0.14/1.0 18 = 3 26 + 6
2, 4—DHEP 0,4 3 %+ 0.1 4.4 + 0,1
+ = Error estandar, — = RO hay error estandar

Se compard la actividad respiratoria de cultivos de P.
syringae inducida Ppor distintos metabolitos en ausencia
(estado basal) y presencia de betaf{na. Betaina 0,8 mM
correspondid a la concentracidn de efecto saturante. Las
tasas respiratorias se expresarcn como diferencia porcentual
de tasa respiratoria o DIR (mat. y meit. 3.13). La tasa
respiratoria basal fue 1,1 x 1(;-3‘ + 1 x 10‘--S~ }Jmc:les de 02/m1

de medio de reaccidn/min/pg de prote{na bacteriana (n = 4J.

Los resultados son significativos con P < 0,03.
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respiratoria basal fue 1,1 x 10 + 1,4 X 1645 Pmnles de
02/m1 de medio de reaccidn/min/ug de proteina bacteriana.
Se encontrd gque la respiracidn bacteriana fue estimulada
por la mayaria de los metabolitos usados (p = 0,03 e
inhibida por el desacoplante 2,4~DHP (p = 0,01, en
ausencia de betaina. La betaina s=so0la produjoc un efecto
estimulante de la respiracién mhs alto gque el producido por
1os demas compuestos (p = 0,013. Cuando se suplementd con
petaina 0,8 mM {(concentracidn de efecto saturantel, el
efecto de la beta{na se mantuvo y predomino por sobre el
efecto de los otros metabolitos (p = 0,01). Para este caso,
el efecto inhibitorio del 2,4-DEP fue menor en presencia de
bataina; perao, este efecto fue noitoriamente menor gque el
observado en los otros compuestos (p = 0,012,

Se compard la gramina y el desacuplante 2,4-DNP en sus
efectos sobre ia respiracién bacteriana hasal ¥
suplementada con 0,8 mM de betaina (tabla 7 ¥ 8,
respectivamente>. La tasa respiratoria basal fue de
1.1 x 10> + 1,4 x 10" pmoles de O, /ml de medio de
reaccion/min. /pg de proteina bacteriana. La gramina <(tabla
73 comenzo a inhibir el transporte basal desde 3 mM (DIR =
-10 %, p = 0,0L), llegando a una inhibicion alta a 6 mM
(DTR = —41 %, p = 0,001} ¥ cuando el cultivo bacteriano se
suplementd con betaina la gramina comenzd a inhibir 1a

respiracién a los 6 mM (DTR = — 14 %, p = 0,002). Por su

parte, el 2,4-DNP (tabla 8) comenzd a inhibir el tramsporie
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TABLA 7: Bfecto de la betaina en la accidn de la gramina

sobre la tasa respiratoria de Pseudomonas

szgingae.

GRAMINA DTR %

mM BASAL + BETAINA
0,8 mM

O O 11 £ 3
1 15 + 1 18 + 2
2 14 4 1 18 & 2
3 -10 + 1 18 + 2
4 -15 + 2 14 £ 3
5 -27 £ 1 o+ 2
6 -41 + B =14 %+ 2

+ = Error estandar

En cultivos de P. syringae se comparc el efecto de la
gramina sobre 1a tasa respiratoria en ausencia (estado
basal) y presencia de betafna. Betaina 0,8 mM corresponde a
ia concentracidn de efecto saturante (concentracidn de
mAdximo efecto). Las tasas.respiratorias se expresaron .comd

diferencia porcentual de tasa respiratoria o DTR (mat.

1

met. 3.13). La tasa respiratoria basal fue 1,1 x© 10
-3

+ 1 x 10 Pmales de Qg/ml de medioc de reaccién/min/?g de

proteina bacteriana (n = 4>, Los resultados s0n

significativos con 0,01 > p > 0,001 (prueba HEm2,
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TABLA 8: Efecto de la betaina en la accide del 2,4-dinitro

fenol sobre la tasa respiratoria de Pseudomonas

szrin&ae.

2, 4—-DNP DIR (%>
mi BASAL + BETAINA
G o 9,9 + 0.2
0,4 2,7 £ 0.1 4,4 + 0.1
0.6 -5,8 i 0-2 -.6'3 :5: 0.8
1,6 -43,0 ¢ 1.0 -42,1 + 0.7
2,0 -64,0 + 0.6 -44,4 * 1.0

+ = Error estandar

En cultivos de P. syringae se compard el efecto del 2,4-DHP
sobre la tasa respiratoria en ausencia (estado basal) ¥
presencia de betaina. Betaina 0,8 mM corresponde a la
concentracidn de efecto saturante. Las tasas respiratorias
se expresaron como diferencia porcentual de tasa
respiratoria o DIR (mat. y met. 3.13). La tasa respiratoria
basal fue 1,1 x:ldr3 + 1 x 1dﬂ5 Pmoles de 02/m1 de medio de
reacccion/minﬁpg de prote{na bacteriana (n = 47. Los

resultados son significativos con P < 0,001 (prueba "t").
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basal a los 0,8 m (DIR = -5,8 %, p < 0,001) al igual gue
cuando el cultivo se suplemento con betaina (DIR = -6,3 %,
(p < 0,001).

Los resultados generales miestran a 1ia betaina como un
importante estimulador de 1a respiracién. Por otra parte,
se puede observar que 1a betaina revertid solamante el
efecto de la gramina y no el del 2,4-DHP, lo que indica que
ambos compuestos t+ienen modos de accién diferentes. Luego,
el comportamiento de la gramina frente a la betaina puede

ser una prueba de que este alcaloide no es un desacoplante.

4.5.2. Efecto del 2,4 - dinitrofenol (2,4 — DNP) sobre

P. syringae.

Al estudisr el efecto del 2,4-DHP sobre el crecimiento
bacteriano (figura 19), se encontrd que el desacaoplante
pralcngd 1a fase de latencia (p < ¢, 001 para las
diferencias) y disminuyd el tamafo maximo final de los
cultivos con el aumento del 2,4-DNP en el medio de cuitivo
(p = 0,02 maximo). Sobre 0,4 mM el 2,4-DEP comenzt a
iphibir vy a concentraciones mayores de 0,8 oM los cultivos
no manifestaron crecimiento importante. ©Se inocularon
medios de cultivo sin gramina (tabla ©) usando alicuctas de
jos cultivos originados en 1los tratamientos con gramina. En
el crecimiento Ppor reinoculacidn se calculd p >> 0,1

(prueba t") para ias diferencias con el crecimiento en el
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FIGURA 19: Efecto del 2,4-dinitrofenol sobre 1a cinética

de crecimiento de Pseudomonas syringae. A caldos de

cultivo se incorporcd 2,4-DNP  en concentraciones
crecientes. Cada uno de ellos se inocule con P.
syringae. Los cultivos se mantuvieron en un babo
termorregulado con agitacion (60 ciclos/min, 28 °C) ¥
se midid la transmitancia (550 nm) de loe cultivos
pericdicamente. Se usd la absorbancia de los cultivos
(2 - log T%) comO medida de crecimiento poblacional, ¥
ce expresd en funcidn del tiempo de incubacion. El
némero en cada curva corresponde a la concentracicn

del 2,4-DNP en cada tratamiento. Los resultados fueron

significativos con P < 0,02 (prueba "t").




98

TABLA ©O: Efecto del 2.4~dinitrofenol en la recuperacién de

cultivos de Pseudomonas syringae.

. Tamafic poblaciocnal
tabs 550 nm’
a2 las 18 horas

2,4-DHP
en medio redic con medio sin
inicial 2, 4—DRP 2,4-DRP

¢ m¥ > (inoculacion) (reinoculacion?

