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. INTRODUCCION.

1.1 Resistencia de las plantas frente al ataque de insectos.

La utilizacion de plantas resistentes a insectos comenzd, de
forma empirica, a finales del sigio XVIll en Estados Unidos, donde se
utilizaron cultivares de maduracion temprana para evitar el ataque del
mosquito del trigo (Mayetiola destructor Say). En 1831 la variedad de
manzano "Winter Majetin" fue descrita en Inglaterra como resistente al
pulgdn del manzano (Eriosoma lanigerum Hausman). Pero, sin duda,
el éxito mas espectacular conseguido fue el control de la filoxera
(Phylloxera vitifoliae Finch) en las vides europeas en 1890, mediante
el empleo de pies de vides americanas resistentes a dicho insecto.

En las primeras déecadas del presente siglo el estudio de la
resistencia de plantas a insectos perdié el auge que habia alcanzado
en el siglo anterior, hasta que Painter impulsé de nuevo estos
estudios al final de los afios veinte. Tras su libro: "Insect resistance in
crop plants”, publicado en 1951, este autor ha sido considerado como
el fundador de la investigacion en la resistencia de plantas a insectos
en Estados Unidos (Smith, 1990). Desde 1978 se han desarrollado y
registrado en Estados Unidos aproximadamente unas 400 variedades
con resistencia a varios artréopodos. De ellos actualmente se emplean
unos 100 cultivares. Del mismo modo en Asia se han obtenido unos
100 variedades de arroz resistentes a insectos (Smith, 1989).

Painter definié en 1951 la resistencia de plantas a insectos
como la propiedad que capacita a una planta para evitar, tolerar o
recuperarse del dafo producido por una poblacién de insectos que

causarian un dafic mayor a otras plantas de la misma especie en las
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mismas condiciones ambientales. Este autor propuso la existencia de
tres categorias generales de resistencia en las plantas:
- No preferencia: Modifica el comportamiento del insecto para la
alimentacidn y/o la oviposicion. Puede estar ligada a caracteres
fisicos 0 morfologicos.
- Antibiosis: Afecta de forma negativa los procesos metabdlicos de los
insectos, interfiriendo con los procesos fisiolégicos del crecimiento, ia
reproduccion y/o la supervivencia de los mismos.
- Tolerancia: La planta es capaz de soportar una poblacién de
insectos sin pérdida de su vigor o reduccion del rendimiento.

Posteriormente, Kogan y Ortman (1978) llamaron antixenosis al
mecanismo de "no preferencia". Russell sugiridé en 1978 la existencia
de una cuarta modalidad de resistencia: "Escape de |la plaga" que
consiste en que la planta no se encuentra en un estado de desarrollo
susceptible cuando se produce el ataque de los insectos.

Otra categorizacidon de la resistencia fue propuesta por Levin
(1971), quien la clasificod en:
- Constitutiva: La planta es resistente antes del contacto con el
patégeno o plaga.
- Inducida: La resistencia tiene lugar como consecuencia de la
interaccion fisica y/o quimica entre la planta y el organismo que la
ataca.

Posteriormente, Kogan y Paxton (1983) definieron la resistencia
inducida como el aumento cualitativo yfo cuantitativo de los
mecanismos defensivos de la planta en respuesta a estimulos

externos fisicos o quimicos.
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Las caracteristicas que confieren resistencia en plantas pueden
ser morfoldgicas: variacion en el tamano, forma, color, pubescencia,
dureza o grosor de las hojas, y bioquimicas, que incluyen la
composicion desde el punto de vista nutritivo de la planta, asi como la
presencia de compuestos aleloquimicos que actian como repelentes,
deterrentes de la alimentacidén u oviposicion y téxicos (Levin, 1971;
Auclair, 1989). La defensa quimica de las plantas a una o varias
especies de insectos se basa a menudo en la presencia de varios
compuestos (Shapiro, 1991). Las barreras morfologicas y fisicas son
también importantes componentes de las defensas de las plantas,
aunque se ha dado mayor importancia a los metabolitos secundarios

(Rhodes, 1994).

1.2 Papel de los metabolitos secundarios en la resistencia de

plantas a insectos.

Los metabolitos secundarios pueden ser constitutivos y no

constitutivos.
1.2.1 Metabolitos secundarios constitutivos.

Son aquellos metabolitos que se encuentran en plantas sanas y
que suponen una primera barrera quimica para el ataque de insectos
(Levin, 1971). Se ha observado que cultivares de sorgo sufren menos
dafio al ser atacadas por insectos masticadores cuando presentan
elevadas concentraciones de compuestos fenélicos (Woodhead et al,,

1980). Los productos del metabolismo primario son comunes a todas
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las especies de plantas y constituyen un numero limitado de
compuestos, mientras que los procedentes del metabolismo
secundario presentan una mayor variedad y su distribucién varia entre
especies de plantas, pudiendo incluso limitarse a una unica especie 0
algunas especies relacionadas (Rhodes, 1994).

Los metabolitos secundarios no se encuentran uniformemente
distribuidos en la planta, sino que suelen localizarse en 6rganos
determinados o en ciertos tejidos o células especializadas dentro de
un érgano de la planta (Hashimoto ef a/., 1987). A menudo, el érgano
donde se acumulan estos compuestos es diferente al de biosintesis.

Las enzimas que intervienen en el metabolismo secundario son
de dos tipos: especificas de los esqueletos basicos de las moléculas y
las implicadas en la modificacién de la estructura basica de los
compuestos: deshidrogenasas, monooxigenasas, metiltransferasas y
glucosiltransferasas. Se ha sugerido que la accidén de este ultimo
grupo de enzimas explicaria la gran variedad de metabolitos
secundarios presentes en las plantas que poseen el mismo esqueleto
basico (Rhodes, 1994).

Los metabolitos secundarios pueden desempenar un importante
papel en la interaccién de la planta con otros organismos actuando
como sustancias de defensa frente a patégenos, fitéfagos y distintas
formas de estrés ambiental (Levin, 1971). Esta teoria tiene amplia
aceptacion en la actualidad, a pesar de que el soporte experimental

de la misma se basa mas en correlaciones que en evidencias directas.
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1.2.2 Metabolitos secundarios no constitutivos.

Son aquellos metabolitos que no estan presentes en plantas
sanas y se sintetizan como consecuencia del ataque de agentes
externos, debido a unas sefales que se liberan en el tejido dafiado y
se transportan al lugar de sintesis. Se ha descrito que el ataque de
insectos y de hongos fitopatégenos provoca el aumento de la
concentracién de fenoles (Woodhead, 1981). También se ha
detectado la sintesis de fitoalexinas como consecuencia del ataque de
insectos: el pulgdn del moteado de la aifalfa provoca el aumento de la
concentracién de cumestrol, una fitoalexina de la alfalfa (Loper, 1968;
Smith et al., 1971). Las pectinasas del curculiénido Cylas formicarius
(Fabricius) inducen la sintesis de terpenos en algunas convolvulaceas

(Sato et al., 1982).

1.3 Papel de los metabolitos secundarios en la resistencia de las

plantas a pulgones.

Varios tipos de metabolitos secundarios han sido implicados en
la resistencia natural de plantas a pulgones. Entre ellos cabe destacar
alcaloides, compuestos fendlicos y los acidos hidroxamicos (Hx).

La resistencia de la retama al puigdén Aphis cytisorum (L.} y del
altramuz a Acyrthosiphum pisum (Harris) se ha atribuido a los
alcaloides asparteina y lupanina, respectivamente (Wink et al., 1982;
Wink y Witte, 1984). En cuanto a la resistencia de gramineas a
pulgones, la gramina juega un papel importante. Este compuesto es

un indolalcaloide que se ha detectado en algunas especies del género
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Hordeum (Hanson et al, 1981) y en otras gramineas silvestres
(Williams et al, 1971; Mulvena y Slaytor, 1983). La gramina se ha
localizado en la epidermis y en el parénquima mesofilico, pero no se
ha detectado en el floema, exudados de xilema o gotas de gutacion
(Argandofna et al., 1987: Yoshida ef al, 1993). Tampoco se ha
detectado en la melaza de pulgones alimentados con plantas de
cebada (Dreyer y Campbell, 1987). Varios autores han establecido
correlaciones entre la concentracién de gramina en varios cultivares
de cebada y el grado de resistencia a Schizaphis graminum (Rondani)
(Zuniga et al., 1985) y a Rhopalosiphum padi L. (Zudiga y Corcuera,
1986). Por otra parte, Corcuera (1984) y Zufiga et al. (1985)
observaron que la gramina actuaba de forma deterrente y/o toéxica
cuando se suministr6 en dieta artificial, a S. graminum vy
Rhopalosiphum maidis (Fitch), asi como a R. padi (Zufliga y Corcuera,
1986).

Otros metabolitos que parecen tener un papel relevante en la
resistencia a los pulgones son los compuestos fendlicos. Se han
observado menores niveles de infestacion de R. padi y Sitobion
avenae (F.) en cultivares de trigo con alto contenido en compuestos
fendlicos (Leszczynski et al, 1985, 1989; Niraz ef al,, 1985). Es mas,
cuando se incorporaron en cultivos hidroponicos los dihidroxifenoles:
cafeico, ferulico y pirocatecol, presentes en gramineas, a plantas de
trigo carentes de estos compuestos, ejercian un efecto téxico sobre
las ninfas de R. padi (Leszczynski et al., 1985). Asi mismo, se ha
comprobado que dichos metabolitos suministrados en dieta artificial
reducen drasticamente el peso, la fecundidad y la supervivencia de

esta especie (Todd et &/, 1971).
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Por otra parte, se ha observado que la sinigrina, un
glucosinolato, actiua como deterrente para algunas especies de
pulgones tales como Aphis fabae Scopoli y A. pisum (Nault y Styer,
1972).

Los glucésidos cianogénicos han sido también implicados en la
resistencia de plantas a pulgones. Concretamente la durrina, que se
localiza en la epidermis de las hojas de sorgo (Kojima et al., 1979), se
ha descrito como un deterrente de la alimentacién a S. graminum
(Dreyer et al., 1981).

El acido aconitico es un compuesto de modo de accién no bien
conocido (Corcuera, 1993), que se ha detectado en varias especies
de gramineas: maiz, trigo, sorgo, arroz, Echinochloa spp y en
pequefas cantidades en cebada. Las lineas de maiz, sorgo y tres
subespecies de Echinochloa oryzycola que presentaron
concentraciones altas de 4acido aconitico fueron resistentes a R.
maidis (Rustamani et al.,1992a,b).

Mencién aparte requieren los acidos hidroxamicos.

1.3.1 Los acidos hidroxamicos.

1.3.1.1 Tipos de benzoxazinonas.

Las benzoxazinonas (Fig. 1a) son acidos hidroxamicos ciclicos
(Hx) que se encuentran en numerosas especies de plantas. La
primera referencia a estos compuestos se debe a Virtanen y Hietala
(1958), que aislaron el 2(3)-benzoxazolinona (BOA) de plantulas de
centeno (Fig. 1a). El metoxi derivado del BOA, el 6-metoxi-2(3)-

benzoxazolinona (MBOA), fue aislado posteriormente de trigo y maiz
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(Virtanen et al., 1956; Loomis et al., 1957) (Fig. 1a). Virtanen et al.
(1957) propusieron que el precursor natural del BOA en centeno era
un glucésido, mientras que Walhroos y Virtanen (1959) postularon
que el precursor del MBOA en trigo y maiz era un glucésido.
Posteriormente se identificaron las estructuras de los precursores
naturales del BOA en centeno como el glucdsido 2-(2,4-dihidroxi)-
1,4(2H)-benzoxazin-3(4H)-ona-D-glucopiranédsido (GDIBOA) vy el
aglucon 2-(2,4-dihidroxi)-1,4(2H)-benzoxazin-3-ona (DIBOA) (Hietala
y Virtanen, 1960) (Fig. 1a). Igualmente, Walhroos y Virtanen (1959)
determinaron |as estructuras del glucésido precursor del MBOA en
trigo y maiz, 2-(2,4-dihidroxi)-7-metoxi-1,4(2H)-benzoxazin-3(4H)-ona-
D-glucopiranésido {GDIMBOA) y del aglucén 2,4-dihidroxi-7-metoxi-
1,4(2H)-benzoxazin-3-ona (DIMBOA) (Fig. 1a). La estructura del
DIMBOA aislado de maiz fue confirmada por Hamilton et a/. (1962).
Muchos de los trabajos iniciales en relacién con resistencia de
cereales a plagas se realizaron con BOA y MBOA, sin embargo estos
productos no se encuentran de forma natural en las plantas sino que
son artefactos de la extracciéon (Willard y Penner, 1878). Los Hx se
acumulan en la planta en forma de glucosidos y sufren hidrolisis
mediante endoglucosidasas cuando se dafia el tejido vegetal
(Virtanen y Hietala, 1960). E! calor y otros agentes durante la
extraccidon provocan la formacién de las benzoxazolinonas a partir de
las agluconas. Inicialmente se pensé que el BOA y el MBOA se
encontraban de forma natural en las plantas debido a que no se
detenia el proceso enzimatico antes de la extraccidon (Virtanen vy
Walhroos, 1963). Posteriormente, se observd que cuando la reaccidn

enzimatica se detenia inmediatamente sélo se detectaba e! glucdsido
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(GDIMBOA) en tejidos de maiz (Hofman y Hofmanova, 1971).
Honkanen y Virtanen (1961) comprobaron que la conversion de
DIBOA y DIMBOA a BOA y MBOA, respectivamente, tenia lugar
mediante |a liberacidén de acido férmico (Fig. 1b). |

Se han aislado, en menores cantidades, otros H); en maiz,
como: el 2-(2-hidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona)-D-
glucopiranésido (GHMBOA) (Gahagan y Mumma, 1967), el 2-(2-
hidroxi-1,4-(2H)-benzoxazin-3(4H)-ona)-D-glucopiranasido ;| (GHBOA)
(Hofman y Hofmanova, 1969) y el 6,7-dimetoxi-2-benzoxazolinona
(DMBOA) (Klun et al., 1970) (Fig. 1a).

Los &cidos hidroxamicos han sido detectados en gran numero
de géneros de la familia Gramineae, excepto en Avena, Hordeum y
Oriza (Hamilton, 1964; Tang et al., 1975; Argandofia et al., 1980),
aunque recientemente Barria ef al. (1992) han detectado DIBOA en
especies silvestres del género Hordeum. El Hx mayoritario en trigo y
maiz es el DIMBOA, mientras que el DIBOA es mas abundante en

centeno (Niemeyer,1988).
1.3.1.2 Fisiologia de los acidos hidroxamicos en las plantas.

Los niveles de Hx no son constantes a lo largo del desarrollo de
la planta. Se ha descrito que los niveles de Hx en la parte aérea de la
planta disminuyen a partir del cuarto dia de la germinacién en
cultivares de trigo blando y que dichos compuestos no son
detectables a las 3 semanas de la nascencia (Baker y Smith, 1977).
Posteriormente, Argandofia et al. (1981) observaron quellos Hx no

estan presentes en las semillas de trigo duro y que estos compuestos
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se detectaban en las plantas a partir del segundo dia de la
germinacion, alcanzando un maximo de concentracién al cuarto dia de
desarrollo, para declinar progresivamente a medida que aumentaba la
edad de la planta. El mismo fenémenc se ha observado en la raiz de
las plantas, aunque el contenido en Hx fue menor. Thackray et al.
(1990) analizaron los niveles de DIMBOA en cultivares de trigo blando
y trigo duro desde el segundo dia de la nascencia y observaron que a
partir de ese momento se producia una disminucién muy acusada de
dichos niveles hasta el cuarto dia de desarrollo y méas lenta hasta el
dia 12.

Klun v Robinson (1969) encontraron que en maiz, al igual que
ocurre en el trigo, la concentracidn de Hx fue disminuyendo
exponencialmente a medida que aumentaba la edad de la planta,
hasta alcanzar valores minimos en el estado de dehiscencia de las
anteras. Morse et al. (1991) observaron que se producia una
disminucién en el contenido en dichos compuestos en plantas de maiz
a partir del sexto dia de la nascencia. Richardson y Bacon (1993)
detectaron el maximo de DIMBOA y DIBOA en plantulas de un dia,
para declinar después a medida que aumentaba |a edad de la plantula
de maiz. El acido abcisico parece estar implicado en [a rapida
disminucién de [os niveles de Hx en hojas de maiz, sin embargo el
acido indolacético no parece ejercer ningun efecto sobre la
concentracién de estos compuestos (Morse ef al., 1991).

En cuanto a su distribucion en los distintos 6rganos vegetativos
de la planta, se ha observado que en trigos las hojas jovenes
presentan mayores niveles de Hx que las viejas (Argandofa et al,

1980; Niemeyer, 1988b; Thackray ef al,, 1990). En plantas de maiz se
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ha encontrado una mayor concentracion de DIMBOA en el tallo que en
las hojas (Long et al., 1978).

Segun Auclair (1989) no esta clara la localizacién de los Hx en
el floema de la planta 0 en el meséfilo, ni si son ingeridos o no por los
pulgones. Los Hx no se han encontrado en exudados de xilema ni en
las gotas de gutaciéon de plantas de maiz y trigo. Sin embargo, se ha
comprobado que la concentracion de Hx es mayor en los haces
conductores que en la hoja completa de plantas de maiz y trigo
(Argandofia y Corcuera, 1985; Argandona et al.,, 1987). Dreyer y
Campbell (1987) no detectaron DIMBOA, ni ningun otro metabolito
relacionado, en la melaza de S. graminum que se habian alimentado
de cebada y trigo, por 1o que concluyeron que estos compuestos no
son transportados en el floema. Sin embargo, el DIMBOA se ha
detectado en ninfas de Metopolophium dirhodum (Walker) que se
habian alimentado de plantulas de trigo y dieta artificial con DIMBOA,
asi como en S. avenae alimentandose de plantulas de trigo (Niemeyer
et al., 1989a). Aunque, Givovich et al. (1992) han detectado DIMBOA-
glucosido en la melaza de R padi alimentados de trigo.
Posteriormente, Givovich et al. (1994) han informado de la presencia
de este compuesto en el floema de cultivares de trigo.

Los niveles de Hx estan ligados a los factores ambientales de
las plantas, aunque no siempre se ha podido establecer una relacién
clara. Asi, se ha observado que |la deficiencia de hierro en el suelo
provoca un aumento en la concentracion de Hx en plantas de maiz
(Manuwoto y Scriber, 1985). Las temperaturas tienen también
incidencia. A bajas temperaturas se han observado disminuciones en

las concentraciones de Hx en las raices de plantas de maiz
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(Thompson ef af., 1970). Sin embargo, se han registrado incrementos
de Hx en la parte aérea de plantulas de trigo a bajas temperaturas
(Epstein ef al., 1986).

La intensidad luminica y el fotoperiodo afectan iguaimente a la
concentracién de Hx. Manuwoto y Scriber (1985) observaron que
plantas de maiz sometidas a un régimen de baja intensidad luminosa
presentaban elevadas concentraciones de Hx, mientras que plantas
de centeno crecidas en oscuridad mostraban niveles de Hx mas bajos
que las plantas verdes (Virtanen ef al,, 1957). Recientemente, se ha
observado que los niveles del DIMBOA-glucésido se encuentran
negativamente correlacionados con la intensidad luminica (Ahman y
Johansson, 1994).

El estrés hidrico puede también influir en el contenido en
DIMBOA y DIBOA, asi se ha comprobado que dichos niveles
aumentan en plantas de maiz sometidas a estres hidrico (Richardson
y Bacon, 1993).

Otra forma de incremento de los niveles de DIMBOA es a través
de la induccién generada por el dafio mecanico o de insectos. Se han
observado aumentos significativos de este compuesto en plantas de
maiz dafiadas por el taladro del maiz Sesamia nonagroides (Lef.)
(Gutiérrez et al., 1988). Asi mismo, Thackray et al. (1988) mostraron
aumentos de la concentracién de Hx en plantas de trigo infestadas
con S. avenae. Resultados similares se han obtenido en trigos
insectados con ninfas de M. dirhodum (Niemeyer ef al., 1989b). Dafos
artificiales en plantas de maiz también resultaron en un aumento de

sus niveles totales de Hx (Thackray et a/, 1988; Morse et a/, 1991).
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1.3.1.3 Papel biolégico de los acidos hidroxamicos en las plantas.