0 1,20 1,21
0,4 1,21 1,21
c,8 1,12 1,10
1,6 ©,33 1,10
2,0 0,05 1,10

Errores estandar inferiores al 10 %.

Se incorporaron concentraciones creclientes de 2,4-DEP a
cultivos liquidos de P. syringae y se les determind 1la
absorbancia (550 nm) a las 18 horas de incubacidn. A las 18
horas de se tomaron alicuotas de cada tratamiento ¥y e
jnoculd medios de cultivo sin el alcaloide. BEstos cultivos
se mantuvieron en un baho termoreguladoc con agitacion (60
ciclos/min, 28 °C) y se les determind 1la absorbancia (050
am) a las 18 horas de incubacidn. La diferencia de
crecimiento poblacicnal bacterianoc bajo 1la concentracion
maxima estimulante de 2, 4-DRP 0,8 mM) no fue significativa
(p »>> 1 para la diferencia). 4 concentraciones mayores de 2
m¥ ias diferencias fueron ‘significativas con p = 0,27 {(de

tabla “t">.
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cultivo proveniente desde 0 mM de 2,4-DEP. No siendo
significativas iss diferencias anteriocres, se puede decir
que el crecimientoc por reinoculacidn fue semelante al
crecimiento de la poblacidn bacteriana en el -control (sin
2,4-DKP>. Las diferencias de crecimiento poblacional
bacteriano entre la reinoculacidn ¥y 1los +tratamientos con
2,4-DEP, no fueron significativos bajo 1la concentracidn
mixima estimuladora (0,8 mM), calculandose p >>> 1 para las
diferencias (prueba chi-cuadrado). Las diferencias fueron
significativas a concentraciones mayores de 0,8 mM, con p =
0,27 {(prueba chi-cuadrado’.

Estos resultados indican que el 2,4~ DRP tiene un efecto
tambien bacteriocestatico sobre la cinetica de crecimiento
de P. syringae.

Se observo el efecto del 2,4-DEP sobre 1a respiracidn

bacteriana (figura 20J. La respiracion basal fue de

—

1,78 x 10~ +2 x 10 puoles de O /ml de medio de
reaccion/min ﬁPg de proteina bacteriana. ¥ baja
concentracion del desacoplante se vio estimilacidn de 1la
tasa respiratoria (DIR positiva)(p = 0,02 ¥ desde 0,8 mM
se observa una inhibicidn (DTR negati%a) progresiva de la
respiracion por parte deil desacoplante (p = 0,02). Asi, se
observd unz DIR de 2,7 % con 2,4-DEP 0,4 mM y de 1,3 % con
2,4-DNP 0,6 mN, 5y a concentraciones mayores ‘&el
desacoplante la DIR se hizo negativa, siendo de -5,8 % con

0.8 mM de DFP y llegando a -64,4 % con 2 mM de DNP. Estos
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FIGURA 20: Efecto del 2,4-dinitrofenol sobre la respiracion

bacteriana. Se estudid el efecto de concentraciones
crecientes de 2,4-DNPF en 1la respuesta  basal

respiratoria de Pseudonmonas syringae. Las tasas

respiratorias e expresaron como diferencia porcentual
de tasa respiratoria o DTR (mat. y met. 3.13>. La tasa
respiratoria basal fue 1,78 x .'LO_3 + 7 x 10_5 Pmnles
de O,/ml de medio de reaccicn/minﬁpg de proteina
bacteriana. El signo negativo implica inhibicidn de la
+aca basal. Los errores estandar mencres de 10 % no se
indican. Los resultados son significativos con P <

0,02 (prueba "t")J.
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resultados explican el drastico comportamiento del
desacoplante, el cual reitera su diferencia con el efecto

de la granins.

4.5.3. Efecto del Hﬁ4C1 sobre P. syringae.

El amvnic se ha citado como un sustrato utilizado por

bacterias, entre otras, del genero Pgeudomonas en Su

metabolismo basal (Abdelal, 1979). Al respecto se did mas
informeacidn en la introduccicn. Por lo anterior se estudid
el efecto del amonioc sobre el crecimiento poblacicnal de la
bacteria, con el fin de astablecer el efecto este como
sustrato sobre P. syringae.

El Hﬁqcl (figura 21) produjo un prematuro y leve desarrallo
de la fase de crecimiento proporcional con respecto al
control (p = 0,01 a las 8 horas de incubacidn), aumentando
1a densidad poblacional de la fase de crecimiento
estacionario. La fase estacionaria inducida por el KH4.01
fue semejante en todos los tratamientos a las 24 horas (p ?
0,1, indicando que pudo haber ocurrido wuna estimulaciodn
inicial sdlo por presencia de sustrato.

Por otra parte, se estudid el efecto de la gramina en la
respiracidn de cultivos bacterianos suplementados con

distintas concentraciocnes de NH,Cl (figura 22). La tasa

4 .

-3
respiratoria basal fue de 1,24 x 10 + 1,1 x 10 . ‘qules

de 02/m1 de medio de reaccinn/minﬁpg de proteina bacteriana
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FIGURA 21: Efecto del B’H4Cl en el crecimiento poblacional

de Pseudomonas syringae. A caldos de cultivo se

incorporé HHACI en concentraciones crecientes. Cada
uno de ellos se inoculd con P. syringae. Los cultivos
se mantuvieron en un bafio termorregulado con agitacién
(60 ciclos/min, 28 °C) y s midid 1la transmitancia
(550 nm? de los cultivos periocdicamente. Se usd la
absorbancia de los cultivos (2 — log T%), comd medida
del crecimiento poblacional, ¥ &€ expresd en funcion
del tiempo de jncubacidn, E1 mnimero en cada curva
corresponde & 1a concentracion mM de HH,Cl en el
medic. HNo hay error estandar. Los  puntos son

diferentes al control solo hasta las 17 horas, con P ¥

0,01 (prueba LLE i
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FIGURA 22: Efecto de 1la gramina sobre 1a respiracidn
bacteriana en presencia de HH4C].. 2 cultivos de

Pseudomonas sSyringae suplementados con distintas

concentraciones de NH,Cl se les determind la tasa
respiratoria en relacitn al agregado de
concentraciones crecientes de gramina. Las tasas
respiratorias se expresaron como diferencia porcentual
de tasa respiratoria o DIR (mat. y met. 3.13J. La
tasa respiratoria bacal fue 1,24 x 163 + 1 x 10_5
Jumoles de 0, /ml de medio de reaccién/min/!.xg de
proteina bacteriasna (1 = 54>, El1 signo mnegativo
implica inhibicidn sobre la tasa basal. Los errores
estandar menores de 10 % no se jndican. El1 efecto
inicial del HH4§1 fue significativo, hasta 1,5 mM, con

p < 0,001, desde 1 m¥ gramina los puntos Ao son

diferentes (p 2> C,1) {(prueba nEny,
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{n = B54). Bajas concentraciones de gramina estimularon iasa
respiratoria basal (DTR = 5 %, p < 0,001, reprasentada por
1a curva con O mM de NH;Cl, ¥y & medida que aumentd la
_concentracidn inicial de HHACl, en el medio de reaccidn, el
efecto estimulante de la gramina (1 mM) se enmascard
gradualmente. Asi, a partir de 1,5 mN de NH401 al efecto de
la gramina a baja concentracidn se enmascard totalmente {p
>> 0,1 para las diferencias) y ta DIR llego a un nivel
mhxime de 6 %. En todos los tratamientos la tasa
respiratoria bacteriana se iphibid en el mismo grado c<on
concentraciones de gramina meyoeres de p= mH
independientemente del contenido de sustrato en el medio.

Estos resultados indican que el KHA_Cl produce un efecto
estimulante semejante al producido por la gramina a baja
concentracidn; pero, esia accidn es producida sb6lo por un
efecto neto de sustrato y no protege a las bacterias de 1la
accidn de gramina. Lo anterior puede ilustrarse indicando

que el efecto de B mM de gramina (concentracidn usada como

punto de comparacién en otros resultados? sobre un eXceso

de cloruro de amonio (3 mM) es de DTR = —~ 21 % vwversus una
DIR = —4,8 % para el ADP, este dltimo si estd previniendo
el efecto inhibitorio total de 1a gramina sSobre la

respiracidn bacteriana.
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4.5.4. Sitio de accion de la gramina en P. syringse.

Para intentar identificar un posible sitio de accidn de la
gramina se estudio 1a accidn de intermediarios donantes de
electrones a la cadena respiratoria, sobre el efecto de la
gramina en la respiracidn de P. syringae. En estos ensayos
ce utilizo NADH, el donante primario, ¥ el succinato, como

donante secundarioc al NADH (figura 23).

4.5.4.1. Accion del NADH sobre el efecto inhibitorio de la

gramina.

En este ensayo se registro la tasa respiratoria inducida
por la gramina observando el efecto del agregado de NADH,
en concentraciones crecientes (figura 24). La tasas
respiratoria basal fue de 1,38 x 10*-3 2 x 10—5 }.unoles de
0,/ml de medio de reaccién/min./Pg de proteina Dbacteriana.
hl NADH 0,1 mM no mostrd un efecto significativo sobre la
respiracidn (DTR = 13 %) en el tratamiento con 1 mM de
gramina (P > 0,07); pero, el NADH estimuld la respiracion
basal (p < 0,05). A su vez, el NADH no recuperdé el efecto
inhibitorio producido por la gramina 5 mM (DTR = - 20 %, P

>> 0,1). Estos resultados, unidos a los del efecto de la

gramina sobre el ADF ¥y el fosfato, indica nuevamente que la

gramina no es un desacoplante.
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FIGURA 23: Esquema del

bacterianas (Hinkle ¥ McCarty, 1978>. E1 sitio de

donacidn de electrones por el succinato corresponde 2

una proposicidn tedrica.
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FIGURA 24: Efecto del NHADH sobre la accidn de la gramina
en la respiracién bacteriana. A cultivos de

Pseudomonas syringae bajo el efecto de la gramina 0, 1

y 5 mM se 1les determind 1la tasa respiratoria en

relacidn al agregado de concentraciones crecientes de

HADH.
-5
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La tasa respiratoria basal fue 1,38 x 10 +2x

jes de O, /ml de medio de reaccién/min/ug de
e 2 I

proteina pacteriana (n = 44). Las tasas respiratorias

se expresaron <Como diferencia porcentual de tasa

respiratoria o DTR (mat. y met. 3.137. El signo

negativo implica un efectoc inhibitorio de 1a tasa

basal. Los errores esctandar menores de 10 % no se

indican. Para 1 y 5 m¥ de gramina los puntos no SOB

diferentes (p > 0,05, para O mM de gramina los puntos

— son significativamente diferentes con p < ¢,05 (prueba

'Itll ) .
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4.5.4.2. Accidn del succinato sobre P. syringae.

Se estudid el efecto del succinatoc en concentraciones
crecientes sobre la inhibicién producida por la gramina e€n
la respiracién bacteriana (figura 252. La tasa respiratoria
basal fue de 1,64 X 153 + 4 x 16f5 Pmnles de Dz/ml de
medioc de reaccidn/min fpg de proteina bacteriana. El
succinato 1 mM estimuld la respiracién bacteriana (p =
0,02 5y la iphibid a concentraciones mayores (p = 0,01l para
succinato 2 mi, independientemente de la concentracidn de
gramina del tratamiento. En el tratamiento con 1 mM de
gramina se observd una estimuiacidn mhAs prolongada de la
respiracién, probablemente producida por un efecto conjunto
de succinato y de la gramina 1 mM. Por ser el succinato 1
mM una concentracién 1imite estimulante se uso en los
ensayos siguientes. El succinato 1 mM produjc una DTR de
4,35 % en el tratamientc con 0O mM ¥ de 6,1 % en el
tratamiento 1 mM de gramina. También, el succinato revertio
el efecto inhibitorie producido por gramina 5 mM, cambiando
ia DIR de - 12,9 a un - 8,7 % (33,3 % de-recuperacion) a la
concentracion de efecto saturante (1 mi>.

Complementando los resultados anteriores &e vid el efecto
de la gramina sobre ia respiracién bacteriana suplementada
con 1 mM de cuccinato (figura 26>. 1la tasa respiratoria
basal fue 1,31 x 16-)-3 + 3 x '1(:‘:-5 }:unoles de O _{ml de medio

2

de reaccidn/min (Pg de prote{na bacteriana. La gramina
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FIGURA 25: Efecto del succinato sobre la accidn de la
gramina en la respiracién bacteriana. A& cultivos de
Pseudomonas syringae bajo el efecto de gramina o, 1 ¥
5 mM se les determind la tasa respiratoria en relacidn
al agregado de concentraclones creclentes de

—

succinato. La tasa resp

-3

+ 4 x 10 }umoles de O,

de proteina bacteriana

resplratorias

de tasa respiratoria o DTR (mat.

negativo implica efecto

iratoria basal fue 1,64 x 10

/ml de medio de reaccién/minﬂpg

(n 297. Las tasas

se expresaron como diferencia porcentual

v met 3.13). El signo

4nhibitorio sobre 1la tasa

basal. Los errores estandar menores de 10 % no ©€
indican. El1 efecto estimulante del succinato £fue
significativo con p £ 0,02 {prueba i e
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de 1la gramina sobre la respiracidn

bacteriana en presencia de succinato. A cultivos de

Pseudomonas syringae suplementado c<on succinato 1 oM

se les determind la tasa respiratoria en relacion al

agregado de concentraciones crecientes de gramina. La

tasa respiratoria basal fue 1,31 x 10 + 3 x 10

-3 (5]

pmoles de 0O, /ml de medic de réaccién/min<Pg de

proteina bacteriana (r = 15>. Las tasas respiratorias

se expresaron <omo diferencia porcentual de tasa

respiratoria

o DTR (mat. y met. 3.13>. El =signo

negativo implica un efecto inhibitorioc sobre la tasa

hasal. lLos errores estapndar menores de 10 % no Se

indican. LoOSs

(prueba "t”>.

datos son significativos con_ P T 0,04
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presento un efecto estimulante inicial e inhibic 1la tasa

respiratoria sobre los 2 mi (p = ©0,04>. 8Sin embargao, 1la

hnhibicién producida por la gramina 5 mM en el tratamiento

1
con succinato 1 mM (DIR = — 4,02 + 1,2 @ fue menor gque la

broducida por el alcaloide solo sobre el transporte basal

|
((DTR = —-16,4 & 1,8 %) (p = 0,08>. Estos resultados i1ndican

que el succcinato no evita la accion de la gramina; pero,

si disminuye el efecto inhibitorio del alcaloide.
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5. DISCUSION

5.1. Crianza de Helicoverpa zea.

El tiempoc de duracion de los diferentes estados de
desarrollo metamorficc de H zez fue csimilar a los
entregados en la literatura (Hardwick, 196%). La escasa
diferencia es atribuible & la variabilidad genética de la
especie y a las condiciones de crianza en el laboratorio.
Las caracteristicas morfologicas de los distintos estados
metamérficos (figura 5) de 1la especie recolectada en

terreno coincidieron con la descripcién de de Helicoverpa

zea (Boddie) (Angulo v Veigert, 1875). Para la
clasificacidn de la especie de trabajo se uso las claves
actuales de Angulc y Wiegert (1975), usadas en Chile.

Del total de larvas colectadas en terreno, Uun o5 %
correspondic a H. zea. No se encontro la amplia diversidad
de especies mencionada en el trabajo de Hardwick (1965), A4
junto a H. zez se encontré soclamente 1la especie Euxoa
lutescens, cuyas caracteristicas morfoldgicae son bien

diferenciables de la principal.