1.3.1.3.1 Resistencia a insectos.

Los acidos hidroxamicos han sido implicados en la resistencia
de cereales a diversas plagas de insectos. En el caso del taladro del
maiz, Ostrinia nubilalis (Hubner), el DIMBOA adicionado en una dieta
artificial actudé preferentemente como deterrente (Robinson ef al,
1982). Posteriormente, se ha observado |a existencia de una
correlacidon positiva entre el nivel de resistencia de la planta de maiz y
la concentracion de Hx (Grombacher ef al, 1989). De hecho, la
resistencia a este taladro se ha incrementado mediante el empleo de
las técnicas de mejora clasica para la obtencion de plantas con
elevados niveles de Hx (Guthrie et al.,, 1986; Grombacher et al.,
1989). Igualmente, se ha descrito una correlacion positiva entre los
niveles de DIMBOA vy la resistencia del maiz al taladro S. nonagroides
(Gutiérrez y Castafiera, 1986), a Spodoptera eridania (Cramer)
(Manuwoto y Scriber, 1982) y a Heliothis zea {(Boddie) (Dowd, 1989).
Tanto el DIMBOA como el MBOA han sido implicados en |a resistencia
del maiz al taladro Diatraea grandiosella (Dyar) (Hedin et al., 1993).
Otros autores (Xie et al.,, 1990; 1992) han encontrado que el DIMBOA,
aplicado externamente a raices de maiz, muestra una correlacion
negativa con el desarrollo larval del colebéptero Diabrotica virgifera
virgifera (Leconte).

Los Hx han sido considerados como el principal mecanismo de
resistencia de caracter bioguimico de trigos frente a pulgones, tantc
por antibiosis como por antixenosis (Escobar y Niemeyer, 1993). El

primer trabajo que relaciond los niveles de Hx con la resistencia a
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pulgones se realizdé con R. maidis (Long et al., 1977). Se han descrito
correlaciones negativas entre los niveles de infestacidon y la
concentracion de Hx en las plantas, tanto en condiciones de
invernadero como en campo (Beck et al.,, 1983). Asi mismo, se han
obtenido corretaciones negativas entre los niveles de Hx y la tasa
interna de crecimiento (Bohidar et al.,, 1986, Thackray et al, 1990).
Incluso cuando se incorpord el DIMBOA a hojas cortadas de cebada,
gue no contienen Hx, se observd igualmente una correlacién lineal
entre el nivel de infestacién de M. dirhodum y la concentracion de
DIMBOA (Argandofia et al., 1980). Corcuera (1982) observé que a
medida en que se incrementaba la concentracién de DIMBOA
sumistrado en dieta artificial aumenté la mortalidad de M. dirhodum y
S. graminum. Otros autores han descrito que a concentraciones
relativamente bajas de DIMBOA la mortalidad de S. graminum se
debia a la toxicidad del compuesto, mientras que a concentraciones
mayores se observaba un fendmeno de deterrencia, por 10 que a
concentraciones muy elevadas de DIMBOA los pulgones moririan por
inanicion {(Argandofna et al., 1983). Se han obtenido resultados
similares con S. avenae alimentandose de plantas de trigo (Niemeyer
et al., 1989a). Sin embargo, Kazemi y Emden (1992) no encontraron
ninguna correlacidon entre la concentracién de Hx en varios cultivares
de trigo y la fecundidad de R. padi. Recientemente, se ha estudiado el
efecto de los acidos hidroxamicos sobre el comportamiento de
alimentaciéon de los pulgones mediante la técnica "Electrical
penetration graph” (EPG). En experimentos realizados con R. padi se
observéd un retraso en el acceso al floema en aquellos cultivares con

mayor contenido en DIMBOA y la preferencia de dicho pulgdn por los
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cultivares con menor contenido en DIMBOA (Givovich y Niemeyer,

1991).
.3.1.3.2 Otras funciones.

Los Hx estan iguaimente implicados en la resistencia de plantas
a hongos y bacterias, en la detoxificacion de herbicidas y plaguicidas,
y algunos de sus productos de degradacidn presentan actividad

alelopatica (ver revision de Niemeyer, 1988a).
.4 Los pulgones de cereales.

Los pulgones se encuadran dentro del orden Homoptera y
pertenecen a la superfamilia Aphidoidea. Los pulgones son insectos
chupadores, alimentandose del floema de las plantas. A lo largo de su
ciclo biolégico pueden presentar formas apteras y aladas, vy
reproducirse asexual y sexualmente. Las formas sexuales se
producen fundamentalmente en el otofio, y tras el apareamiento las '
hembras oviparas realizan la puesta. Al afio siguiente los huevos
eclosionan y se suceden generaciones de hembras partenggenéticas.
Los pulgones pueden desarrollar su ciclo biclégico sobre una unica
planta huésped (monoécicos) 0 presentar alternancia de plantas
huésped (heteroécicos). Algunas especies de pulgones no presentan
formas sexuales durante el ciclo y se reproducen
partenogenéticamente durante todo el afo, a estas especies se las

denomina anholociclicas. Cuando presentan reproduccion sexual a lo

largo del ciclo bioldgico se les denomina holociclicas.

Introduccion 16



Existen referencias de los pulgones como plaga en cereales en
Europa desde el siglo XVIIl, no obstante no han sido consideradas
importantes desde un punto de vista econémico hasta la década de
los cincuenta, en la que se describieron como vectores del virus del
enanismo amarillo de la cebada (BYDV) (Oswald y Houston,
1951;1953). Entre los afos 1950-60 se iniciaron estudios sobre los
dafios directos producidos por los pulgones en Estados Unidos y
Nueva Zelanda, pero en Europa no comenzaron hasta 1968, ano en el
que S. avenae produjo dafios importantes en los cultivos de cereales
del Centro y Norte de Europa. Hacia finales de los 70, de las 40
especies de pulgones asociados a gramineas en Europa, solamente
siete especies se habian encontrado habitualmente en cereales y
gramineas silvestres. Seis de ellas se alimentan de la parte aérea de
la planta: S. avenae, Sitobion fragariae (Walker), M. dirhodum,
Metopolophium festucae (Theobald), R. padi y R. maidis, y una, el
Rhopalosiphum insertum (Walker), que ataca a las raices (Vickerman
y Wratten, 1979).

El incremento de la incidencia de los pulgones de cereales en
Europa se ha atribuido a los cambios en las técnicas agricolas (Kolbe
y Linke, 1974).

Los pulgones pueden provocar dafos directos en los cultivos
originando pérdidas en el rendimiento de los mismos (George,
1974,1975; Kolbe y Linke, 1974), asi como disminuir la calidad harino-
panadera del grano (Vickerman y Wratten, 1979) y su contenido
proteico (Rautap&a, 1968a,b; Wratten, 1975). Ademas, pueden

producir dafios indirectos mediante la transmisién BYDV, puesto que
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muchas de las especies importantes de pulgones de cereales son
capaces de transmitir este virus (Plumb, 1978).

En la ultima década las poblaciones de pulgones en cereales
han aumentadoc también en nuestro pais, probablemente como
consecuencia de los cambios varietales y de los sistemas de
produccion de cereales de invierno, siendo la plaga de insectos mas
importante en estos cultivos, debido tanto a sus dafos directos
(Castariera y Gutiérrez, 1983; Castanera, 1988) como a los indirectos,
al ser vectores del BYDV (Alfaro et al., 1985; Pons y Albajes, 1987a,b;
Fereres et al., 1989; Lister ef al., 1990, Moriones ef al., 1993).

lLas especies mas abundante en trigo, en la zona centro,
durante el periodo 1980-85 fueron, en general, S. avenae, seguida de
M. dirhodum y R. padi (Castafera, 1988). Asi mismo, S. avenae y
R. padi fueron las especies predominantes en rebrotes de trigo y
praderas de gramineas silvestres en los muestreos realizados en los
otofio-invierno de 1984-87 (Fereres et al, 1990a) y en cebada en
1987-88 (Moriones ef al., 1993).

Las especies mas abundantes en Lérida sobre trigos duros
fueron S. avenae, M. dirhodum y R. padi. La importancia relativa de
estas especies vario a lo largo del periodo de estudio, aunque
S. avenae fue la mas abundante en los afios 1983, 1984 y 1985 (Pons

et al., 1989).
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I.5. Biologia del pulgén Diuraphis noxia (Kurdjumov).

i.56.1 Posicién sistematica.

Phyllum: Arthropoda
Clase: Insecta

Orden: Homoptera
Superfamilia: Aphidoidea
Familia: Aphididae
Subfamilia: Aphidinae
Tribu: Macrosiphini
Género: Diuraphis

Especie: noxia, Kurdjumov 1913

Sinénimos utilizados (Stoetzel, 1987):
Brachycolus noxius Mordvilko
Cavahyalopterus graminearium Mimeur
Cavahyalopterus noxius (Mordvilko)

Cuernavaca noxia (Mordvilko)

Nombre comun: Pulgdn ruso del trigo.

Hasta hace unos anos, la especie D. noxia era conocida como
D. noxia (Mordv.}), sin embargo Mordvilco nunca publicé la descripcidn
de dicha especie, fue Kurdjumov el que proporcioné la descripcién
morfoldgica de D. noxia, estudié su biologia e incluso elaboré unas
claves para diferenciarla de otros pulgones de cereales (Kurdjumov,

1913). Por lo tanto, y de acuerdo con el Cédigo Internacional de
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Nomenclatura Zoolégica, el nombre correcto para la especie seria

D. noxia (Kurdjumov) (Kovalev ef al., 1991).

1.5.2 Descripcién morfolégica.

D. noxia es un pulgén de pequeno tamano (= 2,3 mm) y de color
verde amarillento (Fig. 2). Su cuerpo es alargado y a menudo se
encuentra cubierto de cera. Los sifones son cortos, truncados y de
longitud aproximadamente igual a su anchura. La cauda es alargada y
normalmente posee tres pares de setas laterales. Presenta, ademas,
un proceso supracaudal de aproximadamente la misma longitud que la
cauda en individuos &apteros, pero aparece como una peqguefia

protuberancia en los alados (Stoetzel, 1987).

1.5.3 Distribucién geografica.

D. noxia fue descrita por primera vez como una plaga de
cereales en Rusia (Grosheim, 1914), posteriomente se detectd en
1945 en Espana (Alfaro, 1947), Turgquia en 1962, Sudafrica en 1978
(Walters et al., 1980), Méjico en 1980 (Gilchrist ef a/., 1984), Estados
Unidos en 1986 (Stoetzel, 1987; Webster et al., 1987), Chile en 1987
(Zerené et al, 1988) y Canada en 1988 (Jones ef al, 1989). El
analisis de ADN de varias poblaciones de D. noxia procedentes de
Méjico, Chile, Estados Unidos, Canada, Francia y Sudafrica sugirié
que dichas poblaciones proceden de un mismo clon, mientras que las

poblaciones de Oriente medio y el sur de Rusia serian ligeramente
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Fig. 2. Adulto y ninfa de D. noxia.



diferentes de las anteriormente mencionadas (Puterka ef al., 1993;
Robinson et al., 1993).

La presencia de D. noxia en Espafia fue detectada por primera
vez sobre plantas de trigo (Alfaro, 1947). No se disponen de datos
sobre la incidencia de esta plaga en nuestro pais hasta la década de
los ochenta. En los muestreos realizados durante los afios 1980-85 en
la finca E! Encin (Madrid), la presencia de D. noxia fue detectada
como colonias aisladas sobre trigo blando y cebada, e individuos
alados en maiz, Phalaris sp y Hordeum murinum (L.) (Castafiera y
Gutiérrez, 1983), siendo la segunda especie mas abundante de los
pulgones registrados en 1983 (Castafiera, 1988). En los muestreos de
campo efectuados durante el otofio-invierno de 1984-87 se
encontraron algunos individuos de D. noxia en rebrotes de gramineas,
pero siempre en bajo numero (Fereres ef al.,, 1990a). lgualmente, esta
especie ha sido detectada de forma ocasional en Lérida (Pons et al.,
1993).

En 1989, D. noxia fue de las especies mas abundantes
capturadas en trampas de succién tipo Rothamsted en Ledn, y fue la
especie mayoritaria en Salamanca (Melia et al,, 1990). Sin embargo,
en 1990 la presencia de esta especie fue importante tan sélo en
Salamanca (Seco et al., 1991). En 1991, fue la segunda especie de
pulgones de cereales méas abundante en Ledn y Salamanca (Postigo
et al.,, 1993).

D. noxia fue también la especie mas abundante en Madrid,
Navarra y Zaragoza de los pulgones de cereales capturados en los
muestreos realizados en varias localidades espafiolas en 1990 (Pérez

et al., 1992).
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Estos recientes hallazgos, a pesar de que los métodos de
muestreo fueron distintos, sugieren la existencia de poblaciones altas
de D. noxia en nuestro pais, en el que tradicionalmente S. avenae y

R. padi eran las especies de pulgones de cereales méas abundantes.

1.5.4 Biologia.

Todas las especies del género Diuraphis son monoécicas en
gramineas (Kovalev et al.,, 1991). En zonas frias esta especie es
probablemente holociclica (Blackman y Eastop, 1984). En Estados
Unidos no se han encontrado formas sexuales (Harvey y Martin,
1988), por lo que parece que las poblaciones de Norteamérica son
anholociclicas (Jones et al., 1989).

Esta especie presenta cinco estadios de desarrollo. En
condiciones de l|aboratorio se ha observado que la fecundidad de
D. noxia es de 4 ninfas/dia, pudiendo nacer 70 ninfas/hembra durante
el periodo reproductivo (Robinson, 1992a). El numero medio de ninfas
nacidas/dia aumenta al incrementarse la temperatura de 5 a 20°C, y
disminuye de 20 a 30°C (Michels y Behle, 1988), encontrandose la
temperatura 6ptima de desarrolio entre 18 y 21°C (Girma ef af., 1990).

D. noxia se alimenta de las hojas nuevas, especialmente en la
base de las mismas. De los cereales, el trigo, la cebada y el triticale
son las plantas huéspedes mas susceptibles al ataque de esta plaga.
La avena, el centeno y el sorgo son menos susceptibles a D. noxia
(Jones et al.,, 1989, Kindler y Springer, 1989). En Estados Unidos,
D. noxia presenta alternancia de huéspedes en verano sobre

Bromus spp, avenas silvestres, Agropyrum cristatum (L.} y Elymus
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canadensis (L.), por lo que estas especies de gramineas pueden ser
un importante reservorio de individuos para afnos sucesivos (Kindler y

Springer, 1989; Armstrong et al., 1991).

1.5.5 Dafos.

En los uitimos 30 anos se ha incrementado el interés en
D. noxia debido a la rapida propagacion de esta plaga y a las
elevadas pérdidas econémicas que producen en los cultivos de trigo y
cebada (Kindler y Springer, 1989; Robinson, 1992a).

Los dafios directos producidos por D. noxia en las plantas se
deben fundamentalmente a que inyectan toxinas que degradan las
membranas de los cloroplastos, disminuyendo por tanto la eficacia
fotosintética (Fouché ef al., 1984) y, como consecuencia de ello, las
hojas aparecen clordticas y se encuentran enrolladas
longitudinalmente (Stary y Erdeten, 1982). La clorosis puede dar lugar
a necrosis en plantas especialmente susceptibles y finalmente a la
muerte de las mismas. D. noxia provoca sintomas similares a los
producidos por la sequia en plantas de cebada: menor contenido
relativo en agua, menor potencial hidrico y bajos niveles de clorofila.
Del mismo modo, disminuye la asimilacion de CO; y la concentracion
total de hidratos de carbono solubles. El ataque del insecto da lugar
también a un incremento en los niveles de prolina y de glicina-betaina
(Riedell, 1989; Cabrera et al, 1994). Debido a estos cambios
fisiologicos que provocan los pulgones en las plantas se reduce la
capacidad de respuesta al estrés hidrico de las mismas, dificultando

asi el ajuste del potencial osmético (Dorschner et al., 1986).
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D. noxia origina igualmente dafios de forma indirecta, ya que
transmite varias virosis de elevada importancia econdmica como el
BYDV, el BMV (Virus del mosaico del Bromus) y el RhpV (Virus de R.
padi) (Rybicki y Wechmar, 1982; Burnett et al., 1984).

1.5.6 Métodos de control.
1.5.6.1 Plaguicidas.

El control de esta especie mediante productos quimicos es
dificil debido a que ios pulgones se encuentran protegidos en el
interior de las hojas enrolladas (Stary y Erdelem, 1982; Robinson et
al.,, 1992). Insecticidas sistémicos como el disulfoton y el dimetoato
controlan de forma eficaz esta plaga, sin embargo, los costes
econdémicos de su aplicacién son elevados (Robinson, 1992a). En
algunos casos puede ser rentable el tratamiento con insecticidas
granulados de liberacién lenta de los compuestos activos, con objeto
de proteger al cultivo durante un periodo comprendido entre uno y dos
meses (Araya et al, 1990). De ios insecticidas de contacto, el
clorpirifos ha dado buenos resultados, ya que este producto es capaz
de penetrar en las hojas enrolladas en forma de vapor, no obstante,
su efecto en el campo no es muy duradero (Hill ef al, 1993). El
tratamiento de huéspedes alternativos de D. noxia con clorpirifos
puede reducir el nimero de plantas infestadas entre un 15-43 % (Krall
et al., 1993). También se ha descrito que el tratamiento de semillas
con el insecticida sistémico imidacloprid, o bien conjuntamente con
fungicidas, ejerce una proteccion eficaz (Pike et al, 1993). Sin

embargo, el empleo de productos fitosanitarios para el control de esta
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plaga conlleva unos costes que no permiten su aplicaciéon en areas
con rendimientos bajos y con unos precios de mercado a la baja.
Existe, ademas, el riesgo de que estos productos actuen como presién
de seleccién de individuos resistentes, lo que dificultaria en el futuro

el control de esta plaga (Robinson, 1992a).

1.5.6.2 Fertilizantes.

Se ha descrito que el empleo de fertilizantes nitrogenados
puede paliar parcialmente los dafios causados por D. noxia (Riedell y
Kieckhefer, 1993). Krall ef al. (1993) recomiendan la fertilizacidén de
suelos para evitar los danos producidos por esta especie,

especialmente cuando no hay problemas de sequia.

1.5.6.3 Enemigos naturales.

Depredadores.

Actualmente, el control bioldgico de D. noxia mediante el uso de
depredadores especificos es dificil por la falta de la sincronizacion de
los ciclos de vida de los depredadores y los pulgones en aquellas
zonas donde tiene gran importancia (Estados Unidos). A este hecho
se une la dificultad de acceso al interior de las hojas enrolladas por
su tamafo (Robinson, 1992a). A pesar de estos inconvenientes, se
han introducido y propagado seis especies de coccinélidos para
control bioloégico de D. noxia, de las que sblo tres se han establecido
en Estados Unidos: Hippodamia (Adonia) variegata (Goeze), Propylea

quatuordecimpunctata (L.) y Coccinella septempunctata (L.), (Gordon
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y Vanderberg, 1991). Asi mismo, se han localizado larvas de sirfidos y
de neurdpteros alimentandose de D. noxia, aunque es poco probable
su utilidad en el control de este pulgdn, ya que aparecen cuando el
nivel de infestaciéon es muy grande y son incapaces de alimentarse de
forma efectiva en el interior de las hojas enrolladas (Robinson,

1992b).

Parasitoides.

El empleo de parasitoides en el control de D. noxia presenta los
mismos problemas que los depredadores: los ciclos biolégicos no
estan sincronizados y es dificil el acceso a los pulgones al estar
protegidos por las hojas enrolladas (Robinson, 18992a). En Estados
Unidos se ha encontrado al himendptero Aphelinus sp. nr. varipes
(Foerster) y a un diptero, posiblemente Leucopis sp. parasitando a
D. noxia en el interior de las hojas, siendo el primero el més
prometedor para su uso en el control biolégico de esta especie. En
Colorado y en México el parasitoide mas abundante fue el bracénido

Diaeretiella rapae (M’'Intosh) (Wraight et al., 1993; Robinson, 1992b).

Hongos entomopatégenos.

Feng y Johnson (1991) han observado que D. noxia era
susceptible a la mayoria de hongos entomopatégenos que atacan a
otras especies de pulgones, entre ellos cabe destacar los géneros
Erynia, Conidiobolus y Verticillium. El empleo de Beauveria bassiana

(Balsamo) parece prometedor, ya que aumenta significativamente la
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mortalidad de D. noxia (Wang y Knudsen, 1993). El mayor potencial
de los hongos entomopatdégenos es en condiciones de cultivo de
regadio por la importancia de la humedad relativa para el desarrollo

de los mismos.