5.2. Efecto de la gramina sobre H. zea.

La presencia de gramina, tanto en la cebada comoc en la

dieta artificial, provocd un efecto repelente en las larvas
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(figura 6, tabla 1)>. La dieta artificial esta constitufda
de compuestos qu{micos, maiz blanco wmolido {(malz dulce,
va;iedad poco resistente al atague de H. zea). La calidad
dietdtica de este maiz asegura la supervivencia de esta
especie, entre otras. Angulo ¥ Weiéert (1e%5> ep su
descripcidn de especies de Hdctuidos en Chile, indica una
larga lista de plantas cultivadas que 6on usada como
sustrato por H. zea ¥ otras especies de la familia,
hacidndola merecer la clasificacién de holdfagas a wmuchas
especies de la familia Noctuidae.

Dado gque el uso. de 1la dieta artificial permitié el
desarrollo completo del ciclo de biologico de H. zea y su
cmmposicién general es controlable, constituyd un buen
medio para probar el efecto del alcaloide indolico presente
paturalmente en algunas variedades de cebada.

Con el propfsito de verificar al efecto de la gramina en
condiciones naturales, Se infesto con larvas de H. zea
pléntulas de cebada, de variedades con §F sin gramina en sus
hojas, comparando los resultados de cads ensayoc <con Sus
blancos. Paor ejemplo, en el <aso de wusar variedades de
cebada, el contrel fue el macetero donde las dos
alternativas de alimentacidn eran la misma variedad de
cebada que no produce gramina en Sus tejidos. E1 resto de
los tratamientos ten{a la variedad de cebada gque no produce
gramins y como alternativa una variedad de cebada gque
produce naturalmente la gramina en Sus tejidos, en

distintas concentraciocnes.
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En el tratamiento control, el porcentaje de visitas con
alimentacidn indied que las larvas no diferenciaban entre
ambas variedades. En cambioc cuando se combind una variedad

sin gramina con otra productora del alcaloide, se vid que

las larvas comenzaroch & diferenciarlas, llegando a
rechazarlas claramente cuando la variedad de cebada
(alternativa 2 la sin gramina), presentaba up alto

contenido de gramina en sus tejidos follares.

En los ansayos con dieta, las larvas, ante la alternativa
de elegir entre dos cubos de dieta artificial sin gramina,
no diferenciaron ambas alternativas. Sin embargo, cuando
uno de los cubos de dieta contenia gramina, a baja
concentracidn las larvas comenzaron 2 diferenciarilas.
Cuando la concentracifn de gramina fue alta, en uno de los
cubos de dieta, las larvas los diferenciaban notoriamente,
prefiriendo la altermativa sin gramina. Estos resuliados
permitén suguerir que la gramina tiene un efecto repelente
sobre H. zea.

En los ensayos de eleccign de dieta se tomd en cuenta sdlo
ija alimentacidn larval emn wuna u otra dieta. Existe un
porcentaje complementario que corresponde a cuando las
jarvas no se estaban alimentando, en el momento de la
observacidn. Este dltimo evento ocurrid cuando la larva se
encontraba inactiva ¥y estsetica, wsobre la dieta o en
cualquier otra parte de la placa petri, y cuando se

encontraba deambulando, sin objetive aparente o buscando
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salida. Por las razones expuestas el porcentaje de larvas
no alimentandose (tabla 1> no representa un evento de
causas ni de objetivos definidos; sino mas bien parte de un
estado de transicién en el aprendizaje degustativo y no
necesariamente relacionado <oOD éi. Por 1lo anterior el
cambio en el porcentaje de larvas no alimentindose no es
ectadisticamente importante para probar la repelencia de 1la
gramina, ni estad{sticamente analizable.

Cuando las larvas fueron sometidas a comer dieta con
gramina, este alcaloide no mostrd +tener efectos letales
subre ellas. Contrariamente a 1o anterior, las larvas
ganaron peso. Juntoc con 10 anterior las larvas ingirieron
mas répidamente ia dieta y eaumentaron la masa fecal.
Respecto a efectos cimilares de otros compuestos sobre las
iarvas de H. zea, se ha propuesto que existe un mecanismo
de detoxificacidn (Kennedy, 1084); asi, respecto al efecto
de la gramina, Se€ podria pemsar que estos resultados
reflejan un comportamiento fisicldgico de detoxificacidn.

Este mecanismo podria manifestarse en la mayor velocidad de

paso de la dieta por el tracto digestivo de la larva jy eR

.

el mayor volumen de defecacidn.
La aparente contradiccidn entre los efectos repelentes de

la gramina y su efecto sobre H. zea en el ensayo de

toxicidad, no existir{a del punto de vista que se indica.
La mayor ingestién de dieta con gramina pcdria intentar

explicarse elucubrando que el alcaloide estimilaria los
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sensores maxilares de 1a larva, cuandoc esta muerde la
dieta; €ste seria un est{milo externo al organismo larval,
que corndujo 2 gue ias larvas simplemente abandonaran ia
dieta. Perp, cuando la larva se ve obligada a consumir la
dieta con gramina, cualquier respuesta es ya producto de
un estimulo interno 2 su organismo. Luego estos efectos no
son contradictorios, sino solamente diferentes en funcidn
de receptores tambidn diferentes. En esta tesis no se logra
una explicacién cabal de lo ocurrido; sin embargo, puede
ser interesante de ser estudiado.

Los tantecedentes enunciados ponen de manifiesto que 1la
'presencia de la gramina en la fuente alimenticia (dieta u
hojas? modifica la caonducta alimentaria de las larvas.

Como ya se menciond en la introduccidn, diversos compuestos
parecen tener un papel defensivo en plantas, contra atagues
de insectos. La tabla 10 resume algunos de estos ejemplos,
principalmente en larvas de lepidépteros y mencionando 1los
trabajos hechos en el Laboratorio de Fisialcgia Vegetal en
afidos (dos ultimos compuestos de la tabla). Se puede
observar gue dentro de la variedad de compuestos bhay una
hormona esteroidal, carbohidrataé, taninos, terpenoides,
hidroxamatos y alcaloides. Estos compuestos han sido
descritos en plantas de diferente origen filagenético, como
Pinaceae {(Or. Pinales, Solanaceae (Or. Scrophulariales),

¥alvaceae (Or. ¥alvales) y de la Poaceae (Or. Poales) o

gramineas. Su diferente origen qu{micc (biosintesis) hace
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COMPUBSTO OR!GEN RESI1STENCIA BFELTU EESAYO KEFEREMCIL
titoecdiesteriode Ajugs remota Pectinopbors hormonal sobre dieta Kuboc et al, lvol
20-hidroxiacdisons Podocarpus gossipislls la scdisis. arzificial
!rlculm’ musrte

“tactores de sstilos de Heliothie no imdica alimentacion Josepbson et al. 1wo0
resistencia” maiz, 3 var. T en plantas

e hibridos
»factores de estilos de Heliothise nc indics aiimentacion vidstrom et al, 1w/Y
resistancia” maiz, var. zen an plaptes

e hibridos

2#-0-p -L- rammosil estilos de Hellothi® inhibicidu del dieta Ellitger et al, 1980
-8-C- (6-desoxi-xilo maiz, var. zea crecimiento artiticial
- pexc - 4 -ulosil) Zapolote -
luteolina chico
("maizina")
2-tridecanons tricomas Randucs vaporee toxicos diste Kennedy. 1wod

glandulares sexta H. zea se recu- artificlal

de Leptinotarsa pera, manifies~

Lycopersicon decimlineata ta meacanliemos

hirsutum ¥y Heliothis detoxiticantes

L. esculentunm L
taninos primeras Heliothie menor 4aio en alimentacion Zummo et al, 1wB4

hojas expan-— zea el fruto en plantas

didas de

algodon
terpencides ibid. Heliothis menor dafio en alimentacion Zummo et al, lwsd
aldebidicos zesa el fruto en plantas
dcidos bojas de Schizaphise repslencia ¥y dietas 2zbfitgs et al, 1wes
hidroxdmicos Zes mays graminum toxicidad srificial Corcuers et al, 1985
(DINBOA, DIBOAY Triticum Ropalosipbum y matural Corcuera et =1, 1wdY

durus padi tpiantas) Argandofia et al, 1wb3
Netopolophium
dirbodum
Gramipa bojas de E. gramipun repelencies ¥ dietas Corcusra, 1wod
(alcaloide Hordeusm e&p. TS d1 toxicidad artificial ZaBiga y corcuera, 1wbo
tnddlico’ kEh. meidis y natursl
lpl.nta.)
TABLA 10: Metabolitos de plantas que presentan actividad

sobre insectos.
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que se deba considerar gque o necesariamente tienen el
mismo mecanismo de accidn; su diferente origen filogenetico
indica gue no necesariamente se encontraran juntos en una
misma planta;.la diferente composicidn qu{mica y origen
biosintetico, de los compuestos, 108. hace
fisicoqufmicamente diferentes. Por lo anterior no pndr{a
compararse la gramina con los oiros compuestos, en te€rminos
de decir cuan efectivo es el alcaloide con respecto a los
otros compuestos (en tdrminos de concentracidn). Sin
embargo varios de los compuestos indicados <(tabla 102
tienen en comun el ejercer una accidn protectora de la
planta contra larvas de 1epid6pterns, v la mayoria sobre

Helicthis zea. Por su parte, los acidos hidroxamicos y 1la

gramina tiemen efectos sobre los mismos afidos, siendo
diferentes las plantas atacadas. El descubrimiente de 1los
efectos descritos se han hechao tambidn mediante mdiodos
semejantes, alimentando individuos con plantas gue
contenian el compuesto en consideraciodn. Se complementa con
el uso de dieta artificial a 1a cual se incorpora el
compuesto. FEetos estudios hicieron 1llegar a conclusiones
semejantes a las de esta tesis, las que se pueden resumir
en que los compuestos representan mecanismos de defensa
para la en planta que ips contiene contra patdgenos ¥
fitopatogenos. A las plantas poseedoras de los compuestos
se les ha llamado "variedades resistentes”. Esto ha

permitido tener variedades de mayor rendimiento agr{ccla.
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Segﬁn informacidn dada en el INIA (Santiago?, la
“ecuncunilla” (H. zea’ no constituye una plaga de la cebada,
aungue si se sabe que en un grado muy bajo puede consumir
ias hojas de ecta especie. Entre las variedades de cebada
que existen en el mercado, una de las mas usadas es la
variedad "cruzat" (MUSIC S. A&.>. Esta variedad se vende
como forrajera y se le ha cuantificado un contenido de
gramina de 20 % 2 mmoles/K.p. sSeco (Zéﬁiga y Corcuersa,
1087). La variedad F. Unidn ya no se encuentra en el
mercado debido, probablemente, a gue es altamente
susceptible; esta variedad fue cambiada por otra para
efectos de prcduccién en la Compahia de Cervecerias Unidas
(comunicacidn persconal). Considerando gque las variedades,
de cebada, muy suceptibles se usan cOmD control en el
laboratorio por no tener gramina en sus hojas, ya no se
comercializan; que los cultivares nsados en la actualidad
tienen gramina €n sSus hnjas y que estos no Son atacados por
H. =zea, jndica un posible papel defensivo de este
metabolito. Esto puede ser importante en la productividad
de la cebada (forraje o granol.

Coma el proposito de esta tesis fue estudiar el papel de la
gramina en la relacidn fitdfago-planta, éstos resultados
tienen una implicancia importante. En esta tesis 1=
demuesira que la gramina tilene efecto repelente sobre H.
zea, simiiar al efecto del alcaloide sobre afidos

(Corcuera, 1883). Esto permite conclufr gue, tal como sSe
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enuncio en la hipétesis, este alcaloide tiene wun efecto
protector mas general que el que se le atnibu{a. tdemas
considerando el panorama expuesto en la tabla 10, se puede
decir gque la gramina es una de las formas de defensa
qu{mica naturél, que se hace efectivo en las variedades de
cebada que la producen. Este hecho cobra mayor importancia,
en la medida gue la presencia de la gramina se describe
como un evento regulado genéficamente (Hanson et al,
1081;1983)>, ya que ello permitir{a el manejo de variedades
de cultivo resistentes.

Algunos autores postulan que los alcaloides inddlicos
causan disturbios degenerativos fuertes a nivel del sistema
nervioso central {(ver introduccion). Otros estudios sehalan
gue el crecimiento poblaciocnal de afidos estd
correlacionado inversamente con el conitenido de gramina en
1a dieta (artificial y en hojas de plantas? (Zufiiga ¥
Corcuera, 1086; Corcuera et al, 188%). Lo anterior més
estudios gue indican que larvas de lepiddpteros tienen
capacidad degustativa y un grado de aprendizaje de conducta
alimenticia (Jermy et al, 1968; Schoonhoven, 1869a, 1969b),
permitirian pensar gue el rechazo de la gramina por la
larvas puede corresponder a una conducta adquirida por
degustacién del alcalopide.

En esta tesis, los resultados del ensayo de toxicidad de
gramina sobre H. zea, no mostraron un efecto tdxico letal

(tablas 2 y 3, figura 7 del alcaloide sobre las larvas a
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nivel de sobrevivencia ipdividual, como 1o indica 1la
literatura para otros compuestos. Sin embargo, se presentd
un comportamiento diferente comp fue la mayor velocidad de
consumn y defecacion de ia dieta. Ademds, H., zea sufrid
alteraciocnes en el ciclo de wvida, comz la aceleracién
relativa de la pupacién. La fase larval es la unica etapa
fitdfaga, dentro del ciclo de vida de esta especie.

El efecto de la gramina sobre el ciclo de vida de H. zea
padria tener incidencias importantes. Sin embargo, hay que
considerar que € estd hablando de una situacidn
experimental, lo gque no da motivo para pemsar que lo mismo
ocurra in natura. Bfectivamente, el hecho de que las larvas
de H. zea hayan reconocido la presencia de la gramina en la
dieta indica gque la accidn repelente de la gramina tiene
mayor importancia. Lo anterior se puede justificar, ya que
al ser reconocida la gramina como estimulo negative 1la
larva no continuara consumiendo el sustrato. Ante éste
dltimo hecho lo esperable va a ser que la larva busgue el
custrato mas adecuado del punto de vista de la degustacién,
cuando ellas se encueniran en sSu medio natural.

Se ha visto que la gramina produce efectos " principalmente
repelentes sobre larvas de H. zea, ¥ efectos repelentes ¥
tdxicos sobre afidos (Corcuera, 1983). Esto dltimo, unido a
la presencia de sensores gquimicos en otras especies y a los

F
resultados de los otros autores mencionados, permitiria

postular que la gramina podr{a copstituir una barrera
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tambien para otras especies de insectos. Esto amplia el

rango de accion defensivo que se le stribufa a la gramina.

5.3. Aecion de la gramina y otros compuestos sobre

P, szzingae.

El crecimientoc bacteriano sigmoide presenté las fases de
latencia, crecimiento exponencial ¥ estacionaria
caracteristicos de la bacteria.