1.5.6.4 Plantas resistentes.

La rapida extensiéon de D. noxia, en varios paises en los que su
presencia no habia sido detectada antes, ha conducido a realizar el
cribado de las colecciones existentes en los bancos de germoplasma
con el objeto de localizar fuentes de resistencia a esta especie. En
Sudafrica se han identificado varios genotipos resistentes de trigos de
invierno procedentes de Oriente Medio y la Europa del Este (Toit,
1987). Recientemente, se han detectado trigos de invierno resistentes
en las colecciones de Estados Unidos, muchas de estas lineas
procedian del lugar de origen de esta plaga (Porter et al., 1993), de
Iran (Baker ef al., 1992) y Turquia (Formusoh et af., 1992), y se estan
empleando en programas de mejora. También se han detectado
cebadas resistentes a D. noxia (Robinson, 1992¢,d), asi como
genotipos de triticales (Webster, 1990; Scott et a/,, 1991; Tolmay et
al., 1993) y de otras gramineas resistentes a esta plaga, incluyendo
T. monococcum L. (Toit y Niekerk, 1985; Toit, 1987) y T. tauschii
(Nkongolo et al., 1991). Los géneros Elymus y Elytrigia se han
descrito como prometedoras fuentes de resistencia (Kindler et al.,
1993).

La resistencia a D. noxia en trigos parece estar controlada por

genes dominantes (Toit, 1989; Nkongolo et al., 1991). En el caso de la
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cebada parece ser de caracter monogénico (Robinson ef al., 1992).
Mediante analisis de monosémicos se ha localizado el gen que
confiere resistencia a esta especie (Dn1) en el cromosoma 7D
(Schroeder-Teeter et al., 1994). También se han descrito marcadores
moleculares de resistencia en los cromosomas 2 y 5 de cebadas
resistentes (Nieto-Lépez y Blake, 1994). Hasta la fecha las variedades
de trigo resistentes no se han comercializado, aunque existen buenas

perspectivas (Robinson, 1992a).

1.6 Objetivos de la tesis.

El empleo de plantas resistentes a insectos es un método de
control eficiente y no contaminante. Ademas los costes variables
ligados a la adquisicién y aplicacion de plaguicidas se reducen
drasticamente.

Por ello, es de gran importancia e! conocimiento de las bases
gquimicas de la resistencia de plantas a insectos, tanto para el disefo
de programas de mejora tradicionales como para la aplicacion de
técnicas de ingenieria genética en la obtencidn de cultivares
resistentes. Asi mismo, l|a identificacion de los mecanismos
bioguimicos de resistencia permite el cribado de un gran numerc de
cultivares empleando meétodos de analisis quimicos que pueden
realizarse en cortos periodos de tiempo.

En este contexto, los aspectos concretos a abordar en el

estudio de la interaccién pulgén cereal son:
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a) La puesta a punto de un método sensible y rapido de separacién y
cuantificaciéon por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficacia) de
los acidos hidroxamicos DIBOA, DIMBOA y de sus productos de
degradacion MBOA y BOA, respectivamente.

b).Cuantificacion de los niveles de DIMBOA y DIBOA en genotipos de
cinco especies de cereales de invierno para su categorizacién en

relacién a estos compuestos y su estudio posterior.

c) Estudiar el comportamiento de alimentacién de D. noxia, mediante
la técnica de EPG con corriente continua, en cinco especies de

cereales de invierno con distintos niveles de acidos hidroxamicos.

d) Determinar la tabla de vida de D. noxia en cultivares de varias
especies de cereales de invierno con diferentes concentraciones de
DIMBOA y DIBOA e implicaciones de estos en la resistencia a este

pulgdn.

e) Evaluar el efecto producide por distintos niveles de DIMBOA,

suministrado en dieta artificial, sobre ninfas de D. noxia.
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Il. MATERIAL Y METODOS
II.1 Material biol6gico.

Material vegetal:

- Cultivares de trigo blando, Triticum aestivum L.: ABE, Anza, Aragdn
03, Armada, Arganda, Astral, Autonomia, Cajeme, Caldwell,
Candeal Teruel, Chamorro, Chinese Spring, Estrella, Impeto,
Little club, Maris Houtsman, Marius, Mora, Montana, Pané 247,

Rieti, Traquefo y Yécora.

- Cultivares de trigo duro, 7. turgidum L.. Aldura, Amoros Blanco,
Arisnegro Tenerife, Berberisco F. Nufez, Blat Obeia,
Camacho, Mexa, Recio de Almeria, Recio de Malaga, Rojo de

Llerena, Roquefio, Rubio, Rubio de Cdrdoba y Vitron.

- Cultivares de triticale, xTriticosecale (Wittmack): Badiel, Beagle,
Cachirulo, Cananea, Delfin, Fascal, Manigero, Tajufa vy

Torote.

- Cultivares de centeno, Secale cereale L.: Elbon y Petkus.

- Cultivares de cebada, Hordeum vulgare L.. Albacete, Barbarrosa,
Beka, Bomi, Bruce, Cytris, Hattif de Grifidn, Jeff, Kim, Logra,

Mary, Mingo, Reinette, TD Unién, Weak y York.

Todas las semillas fueron suministradas por el Instituto

Nacional de Investigaciones Agrarias (INIA).
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Insectos:
Se utilizaron poblaciones del pulgén ruso del trigo: D. noxia,
procedente de un clon de la finca El Encin (Madrid), mantenido en

condiciones de laboratorio.

I.2. Aparatos y reactivos.

I1.2.1. Aparatos.

Agitador magnético SELECTA.
- Balanza (granatario) PRECISA 600 C.
Balanza de precision METTLER AM100.
Bafio (termostatico) de temperatura controlable SELECTA.
Bafo de uitrasonidos BRANSON 3200.
Bomba de aspiracion EYELA A-2S.
Camara de cultivo de temperatura, humedad relativa y fotoperiodo
controlables CONVIRON S10H.
Congelador de -20°C LIEBHERR.
Cromatografo de gases PERKIN ELMER Sigma 3B.
Espectrofotometro UV-VIS HITACHI U-2000.
Espectrofotémetro UV-VIS SHIMADZU 160.
Espectrometro de masas PERKIN ELMER (Detector de trampa de
iones).
Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) BECKMAN
- Bombas (Modelo 126).
- Detector (Modelo 168).
- Inyector automatico (Modelo 502).
Equipo de EPG (Amplificadores Giga-2 y Giga-4, WAU).
Estufa HERAEUSO.
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Ordenador personal COMPAQ 386.
pH-metro BECKMAN @ 32.
Rotavaporador BUCHI RE IIL.

Termohidrografo semanal SALMOIRAGHI.
Ultracentrifuga BECKMAN Microfugue 11.

Vortex HEIDOLPH.

11.2.2. Reactivos.

Acetato de etilo (PANREAC).
Acetonitrilo HPLC (CARLO ERBA).
Acido citrico 1-hidrato (MERCK).
Acido sulfurico concentrado (MERCK).
Antrona (MERCK).

BSTFA(MERCK).

DMSO (CARLO ERBA).

EDTA (MERCK).

Estearato de metilo (MERCK))

Etanol absoluto (CARLO ERBA).
Eter-etilico (CARLO ERBA).
Fertilizante Zelti-foliage (IC1 ZELTIA).
HgCl, (PROBUS).

KHPO, (PROBUS)

Metanol HPLC (CARLO ERBA).
NaOH (PROBUS).

N-Hexano (CARLO ERBA).

Sacarosa (SERVA).

Tris (MERCK).
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11.2.3. Otros.

Bandejas de germinacién de plastico de 49 x 36 cm.
Bolsas de celofan transparente.

Cilindros de metacrilato transparente.

Filtros de 0,22 um de diametro de poro MILLIPORE.
Hilo de oro de 20 um de seccidn.

Homogeneizador de vidrio POTTER.

"Jyffies" RYONGAARD.

Lana de vidrio PANREAC.

Mantillo-mezcla Floragard.

Papel WHATMAN N° 42.

Papel celofan amarillo.

Parafilm (AMERICAN NATIONAL CAN).

Pincel de pelo de marta N° 0O.

Pintura de plata soluble en agua (DEMETRON).

Tiestos de plastico.

H. 3 Mantenimiento del cion de D. noxia,

El clon de D. noxia se mantuvo sobre cebada (Cv. Albacete)
sembrada en tiestos de 13 cm de diametro y confinados mediante un
cilindro de metacrilato transparente de 31 cm de altura y 12 cm de
diametro, con una malla de tela en |a parte superior y orificios de
ventilacion en los laterales (Fig. 3). Las condiciones de cria fueron a
22 + 1°C de temperatura, fotoperiodo de 16 h de luz y 8 de oscuridad
y H.R. mayor del 70%. Se realizaron cambios semanales para evitar la

superpoblacién de D. noxia y sus efectos.
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Fig. 3 Esquema del recinto empleado para la cria de pulgones.

1.4 Analisis de Hx mediante HPLC.
1.4.1 Obtencidén del material vegetal para el aislamiento de acidos

hidroxamicos.

Para la obtencién de DIMBOA y MBOA, y de DIBOA se
utilizaron semillas de maiz y centeno, respectivamente, que se
esterilizaron con una mezcla de HgCl; 0,1 % y etanol 96 % en la
proporcidén 3:1 viv durante 10 min y se lavaron varias veces con agua.
Una vez secas se sembraron en vermiculita previamente humedecida,
en bandejas de plastico y se mantuvieron en oscuridad a 22°C,
durante aproximadamente 6 dias. Se recolectaron los coleoptilos y se

congelaron a -20°C hasta su utilizacién posterior.
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11.4.2 Preparacién de patrones.

El DIMBOA se aisl6é de 300 g de coleoptilos del hibrido de maiz
EA2173 X Mo17, con alto contenido en DIMBOA, mediante el método
de Klun et al. (1967), y el MBOA se obtuvo segun el procedimiento de
Klun y Brindley (1966) a partir de 500g del material citado
anteriormente. El DIBOA fue aislado de 800 g de coleoptilos de
centeno (Cv. Petkus) mediante el meétodo de Virtanen y Hietala
(1960). La identidad de estos compuestos fue confirmada mediante la
realizacidén de espectros UV de los compuestos disueltos en etanol
absoluto, a una concentracion de 0,015mg/ml, en un
espectrofotdmetro Shimadzu 160 UV-VIS y de |os espectros de masa
empleando un espectrémetro de masas Perkin Eimer (ver apartado

1.6.2.3).

11.4.3 Preparacion de muestras.

Todas las plantulas a analizar se recolectaron en el estado
fenolégico 11 de la escala de Zadoks (Zadoks ef al, 1974). Cada
muestra (20-100 mg) se homogeneizd con agua destilada (4 x 0,04
mi/mg) en un homogenizador de vidrio tipo Potter. Los extractos
acuosos se incubaron durante 15 min a 25°C, con el objeto de
hidrolizar los glucosidos y obtener sus correspondientes agluconas
(Argandofia et al., 1981). Se tomaron alicuotas de 1ml y se
centrifugaron a 12500 rpm durante 10 min. Posteriormente, los
sobrenadantes se filtraron mediante filtros de membrana de celulosa

(Millipore) de 0,22 pm.
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Asi mismo, para el calculo del porcentaje de recuperacién se
afiadieron distintas cantidades de los patrones de DIMBOA, DIBOA y
MBOA a 1 ml de extracto acuoso de trigo blando (cv. Chinese Spring)
antes de la incubacién y las muestiras se procesaron como se
describe en el parrafo anterior. Se hicieron 5 repeticiones por cada
concentracion.

Con objeto de estudiar la degradacién de DIMBOA y DIBOA a
MBOA y BOA, respectivamente, extractos acuosos de trigo blando (cv.
Chinese spring) se incubaron a 70°C durante 0, 5 y 10min y
posteriormente se prepararon las muestras segun el méetodo descrito
en el primer parrafo del presente apartado. Se realizaron cinco

repeticiones por tratamiento.

11.4.4 Condiciones de analisis.

Las muestras obtenidas se analizaron en un HPLC Beckman
System Gold equipado con un controlador de gradiente 126, un
detector con "diode array" 168 y un inyector automatico 502. Se
empledé la columna de fase reversa PRP-1 (10pm, poliestireno-
divinilbenceno, Hamilton) de 250 x 4,1 mm protegida con una columna
de guarda de 25 x 2,3 mm PRP-1. El gradiente lineal de solventes
empleado fue: de 8-80 % B en 30 min, de 30 a 31 min alcanza de
nuevo 8 % de B , siendo A: 49 mM tris, 16 mM acido citrico, (pH=7) y
B: metanol/acetonitrilo 80:20 v/v. El flujo de solventes fue de 1 ml/min.
La deteccién se realizé a 288 nm, ya que a esta longitud de onda los

tres compuestos presentan maximos de absorcion en el UV.
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1.4.5 Identificacién y cuantificacion de DIBOA, DIMBOA y MBOA
en extractos acuosos.

Las curvas de calibrado se obtuvieron inyectando 20 pl de
soluciones conteniendo una mezcla de los patrones de DIBOA,
DIMBOA y MBOA en metanol, con siete niveles de concentracién, con
un rango de 0,05 a 1,00 nM. Se realizaron dos repeticiones por cada
concentracién.

Los compuestos DIBOA, DIMBOA y MBOA presentes en los
extractos acuosos fueron determinados mediante el enriquecimiento
de los picos afiadiendo los patrones y mediante la comparacion del
espectro UV (el barrido de longitud de onda fue de 220 a 400 nm) de

los picos desconocidos con los correspondientes a los patrones.

.5 Cuantificacién de las concentraciones de Hx en genotipos de

cinco especies cereales de invierno.

Se realizo el cribado del material vegetal citado en el apartado
I1.1. Las semillas se sembraron en "jyffies" de 5x5 (una semilla/celda)
gue contenian mantillo mezcla ("Floragard") y se mantuvieron en una
camara Conviréon a una temperatura de 22 + 1°C, 75 + 5% H.R,,
13.000 lux de intensidad luminica y un fotoperiodo de 16 h de luz y
8 h de oscuridad. Se recolectd la parte aérea de las plantulas y se
tomaron cuatro repeticiones por cultivar, en el estado de desarrollo
11. Se almacenaron a -20°C para posterior analisis por HPLC. Asi
mismo, se recolectaron seis plantulas por cultivar para calcular el
peso seco. Se pesaron las plantulas recién cortadas y después se
secaron en una estufa a 80°C durante 48 h y se pesaron de nuevo

una vez secas.
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1.6. Recoleccién y andlisis de floema.

Se recolectd el floema de los cultivares de trigo blando: ABE,
Ch. Spring, Astral, Yecora y Aragdn 03, y trigo duro: Camacho, Recio
de Malaga, Roquefio, Mexa y Aldura, con el propdsito de valorar el
contenido en sacarosa y Hx. Las semillas se sembraron en tiestos de
13 cm de diametro, cuatro tiestos por cultivar y 40 semillas por tiesto.
Se mantuvieron en una camara Convirén en las mismas condiciones
ambientales que en el apartado 1.5, Cuando las plantulas se
encontraban en el estado fenoldgico 11 se procedié a la recoleccion
del floema segun el método de Tully y Hanson (1979), ligeramente

modificado:

- Las hojas expandidas se cortaron a 5cm de la ligula y se
sumergieron sus extremos en un vial de plastico que contenia 1 ml de
una solucién de EDTA 10 mM a pH=7, ajustada con NaOH 0.1 N. En

cada vial se depositaron cuatro hojas.

- Los viales se colocaron en gradillas que se depositaron en una
bandeja con agua y se taparon con una caja de plastico transparente.
De este modo se formaba una atmésfera saturada de agua y CO,, que
facilita la exudacion del floema. Se mantuvieron en una camara de

cultivo a 22°C .
- Transcurridas dos horas, durante las cuales se eliminaron los restos

celulares de otros tejidos, las hojas se colocaron en otros viales que

contenian una solucion nueva de EDTA 10 mM a pH=7, .
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- Las hojas fueron retiradas tras cuatro horas de incubacién y los

exudados de floema almacenados a -20°C.

11.6.1 Valoraciéon de los Hx en los exudados de floema mediante

HPLC.

Las exudados de floema se filtraron mediante filtros Milllipore
de 0,22 um y se analizaron mediante el método de HPLC descrito en

el apartado 1.4 (Mayoral et al., 1994).

11.6.2 Deteccion de los Hx en los exudados de floema mediante
GLC-MS.

1.L6.2.1 Preparaciéon de extractos.

La extraccion de los exudados de floema se realizd

basicamente segun el método de Woodward et al. (1979).

Extraccién de exudados de floema (35 ml), el procedimiento empleado

fue:

1. Extraccion con 40 ml de acetato de etilo saturado con agua
destilada.

2. Lavado de la fase organica tres veces con 20 ml de agua

destilada saturada con acetato de etilo.

Se repiten los pasos 1y 2, tres veces.

Se combinan las fases organicas.

Se seca el extracto con SOsMg.

Se filtra por lana de vidrio.

N oA W

Se rotavapora a sequedad, a 30°C y 100 mb de presién.
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8. Se almacena el residuo a -20°C hasta su utilizacion.
Una solucién patrén con 100 pg de DIMBOA, DIBOA y MBOA en

300 ul de etanol absoluto fue sometida al mismo proceso de

extraccién.

1. Se retira el etanol bajo corriente de N»

2. Se afiaden 3 ml de agua destilada

3. Extraccion con 4 ml de acetato de etilo saturado con agua
destilada

4, Lavado de |la fase orgénica tres veces con 2 ml de agua
destilada saturada con acetato de etilo.

5. Se repiten los pasos 3 y 4, tres veces.

8. Se combinan las fases organicas.

7. Se seca el extracto con SO/Mg.

8. Se filtra por lana de vidrio.

9. Se rotavapora a sequedad, a 30°C y 100 mb de presion.

10. Se almacena el residuo a -20°C hasta su utilizacion.

11.6.2.2 Preparacién de las muestras para GLC-MS.

Debido a que los Hx no pueden analizarse directamente por

GLC, fue necesario derivatizarlos previamente. Las muestras se

prepararon segun el método de Woodward et al. (1979), que en

sintesis es:

1.
2.

El residuo se disuelve en 300 pul de etanol absoluto.

Se afaden 2 pl del estandar interno (Estearato de metilo).
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Se evapora a sequedad mediante corriente de N,.
Se afaden 50 ul de BSTFA.

Se incuba la muestra en bafo a 70°C durante 20 min.

® o0 & ©

Caracterizacion por GL.C-MS.

11.6.2.3 Identificacidon de los Hx en exudados de floema de varias

especies de cereales.

La deteccidn de los Hx se ha realizado mediante la técnica de
Cromatografia Gas-Liquido y Espectrometria de masas (GLC-MS) que
permite la separacion e identificacion de estos compuestos

previamente derivatizados con BSTFA.

Se inyecto un 1 ul de la muestra en un Cromatégrafo de Gases
acoplado a un espectrometro de masas del tipo trampa de iones (ITD)
de Perkin Elmer. La columna empleada de SPB-1 (30 m x 0,25 mm x
25um de espesor de pelicula), siendo el helio el gas portador, con
una relacién de division de flujo de 1:20. La temperatura del inyector
fue de 280°C , la temperatura de! horno de 100 a 240°C aumentando
4°C/min y manteniéndose a 240 durante 5 min. La duracion del
analisis fue de 40 min.

El rango del espectrémetro de masas fue de 40 a 400 m/z. Los
compuestos DIMBOA, DIBOA y MBOA se identificaron por
coincidencia de sus tiempos de retencién con el de los patrones

correspondientes y por sus espectros de masas.
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11.6.3 Valoracion de sacarosa.

Glucosa y fructosa fueron eliminadas de la muestra mediante la
incubacidn del exudado de floema en NaOH 0,05 N a 95°C durante

30 min (Jones et al., 1977).

Se valord después el contenido en sacarosa mediante |la prueba
de la antrona (Dreywood, 1946), siguiendo el método de Trevelyan y

Harrison (1952) ligeramente modificado:

- Se afadieron 410 ul de antrona al 0,2% en A&cido sulfurico
concentrado a 205 pul del exudado de floema en NaOH 0,05 N y se
agité la mezcla.

- Transcurridos 10 min se leyo la absorbancia a 660 nm en un
Espectrofotémetro Hitachi U-2000.

- La curva de calibrado se realizd con distintas concentraciones de
sacarosa: 5, 25, 50 y 100 pug/ml.

Se hicieron cuatro repeticiones por cultivar analizado.

I.L7. Estudio del comportamiento de alimentacién de D. noxia
mediante la técnica de EPG con un sistema de corriente continua

en cinco especies de cereales con distintos niveles de Hx.

Se utilizaron cultivares de alto y bajo contenido en DIMBOA en
cada una de las especies siguientes: trigo blando, cv. Chinese spring
y ABE; trigo duro, cv. Roquefio y Camacho; triticale, cv. Tajufia y
Torote; centeno, cv. Petkus y Elbon; y cebada, cv. Albacete. Los

cultivares de centeno se seleccionaron por su alto contenido en
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DIBOA y la cebada por carecer de DIMBOA y DIBOA. Se sembraron
dos semillas en tiestos de 5 cm de diametro y 5 cm de altura y se
mantuvieron en las condiciones ambientales ya mencionadas . Tras la

germinacion se eliminé una de las plantulas del tiesto.
I.7.1 Pretratamiento de los pulgones.

Los pulgones fueron tomados del cultivo con un pince! fino
humedecido y se colocaron sobre una punta de micropipeta para
200 pl conectada a una bomba de vacio de tal modo que el pulgén
quedaba inmovilizado. Se adhirié un hilo de oro de 2-3 cm de longitud
y 20 um de diametro al dorso del pulgdén mediante una pequefia gota
de pintura de plata coloidal (Tjallingii, 1988). El hilo de oro estaba

conectado a un pequenio electrodo mediante un hilo de cobre (Fig. 4).

Hilo de cobre

/

Electrodo de cobre Hilo de oro

Fig. 4 Esquema del electrodo empleado para conectar el pulgén al

amplificador.
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11.7.2 Registro del comportamiento de alimentacién.

El equipo empleado fue similar al descrito por Tjallingii (1988).
Los amplificadores de corriente continua empleados fueron Giga-2 y
Giga-4, con una resistencia 10°Q, una fuente de voltaje ajustable y
una capacidad de amplificacion de 50-100. Los amplificadores se
conectaron directamente a un ordenador personal (IBM compatible).
Los registros se efectuaron en el laboratorio a 22 * 1°C, bajo
iluminacion artificial de 13000 lux (Fluorescentes HF).

La hojas expandidas de las plantas se fijaron, mediante pinzas
a una tira de plastico. Todos los elementos del equipo, excepto el
ordenador y los amplificadores, se confinaron en una caja de Faraday
y se aislaron mediante hilos conductores para evitar interferencias y
ruidos de fondo (Fig. 5). Transcurridos 10 min desde la adherencia
del pulgdn, los electrodos de cobre que estan conectados al pulgdn
(Fig. 4) se insertaron en los ampiificadores. Los pulgones fueron
colocados sobre |las hojas expandidas. A su vez, otros electrodos
conectados a los amplificadores se introdujeron en la tierra hiumeda
de cada uno de los tiestos. El circuito se cerraba cuando los pulgones
insertaban el estilete en las hojas (Fig. 6). Dependiendo de las
actividades de penetracion, salivacién, ingestion, etc. de los pulgones
varia la resistencia eléctrica de los mismos, y por lo tanto el voltaje
registrado. De este modo se obtienen sefiales de diferente voltaje,
amplitud y frecuencia que corresponden a distintas fases del
comportamiento de alimentacion de los pulgones. El sistema permitio
monitorizar el comportamiento de 8 pulgones a la vez en 8 plantas.

Los registros se realizaron durante 8 h y se almacenaron en el disco
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Fig. 5. Equipo empleado en el

alimentacion de D. noxia.

registro del

comportamiento

de



Sustrato

Fuente de voltaje

Amplificador

Fig. 6. Esquema del circuito empleado para el registro dei

comportamiento de alimentacién de D. noxia.



duro del ordenador personal. En cada repeticion se utilizaron nuevos

pulgones y plantas.

11.7.3 Analisis de los registros.

Las sefales obtenidas fueron analizadas con el programa Stylet
2.2 (Tjalligii y Mayoral, 1992) y se caracterizaron de acuerdo a la
clasificacion de Tjallingii (1988; 1990a), Helden y Tjallingii (1993) y
Prado y Tjallingii (1994). En el comportamiento de alimentacién de los
pulgones se observan periodos de "no penetracion" y periodos de
"penetracion” o "prueba". En los periodos de prueba pueden
distinguirse claramente tres fases, cada una de ellas puede presentar
una o mas sefales caracteristicas: "fase de ruta", que comprende
fundamentalmente las sefiales "A" (Contactos eléctricos del estilete
con la epidermis), "B" (Secrecion del material que forma la vaina del
estilete) y‘ "C" (Actividades de prueba del estilete); "fase de xilema",
gue se reconoce por la aparicidén de la sefial "G" (Ingestién activa de
xilema) y "fase de floema", caracterizada por las sefiales "E1"
(Salivacion en los elementos del floema, siempre previa a E2) y "E2"
(Ingestidén pasiva de floema y posiblemente salivacién acuosa). Otras
sefiales que pueden aparecer en los registros de alimentacién son:
"pd" (caidas de potencial debidas a roturas de la membrana celular) y

"F" (movimientos mecanicos del estilete) (Fig. 7).
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Fig. 7. a) Registro del comportamiento de alimentacion de un pulgdn en 1 h. Fase de "no penetracion” (np), fase

de ruta (prueba), fase de xilema (Xilema) y fase de floema (floema). b) Tipos de sefiales recogidas en el
comportamiento de alimentacion de pulgones. Registro de 45 seg en el que aparecen las sefales "A", "B", "C"

caida de potencial (pd). Registros de 5 seg dellas sefiales E1, E2, FyG.



A partir de la duracién, frecuencia y numero de sefales
obtenidas se calcularon una serie de parametros, clasificados por
Helden y Tijallingii (1993) en "No secuenciales”, es decir, no
relacionados con una secuencia de sucesos en el comportamiento de
alimentacién (Tabla 1a) y "Secuenciales", relacionados con una
secuencia especifica de sucesos de! comportamiento de alimentacion
en el transcurso del registro (Tabla 1b). Estos parametros pueden
indicar una cierta sensibilidad de la planta huésped o una interaccién
del pulgdén con un tejido especifico de la planta determinadas por
factores fisicos y quimicos (Tjallingii, 1988; 1990b). Ciertos
parametros indican que un grupo de tejidos o factores pueden estar
implicados en la susceptibilidad de las plantas a pulgones.

‘Cuando los criterios para algunos parametros no se ajustaban a
los resultados obtenidos en pulgones individuales se tomé la
estimacidén mas adecuada. Por ejemplo, cuando algunos pulgones no
presentaron fase de floema se tomaron 8 horas para los parametros:
tiempo previo a la fase de floema y de ingestién de floema desde que
comienza el experimento.

Las senales "F" y "G" no fueron consideradas ya que aparecian
ocasionalmente y no aportaban informacidon adicional en el estudio del
comportamiento de alimentacién de los pulgones en los cultivares

empleados.
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Tabla 1 . Parametros no secuenciales (a) y secuenciales (b) de EPG y

su significado biolégico.

a. Parametros "no secuenciales”:

Indicacion de

N° parametro valor
susceptibilidad de la planta
[1] {Tiempo total de "no| alto | ambigua, depende los demas
penetracion” parametros
[2] |Tiempo total en fase de| alto sensible
floema (E)
[3] |Tiempo total de ingestién| alto sensible
de floema (E2)
[4] |% pulgones con E2>8min alto sensible

b. Parametros "secuenciales:

No. parametro Origen de los factores
implicados
[5] [Tiempo de "no mesdfilo, no vascular

penetracién" previo a la
fase de floema

[6] |[Tiempo previo a la fase de
floema *

tejidos no floematicos

[7] |Tiempo minimo previo a la
fase de floema **

tejidos no floematicos

(8] |Tiempo previo a |la
ingestién de floema
(E2>8min) *

todos los tejidos incluido el
floema

* desde que comienza el experimento.
** desde que comienza la penetracion.
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I1.7.4 Analisis de los acidos hidroxamicos.

Se recolecté la parte aérea de plantulas de los cultivares
utilizados en los experimentos cuando comenzaron los registros. Las
muestras se almacenaron a -20°C hasta su posterior analisis por

HPLC mediante el método descrito en el apartado i1.4.

1.8 Tabla de vida de D. noxia en cultivares de cinco especies de
cereales de invierno con distintos niveles de Hx.

11.8. 1 Procedimientos generales.

Se emplearon los cultivares de trigo blando, cv. Chinese spring
y ABE; trigo duro, cv. Roquefio y Camacho; ftriticale, cv. Tajuna y
Torote; centeno, cv. Petkus y Elbon; y cebada, cv. Albacete. Las
siembras se efectuaron en tiestos de plastico de 11 cm de diametro
con mantillo mezcla Floragard sembrando tres semillas por tiesto. Una
vez germinadas se elimind una de las plantulas dejando dos por tiesto
y se mantuvieron en una camara Conviréon en las condiciones
ambientales ya mencionadas en el apartado I1.5.

En cada plantula se introdujeron dos pulgones adultos de D.
noxia mediante un pincel de pelo de marta del n° 00 y se confinaron
con una bolsa de papel celofan transparente encajada en un cilindro
de metacrilato transparente de 3 cm de diametro y 5 cm de altura.
Transcurridas 24 h se retiraron los adultos y se dejaron tres ninfas por
plantula. Cuando los pulgones alcanzaron el estado adulto se
contabilizaron los individuos vivos con objeto de calcular la

supervivencia en el periodo pre-reproductivo.
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Nuevas plantulas en el estadio 11 fueron insectadas con los
adultos  obtenidos previamente (1 adulto/plantula vy 20
plantulas/cultivar) y se aislaron de fa misma forma las plantulas
insectadas y 4 plantulas/cultivar no insectadas. Previo a la
insectacion se recolectaron 4 plantulas de cada cultivar y se
almacenaron a -200C para cuantificar los Hx mediante los
procedimientos de HPLC descritos en el apartado 1.4 (Mayoral et al.,
1994). Diariamente se contabilizaron y retiraron las ninfas, y se
registro ia mortalidad de los adultos, durante un periodo de 27 dias.
Durante todo el proceso las plantulas se mantuvieron en las

condiciones ya mencionadas.

I1.8.2 Calculo de la tasa interna de crecimiento y otros parametros

poblacionales de la tabla de vida.

A partir del porcentaje de supervivientes en el periodo pre-
reproductivo y de las matrices de nacimientos se calculd la tasa
interna de crecimiento (rmy ), que representa la tasa de incremento de
una poblacion por individuo bajo unas condiciones ambientales
especificas y una fuente de alimento ilimitada (1) (Birch, 1948), su
error {Método de Bootstrap, 500 replicas), los intervalos de confianza
y los parametros siguientes de la tabla de vida: Tasa finita de
crecimiento (1), que se define como el nimero de individuos afiadidos
a la poblacién por hembra y por dia (2); Tasa reproductiva neta (Ro),
que es el numero de veces que se incrementa la poblacion por
generacion (3); Duracién media de una generacién (T), que es el
tiempo transcurrido entre el nacimiento de los individuos y el de su

progenie (4) y la Capacidad de incremento de la poblacidon (rc) (5).
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Estos parametros fueron calcuiados mediante un programa
informatico desarrollado en nuestro laboratorio: rm (versién 1.9)
(Taberner et al., 1993), a partir de una matriz de nacimientos y la
supervivencia en el periodo pre-reproductivo. Igualmente se calculé la

duracién del periodo pre-reproductivo.

°° (1)
TefMX | xmx =1

x=1

Donde:

rm = Tasa interna de crecimiento

x = Edad de los individuos (dias)

Ix = Proporcion de individuos supervivientes a la edad x (dias)

mx = Numero de hembras de la progenie / hembra / dia (Tasa de

fecundidad especifica)

A=e'm (2)
> (3)
Ro= Z Ixmx=1
x=0
T =In (Ro)/ry (4)
rc =In 2/rp (5)
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1.9 Tabla de vida de D. noxia en cultivares de trigo blando y trigo

duro con distintos niveles de Hx.

Se seleccionaron por éu diferente contenido en Hx los
siguientes cultivares de trigo blando: ABE, Ch. spring, Astral, Yécora
y Pané 247, y de trigo duro: Mexa, Roquefo, Camacho, Recic de
Malaga y Aldura. Los experimentos se realizaron siguiendo el mismo
procedimiento descrito en el apartado 11.8.1; sin embargo, el registro
de la fecundidad diaria se realizé durante 10 dias. Ademas se
- tomaron muestras de las plantulas en el momento de la insectacién y
cuando finalizd el experimento. Las plantas fueron abonadas

semanalmente, afadiendo el fertilizante Zelti-foliage al agua de riego

(3 a/l}.

.10 Efecto de DIMBOA, suministrado en dieta artificial, sobre
ninfas de D. noxia.

11.10.1 Obtencion de ninfas de la misma edad.

Se confinaron adultos de D. noxia en cilindros de metacrilato
transparente (2,5 cm de alto y 3 cm de didmetro) (15 adultos/cilindro).
Los cilindros se cerraron en uno de los extremos mediante una
membrana de parafilm y en el otro extremo se depositaron 45 pl de
dieta artificial (30 % de sacarosa) entre dos membranas de parafilm
tensadas manualmente (Fig. 8). Se retiraron los adultos a las 48 h y

se dejaron 15 ninfas/cilindro.
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Dieta
artificial

7 \\ Cilindro de
: ' metacrilato
Doble membrana \

de parafilm
Membrana de parafilm

Fig. 8 Esquema del recinto empleado para suministrar la dieta
artificial a puigones.

11.10.2 Estudio del efecto del DIMBOA en ninfas de D. noxia.

En los experimentos se emplearon ninfas de 24h
aproximadamente nacidas en dieta artificial (30 % de sacarosa). Las
concentraciones de DIMBOA empleadas fueron: 0, 2, 4, 6 y 8 mM, que
se encuentran dentro del rango de las que presentan los cultivares
estudiados en |los apartados anteriores. Asi mismo, se establecidé un
control sin dieta. La dieta empleada en los tratamientos contenia un
30% de sacarosa y 1,57 % de DMSO. El DMSO se empled para la
disolucion del DIMBOA en la dieta, ya que este compuesto es
insoluble en agua. Se realizaron 5 repeticiones por tratamiento con 15
ninfas por cilindro, registrandose la mortalidad a las 24 y 48 h. Los
cilindros se depositaron en bandejas, que se cubrieron con papel
celofan amarillo y se mantuvieron en las condiciones ambientales

descritas en el apartado |1.5.
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I1.11 Analisis estadistico.

Las concentraciones medias de Hx que resultaron en los
distintos cultivares analizados se compararon mediante la prueba de
Duncan (p<0,05). La "t" de Student (p<0,058) se utilizé para detectar
diferencias significativas entre plantas que se encontraban en dos
estadios de desarrollo diferentes.

Los parametros poblacionales de la tabla de vida de D. noxia en
cultivares de varias especies de cereales se analizaron mediante la
prueba de Duncan (p<0,05), excepto los valores de rp que se
compararon entre si mediante sus limites de confianza obtenidos por
Bootstraap (500 réplicas) (p<0,05).

En los estudios del comportamiento de alimentacion de D. noxia
se utilizaron los analisis no paramétricos Kruskal-Wallis (p<0,05) y el
Mann-Whitney U (p<0,05) (Sokal y Rohif, 1981).

Asi mismo, en los estudios del efecto det DIMBOA suministrado
en dieta artificial, se aplicd el analisis estadistico PROBIT (Finney,
1971) a las mortalidades obtenidas en los tratamientos con diferentes
concentraciones de DIMBOA. El andlisis PROBIT se realizé mediante
el programa informatico POLO (Russell et al., 1977). La mortalidad
Probit se calculd, mediante tablas, a partir de la mortalidad corregida
segun la féormula de Abbot (Abbot, 1925).

Las concentraciones medias de sacarosa presentes en los
exudados de floema analizados se compararon mediante la prueba de
Duncan (p<0,05). Por ultimo, se efectuaron analisis de correlacidn
entre las concentraciones de DIMBOA, DIBOA y sacarosa y todos los
parametros de la tabla de vida de D. noxia en los cultivares

estudiados.
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lll. RESULTADOS

lIl.1. Método de separacion y cuantificacidon de acidos hidroxamicos por
HPLC.

lll.1.1 Identificacién de DIBOA, DIMBOA y MBOA en extractos acuosos

de cereales.

Los espectros UV de DIMBOA y MBOA aislados de maiz se muestran
en las Figuras 9a y b, y el espectro UV del DIBOA, aislado de centeng, en la
Fig. 9¢. De igual modo, los espectros de masas de los tres compuestos
mencionados se representan en la Fig. 10.

El método cromatografico empleado permitid la separacién del
DIBOA, DIMBOA y MBOA, con unos tiempos de retencion de 15,10; 17,46 y
25,07 min, respectivamente (Fig. 11) y con unos errores estandar inferiores
a 0,02 min. La duracion del analisis fue de 26 min.

En la Fig. 12 se muestran los cromatogramas correspondientes a
extractos acuosos de hojas de maiz (Hibrido Pioneer 3138) y de plantulas
de varias especies de cereales: trigo blando (cv. Chinese Spring), trigo duro
(cv Camacho), centeno {cv. Elbon), triticale (cv. Cachirulo) y cebada (cv.
Logra). Los compuestos DIBOA, DIMBOA y MBOA presentes en dichos
extractos fueron identificados por coincidencia de sus tiempos de retencién
con los de los patrones, y por el aumento del area de los picos |, ll, y lll al
afiadir los patrones a los extractos acuosos. En cebada se encontrd un pico
con tiempo de retencion similar al del DIMBOA, cuyo espectro UV no

carrespondia con ninguno de los Hx estudiados.
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Fig. 12 Cromatogramas de extractos de hojas de (a) maiz (Hioridc
Pioneer 3138) y de plantulas de (b) trigo blando (Cv Chinese spring)
(c) trigo duro (cv Camacho), (d) centeno (Cv Eibon), (e) triticale (Cv
Cachirulo) y (f) cebada (Cv Logra) analizados mediante HPLC. |
DIBOA; II, DIMBOA y IIi, MBOA.
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II.1.2 Cuantificacién de DIBOA, DIMBOA y MBOA en genotipos de cinco

especies de cereales de invierno.

En la Fig. 13 se muestran los resultados obtenidos en el calculo del
porcentaje de recuperacion del DIBOA, DIMBOA y MBOA. Los valores
correspondientes a la interseccion con el eje de ordenadas corresponden a
las cantidades de DIBOA, DIMBOA y MBOA presentes en la muestra antes
de anadir los estandares. Los porcentajes de recuperaciéon fueron: 100 %
para DIBOA, 87 % para DIMBOA, y 96 % para MBOA.

La cuantificacién de DIBOA, DIMBOA y MBOA se realizd mediante el
empleo de las siguientes rectas de regresion: y=0,023+0,183x, r=0,998;
y=0,051+0,171x, r=0,993 e y=0,094+0,163x, r=0,993, respectivamente,
siendo x la absorbancia a 288 nm e y |la concentraciéon en nM. Dichas rectas
fueron obtenidas al inyectar las muestras estandar que contenian una
mezcia de |os tres compuestos, con siete niveles de concentracion. El limite
minimo de deteccion para estos compuestos fue de 50 pmol.

Cuando se estudid la estabilidad térmica del DIMBOA presente en
extractos acuosos de Chinese Spring incubados a 70°C, se observé que el
45 % del DIMBOA se degradaba tras 5 min de incubacién, mientras que a
los 10 min se degradaba el 85 % del compuesto. Sin embargo, cuando se
sometié al DIBOA al mismo tratamiento sélo se degradd un 3 % tras 10 min

de incubacion.
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lll.2 Cuantificacioén de las concentraciones de Hx en genotipos de cinco

especies de cereales de invierno.

Con objeto de seleccionar genotipos de cereales con diferentes
niveles de Hx (bajo-medio-alto) e investigar sus efectos sobre la biologia del
pulgén D. noxia, se realizd un cribado de las especies de cereales: trigo

blando, trigo duro, centeno , cebada y triticale .

I.2.1 Cultivares de trigo blando.

Las concentraciones de DIMBOA y DIBOA obtenidas para los
cultivares de trigo blando se recogen en la Tabla2. En funcidn de los
niveles de DIMBOA (mg/g de peso seco) que contienen los cultivares

analizados hemos establecido las tres categorias siguientes:
- Bajos: entre 5,0y 6,9.

- Intermedios: entre 7,0 y 8,9.

- Altos: entre 9,0y 11,0.

II1.2.2 Cultivares de trigo duro.