La gramina afectd al crecimiento poblacional de P. syringae

prolongando su fase de latencia y disminuyendo la fase de

crecimiento estacionario (tamafio maximo £final) de ia

pnblacién bacteriana (figuras 8 a 10). En consecuencila, la
‘

gramina retardo el jnicio del crecimiento exponencial. Por

/
otra parte, el ensayo de reinoculacion de P. syringae en
medioc de cultivo sin alcaloide (tabla 4> indico gque 1la
gramina tiene un efecto bacterioestatico sobre el

crecimiento poblacional de P. syringae. La asimilacidn de

pequenas cantidades del alcaloide desde el medioc de cultivo
(figura 11, tabla 5>, por las bacterias, no cambid en forma
significativa la concentracidn total detectada en 1los
caldos de cultivo.

Estos antecedentes, podrian indicar gue las bacterias
pueden asimilar la gramina desde el medio, sin efecto
letal. Asf, una cnncentracién alta del alcaloide en el

medio mantendria a la poblacidn bacteriana en un estado de
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crecimiento potencial. Luega, la bacteria pndria volver a
su estado activo en el medio 1ibre del alcaloide, Ppor
disminucidn de la concentracidn relativa de la gramina.
stendiendo a los resultados anteriores, &e estudié la
fitopatogenicidad de P. syringae en distintas variedades de
cebada (figuras 12 y 13). En la cebada control (F. Unidn,
sin graminal, la bacteria provocé un fuerte dabo celular a
partir del xilema (resultados 4.4,3), como tejido de
entrada al tejido, ademas provccé una fuerte clorosis. Sin
embargo, tanto la intensidad del ataque como el grado de
clorosis disminuyercn con el aumento de la concentracién de
gramina en las hojas de cebada. El efectoc anterior pudr{a
atribu{rsele. en parte, a la gramina considerando el efecto
del compuesto puro sobre la respiracién bacteriana.

La primera evidencia del atague de E; syringae a la planta,
que se observd en este estudio, fue la presencia de
masas de bacterias en el ivmen de los vasos xilematicos, ¥
luego en las celulas parenquiméticas. El mismo mecanismo de
ataque se describe también para otros patégenos bacterianos
{(Nelson y Dickey, 1066; 1970). Ademés, en esta tesis, se
vio qué P. syringae no ataco plantas integras dentro del
tiempo de duracidn de los experimentos (ver mat ¥y met. 3.8.
segundo pérrafo). Esto se justificaria ya que se ha visto
que el ingreso de 1as bacterias al tejido vegetal ocurre
principalmente Ppor heridas <(McFadden y Creager, 1960;

Dickey y Nelson, 1967; Nelson ¥y Dickey, 1968, 1970y, Al
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respecto se cita en literatura gue especies de la familia
Pseudomonadaceae tienen actividad enzimatica (pectinasa ¥
celulasa; Johnson y Powell (1962 y producen péptidos
fitotdxicos extracelulares (Husain ¥y Kelman, 1958; Bakman ¥
DeVay, 1©71; Gross ¥ DeVay, 1977, Bidway et al, 1987>.
Estos elementos destruirian t;;ido vegetal; pero, no
facilitarian la penetracidn de bacterias desde el exterior.
Resﬁﬁiendo, jas bacterias de esta familia no tendrian umn
mecanismo propio de penetracién, por 1o gque DO podrian
producir la herida (Backman y DeVay, 1971; Bidwai et al,
1987; Ceponis y Friedman, 1058; Gross y DeVay, 1977; Husain
y Kelman, 1958; Sinden et al, 1971; Surico y DeVay, 1982,
v gue la cut{cula de las hojas de cebada represente una
barrera fisica para la penetracién de P. syringae, <OImIo
microorganismo patdgeno facultativo.

Recapitulando, se vig gue 2; syringae no satacd a la cebada
sino cuando esta estaba herida, la herida seria hamdlcga al
hecho de obtener discos ya que estos iltimos hay gque
cortarlos de la hoja, luego queda un tejido rodeado de
células rotas. En este caso la situacion impone gque el
contenida de la celula rota se liberard al medio. Hay que
sumar 2 lo anterior gque la bacteria fue afectada por el
alcaloide cuando d€ste se encontraba en contacto directo con
la bacteria, es decir en el medio de reaccién. Estos
antecedentes, resumidos de lps resultados de esta tesis,

permiten postular que la gramina podria estar actuando comp
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defensa natural =a traves de un mecanismc de defensa
hipersensible, O necrético, sobre P. syringae.

El mecanismo de defensa hipersensible consiste en la
desintegrgcién del tejido vegetal que circunda al patdgeno,
impidiendo su avance. Esto corresponde 2 una avtolisis
mediada por metabolitos celulares, siendo independiente del
efecto gue el metabolito pueda temer sobre ios agentes
patégenos. Este mecanismo necrdtico se encuentra en
hospedadores que presentan grados de resistencia, ya que en
los hospedadores suceptibles el tejido atacado puede
sobrevivir mayor tiempo ¥ permitir gque un agente atacante
se desarrolle (Agrios, 1978). La lisis celular impl;ca ila
jiberacidn de todos los componentes citoplasmiticos a la
mancha necrdtica, algunos de los cuales pueden actuar sobre
el agenie que provoco la herida o gue penetrd por ella
(Klement et al, 1863)

En los casos mencionados antes, la localizacidn tisular del
metabolito puede ser importante. Al respecio Argandoha et
al, (1987 encontiraran gque €I hojas de cebada la
concentracion de gramina fue de 2,2 ¥ 2,0 mmoles/K.p.f. en
ia epidermis superior e inferior, respectivamente y de 3,1
mmoles/K.p.f. en las cdlulas del mesofilo. El alcaloide no
fue detectado en las vainas vasculares ni en el xilema. ©Si
el alcaloide se detecta en cdlulas del mescfilo, se puede
pensar gue este esta compartamentalizado =en el tejido.

Cuando uwna hoja es herida se Tompen céiulas de la epidermis
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y del mesdfilo y Su contenidc se libera a la mancha
necrética. Si el contenido de ia célula rota incluye la
presencia de gramina, esta se liberars también & la mancha
necrética. Finalmente, si bacterias F. syringae 1legan. a
ia herida, tendran que entrar en contacto con el contenido
de la mancha necrdtica, y por lo tanto con la gramina. Por
deduccidn obvia, si la bacteria entra en contacto con el
alcaloide sufrira los efectos correspondientes descritos en
esta tesis. Esto corresponde estrictamente a la accion de
la gramina utilizando el mecanismo de defensa hipersensible
L4

de 1las plantas, mencionado antes. Luego, tambieén los
estudios de Argandona et al. (1987), sobre la localizacion
de ls gramina, apoyan el gue el alcaloide pueda sSer una
defensa natural a traves de 1las ce€lulas portadoras del
alcaloide.

La posibilidad de que la gramina pueda liberarse al medio,
junto al efecto jnhibitorioc del alcaloide sobre el
crecimiento bacteriano, permitiria decir gque la gramina
constituiria una defensa natural de la cebada contra el
atagque de f: syringae.