En la Tabla 3 se representan las concentraciones de DIMBOA vy
DIBOA que presentaron los cultivares analizados y se clasificaron en base a

los niveles de DIMBOA (mg/g de peso seco) en:

- Bajos: entre 10,0y 12,9.

- Intermedios: entre 129y 14,9,
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- Altos: entre 15,0y 17,0.

HI1.2.5 Cultivares de triticale.

Las concentraciones de DIMBOA y DIMBOA que presentaron los
cultivares estudiados se muestran en la Tabla 4. Se establecieron

igualmente tres categorias de niveles de DIMBOA {mg/g de peso seco):

- Bajos: entre 15,0y 16,9.
- Intermedios: entre 17,0y 19,9.

- Altos: entre 20,0 y 25,0.
lll.2.6 Cuiltivares de centeno.

De los dos cultivares de centeno analizados, Petkus es el que
contiene mayor concentracion de DIMBOA y DIBOA, con 12,83 y 14,20 mg/g
de peso seco, respectivamente (Tabla 5).

l.2.7 Cultivares de cebada.
En ninguno de los cultivares de cebada analizados: Albacete,
Barbarrosa, Beka, Bomi, Bruce, Cytris, Hattif de Grifdn, Jeff, Kim, Logra,

Mary, Mingo, Reinette, TD Unién, Weak y York se detectaron los Hx DIBOA
y DIMBOA ni el producto de degradacion de este ultimo MBOA.
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Tabla 2. Concentraciones de DIMBOA y DIBOA (mg/g de peso seco) en

distintos cultivares de trigo blando:

Cultivar DIMBOA 1 DIBOA 1

Little Club 532+0,23 2,32+0,14
Maris Houtsman 5,37 +0,29 1,62+0,10
Astral 5,40 + 0,87 4,03+0,23
Caldwelt 5,47 £ 0,65 2,53+0,20
Marius 5,63 +1,00 412 +£0,24
Aragdn 03 6,41+112 3,78 +£0,31
Arganda 6,45+ 0,90 2,79£0,10
Impeto 6,51 £0,93 4,72 +0,23
Chamorro 6,58+0,70 4,15+0,14
Armada 7,07 £0,39 3,59+£0,80
Traqueno 7,58 £ 0,75 3.10+0,06
ABE 7,67 £0,08 2,92 +0,08
Candeal Teruel 8,20+0,88 3,50+0,22
Estrella 8,38 + 0,62 3,98 +0,20
Autonomia 842 +1,11 492 +0,36
Rieti 8,43+0,44 4,66 + 0,26
Chinese Spring 8,90+0,43 2,77 £0,08
Montana 9,16 +£0,76 508032
Cajeme 9,60+0,97 519+0,26
Yécora 9,62 + 0,21 4,05+ 0,28
Mora 10,49 £ 0,46 4,64 + 0,07
Anza 10,57 £ 1,13 3,28 £ 0,21
Pané 247 10,64 + 0,64 4,39+ 0,30

1 Los valores son medias + errores estandar (n=4).
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Tabla 3. Concentraciones de DIMBOA y DIBOA (mg/g de peso seco) en

distintos cultivares de trigo duro:

Cultivar DIMBOA 1 DIBOA !
Roquerio 10,47 £ 0,78 3,09+£0,07
Blat Obeia 11,51 £ 0,82 3,29+0,15
Mexa 11,57 £ 0,49 3,88 +0,38
Rubio de Cérdoba 14,09 + 0,87 2,563+0.28
Amoros Blanco 14,47 + 0,60 461+0,31
Arisnegro Tenerife 14,62 £ 0,41 516 +0,35
Berberisco F. NUfez 15,00 £ 0,20 4,66 £ 0,56
Camacho 15,02 £ 0,34 2,84 £0,09
Vitrén 15,331 1,00 5,46 £ 0,17
Recio de Malaga 15,42 + 1,91 2,97 £ 0,11
Rojo de Llerena 15,67 + 0,65 2,96 + 0,086
Aldura 15,68 + 1,03 453+0,15
Rubio 15,80 £ 0,40 3,41 £0,11
Recio de Almeria 16,03 + 3,23 462 +£0,25

Los valores son medias + errores estandar (n=4).
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Tabla 4. Concentraciones de DIMBOA y DIBOA (mg/g de peso seco) en

distintos cultivares de triticale:

Cultivar DIMBOA 1 DIBOA 1

Delfin 12,70 £ 1,55 2,13 10,51
Torote 15,30+ 1,10 4,06 + 0,24
Cachirulo 16,79 £ 2,11 4,21 £ 0,61
Cananea 17,62 £ 1,81 2,14 £ 0,03
Beagle 19,04 £ 1,58 469 10,42
Tajufia 21,40+ 1,64 1,68 £ 0,35
Badiel 22,17 £ 0,81 3,76 £ 0,79
Manigero 2295+ 1,82 2,81+0,78
Fascal 24,27 £ 1,77 4,00+0,44

1 Los valores son medias + errores estandar (n=4).

Tabla 5. Concentraciones de DIMBOA y DIBOA (mg/g de peso seco) en

distintos cuitivares de centeno:

Cultivar DIMBOA 1 DIBOA 1
Elbon 5,34 +0,58 10,99 £ 1,71
Petkus 12,83 +0,42 14,20 £ 0,58

1 Los valores son medias * errores estandar (n=4).
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.3 Comportamiento de alimentaciéon de D. noxia en genotipos de

cinco especies de cereales de invierno con distintos niveles de Hx.

Los niveles de DIMBOA fueron significativamente mas elevados
(p<0,05) en el cultivar Chinese spring que en ABE, aunque ambos cuitivares
presentaron concentraciones similares de DIBOA (Tablas 6 y 7). El tiempo
total de "np" [2] de D. noxia en Chinese spring y el tiempo de "np" previo a
la primera fase de floema [9] fueron tres y cuatro veces mayores,
respectivamente, que en ABE (Tablas6y 7). Por el contrario, no se
encontraron diferencias significativas en cuanto a la duracién de la fase
floematica [4] y el tiempo total de ingestion de floema [5] (Tabla 6).

Los cultivares de trigo duro presentaron concentraciones de DIMBOA
aproximadamente proporcionales a las de los cultivares de trigo blando,
siendo la concentracion de DIMBOA en Roquerio similar a la de Chinese
spring. Los niveles de DIBOA en Roquefio y Camacho fueron semejantes a
los de los cultivares de trigo blando. Ei tiempo total de "np” [2] de D. noxia
en los cultivares de trigo duro mostré el mismo patrén y valores similares a
los cultivares de trigo blando. El tiempo total de ingestiéon de floema [5] se
encuentra dentro del rango que presentaron los cultivares de trigo blando
(Tabla 6). Asi mismo, las diferencias en el tiempo previc a la fase de floema
[10] y a la ingestidon de floema [12], fueron similares a las registradas en los
cultivares de trigo blando, aunque dichas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Tabla 7). En Roquefio y ABE el 100 % de
los pulgones se alimentaron del floema [6], mientras que en Camacho y
Chinese spring solo el 50 y 88 %, respectivamente, de los pulgones
presentaron este comportamiento (Tabla 6). Por lo tanto, cuando se tomaron

las 8 horas completas de registro como tiempo necesario para alcanzar la
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Tabla 6. Efecto del DIMBOA y DIBOA (mg/g de peso seco) sobre los parametros "no secuenciales”: Tiempo total de np
(min) [2]; Tiempo total en la fase floematica (E) (min) [4], Tiempo total de ingestion de floema (E2) (min) [5] y porcentaje
de pulgones que aceptaron el floema (E2>8 min) [6] de D.noxia en trigo blando (1,2), trigo duro (3,4), triticale (5,6),
centeno (7,8) y cebada (9) durante 8 horas de registro.

Cuitivares n DIMBOA! DIBOA! [2]2 [4]12 [5] 2 [6]
Trigo blando

(1) ABE 1 48+03 a 18201 a 44 + 14 ade 246 £ 28 a 223+ 27 ac 100
(2) C.Spring 16 831203 0b 22402 a 111% 27 be 202 £31 ac 184 £ 32 ac 88
Trigo duro

(3) Roqueiio 11 8402 b 21101 a 54 £ 22 abe 380£23 b 253 +28 a 100
{4) Camacho 15 186123 d 25101 a 121 +38 cd 3B61+28 b 204 £ 38 ac 50
Triticale

{5) Torote 9 136106 c 23+03 a 97 +£38 ace 108 £ 37 cd 96 +35 b 56
(8) Tajuia 12 180106 d 25+02 a 88 +17 ac 198 £ 35 ac 182+ 35 ab 75
Centeno

(7) Elbon 8 72+0.2 ab 102204 c 50 £ 10 ace 390+11 b 219+ 39 ac 75
(8) Petkus 13 126+03 ¢ 143+100Db 87 £19 ac 177+ 30 ad 154 + 29 be 75
Cebada

(9) Albacete 10 0.00 0.00 34t Qe 192 £ 40 ac 177 £ 38 ab a0

1. Los valores comresponden a medias + SE. Medias * SE situados en la misma columna seguidos por la misma letra no fueron
significativamente diferentes. (P< 0.05, prueba de Duncan ).

2. Los valores corresponden a medias + SE, excepto para [6]. Medias seguidas de la misma fetra en una columna no fueron
significativamente distintas (p<0,05, prueba de Mann-Whitney U).



Tabla 7. Efecto del DIMBOA y DIBOA (mg/g de peso seco) sobre los parametros "secuenciales”. Tiempo de np antes
de la fase de floema (min) [9], tiempo previo a la fase de floema (min) [10], tiempo minimo previo a ia fase de floema
desde que comienza la prueba [11] y tiempo previo a la ingestion de floema [12] de D.noxia en trigo blando (1,2), trigo
duro (3,4), triticale (5,6), centeno(7,8) y cebada (9) durante 8 horas de‘registro.

Cultivares n DIMBOAT DIBOA! [9]2 [10]2 (111 [12)¢

T. aestivum .

(1) ABE 11 48+03a 18+01a 22x11a 178 £39abc  44.7 £10.0 abc 184 + 38 ab
{2) C. Spring 16 834030 22+02a 88 £ 26 bdf 182 £ 28 bd 306+36a 238 + 35 abd
T. turgidum

(3) Rogueiio 11 84+02b 21+£01a 31+12ac 148 £ 29 be 536+7.5bc 160 + 28 bee
(4) Camacho 15 186+23d 25+01a 84 1 29 abdf 217+50abc 36.3:x69abc 230 + 45 acdf
Triticosecale

(5) Torote 9 136+06¢ 232031 49 + 13 bee 291 1+ 52 ad 92.3 £ 40.8 cde 334+ 52d
(6) Tajufia 12 180zx06d 25+02a T4+14f 227 £ 32 abd 40.8 £ 4.6 abc 274 £ 38 ad
S. cereale

(7) Elbon 8 72+02ab 10.2+04c 28123 cd 87 +19ce 41.8 +10.7 abc 161 + 44 bef
(8) Petkus 13 126+03¢c 14311.0b 47 1 8 hdf 188+46ahe 284+64ad 198 1 45 ae
H. vulgarey

(8) Albacete 10 0.00 0.00 31 +£9 ade 211+t 34b 1123+ 304 ¢ 259 £ 41 adf

1. Los valores corresponden a medias + SE. Medias + SE situados en la misma columna seguidos por la misma letra no fueron

significativamente diferentes. (P< 0.05, prueba de Duncan).

2. Los valores corresponden a medias + SE,. Medias seguidas de la misma letra en una columna no fueron significativamente
distintas (p<0,05, prueba de Mann-Whitney U).



fase de floema [4] y de ingestion del floema [5], es posible que se
subestimen los parametros mencionados en aquellos D. noxia que no
mostraron fase de floema, que, por otra parte fueron similares en namero a
los presentes en los cultivares de trigo blando (Tabla 6).

Los niveles de DIMBOA obtenidos en los triticales Torote y Tajufia
fueron altos y significativamente mayores a los de ABE, Chinese spring y
Roqueno, sin embargo, sus niveles de DIBOA fueron similares a los
obtenidos en los cultivares de trigo blando y trigo durc analizados. D. noxia
presentd en‘ambos triticales valores elevados del tiempo total de "np" [2].
Concretamente, en Torote, el tiempo necesario para alcanzar la fase
floematica [10] y para la ingestion de floema [12], asi como el tiempo previo
a la fase de floema, desde que comienza la penetracion [11], fueron muy
altos (Tablas 7).

En los cultivares de centeno, la concentracion de DIMBOA y DIBOA
fue significativamente mayor en Petkus. Es importante sefialar que los
cultivares de centeno fueron los que presentaron concentraciones de DIBOA
significativamente mayores que el resto de genotipos. En Elbon, el tiempo
total de "np" [2], especialmente el previo a alcanzar la fase de floema [9] fue
corto y con valores similares a los de ABE. Asi mismo, en Elbon los
pulgones alcanzaron la fase floemdtica [10] y de ingestién de floema [12]
antes que en otros cultivares que presentaron altas concentraciones de
DIMBOA, siendo pues el comportamiento de D. noxia en este cultivar similar
al observado en ABE. El comportamiento de esta especie en Petkus fue
opuesto al que presentd en Elbon para los parametros antes méncionados,
no obstante, en ambos cultivares el 75 % de los pulgones aceptaron el

floema (Tablas 6y 7).
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Por ultimo, en la cebada Albacete, en la que no se detectaron
DIMBOA ni DIBOA, el tiempo total de "np" [2] fue menor que en el resto de
cultivares, aunque no significativamente distintos que en ABE, Roquerio,
Torote y Elbon, que fueron los cultivares que presentaron menores
concentraciones de DIMBOA dentro de cada especie. Es importante
destacar que el tiempo minimo previo a la fase de floema desde que
comienza la penetracién {11] fue significativamente mayor que en el resto
de los cultivares estudiados, excepto Torote (Tablas 6y 7).

Los niveles de DIMBOA presentes en los cultivares estudiados
mostraron una correlacion significativamente positiva con el tiempo total de
"np" (y=34,34 + 4,12x; r=0,79; p<0,05) y el tiempo de "np" previo a la fase de
floema (y=21,90 % 2,80x, r=0,67; p<0,05). Del mismo modo, el porcentaje de
pulgones que aceptaron el floema correlaciona significativa y negativamente
(y=100,24-2,12x; r=-0,73; p<0.05) con la concentraciéon de DIMBOA

presente en las plantulas analizadas (Fig. 14).

111.3.1 Cuantificacién de Hx en exudados de floema.

Cuando se analizaron las muestras de exudado de floema de los
cultivares: Chinese spring (trigo blando), Camacho (trigo duro) y Tajufia
(triticale) mediante HPLC se observaron dos picos cuyos tiempos de
retencién fueron similares a los del DIMBOA y DIBOA. Cuando se afadieron
DIBOA, DIMBOA y MBOA a las muestras de exudado se observé un

aumento en el area de los picos (Fig. 15).
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pulgones que alcanzaron el floema {y=100,24 -2,12x; r=-0,73; p<0,05).
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Fig. 15. Cromatogramas de los exudados de floema de a) Chinese

spring (trigo blando), b) Camacho (trigo duro) y Tajufia (triticale)

analizados mediante HPLC. (-) exudado y (-} exudado enriquecido

con DIBOA (I), DIMBOA (I1) y MBOA (111).



Los compuestos DIBOA, DIMBOA y MBOA previamente derivatizados
y separados mediante GL.C dieron unos tiempos de retencién de: 17,33
(TMS-MBOA), 24,28 (TMS;-DIBOA) y 30,09 min (TMS,-DIMBOA) (Fig 16).
Los compuestos se identificaron de acuerdo a sus espectros de masa
(Fig 10).

Los resultados del analisis de los exudados de floema, mediante
GLC-MS, de cultivares de varias especies de cereales se muestran en la
Tabla 8. El DIMBOA no fue detectado en ninguna de las especies
analizadas, sin embargo se encontraron trazas de DIBOA en algunos de los

cultivares analizados.

Tabla 8. Presencia de los compuestos: DIBOA, DIMBOA y MBOA en
exudados de floema de trigo blando (cv. ABE y Ch. spring), trigo duro (cv.
Roquerio y Camacho), triticale (cv. Torote y Tajufa) y centeno (cv. Petkus y

Elbon).

Cultivar DIBOA DIMBOA MBOA
ABE n.d. n.d. n.d.
Chinese traza n.d. n.d.
Roqueric traza n.d. n.d.
Camacho n.d. n.d. n.d.
Torote n.d. n.d. n.d.
Tajufa traza n.d. n.gd.
Petkus traza n.d. n.d.
Elbon traza n.d. n.d.

n.d. No detectable
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.4 Tabla de vida de D. noxia en cultivares de cinco especies de

cereales de invierno con diferentes concentraciones de Hx.

Las concentraciones de los Hx, DIMBOA y DIBOA, en el momento de
la insectacion con D. noxia (Tabla 9) corresponden con las obtenidos en el
estudio previo de la relacién entre los niveles de Hx y el comportamiento de

alimentacioén de D. noxia.

En las Tablas 10 y 11 se muestran los ficheros de salida del
programa que calcula la ry y los demas parametros de la tabla vida de
D. noxia en ABE (trigo blando) y Roquerio (trigo duro). Se observa que el
porcentaje acumulado de contribucidén a la r, de cada edad es superior al
90 % a los diez dias de periodo reproductivo (i=16,5).

Los paréametros de la tabla de vida de D. noxia en los cultivares:
Albacete (cebada); ABE y Chinese spring (trigo blando); Roquefio y
Camacho (trigo duro) Torote y Tajufa (Triticale) se muestran en la Tabla 9.
Dichos parametros no pudieron calcularse en los cultivares de centeno:
Petkus y Elbon, debido a que las ninfas murieron durante el periodo pre-
reproductivo.

0. noxia presentd en el trigo blando Chinese spring la mayor
supervivencia en el periodo pre-reproductivo seguido de la cebada
Albacete, Roqueno, ABE, Camacho, Tajufia y Torote, en este dltimo la
supervivencia fue especialmente baja (Tabla 9). La duracién del periodo

pre-reproductivo en los triticales Torote y Tajufia fue de casi 10 dias y
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Tabla 9. Tabla de vida de D. noxia en cultivares de trigo blando (ABE y Chinese Spring), trigo duro (Roguefic y Camacho), triticale
(Torote y Tajufia) y cebada (Albacete ) con distintas concentraciones de DIMBOA (mg/g peso seco).

Cultivares

Albacete ABE Chinese spring Roquefio Camacho Torote Tajufa
DIMBOA 0,00 485+0,28 a 835+029 b 8431x021 b 18,55£235 d 13,66+ 060 ¢ 1797+065 d
DIBOA 0,00 1,78+ 0,11 a 221:0,16 a 2,09+0,15 a 249+012 a 232+032 a 246020 a
Supervivencia en el periodo 80,40 70,27 93,60 78,90 64,10 32,80 62,77
pre-reproductivo (%)
Duracién del periodo pre- 6,60+0,17 a 710+ 019 a 7,35+ 0,17 a 6952014 a 750+ 060a 980+0,20b 954+025b

reproductivo (dias)
Tm

Intervalos de confianza
A

Ro

T

I

0,2647 + 0,010 a
(0,2474; 0,2799]
1,30
27,50
14,51

0,23

0,2448 + 0,0074b 0,2730+ 0,0064 a 0,2430+0,0064b 0,173820,0181¢c -0,1789+ 0,0370d 0,0354+0,0226 e

(0,2324;0,2567]  {0,2624; 0,2830]  [0,2316;0,2525]  [0,1396; 0,2031]  [-0,2417; -0,1311]  [-0,0072; 0,0689]

1,28 1,31 1,27 1,19 0,84 1,04
30,04 48,67 26,23 9,10 0,13 1,47
16,42 17,10 15,77 13,74 11,12 11,22
0,21 0,23 0,21 0,16 -0,18 0,03

Medias + errores estandar (excepto para valores de rpy,, tasa intema de crecimiento, error calculado mediante Bootstrap, 500 réplicas; y supervivencia en el

periodo pre-reproductivo,
en la misma fila con !a misma letra no

confianza para p<0,05).

A, tasa finita de crecimiento; Ro, tasa reproductiva neta; T, tiempo medio de generacion y rc, capacidad de crecimiento). Valores
fueron significativamente distintos (p< 0,05; prueba de Duncan; excepto valores de rp, mediante sus limites de



" Qutput of rm, ver. 1.9 File abe2.per from abe2Z.dat

" Individuals = 20. Pivotal ages = 21
" Pre-reproductive lo value = 0.70270
" rm = 0.24480 SE = 0.00739 (Bootstrap, 500 reps.)