En un tejido puede existir cumpueétos con efectos
diferentes sobre el organismo. Al respecto, se ha descrito
que la scumulacidn de betainas en plantas de cebada, puede
aumentar su susceptibilidad & patdgenos (Zﬁﬁiga y Corcuersa,

1087). Al respecto agquil se observo que la betaina se mostrd

como un potenciador del crecimiento poblacional bacteriano
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(in vitro, figura 183. También 1la betaina podria estar
correlacionada con el aumento de la fitopatogenicidad de P.
syringae sobre discos de Thoja, de plantas de cebada
cometidas a estres hidrico. Esto se pudo ver cuando los
discos de hoja de cebada, variedad ¥. Unidn, con contenido
de beta{na aumentado por 1las condiciones de estres,
mostraron un dafic por ataque bacteriano de 42 % en relacidn
a2 un 35 % en la misma variedad de cebada en condiciones
normales y con bajo contemnido de betaina (basal) (ver res.
A.4.3. sexto parrafo). Asi mismo, se copfrontan los
contenidos relativos de clorofila, después del atague
bacteriano, de —-32,5 % en 1oz discos con alio contenido de
betaina v de ~40,5 % en 1ps discos con el contenido basal
(ver res. 4.4.3.). Estos resultados estdn indicando que con
el aumento de la betaina en el tejido vegetal, el daho hace
mayor ¥, POr consiguiente el contenido de clorofila
disminuye. De estos resultados se concluye que el aunmento
de la beta{na, en las hojas de la cebada F. Unidﬁ, aumentd
la capacidad de ataque, O fitopatogenicidad, de P.

syringae.
5.4. Mecanismo de accidn de la gramina.
Para la gramina se han descrito efectos inhibitorios sobre

la fosforilacidn, sobre la gradiente prntdiica en

tilacoides de espinaca {(Andreo et al, 1984> y sobre el
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proceso respiratorio de mitocondrias de h{gadc de rata y de
povine (Niemeyer y Roveri, 1084). Los efectos de la gramina
sobre Pprocesos bicqu{micas y organelos hacen suponer que el
alcaloide padria afectar a nivel de la respiracién celular
de la bacteria P. syringae.

En la respiracién bacteriana (figura 27> el HNADH es el
primer donante de electrones a 1la cadena de transporte
electrdnico. El succipato, se ha descritoc como donante
secundario de electrones en las proteinas ferrosulfuradas,
sitio consecutivo al punto de donacidn del NADH (Lehninger,
1882>. Baséndose en la iteoria de Mitchell (¥itchell, 1966;
Fillingame, 1980; Lehninger, 1082), se puede decir gque 1la
continuidad de 1os sistemas mencionados implica que el
efecto preducido por un compuesto, en cualquier parte del
sistema, afectara finalmente a la tasa respiratoria de 1la
bacteria (figuras 23 y 27)J.

Segun la literatura, los microorganismos pueden utilizar
diferentes fuentes de sustrato para su metabolismo, entre
ellos compuestos simples como las aminas. En varias

especies del‘génera Pseudomonas se describe la utilizacicn

de.metilaminas comn sustrato de oxidacidn. En este proceso
gourre uns N-desmetilacidn, donde los grupos wmetilo se
transforman en formaldehido, dejando como producto HHgt
{Colby et al, ie7e, entre otros. En algunos

. e
microorganismos, incluido el genero Pseudomonas, Se han

jdentificado las enzimas carbamatoguinasa y carbamilfosfato
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FIGURA 27: Esquema del sistema respiratorio en membranas

bacterianas y proposicién tedrica de la actividad de

la gramina (GRA).




130

sintetasa. La primera enzima cataliza 1z fosforilacidn del
ADP por el carbamlilfosfato (este filtimo es el sustratoc de
1z enzima) con la prnduccién de 002 y BHE + ¥ 1z segunda
cataliza la ei{intesis de carbamilfosfato desde ATP, ‘CDQ v
FH,+. Esta fitima epzima se compone de una subunidad grande
que cataliza la s{ntesis del carbamilfosfato a partir de
amonic y de una subunidad pequefia que utiliza la glutamina
para dicha sintesis.

El carbemilfosfato entra como sustrato al ciclo de la
ornitina. La arginina, uno de los intermediarios del <¢iclo
anterior, wva hacia la via metabdlica del succinato (Conn ¥
Stumpf, 1073; Abdelal, 1979). Esta 41tima via se ha

descrito, también, para bacterias del genero Pseudomonas

(Abdelal, 1978). Las viac de biosintesis de pirimidinas ¥
purinas requieren tambidn del carbamilfosfato, ¥y¥a dque se
sintetizan por la condensacidn del carbamilfosfato con
otros intermediarics. Esta @ltima via biosintéiica es comun
v similar en una amplia gama de organismos (Suttie, 1976).
Con estos antecedentes gqueda implicito, que era el objetivo
de mencionarlos, gue el amonio puede sSer usado por las
bacterias para su propio crecimiente poblacional. Por 1o
anterior, se nsd cloruro de amonic en 1los ensayos <coOmo
activador del crecimiento bacteriano por efecto de
sustrato. El efecto esperado del amonio sobre P. syringae
s presentd (figura 21> sin observarse otras consecuencias,

ademas de la aceleracidn del crecimiento poblaciocnal.
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Conociendo el efecto anterior, se quizo probar si el
amonio, implicando la via de wutilizacidn como sustrato,
tenia algun efecto protector sobre la accidn inhibidora de
la gramina.

A partir de los resultados obtenidos, se compard el efecto
de la gramina (figura 16) con el del desacoplante 2,4-DNF
(figura 20) sobre la tasa respiratoria. Ambos compuestos
mostraron un efecto estimiulador de la respiraciéu, a bajas
concentraciones, y un efectc inhibidor a concentraciones
mas altas. En los resultados de los ensayos de actividad
bacteriana en presencia de betaina, se encontrc que la
presencia de este compuesto en el medio (tablés 6, 7 y 8
revertioc solo el efecto inhibitorio de 1la gramina. Los
recsultados en conjuntoc, mencionados en este parrafo,
indican que el efectoc de la gramina pudo ocurrir por un
mecanismo diferente al de un desacoplante tfpico.
Concentraciones de gramina inferiores a Z mM aceleraron la
tasa respiratoria basal de P. syringae 7y, tanto 1la tasa
basal como 1la acoplada {ADP> fueron inhibidas a
concentraciones mayores del alcaloide (figura 14). Para
profundizar, se estudid el efecto de la gramina sSobre la
respiracicon bacteriana suplementando el medioc con ADF y
donantes de electrones a la cadena transportadora. E1 ADF
(figura 15> revertic en un 76 % el efecto inhibitorio de la
gramina 5 mM. Esto puede interpretarse como un efecto

producido por competencia del sustrato ADP con la gramina,

indicando que el alcaloide es un inkibidor del sistema ATP
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sintetasa, en su efecto sobre las bacterias.

Considerando, ahora, que la sintesis de ATP requiere de
foefato, se observd el consumo de fosforc dependiente de
gramina (figura 17>. El consumo bacterianoc de fosfato
disminuyé notoriamente 2 bajas concentraciones de ambos
compuestos, concentraciones gue mostraron un efecto
inhibitorio leve sobre el crecimiento poblacional y la
respiracidn bacterianas. Estos resultados explicarfan el
efecto répidc, a2 bajas concentraciones, de la gramina sobre
el transporte respiratorio acoplado bacteriano.

Con respecto al posible sitio de sccidn de la gramina, se
encontro que ni el amonio (figura 22) ni el NADH <(figura
24) protegieron a las bacterias de la inhibicion por el
alcaloide ni revirtieron su efecto (figura 21> El
succinato (figura 24) revertid el efecto inhibitorio de 1la
gramina 5 mM en un 33,3 % (figura 25). Ademas, el efecto

inhibitorio de la gramina en cultivos suplementados con

succinato en el medio fue menor (DIR = -12 %, figura 26>
gue en los sin succinato (DTR = —-41 %, tabla 7).

Respecto al mecanismo de la gramina, Andreo y col. (1e84>
postularon gque esta actda como un desacoplante en

tilacoides de espinaca inhibiendo la fosforilacidm, 1la
reaccidn de intercambio Pi-ATP y la gradiente protonica y
estimulando el transporte electronico en los tilacoides, a
bajas concentraciones. Concluyen que la gramina corresponde

a un "tipico desacoplante” de la fosforilacidn. Por otra

parte, Niemeyer y Roveri (1984) describen que 1la gramina
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estimula el transporte basal de mitocondrias de h{gado de
rata, a bajas concentraciones, e inhibe a nivel del
complejo 1 (ubiquinona BADP reductasa) de la cadena de
transporte, & altas concentraciones. Estos sutores, ademés,
postulan para la gramina un efecto de dispersién de 1la
gradiente protdnica a través de 1la membrana mitocondrial
(figura 27y, comn efecto secundario. Estos antecedentes
jndicen un mecanismo desacoplante protanéfaro para la
gramina.