" percentile confidence interval 95% [ 0.23243 , 0.25660)

" Finite rate of increase, lambda = 1.27737

" Net reproduction rate, Ro = 30.04043

" Mean generation length, T = 16.42047

" Capacity for increase, rc = 0.20721

" (1) 1i * mi

"o(2) i * 1i * mi

" (3) Percetage of age contribution = 100*exp(-rm*i)*li*mi
" (4) Accumulated percentage of age contribution

"oi 1i mi ei (1) (2) (3) (4) si fi

8.50 0.7027
9.50 0.7027
10.50 0.6676
11.50 0.5973
12.50 0.5622
13.50 0.5622
14.50 0.5446
15.50 0.5270
16.50 0.4919%
17.50 0.4568
18.50 0.4568
19.50 0.4568
20.50 0.4392
21.50 0.4216
22.50 0.4216
23.50 0.4041
24.50 0.3689
25.50 0,3338
26.50 0.2986
27.50 0.1405
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Tabla 10. Fichero de salida del porgrama “rm” (version 1.9) para ABE (trigo
blando). Los encabezamientos dan informacién sobre las condiciones del
calculo. La supervivencia diaria (li) y la fecundidad diaria {mi) se han
calculado a partir de 20 pulgones, habiéndose corregido con |la mortalidad

registrada en el periodo pre-reproductivo.
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" Output of rm, ver. 1.9 File rog2.per from rog2.dat

" Individuals = 20. Pivotal ages = 21
" Pre-reproductive lo value = 0.78900
" rm = 0.24298 SE = 0.0063%9 (Bootstrap, 500 reps.)

" Percentile confidence interval 95% [ 0.23159 , 0.25250]

" Finite rate of increase, lambda = 1.27504
" Net reproduction rate, Ro = 26.23425
" Mean generation length, T = 15.76767
" Capacity for increase, rc = 0.20720
"o (1) 1i * mi
"O{2) 1 * 1i * mi
" (3) Percetage of age contribution = 100*exp(-rm*i)*li*mi
" (4) Accumulated percentage of age contribution
"oi 1li mi el (1) (2) (3) (4) si fi
Y e ———— e et e e s o e o o i
7.50 0.78%0 0.250 12.45 0.20 1.48 3.2 3.2 20.0 5.0
8.50 0.7890 1.100 11.45 0.87 7.38 11.0 14.2 20.0 22.0
9.50 0.7496 2.789 11.03 2.09 19.86 20.8 35.0 19.0 53.0
10.50 0.6707 3.765 11.26 2.52 26.51 19.7 54.7 17.0 64.0
11.50 0.6115 3.032 11.31 1.85 21.32 11.3 66.0 15.5 47.0
12.50 0.5720 2.897 11.05 1.66 20.71 8.0 74.0 14.5 42.0
13.50 0.5326 2.889 10.83 1.54 20.77 5.8° 79.8 13.5 39.0
14.50 0.5129 3.154 10.23 1.62 23.45 4.8 84.6 13.0 41.0
15.50 0.5129 3.538 9.23 1.81 28.13 4.2 88.8 13.0 46.0
16.50 0.5129 3.538 8.23 1.81 29.94 3.3 92.1 13.0 46.0
17.50 0.4931 4.080 7.54 2.01 35.21 2.9 94.9 12.5 51.0
18.50 0.4734 2.917 6.83 1.38 25,54 1.5 96.5 12.0 35.0
19.50 0.4734 2.417 5.83 1.14 22.31 1.0 97.5 12.0 29.0
20.50 0.4734 2.917 4.83 1.38 28.31 0.9 98.4 12.0 35.0
21.50 0.4340 3.545 4.23 1.54 33.08 0.8 99.3 11.0 39.0
22.50 0.3748 1.579 3.82 0.59 13.31 0.3 99.5 9.5 15.0
23.50 0.3353 2.000 3.21 0.67 15.76 0.2 68.7 8.5 17.0
24.50 0.2959 1.067 2.57 0.32 7.73 0.1 99.8 7.5 8.0
25.50 0.2762 0.286 1.71 0.08 2.01 0.0 99.8 7.0 2.0
26.50 0.2367 2.667 0.92 0.63 16.73 0.1 89.9 6.0 16.0
27.50 0.0986 5.200 0.50 0.51 14.10 0.1 100.0 2.5 13.0

Tabla 11. Fichero de salida del porgrama “rm” (version 1.9) para Camacho
(trigo duro). Los encabezamientos dan informacidén sobre las condiciones
del célculo. La supervivencia diaria (li) y la fecundidad diaria (mi) se han

calculado a partir de 20 pulgones, habiéndose corregido con la mortalidad

registrada en el periodo pre-reproductivo.



significativamente mayor (p<0,05) a la del resto de cultivares estudiados,
que fue entre 6 y 8 dias.

Por otra parte, en los cultivares Albacete, ABE, Chinese spring y
Roquefio todos los pulgones se reprodujeron, mientras que en Camacho
solo se reprodujeron el 90% de los individuos, en Torote y Tajuia el

porcentaje fue mucho menor (Fig. 17).

.,‘,‘a g.g. HR U LT *u,ﬁ"'"'

ABE

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% de pulgones que se reproducen

Fig. 17. Porcentaje de pulgones que se reproducen en los cultivares de
cebada (Albacete), trigo blando (ABE y Chinese spring), trigoc duro

(Roqueno y Camacho) y triticale (Torote y Tajuiia).
La supervivencia diaria (Ix) siguid una tendencia semejante en la

cebada (Albacete) y en los trigos blandos (ABE y Chinese spring) que tienen

los menores niveles de DIMBOA. Los trigos duros Roquefic y Camacho
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siguieron un patrén analogo pero con valores menores y {os triticales Torote
y Tajuilia mostraron un periodo reproductivo muy corto (Fig. 18).

En cuanto a la fecundidad diaria {mx) se observa un incremento
rapido a partir del dia 7 para llegar a una situacion de meseta de sierra a
partir del dia 9 6 10 en todos los cultivares con niveles de DIMBOA por
debajo de 8,5mg/g de peso seco (Albacete, ABE, Chinese spring y
Roquefio (Tabla 9). El trigo duro Camacho siguio un modelo semejante pero
con valores mucho menores y los triticales, Torote y Tajufia, mostraron una
fecundidad diaria mucho menor y durante un periodo de tiempo mas corto,
entre 13 y 16 dias frente a 25 ¢ 27 para los otros cultivares (Fig. 18).

En los cultivares Chinese spring y Albacete D. noxia presentd
significativamente mayores valores de rm que el resto de los cultivares. ABE
y Roguefic mostraron una r,, semejante y significativamente mayor (p<0,05)
que en los restantes cultivares. Los valores de r, para el trigo duro
Camacho, y los triticales Torote y Tajuna, fueron significativamente distintos
entre si y decrecieron en el orden mencionado. Los valores de A, la tasa
finita de incremento, y los demas parametros poblacionales siguieron una
tendencia similar a la de la r, aunque las diferencias no fueron tan
acusadas, excepto en el caso de la tasa reproductiva neta, Ro (Tabla 9).

El andlisis de regresion no mostrd correlacion alguna entre los
niveles de DIMBOA y DIBOA y ninguno de los pardmetros de la tabla de

vida de D. noxia que se recogen en la Tabla 8.
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Fig. 18. Supervivencia diaria, Ix (O) y fecundidad diaria, mx (W) de D. noxia
en los cultivares: Albacete (cebada), ABE y Chinese spring (trigos blandos),

Roquerio y Camacho (trigos duros) y Tajufia y Torote (triticales).
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L5 Tabla de vida de D. noxia en cultivares de trigo blando con
diferentes concentraciones de Hx.

{I1.5.1 Niveles de Hx.

En el muestreo realizado en el momento de la insectacion con
D. noxia los cultivares Chinese spring y Yécora mostraron niveles de
DIMBOA significativamente (p<0,05) mayores que los otros tres cultivares,
que a su vez tenian valores semejantes (Tabla 12).

Por otra parte, efectuamos un muestro de plantas libres de pulgones
y en las mismas condiciones ambientales al final del experimento (dia 16).
Las concentraciones de DIMBOA en este segundo muestreo son
significativamente menores (p<0,01) que |as registradas en el primero, pero
disminuyen en un porcentaje semejante (Fig. 19), por [0 que hemos
considerado unicamente las concentraciones iniciales en las tablas 12 y 13
a efectos de correlacionar los niveles de DIMBOA con los distintos
parametros de |a tabla de vida de D. noxia.

Por el contrario, no observamos diferencias significativas en los
niveles de DIBOA entre el primer y segundo muestreo (Fig. 20), por lo que
tomamos iguaimente los valores del primer muestreo en la Tabla 12 y en los

analisis de correlacion correspondientes.

111.5.2 Niveles de sacarosa en exudados de floema.

En cuanto a los niveles de sacarosa el cultivar Aragén 03 tiene un

contenido significativamente mayor (p<0,05) que el resto, que no son

significativamente distintos entre si.
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Tabla 12. Tabla de vida de D. noxia en cinco cultivares de trigo blando con distintas concentraciones de DIMBOA y DIBOA (mg/g
peso seco) y sacarosa (ug/ml de exudado de floema).

Cultivares

Aragén 03 ABE Astral Yécora Chinese spring
CIMBELUA 5,59 + 0,06 a 6,23+044a 6,70+ 0,11a 8,54+ 0,73b 9,52+ 0,94 b
DIBOA 3,47+0,07a 2,47+0,10b 481+027c¢ 357+0,37a 251+0,25b
Sacarosa 18,92+ 1,132 9,74+ 1,16 b 11,72+ 1,80 b 11,91+ 091b 12,32+£121b
Supervivencia en el periodo 93,33 64,29 85,71 84,13 95,00
pre-reproductivo (%)
Duracién del periodo pre- 750 £ 0,14 a 765+ 0,15ab 7,65 £ 0,13 ab 8,00 + 0,13 b 785 + 0,13 ab

reproductivo (dias)

'm

Intervalos de confianza

0,3105 + 0,0040 a

[0,3022; 0,3188}

0.2409 = 0,0104 b

{0,2191; 0,2626]

0,2734 + 0,0088 be

[0,2549; 0,2918]

+

0,2639 + 0,0053b

[0,2528; 0,2750]

-+

0,2808 + 0,0055 ac

[0,2794; 0,3023]

A 1,36 1.27 1,31 1,30 1,34
Ro 35,05 15,11 21,47 19,98 28,98
T 12,38 12,16 2,1 12,19 12,46
rc 0,29 0,22 0,25 0,25 0,27

Medias + errores estandar (excepto para valores de ry, tasa interna de crecimiento, error calculado mediante Bootstrap, 500 réplicas; y supervivencia en el
periodo pre-reproductivo, A, tasa finita de crecimiento; Ro, tasa reproductiva neta; T, tiempo medio de generacion y rc, capacidad de crecimiento). Valores
en la misma fila con Ia misma letra no fueron significativamente distintos (p< 0,05; prueba de Duncan; excepto valores de rm mediante sus limites de
confianza para p<0,05).
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Fig. 19. Concentracion de DIMBOA (mg/g de peso seco) en los
cultivares de trigo btando: Aragon 03, ABE, Astral, Yécora, y Chinese
spring, en los muestreos realizados en el momento de la insectaciéon y a

los 10 dias del primer muestreo (** p<0,01; *** p<0,001; “t" de student).



] Muestreo 1
Muestreo 2

y

DIBOA (mg/g de peso seco)

Yécora Ch. Spring

Cultivar

Fig. 20. Concentraciéon de DIBOA (mg/g de peso seco) en los cultivares
de trigo blando: Aragén 03, ABE, Astral, Yécora, y Chinese spring, en el

momento de la insectacidén y a los 10 dias del primer muestreo.



I1.5.3 Tabla de vida de D. noxia en cultivares de trigo blando.

Debido a que la fecundidad en los primeros dias del periodo
reproductivo contribuyen en un porcentaje mayor del 80 % al valor de la rp
(Tablas 10 y 11) se considerd que el registro de la mortalidad durante los
diez primeros dias de dicho periodo era suficiente para estimar el valor de
dicho parametro, lo que permite acortar sensiblemente la duracién del
experimento.

En ABE la supervivencia de los pulgones en el periodo pre-
reproductivo fue la menor de los cultivares estudiados (Tabla 12). Se
observaron diferencias significativas en la duracién del periodo pre-
reproductivo, que fue de 8 dias para el cultivar Yécora, seguido de Chinese
spring con practicamente la misma duracion y decreciendo ligeramente en
relacion con los niveles de DIMBOA (Tabla 12).

Los pulgones presentaron en el cultivar Aragdén 03, el de menor
contenido en DIMBOA, las curvas de fecundidad diarias (mx) méas elevadas,
con maximos de fecundidad a los 10 y 14 dias. Igualmente, la curva de
supervivencia diaria (Ix) fue mas alta en dicho cultivar, iniciandose el
descenso en la supervivencia el dia 13 (Fig. 21).

D. noxia presentd en el cultivar Chinese Spring, el de mayor
contenido en DIMBOA, una curva de Ix de caracter intermedio, comenzando
a morir los individuos a partir del dia 9. La curva de mx fue semejante a la
de Aragén 03, presentando maximos de fecundidad a los 10, 12 y 14 dias
(Fig. 21).

Las curvas de supervivencia diaria de D. noxia en 10s cultivares Astral
y Yécora, fueron inferiores a las de Aragon 03, registrando ABE la mas baja

de los cultivares estudiados. En Yécora, Astral y ABE las curvas de mx
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Fig. 21. Supervivencia diaria, Ix (O0) y fecundidad diaria, mx (®) de D. noxia en

los cultivares de trigo blando: Aragdn 03, ABE, Astral, Yécora y Chinese

spring.
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fueron igualmente inferiores al resto de cultivares, aunque los picos de
fecundidad fueron semejantes a los registrados en Aragén 03 y Chinese
spring (Fig. 21).

En los cultivares Aragén 03 y Chinese spring la ry de D. noxia fue
significativamente mas elevada que en el resto de los cultivares y también
presentaron los mayores valores de A. Los valores de rni no fueron
significativamente distintos para los ABE, Astral y Yécora, siendo a su vez
Astral no significativamente distinto a Chinese spring (Tabla 12). El resto de
los parametros poblacicnales siguieron una tendencia semejante a la
- descrita para la tasa interna de crecimiento (rm) y la tasa finita de
crecimiento (A).

No se ha encontrado ninguna correlacion entre las concentraciones
de DIMBOA y DIBOA en extractos de la planta y los parametros de la tabla
de vida calculados. Sin embargo, si se ha obtenido una correlacion positiva
entre los niveles de sacarosa en exudados de floema y la ry, (y=0,1900 +
0,0066x; r=0,8789; p<0,05) y A (y=1,2044 + 0,0088x; r=0,8829; p<0,05)
(Fig. 22).

lll.6é Tabla de vida de D. noxia en cultivares de trigo duro con diferentes
concentraciones de Hx.

l11.6.1 Niveles de Hx.

Se han detectado diferencias significativas entre cultivares (p<0,05)
respecto a las concentraciones de DIMBOA y DIBOA. Recio de Malaga y
Aldura fueron los cultivares con mayores niveles de DIMBOA en el primer
muestreo realizado, no observandose diferencias significativas entre ellas.

Camacho registré unos niveles de DIMBOA intermedios, mientras que
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Fig. 22. Correlacion entre los niveles de sacarosa y las tasas interna
(rm) y finita (L) de crecimiento de D. noxia (y= 0,19 + 0,01x; r=0,88;
p<0,05 para rm e y=1,20 + 0,01x; r=0,88; p<0,05 para A) en los
cultivares de trigo blando: Aragén 03, ABE, Astral, Yécora, y Chinese

spring.



Roquefio y Mexa fueron los de menor concentracion (Tabla 13). En el
segundo muestreo tuvo lugar una notable disminucién de los niveles de
dicho compuesto, siendo en algunos casos del orden de 5 veces inferiores
respecto de las del primer muestreo, pero manteniendo valores
porcentuales semejantes frente al nivel inicial (Fig. 23). Por ello se han
incluido en la Tabla 13 unicamente los niveles obtenidos en el primer
muestreo. Camacho y Mexa presentaron las mayores concentraciones de
DIBOA en el primer muestreo (p<0,05). Asi mismo, se produjo una
disminucién significativa en el contenido en DIBOA de las plantulas
correspondientes al segundo muestreo en los cultivares: Camacho y Mexa.
En Roquefio, Recio y Aldura los niveles de dicho compuesto fueron

similares en ambos muestreos realizados (Fig. 24).

111.6.2 Niveles de sacarosa en exudados de floema.

La concentracion de sacarosa presente en los exudados de floema de
los cultivares de trigo duro estan reflejados en la Tabla 13. Los niveles de
sacarosa en Aldura fueron significativamente mayores que en Camacho
(p<0,05). Sin embargo no se observaron diferencias significativas entre el

resto de cultivares.
ll.6.3 Tabla de vida de D. noxia en cultivares de trigo duro.

La supervivencia de los pulgones en el periodo pre-reproductivo fue
similar en todos los cultivares estudiados, mientras que la duracién de dicho

periodo en Recio de Malaga fue significativamente inferior (p<0,05) a la de

Mexa y Camacho, y similar a la de Roquefic y Aldura (Tabla 13).
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Tabla 13. Tabla de vida de D. noxia en cinco cultivares de trige duro con distintas concentraciones de DIMBOA y DIBOA (mg/g
peso seco) y sacarosa (ug/ml de exudado de floema).
Cultivares
Roqueiio Mexa Camacho Aldura Recio de Malaga
- UTMEDA 886+ 0,09a 10,10+ 0,84 a 12,14+ 0,66 b 13,17 £ 0,21 be 14,13+ 051 ¢
DIBOA 1561 0,41a 2,73+0,089p 281+040b 2,41+ 0,08 ab 1,762 0,14 a
Sacarosa 11,69+ 0,26 ab 10,11+ 0,71[ab 941x042a 1245+ 0569b 11,561+ 0,78 ab
Supervivencia en e! periodo 94,44 90,54 92,75 93,06 93,06
pre-reproductivo (%)
Duracién del periodo pre- 7,25+0,10ab 7,352 0,11]a 730+ 0,11a 7,10+ 0,07 ab 700+ 000 b
reproductivo (dias)
m 0,3214 £ 0,0042 ab 0,3179 £ 0,0025 a 0,3120+ 0,0035 a 0,3341 10,0039 b 0,3228 + 0,0029 ab
Intervalos de confianza [0,3125; 0,3301] {0,3127; 0,3231] [0,3047; 0,3194] [0,3260; 0,3423] [0,3167; 0,3289]
L 1,40 1,37 1,37 1,40 1,38
Ro 37,54 37,62 31,49 39,87 34,99
T 12,36 12,39 12,04 12,20 12,09
ic 0,20 0,29 0,29 0,30 0,29
Medias * errores estandar (excepto para valores de rpy, tasa interna de crécimiento, error calculade mediante Bootstrap, 500 réplicas; y supervivencia en el

periodo pre-reproductivo, A, tasa finita de crecimiento; Ro, tasa reproductiva neta; T, tiempo medio de generacion y rc, capacidad de crecimiento). Valores
en la misma fila con la misma letra no fueron significativamente distintos (p< 0,05; prueba de Duncan; excepto valores de r;;, mediante sus limites de

confianza para p<0,05).
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Fig. 23. Concentracion de DIMBOA en los cultivares de trigo duro:
Roquefio, Mexa, Camacho, Aldura y Recio de Malaga, en el momento de

la insectacion y a los 10 dias del primer muestreo (*** p<0,001; “t" de

student).
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Fig. 24. Concentracion de DIBOA (mg/g de peso seco) en los cultivares
de trigo duro: Roquefio, Mexa, Camacho, Aldura y Recio de Malaga, en
el momento de la insectacién y a los 10 dias del primer muestreo

(* p<0,05; ** p<0,01; “t” de student).



Todos los pulgones se reprodujeron en cada uno de los cultivares
estudiados. Los pulgones alcanzaron la madurez alrededor del dia 7 de su
nacimiento (Tabla 13). La fecundidad diaria {(mx) aumenta rapidamente en
los dias 6 y 8, en los sucesivos se produce un incremento progresivo de la
fecundidad (3-6 nihfas/dia) y en general disminuye alrededor de los dias 14
y 15. Esta tendencia fue bastante similar en todos los cultivares (Fig. 25).

La curva de supervivencia diaria (Ix) mas favorable de D. noxia se
obtuvo en el cultivar Mexa, en el que no murié ninguno de los pulgones
iniciales. Roquerfio y Aldura tampoco registraron practicamente ninguna
mortalidad y unicamente Camacho y Recio de Malaga mostraron
disminuciones en a la Ix a partir de los dias 11 y 12 respectivamente
(Fig. 25).

El mayor valor de la rpy; de D. noxia se registrd en Aldura (cultivar con
alto contenido en DIMBOA); Recio y Roquefio presentaron valores
intermedios, mientras que Camacho y Mexa mostraron los menores valores.
Sin embargo, solamente la r de Aldura fue significativamente distinta
(p<0,05) de las de Mexa y Camacho. Los demas paréametros calculados
siguen un patron similar al descrito para la ry, (Tabla 13).

No se encontré correlacidn alguna entre los pardmetros de la tabla de
vida calculados y la concentracion de DIMBOA y DIBOA en los dos
muestreos realizados. Por el contrario, si se ha encontrado correlacién
significativamente positiva entre la concentracion de sacarosa y la rm (
y=0,2550 + 0,0060x; r=0,9223; p<0,05) y A (y=1,2640 + 0,0109x; r=0,8894,
p<0,05) (Fig. 26).
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Fig. 25. Supervivencia diaria, Ix (O) y fecundidad diaria, mx (B) de D. noxia
en los cultivares de trigo duro: Roquerio, Mexa, Camacho, Aldura y Recio de

Malaga.
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Fig. 26. Correlacién entre los niveles de sacarosa y las tasas interna
{(rm) y finita (1) de crecimiento de D. noxia (y= 0,256 + 0,01x; r=0,92;
p<0,05 para rm e y=1,26 + 0,01x; r=0,89; p<0,05 para i) en los

cultivares de trigo duro: Roqueno, Mexa, Camacho, Aldura y Recio de

M3alaga.



.7 Efecto del DIMBOA, suministrado en dieta, sobre ninfas de D.

noxia.

Se realizaron dos bicensayos idénticos en dos fechas distintas, con
objeto de determinar la consistencia de los resultados. En la Fig. 27 se
muestra la mortalidad de las ninfas, a las 24 y 48 h de tratamiento con dieta
de sacarosa al 30%, que presentaba diferentes concentraciones de
DIMBOA vy sin dieta. Se observa, especialmente a las 48 h de tratamiento,
que a medida que aumenta la concentracidon de DIMBOA en la dieta,
disminuye la supervivencia de las ninfas. También puede observarse que la
mortalidad del control sin dieta es superior a la del resto de tratamientos,
tanto a las 24 como a las 48 h, lo que indica que los individuos se
alimentaron de la dieta.

Se calculo la recta de regresién ponderada PROBIT para la
mortalidad de las ninfas a las 48 h de tratamiento en los bioensayos DB1 y
DB2. El anélisis no se calculé para la mortalidad a las 24 h ya que las
mortalidades probit fueron muy bajas. En la Tabla 14 se muestran los
parametros de la recta asi como los resultados de la prueba del x2 para la
calidad del ajuste.

Por ofra parte, se llevo a cabo el prueba de igualdad de las dos
rectas obtenidas. El valor de la x2 observada (0,94) fue inferior a la x2
tedrica para dos grados de libertad (p<0,05), por lo tanto fue cierta la
hipétesis nula, es decir, las dos rectas no son significativamenté diferentes,
y no existen diferencias significativas entre los experimentos DB1 y DB2. La
recta probit obtenida tras asumir la hipdtesis de igualdad se representa en la
Fig. 28. En la Tabla 15 se muestran los parametros de la ecuacion de dicha

recta calculada y las DL4g, DLgg y DLgg.
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Tabla 14. Parametros de la recta de regresién ponderada probit para la
mortalidad de ninfas a las 48 de tratamiento en los experimentos DB1 y

DB2.

—y

Calidad del ajuste

btS.E. a x2 |g.del.| p
DB1 397 +1,22 203 1,998 2 <0,05
DB2 3104078 279 0,220 2 <0,05

g. de |.= grados de libertad

Tabla 15. Recta probit, dosis letales de DIMBOA y sus limites fiduciales
(p<0,05) una vez asumida la hipotesis de igualdad de los experimentos DB1

y DB2.

Recta probit DL4jg DLzg DLgg
y=2,38 + 3,56x 2,37 5,43 12,44
[1,56; 2,98] [4,84; 6,01] [10,20; 17,78]
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IV. DISCUSION.
IV.1. Método de separacién y cuantificacion de acidos

hidroxamicos por HPLC.

El nuevo método puesto a punto permite el analisis de extractos
acuosos, lo que reduce el tiempo empleado en la preparacién de
muestras si se compara con otros métodos cuantitativos descritos
para GLC (Woodward et al.,, 1979) y HPLC (Gutiérrez et al.,, 1982;
Lyons et al., 1988, Xie et al.,, 1991) que requieren la extraccion con
disolventes organicos empleandose, por lo tanto, mucho tiempo en la
preparacion de las muestras.

El limite minimo de deteccion obtenido es de 50 pmol, lo que
mejora la sensibilidad de otros métodos publicados en afios anteriores
por Gutiérrez et al. (1982), Lyons et al. (1988) y Xie ef al. (1991). Los
porcentajes de recuperacion de DIBOA, DIMBOA y MBOA obtenidos
(Fig. 13) nos indican la alta precisién de este método en la valoracion
de estos compuestos en extractos acuosos de plantas y representan
una mejora respecto a los descritos previamente por Lyons et al
(1988).

Los Hx se encuentran de forma natural en [as plantas como
glucésidos, no obstante se han cuantificado las agluconas puesto que
el aislamiento de los glucésidos implica la inactivaciéon de las enzimas
responsables de la formacion de las agluconas (pB-glucosidasas),
antes de su extraccidén. La preparacién de muestras para cuantificar
los glucosidos es costosa en el tiempo (Lyons ef al.,, 1988) y por lo
tanto no es adecuada para el analisis de gran cantidad de muestras.

Por otra parte, la incubacién durante 15 min a 25°C es suficiente para
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la hidrélisis de los glucdsidos (Argandofia ef al.,, 1981), por lo que se
ahorra tiempo en la prepafacién de las muestras.

Como se muestra en la Fig. 12, los compuesto‘s DIBOA,
DIMBOA y MBOA fueron detectados en los extractos acuosos
procedentes de hojas de plantulas de maiz y de plantulas de otras
especies de cereales excepto en cebada. La presencia de MBOA en
las muestras indica que la descomposicion del DIMBOA tiene lugar
durante el proceso de extraccién. Este hecho pone en evidencia la
importancia de detectar el MBOA para obtener una valoracién precisa
de la concentracion de DIMBOA. En este punto es donde otros
métodos previamente descritos (Niemeyer et al, 1989a; Xie et al.,
1991) presentan ciertas deficiencias, ya que estos autores detectan
los compuestos a 263 y 265 nm, respectlvamente, y a estas
longitudes de onda el DIMBOA presenta un maximo de absorbancia
mientras que el MBOA presenta un minimo. Por lo tanto, los niveles
de MBOA serian subestimados y, como consecuencia de ello, la
concentracién de DIMBOA. El método desarrollado detecta los
compuestos a 288 nm, a esta longitud de onda tanto el DIMBOA,
MBOA, como el DIBOA presentan un méaximo de absorcién en el UV
(Gutiérrez et al., 1988).

La valoracion del MBOA es de gran importancia, ya que los
niveles de DIMBOA disminuyeron al incubar extractos acuosos de
trigo blando (Cv. Chinese spring) a 70°C durante 5 min en un 45 % y
cuando la incubacién fue de 10 min el compuesto se degradd en un
65 %, por lo que es necesario cuantificar este compuesto para
conocer la concentracion total de DIMBOA. Sin embargo, la
cuantificacion del BOA, producto de degradacion del DIBOA no fue

necesaria debido a que tras 10 min de incubacién a 70°C tan sélo se
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degradd un 3 % del compuesto, 10 que nos indica la gran estabilidad
del mismo. Dado que el DIBOA es mas estable que el DIMBOA (Lyons
et al., 1988), y no se detectd degradacién de DIBOA en las
condiciones de extraccidn de las muestras, se considerd innecesaria
la cuantificacién de! BOA.

En definitiva, el método permite una facil y rapida preparacion
de muestras, evitando asi el empleo de disolventes organicos en la
extraccién. Ademas consigue una buena resolucién de los tres
compuestos analizados, un incremento en la sensibilidad y en la
exactitud de la valoracion de los mismos en cereales de invierno y

otras gramineas que presentan menores concentraciones que el maiz.

IV.2 Cuantificaciéon de las concentraciones de Hx en genotipos de
cinco especies de cereales de invierno.

IV.2.1 Cultivares de trigo blando.

Se ha observado una gran variacion entre las concentraciones
de DIMBOA que presentan los cultivares estudiados (Tabla 2). Los
niveles de DIMBOA fueron superiores a los de DIBOA en todos los
cultivares analizados, [0 que concuerda con io descrito por Niemeyer
(1988b). Los niveles de ambos compuestos se encuadran dentro del
rango de los determinados por Copaja et al. (1991a) en trigos
chilenos, asi como los observados por Nicol et af. (1992) en trigos
procedentes de colecciones de todo el mundo y por Escobar y
Niemeyer (1993) en trigos de origen sueco.

Entre los cultivares de alta concentracion de DIMBOA (9,00-
11,00 mg/g de peso seco) hemos seleccionado Chinese spring, por

ser un cultivar ampliamente utilizado, y Yécora, de origen mexicano e
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igualmente muy productivo y con buen nivel de resistencia a varias
enfermedades. De los cultivares con niveles intermedios de DIMBOA
(7,00-8,90 mg/g de peso seco) se ha incluido el ABE por su
sensibilidad al BYDV (Fereres et al., 1990b). Por ultimo, de los
cultivares con niveles bajos de DIMBOA (5,00-6,90 mg/g de peso
seco) se han seleccionado Astral, un cultivar de origen francés, de
buena capacidad productiva y calidad harino-panadera, resistente al
oidio y poco sensible a Septoria y Cercosporella; y Aragén 03, un trigo
de origen espafol, actualmente menos empleado por su baja

capacidad productiva.

IV.2.2 Cultivares de trigo duro.

Los cuitivares de trigo duro analizados presentaron en general
niveles de DIMBOA mas elevados que los de trigo blando
(Tablas 2 y 3), por lo que la categorizacidén empleada es distinta.
Entre los cultivares de alto contenido en DIMBOA hemos seleccionado
Aldura y Recio de Malaga.

Entre los cultivares con niveles intermedios de DIMBOA (12,90-
14,90 mg/g de peso seco) destaca Camacho, cultivar de arigen
espafiol muy empleado en nuestro pais. Es un cultivar altamente
productive y con un buen comportamiento frente a enfermedades. De
los cultivares con bajas concentraciones de DIMBOA (10,00-12,90
mg/g de peso seco) hemos elegido Mexa y Roquero, este ultimo de
origen espafol, presenta un alto rendimiento asi como un buen
comportamiento frente a enfermedades.

Las concentraciones de DIMBOA presentes en los cultivares

estudiados se encuentran dentro del rango de los niveles encontrados
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en trigos chilenos y de varios paises del mundo por Copaja et al.
(1991a) y Nicol et al. (1992), respectivamente.

Las concentraciones de DIBOA presentes en los cultivares trigo
duro fueron similares a las de los cultivares de trigo blando

analizados (Tablas 2 y 3).

IV.2.3 Cultivares de triticale.

Los cultivares de triticale presentaron elevadas concentraciones
de DIMBOA (Tabla 4), superiores en muchos casos a los de trigo
blando y trigo duro estudiados (Tablas 2y 3). Sin embargo, las
concentraciones de DIBOA (Tabla 4) fueron similares a las de los
cultivares de las dos especies antes mencionadas (Tablas 2 y 3). De
ellos, hemos seleccionado Torote y Tajufa por sus buenas

caracteristicas productivas y por ser obtenciones espanolas.

IV.2.4 Cultivares de centeno.

En los cultivares de centeno el DIBOA se encuentra en mayor
concentracidén que el DIMBOA (Tabla 5), al contrario de lo que ocurre
en los cultivares de trigo blando, trigo duro y triticale analizados. Sin
embargo, Copaja et al. (1991b) no detectaron DIMBOA en especies
silvestres de centeno. En el caso de Petkus los niveles de DIBOA
fueron 7 veces mayores que algunos cultivares de trigo blando
(Tablas 2 y 5). De los dos cultivares seleccionados destaca Petkus,
un cultivar de origen aleman, que se cultiva en nuestro pais y produce

un gran rendimiento.
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IV.2.5 Cultivares de cebada.

En ninguno de los cultivares de cebada analizados se detectd
DIMBOA ni DIBOA. La ausencia de Hx en especies del género
Hordeum ya habia sido descrita anteriormente (Hamilton, 1964; Tang
et al., 1975; Argandofia et al., 1980), no obstante, Barria et al. (1992)
encontraron DIBOA en plantulas de Hordeum silvestres, aunque no o
detectaron en H. vulgare. En estudios posteriores se ha incluido el
cultivar Albacete, por ser una cebada de invierno de origen espafnol y

de las mas cultivadas en nuestro pais.

IV.3 Comportamiento de alimentacion de D. noxia en genotipos de
cinco especies de cereales de invierno con distintos niveles de

Hx.

Las seriales obtenidas en el registro del comportamiento de
alimentacion de D. noxia en los distintos cultivares estudiados fueron
idénticas a las que se han descrito para otras especies de pulgones
empleando el sistema de corriente continua (Tjallingii, 1990a; Helden
y Tjallingii, 1993, Prado y Tjallingii, 1994).

Los resultados obtenidos indican que existe una correlacién
entre los niveles de DIMBOA vy tres parametros importantes de EPG
(Fig. 14). A medida que se incrementaron los niveles de DIMBOA,
D. noxia presentd mayor tiempo total de no penetracién (np),
especialmente antes de |la fase floematica, un menor porcentaje de
pulgones aceptaron el floema y se produce un retraso en el acceso al
mismo (Tablas 6 y 7). Dichos resultados estan de acuerdo con los

obtenidos por Kindler et al. (1992), quienes observaron que D. noxia
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presentaba mayores tiempos totales de "np" en trigos resistentes a
esta especie.

E! retraso que hemos observado en el acceso al floema fue de 1
hora aproximadamente en aquellos cultivares con concentraciones de
DIMBOA superiores a 8,5 mg/g de peso seco (Tabla 7). Del mismo
modo, Givovich y Niemeyer (1991) observaron un retraso en el acceso
al floema cuando las plantas de trigo presentaban concentraciones
crecientes de DIMBOA. Campbell et al. (1982) y Morgham et al.
(1992) observaron que S. graminum accedia més tarde al floema en
plantas de sorgo y de trigo resistentes, respectivamente. En otros
estudios del comportamiento de alimentacion de especies de
pulgones cuyas plantas huésped no son los cereales se ha descrito la
misma tendencia. Por ejemplo, en plantas de lechuga resistentes los
pulgones emplearon més tiempo en aceptar el floema y presentaron
mayores periodos de "np” que en plantas sensibles (Cole et al., 1993,
Helden y Tjallingii, 1993).

No hemos encontrado ninguna correlacién entre los niveles de
DIMBOA y el tiempo total en fase de floema y de ingestion de floema
(Tabla 6). Givovich y Niemeyer (1991) observaron igualmente que el
tiempo total de ingestion de floema de R. padi no varié
significativamente con los niveles de dicho compuesto.

De acuerdo a lo expuesto en |la Tabla 1, los valores de los
parametros calculados: tiempo de "np" previo a la fase de floema y
tiempo previo a la fase de floema desde que comienza el experimento
sugieren que factores localizados a nivel del meséfilo y de los tejidos
vasculares pueden ser responsables del comportamiento de
alimentacion observado en D. noxia. Se descarta un origen floematico

de dicho comportamiento debido a que el tiempo previo a la ingestidn
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de floema (E2>8 min) presentd valores bastante similares en la
mayoria de los cultivares estudiados y ademas, no se detectd
DIMBOA y solamente trazas de DIBOA en los exudados de floema
(Tabla 8). Recientemente, Givovich et al. (1994) han informado de la
presencia del glucdsido de DIMBOA en el floema de plantas de trigo.
Si el DIMBOA se localiza en las células del mesdéfilo es posible que
actue como deterrente, ello explicaria que en cultivares con elevados
niveles de este compuesto los pulgones presenten mayores tiempos
totales de "np" durante las 8 h que dura el experimento y antes de la
fase de floema, y que un menor porcentaje de pulgones se alimente
del floema (Tablas 6 y 7).

Algunos de los resultados obtenidos en el presente trabajo no
pueden interpretarse teniendo en cuenta exclusivamente los niveles
de DIMBOA en los cultivares analizados. Por ejemplo, el contenido en
DIMBOA en Chinese spring fue similar al de Roqueno, sin embargo
los pulgones presentaron significativamente menor tiempo de "np"
previo a la fase de floema (Tabla 7) y el tiempo total de ingestion fue
algo mayor en Roquefo {(Tabla 6). Por lo tanto, las diferencias de
comportamiento observadas en los cultivares de distintas especies,
que presentan similares niveles de DIMBOA, sugieren que otros
factores de tipo fisico y/o quimico estarian implicados en el diferente
comportamiento de D. noxia.

En los cultivares de centeno (Petkus y Elbon) la situacién es
compleja, debido a que ambos presentan mayores niveles de DIBOA
que los demas cultivares analizados (Tabla 6). Se ha descrito que el
DIBOA presenta un efecto toxico frente S. graminum y R. padi cuando
se incorpora a la dieta artificial (Zuhiga et al., 1983; Barria et al,,

1992). Del mismo modo, se ha encontrado una correlacion negativa
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entre la concentracion de DIBOA en especies silvestres del género
Hordeum y la fecundidad de R. padi (Barria et al., 1992). Aunque en
Petkus las concentraciones de DIMBOA vy DIBOA fueron
significativamente mas altas que en Elbon, el porcentaje de pulgones
que aceptaron el floema fue similar en ambos cultivares. El tiempo
total de "np" y el tiempo de "np" previo a la fase de floema fueron
mayores, aunque no significativamente distintos, en Petkus que en
Elbon (Tablas 6 y 7).

El comportamiento de alimentacidn de D. noxia en la cebada
Albacete, que carece de DIMBOA y DIBOA, fue similar al observado
en cultivares con bajos niveles de DIMBOA (Tablas.6y 7), ya que el
tiempo total de "np" fue inferior al que presentaron los pulgones con
elevada concentracion de DIMBOA (Tabla86) y los pulgones
emplearon mucho tiempo en acceder y alimentarse del floema. El
retraso en el acceso al floema en cebada ya habia sido descrito
previamente (Tjallingii y Mayoral, 1992). Estos resultados sugieren
que los factores que dificultan el acceso al floema en la cebada se
localizan en la epidermis o el mesofilo de la planta, ya que una vez
que los pulgones aceptan el floema se alimentan
ininterrumpidamente. Se han descrito varios factores de resistencia a
pulgones en cebada, como las ceras, la pectina y la gramina
(Corcuera, 1993). S. graminum presentdé un comportamiento similar al
de D. noxia en plantas de sorgo con elevadas concentraciones de
pectina (Dreyer ef al.,, 1984). Por otra parte, también se ha observado
en S. graminum y R. padi un retraso en la ingestion de floema en
plantulas de cebada con alto contenido en gramina (Zuaiiga ef al.,

1988).
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En definitiva, las correlaciones obtenidas (Fig. 14) sugieren que
el DIMBOA es uno de los componentes de las complejas barreras
quimicas que, junto con ofras de tipo fisico, constituyen las barreras
de defensa a D. noxia. Aunque, por otra parte, seria necesario
realizar investigaciones con un material vegetal mas homogéneo (p.
ej. lineas isogénicas) para poder establecer de forma mas precisa el
papel del DIMBOA en las complejas interacciones que regulan los

mecanismos de resistencia de cereales a pulgones.

IV.4 Efecto del DIMBOA y DIBOA sobre los parametros
poblacionales de la tabla de vida de D. noxia en cultivares de
cinco especies de cereales de invierno con distintos niveles de

Hx.

La tasa interna de crecimiento ry;y es un parametro comunmente
utilizado en estudios ecoldgicos y genéticos, asi como en los de
resistencia de plantas a insectos para categorizar, en base a la rm, el
grado de resistencia de cada genotipo.