Los resultados de esta tesis indican qgue la gramina seria
un inhibidor de la ATP sintetasa ¥y =Dno un desacoplante.
Independiente de las conclusiones anteriores, los efectos
observados de los intermediarios de la cadena respiratoria
(¥ADH, succinato) podrian indicar que la gremina actda
sobre 1la cadena. Este efecto, en <aso de ser real,
ocurriria en un punto anterior al punto de donacidén de
electrones, por el succinato, es decir er la primera parte
dela cadena respiratoria. Esto estaria apoyado en gque el
succinato tuvo un efecto recuperador de la inhibicidn;
pero, no el NADH.

El autor de esta tesis piensa gque ninguna prueba, hasta
ahora encontrada, indica que un compuesto RO pueda tener
varios modos de accidén dependiendo, por ejemplo, de la
concentracion. Podria ser el casoc de la gramina, en el cual
& concentraciones bajas actuaré como un inhibidor de la ATP
asa; pero, cuando la concentracidn es alta, 1la gramina

podr{a afectar, ademds, a otros procesos. Si bien esto Do
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se prueba en esta tesis, se deja planteadoc como posibilidad
basandose en las pruebas obtenidas en esta tesis.

Paleg et al (1681 demostraron gque la betaina protege
diferentes enzimas de la inactivacidn por estrds térmico ¥y
que el mecanismo de respuesta puede estar relacionado con
ia mantencicdn de la conformacion activa de las mismas. 51
asi fuera, 1la betaina podria temer um efecto preventivo
contra la inhibicidn producida por la gramina, mediante la
proteccidn de enzimasde la fosforilacidn oxidativa. Seria
interesante investigar este dltimo punto ya que se podr{a
comparar el mecanismo de la betafina con el de la gramina, ¥

obtener 1iuz respecto al modo de accidn del alcaloide.
5.5. Consideraciones generales.

El efecto de la gramina sobre los hébitos alimenticios de
las larvas de H. zea indica gue las larvas reconocen una
fuente alimenticia como "no palatable”. Por otra parte la
gramina afecto al ciclo de vida de H. zes. En base a 1o
anterior, se podr{a postular que existen distintos niveles
de accidén del alcaloide sobre 1las larvas. Estas podr{an
reconocer una planta como desagradable al probarla; pero,
la ingestién de bajas concentraciones del alcaloide, que no
tengan un efecto repelente marcado, pcdr{a actuar a mnivel
fiéib@gg£§§§§1las larvas, afectando la duracidn de la fase

larval o fitdfaga.
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Por otra parte, la gramina podris actuar 2 nivel de las
membranas bacterianas y sobre los procesos respiratorio ¥y
fotosintético en mitocondrias ¥y cloroplastos (ver
introduccidn). Por 1o anterior se podrin suponer que el
alcaloide actuaria sobre los procesos mitocondriales de las
larvas que lo consuman. Sobre posibles consecuencias de
este hipotéticc efecto, en esta tesis no Seé dan pruebas;
pero, si se revela como incdgnita el si este podr{a ser uno
de 1los efectos desencadenantes del comportamiento de
alimentacidn de las larvas que consumen el alcaloide.

El1 efecto de la gramina sobre la respiracién bacteriana
explica la actividad bacterioestética del alcaloide sobre
1a bacteria. Habiéndose localizado la gramina en las
cdiulas del mesdfilo y del parénquima de las hojas de 1la
cebada, podria suponerse gue el alcaloide seria 1liberado
cuando un insecto ataca y rompe las hojas de cebada. Estas
heridas serian un punto de entrada posible para las
bacterias; pero, si la gramina se encontrara presente en la
mancha necrotica (herida) afectaria a ios procesos
fisioldgicos de la bacteria y detendria el avance del foco
infeccioso.

El atagque de larvas fitdfagas & una planta implica 1la
ruptura parcial del tejido vegetal, rompiéndose la barrera
fi{sica que representa la cut{cula de 1la hoja. Lo anterior
permitirfa la entrada de los microorganismos sin poder de

penetracidn propio (P. syringae, por ejemplo). Luego, €€

puede decir que si la planta atacada tiene gramina en ©us
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tejidos padr{a repeler al fitéfagc y, al mismo <tiempo,
detener un atagque bacteriano. Lo anterior le daria
continuidad al sistemn de defensa de 1la planta contra
agentes distintos en cuanto & mecanismo de atague.

Siendo la gramins un metabolito protector, se puede pensar
que la seleccidn de plantas con un contenido de gramina
adecuado seria una estrategia de control del atague de
algunas plagas y enfermedades como las estudiadas en este
trabajo.

En el punto 5.2. (dltimos parrafos) se analizd el efecto
del aumento del nivel basal de betaina en hojas, de 1la
cebada var. F. Unidn, sobre el ataque de P. syringae" a
dichos tejidos. Se cnncluyé gque el aumento de la betafna en
el tejida, estimula la fitopatogenicidad de P. syringae,
probablemente por su efecto estimilante sobre el
crecimiento poblacimnal. Ademés, ia betaina revert15 ¥
previno el efecto inhibitoric de 1la gramina sobre la
bacteria.

Estos antecedentes permiten concluir gque la betaina es un
factor suceptibilizante de la cebads, ante el ataque de P.
syringae. Esto pone de manifiesto que l1a interaccidn entre
planta ¥ patégeno esta determinada por diversos factores.
Ademae refuerza la conclusiones obtenidas por otros autores
respecto al efecto de la presencia de 1la betaina en los
tejidos en insectos (ver introduccidnl.

Esto sugiere una seleccidn cuidadosa de las plantas en

cuanto 21 contenido de este metabolito, por ser un pasible
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potenciador-de enfermedades vegetales.

El mecanismo de accidn de la gramina no S€ muestra <claro.
Aparentemente, SUu esclarecimiento se .padria lograr
determinandoc c¢on certeza los sitios de actividad del
alealoide, para lo cual podria tambidn ser Wtil el estudio
del modo de accidn de la betaina. Con esta base se resalta
gue se necesita mayor estudio de mecanismos de accidn de
los compuestos involucrados en este estudio. De esta forma
seria posible interpretar correctamente el mecanismo de
accidén defensivo, implicado por 1la presencia de la gramina
en los tejidos vegetales.

Fipnslmente, 1lpS resultados obtenidos en esta tesis no d4dan,
obviamente, informacidén acabada respecta al papel de
algunos metabolitos en 1a defensa natural de plantas. Sin
embarga, esta informacidn indicaria gque ermn vegetales la
presencia de algunos metabolitos es importante en 10S
procesos defensivos contra agentes diversos. El
conocimiento de la presencia coOmo de los niveles de
especificidad ¥ mecanismos de accidn de metabolitos
vegetales, podr{a‘ser usado como una via de mejoramiento ¥

racionalizacién (pesticidas) de produccidn'vegetal.
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6. CONCLUSIONES

En esta tesis se sugiere que:

6.

o

La gramina puede proteger & la cebada contra H. zea,
posiblemente por Su propiedad repelente contra las

larvas.

La gramina constituye, +ambien, una defensa natural en
cebada contra el ataque de la bacteria P. syringae
afectandc a la bacteria a nivel de respiracidn celular,

pareciendo actuar <cOmo un inhibidor de la ATP

sintetasa.

La betaina se sugiere como un potenciador del ataque

de P. syringae, suceptibilizando directamente el ataque

y disminuyendo el efectoc inhibitorio de la gramina.
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