La computerizacion de la rm con los errores Jackknife o
Bootstrap junto con el anadlisis de sus componentes individuales
pueden ser de gran utilidad en estudios de resistencia y de mayor
precision que estudiar la correlaciones de parametros tales como el
peso de adultos y el numero de embriones (Birch y Wratten, 1984). En
general, se consideran como plantas menos adecuadas (resistentes)

para el crecimiento y reproduccién de aquellas en las que las

pulgones tienen una ry; mas baja en relacidén a otros genotipos.
La tabla de vida de D. noxia se ha obtenido con los mismos

genotipos utilizados para los estudios del comportamiento de
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alimentacién de este pulgdén, con objeto de obtener un mejor
conocimiento de los mecanismos de resistencia que pueden estar
implicados en la interaccion D. noxia-cereal.

Los cuitivares de centeno Petkus y Elbon fueron los mas
resistentes a D. noxia, ya que ninguno de los pulgones pudo alcanzar
la fase reproductiva. Dichos cultivares no presentaron las mayores
concentraciones de DIMBOA, aunque la concentracion de DIBOA fue
significativamente mas elevada que en el resto de cultivares. Sin
embargo, no hemos podido establecer ninguna correlacién entre los
niveles de DIBOA presentes en los otros cultivares y los parametros
poblacionales de D. noxia.

El trigo blando Chinese spring, de alto contenido en DIMBOA, y
la cebada Albacete, sin DIMBOA, fueron [os cultivares mas sensibles
a D. noxia, ya que en ambos la supervivencia en el periodo pre-
reproductivo fue muy elevada y la duracion de dicho periodo fue coria,
y en ambos cultivares D. noxia presentd los valores significativamente
(p<0,05) mayores de las tasas interna (rm) vy finita (L) de crecimiento
(Tabla 9).

Sin embargo, en ABE y Roquefio los parametros poblacionales
de D. noxia fueron semejantes y mas desfavorables que en Chinese
spring y Albacete, ya que la rm fue significativamente inferior, asi
como los valores de A fueron menores que los obtenidos en los
cultivares anteriores. De nuevo, los niveles de DIMBOA no estan
ligados a estos dos parametros poblacionales puesto que fueron el
doble en Roqueio que en ABE (Tabla 9).

En el trigo duro Camacho, la supervivencia en el periodo pre-
reproductivo fue inferior a ia de los cultivares mencionados y tanto la

rm como la A fueron de caracter intermedio (Tabla 9) y no todos los

Discusion 117



pulgones se reprodujeron (Fig. 17), 1o que indicaria que este cultivar
tiene un grado de resistencia intermedio a D. noxia. Aunque, la
concentracién de DIMBOA en Camacho es, junto con Tajuia,
significativamente mas alta que en el resto de cultivares.

Por dultimo, los triticales Torote y Tajufla fueron los que
presentaban la mayor resistencia a D. noxia, debido a que la
supervivencia en el periodo pre-reproductivo fue muy baja y la
duracién de dicho periodo fue significativamente mayor a las del resto
de cultivares estudiados. Ademas, el porcentaje de pulgones que
pasaron al periodo reproductivo fue muy bajo y con los menores
valores de rm y A (Tabla 9). Es importante sefalar que el periodo
reproductivo fue muy corto en ambos cultivares y los pulgones
murieron a los 13 y 16 dias en Torote y Tajufia, respectivamente
(Fig. 18). En ambos cultivares las concentraciones de DIMBOA fueron
muy altas (Tabla 9), aunque, como se ha mencionado, no se ha
obtenido una implicacién directa de los niveles de DIMBOA y/o DIBOA
sobre los pardmetros poblacionales considerados.

Nuestros resultados indican que el orden de susceptibilidad de
los cereales de invierno a D. noxia fue: cebada, trigos blandos, trigos
duros, friticales y centenos. Estos resultados concuerdan con [os de
Jones et al. (1989) y Kindler y Springer (1989) quienes han informado
que el centeno es mucho menos susceptible a D. noxia que los trigos,
la cebada y el triticale, aunque datos anteriores no especifican los
mecanismos de resistencia implicados.

La comparacién de poblaciones mediante los valores de la tasa
reproductiva neta (Ro) no son correctas a menos que coincidan los

valores de la duracién media de una generacién (T) (Birch, 1948).
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Puesto que en nuestro caso los valores de T fueron distintos, no se
ha considerado la Ro. (Tabla 9).

En resumen, la comparacion de cultivares dentro de cada
especie sugiere, en algunos casos, que el DIMBOA podria ejercer un
efecto negativo sobre la biologia de D. noxia. Esta tendencia, sin
embargo no es consistente cuando comparamos conjuntamente los

cultivares de las cinco especies utilizadas.

iIV.5 Efecto del DIMBOA y DIBOA sobre los parametros
poblacionales de la tabla de vida de D. noxia en cultivares de

trigos blandos y duros con distintos niveles de Hx.

La utilizacién de cultivares de trigo blando y trigo duro con
distintos niveles de Hx en el momento de la insectacién permite
reducir la variabilidad detectada anteriormente con genotipos de
especies muy distintas y, por consiguiente, precisar el papel de los Hx
en la resistencia de cereales a D. noxia.

En todos los cultivares las plantulas correspondientes al
segundo muestreo (16 dias de edad) presentaron concentraciones de
DIMBOA significativamente menores que en el primer muestreo
(Fig. 19). Analogamente, |os cultivares de trigo duro mostraron
diferencias significativas en el contenido en DIMBOA en el primer
muestreo. Al igual que ocurridé en los cultivares de trigo blando, se
observd una clara disminucién en los niveles de DIMBOA en el
segundo muestreo, que se redujeron a alrededor de un 20 % de la
concentracién que presentaron las plantulas en el primer muestreo
(Fig. 23). La disminucién de los niveles de DIMBOA a medida que

aumenta la edad de l|la planta corresponde con l|la descrita por
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Argandofia et af. (1980), Thackray et al. (1990) y Richardson y Bacon
(1993). Por el contrario, la concentracién de DIBOA que presentaron
las plantulas de trigo blando fue similar en |los dos muestreos
efectuados (Fig. 20). Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por Zudiga et al (1983) quienes no observaron variaciones
significativas en la concentracion de DIBOA en plantulas de trigo
duro, desde la germinacion a los 10 dias de edad. Sin embargo, en
nuestras condiciones experimentales si hubo variaciones en el
contenido de DIBOA de los cultivares Mexa y Camacho sin que haya
una explicacién clara de dicha disminucién (Fig. 24). Los valores de la
rm de D. noxia (0,241- 0,310), sobre trigos blandos, calculados
mediante la técnica de Bootstrap (Taberner et al., 1993) vy en base a
los valores obtenidos durante |os diez primeros dias del periodo
reproductivo, estan dentro del rango de los obtenidos por Girma et al.
(1990) para D. noxia en unas condiciones ambientales semejantes, lo
que indica que tanto la forma de calculo como el tiempo de
observacion (10 dias) resultan adecuados para determinar los
parametros poblacionales de la tabla de vida de este pulgén.

Algunos de los parametros obtenidos, como la tasa reproductiva
neta (Ro) y la duracion media de una generaciéon (T) tienen una
significaciéon escasa en poblaciones como las de pulgones de
incremento rapido. lgualmente, la capacidad de incremento de la
poblacion (rc), que es un parametro atil para insectos con
generaciones diferenciadas, pierde relevancia para pulgones puesto
que atribuye el mismo peso especifico a las fases reproductivas
iniciales y finales (Wyatt y White, 1977). Por ello, aunque el programa
informatico empleado calcula dichos parametros (Tablas 9,12 y 13) no

nos referiremos a ellos por su dificultad de interpretacion.

Discusioén 120



Los cultivares Chinese spring (alto contenido en DIMBOA) vy
Aragon 03 (bajo contenido en DIMBOA) muestran unos pericdos pre-
reproductivos cortos y los valores de las tasas interna (rm) y finita (1)
de crecimiento no fueron significativamente (p<0,05) distintos entre si
(Tabla 12). Ademas, las curvas de fecundidad media diaria (mx) y de
supervivencia diaria (Ix) siguen una tendencia muy semejante y con
unos valores mas altos que el resto de los cultivares (Fig. 21). Por
tanto, el desarrollo de D. noxia sobre ambos cultivares es el mas
favorable para este pulgdn, lo que sugiere que son mas susceptibles
que los demads cultivares, a pesar de que ambos presentan los valores
extremos de los niveles de DIMBOA ensayados (Tabla 12).

En los cultivares ABE, Astral y Yécora, tanto las curvas de mx y
de Ix (Fig. 21) como los parametros poblacionales: rp; y 3 fueron
inferiores a los del resto de cultivares estudiados. Estos resultados
indican que ABE, Astral y Yécora fueron los cultivares menos
susceptibles a D. noxia, especialmente ABE, en el que Ia
supervivencia en el periodo pre-reproductivo fue inferior a la que
presentaron los pulgones en el resto de cultivares estudiados. De
nuevo, los cultivares ABE, Astral y Yeécora parecen tener una
susceptibilidad semejante a D. noxia, aunque presentan diferencias
significativas (p>0,05) en cuanto al contenido en DIMBOA y DIBOA
(Tabla 12).

De los cultivares de trigo duro estudiados Aldura fue el mas
sensible a D. noxia, ya que presentd valores de Ix y mx elevados
(Fig. 25) y un corto periodo pre-reproductivo. Ademas, D. noxia
presenté en este cultivar los mayores valores de la tasa interna de

crecimiento (rm) (Tabla 13). Sin embargo, los niveles de DIMBOA en

este cultivar fueron de caracter intermedio.
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En los cultivares Camacho, Recio de Malaga, Roquefio y Mexa
D. noxia presenté un comportamiento similar. Los valores de rip y A
fueron intermedios (Tabla 13). Los resultados obtenidos indican que
estos cultivares fueron ligeramente menos susceptibles a D. noxia que
Aldura. A pesar de que los cultivares Camacho, Recio de Malaga,
Roquefio y Mexa mostraron una sensibilidad similar a D .noxia, se
observé una gran variabilidad en cuanto a su contenido en Hx,
especialmente en DIMBOA (Tabla 13).

Todos los valores de las tasas interna (rm) y finita (A) de
crecimiento obtenidos para D. noxia sobre los trigos duros son mas
elevados que sobre trigos blandos, a pesar de tener unos niveles de
DIMBOA mucho mayores que los registrados para los trigos blandos,
lo que indica que los trigos duros son mejores huéspedes que los
blandos para este pulgén.

Los datos anteriores sugieren que no existe relacién entre la
concentracion de DIMBOA y DIBOA y los parametros pobiacionales
calculados, ya que cultivares con bajas concentraciones de dichos
metabolitos se comportan como resistentes (valores de ry y A bajos),
a D. noxia, mientras que cultivares sensibles (valores de rp y A altos)
a dicha especie de pulgén presentan concentraciones de DIMBOA
altas. De hecho, no se ha detectado ninguna correlacién entre los
niveles de estos compuestos en las plantulas de trigo y ninguno de
los parametros poblacionales obtenidos. Del mismo modo, Kazemi y
Emden (1992) no encontraron ninguna correlacién entre los niveles de
Hx presentes en cinco cultivares de trigo y la fecundidad de R. padi
en distintos estados fenologicos de la planta. Los experimentos
realizados en el presente trabajo se iniciaron en el estadio 11 de la

escala de Zadoks, y aunque se ha descrito que el peso de los adultos,
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el tiempo de desarrollo y la fecundidad varian con el estado de
desarrolio de la planta (Leather y Dixon, 1981; Watt, 1879), otros
autores (Spiller y Llewelyn, 1986) sugieren que el empleo de plantulas
permite obtener resultados comparables a los de plantas adultas para
detectar resistencia a pulgones.

Por el contrario, Bohidar et al. (1986) encontraron una
correlacién negativa entre los niveles de Hx presentes en seis
cultivares de trige y la r; de S. avenae. En sus estudios emplearon
plantulas en el estadio 12 de la escala de Zadoks. También
Leszczynski et al. (1989) observaron una correlacion negativa entre la
rm de S. avenae y los niveles de Hx en plantas de T. aestivum.
Cuando se estudiaron conjuntamente cultivares de varias especies del
género Triticum se observo que el contenido total de Hx en las plantas
analizadas explicaba en una proporcion significativa la variaciéon de la
rm de S. avenae (Thackray et al., 1990). Sin embargo, cabe sefalar
que en los trabajos de Bohidar ef a/. (1886), Leszczynski et a/. (1889),
Thackray et al. (1990) y de Kazemi y Emden (1992) se empled el
método colorimétrico del FeCl; {Long et al., 1974) para determinar el
contenido en DIMBOA de los cultivares analizados. Dicho método es
muy inespecifico, ya que valora el contenido total de Hx presentes en
los extractos de las plantas y no la concentracidn real de DIMBOA,
que es el compuesto que parece tener algun efecto sobre pulgones de
cereales.

Otros autores han observado fendmenos similares en plantas de
maiz a los descritos anteriormente para cultivares de trigo. Asi, Long
et al. (1977) encontraron una correlacién negativa entre los niveles de
DIMBOA en lineas de maiz y el nimero de R. maidis que infestaban

las plantas, sin embargo, no todas las lineas de maiz que emplearon
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en sus estudio seguian esa tendencia, ya que uno de los cultivares
(Oh45) presentd bajos niveles de DIMBOA y mostraba asi mismo una
pequefia poblacién de pulgones. Estos resultados sugieren que en
ese cultivar otros factores fueron los responsables de la resistencia a
R. maidis. Beck et al. (1983) observaron igualmente que existia una
correlacion negativa entre la concentracion de DIMBOA y los niveles
de pulgones que soportaban las plantas. A pesar de que en la
mayoria de las lineas estudiadas tenia lugar este fenémeno la linea
AB32 que presento bajos niveles de DIMBOA fue altamente resistente
a esta especie, lo que sugiere también que otros factores estarian
implicados en la resistencia a R. maidis. Sin embargo, otros autores
(Bing et al, 1990) no detectaron ninguna relacién entre la
concentracién de DIMBOA y el numero de R. maidis que colonizaban
las plantas de maiz. Estos autores observaron que la linea 41:25048B,
de alto contenido en DIMBOA, presentaba un elevado nivel de
infestacion; mientras que la linea C103, de bajo contenido en
DIMBOA, presentaba un pequefio numero de puigones, por lo que
sugirieron que el DIMBOA no era el factor implicado en la resistencia
del maiz a R. maidis.

Es importante sefalar que en ninguno de estos trabajos
mencionados en los parrafos anteriores se ha valorado el contenido
real de DIMBOA de las plantas estudiadas, mientras que en el
presente estudio se ha empleado un método de valoracién de
DIMBOA y DIBOA especifico y sensible, que permite conocer con
rapidez y exactitud los niveles de dichos compuestos en las plantas
analizadas.

En definitiva, los resultados obtenidos indican que ni el

DIMBOA ni el DIBOA tienen un efecto negativo sobre aquellos
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parametros poblacionales de D. noxia que estan ligados a la
resistencia a dicho pulgén de los cultivares estudiados. Aungue,
hemos encontrado que a partir de un cierto umbral (8,5 mg/g de peso
seco) el DIMBOA ejercia una accion repelente sobre D. noxia, pero
una vez que los pulgones alcanzaban el floema se alimentaban de
forma similar, independientemente de los niveles de DIMBOA en la
planta, lo que concuerda con los resultados anteriores. Por tanto,
otros mecanismos de defensa de tipo fisico y/o quimico deben estar
implicados en la resistencia de cereales a este pulgdn.

Por otra parte, los metabolitos secundarios junto con los
factores nutritivos de la planta pueden jugar un papel importante en [a
resistencia a plagas (Pickett et al.,, 1992). En este sentido, se ha
descrito que la sacarosa es uno de los requerimientos necesarios
para la cria de pulgones en dieta artificial y actia como estimulante
de la alimentacién (Srisvastava, 1987). Ademas, Niraz et al. (1985)
encontraron una correlaciéon positiva entre la concentracién de
sacarosa en las hojas de trigo blando y la susceptibilidad a S. avenae
y R. padi.

En nuestras condiciones, hemos encontrado una correlacién
significativamente positiva entre los niveles de sacarosa y los
parametros de la tabla de vida: r,, y A en los cultivares de trigo blando
y trigo duro analizados, lo que sugiere que los cultivares que
contengan unos niveles bajos de sacarosa en el floema son menos
susceptibles a D. noxia. Es conocido que los nutrientes disponibles en
el floema, asi como otros metabolitos presentes podrian contribuir a
enmascarar la accion deterrente del DIMBQA. Por tanto, los niveles
de sacarosa en el floema juegan un papel inesperadamente

importante en la interaccion de las plantulas de cereales con D. noxia.
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IV.6 Efecto del DIMBOA, suministrado en dieta artificial, sobre

ninfas de D. noxia.

Los resultados obtenidos indican que a medida que se
incrementa la concentracién de DIMBOA en la dieta artificial aumenta
la mortalidad de las ninfas, siendo préxima a un 80% para la mayor
concentracion de DIMBOA aplicada (Fig. 27). Estos resultados son
semejantes a los obtenidos por Argandona ef al. (1980) con
M. dirhodum cuando incorporaron entre 0-12 mM de DIMBOA en la
dieta artificial, asi como los obtenidos por Corcuera et al. (1982) para
M. dirhodum y S. graminum a concentraciones de 0 a 2 mM de
DIMBOA. La mortalidad en los controles sin dieta fue méas alta que la
registrada incluso a concentraciones de 8 mM de este compuesto, lo
que indica que las ninfas se alimentaron de l|la dieta y que la
mortalidad registrada no se debe exclusivamente a mecanismos de
deterrencia.

Por otra parte, la DLgp obtenida para ninfas de D. noxia a las
48 h de tratamiento (5,43 mM), es muy superior a la obtenida para el
pulgén S. graminum (0,9 mM) a las 24 h de tratamiento cuando se
probaron concentraciones comprendidas entre 0-3 mM (Argandofia et
al.,, 1982) y 1,2 mM cuando las concentraciones oscilaron entre O-
8 mM (Corcuera et al., 1985). Por lo tanto, D. noxia parece ser menos
sensible al DIMBOA que S.graminum, ya que se requieren
concentraciones cinco veces superiores del compuesto para producir
el mismo efecto. Otros autores han descrito que cuando se suministra
DIMBOA en dieta artificial a R. maidis, a concentraciones en el rango
de 0-3 mM, la supervivencia de las ninfas no se ve afectada (Long et

al., 1977, Corcuera et al.,, 1982). Sin embargo estos autores no
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probaron concentraciones de DIMBOA mas altas, por lo que no puede
asegurarse que no ejerza ningun efecto sobre R. maidis.

Por lo tanto, el DIMBOA provoca mortalidades crecientes de las
ninfas de D. noxia a medida de que se aumenta la concentracion del
mismo en una dieta artificial, aunque no es posible discriminar que
parte de dicha mortalidad es debida a |la deterrencia producida por el
DIMBOA y cual a {a toxicidad del compuesto. Estos resultados pueden
parecer contradictorios con los anteriores, en los que hemos
observado que no existe una correlacién entre los niveles de
- DIMBOA, que fueron semejantes a los administrados en dieta
artificial, y ninguno de los pardmetros poblacionales de D. noxia. Sin
embargo, hay que sefalar que el DIMBOA se encuentra localizado
preferentemente en los tejidos vasculares y en el meséfilo (Argandofia
et al., 1987). Recientemente, se ha informado la localizacion del
DIMBOA-glucésido en el floema, pero con una distribucion irregular, y
con unas concentraciones inferiores al umbral necesario para conferir
resistencia a R. padi (Givovich ef al., 1994). Por consiguiente, en un
sistema tan complejo como D. noxia-cereal, y con los antecedentes
anteriores, no es posible conocer las concentraciones reales de
DIMBOA a las que estd expuesto el pulgdn, mientras que en los
bioensayos en que se suministra el DIMBOA a la dieta conocemos en
todo momento las dosis aplicadas a las ninfas de D. noxia.

El hecho de que la DLsg del DIMBOA en D. noxia sea cinco
veces superior a la obtenida para S. graminum indica que es menos
susceptible a dicho compuesto que otras especies de pulgones de
cereales y, por tanto, contribuye también a explicar la falta de
correlacién entre los niveles de DIMBOA y/o DIBOA en los cultivares

estudiados y las tasas interna (rm) y finita (A) de crecimiento de
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D. noxia a dosis que si han sido efectivas frente a otras especies de

pulgones.
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V. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el presente estudio se pueden extraer

las siguientes conclusiones:

1.

El método de HPLC desarrollado permite la separacion y cuantificacion
de los Hx: DIMBOA, DIBOA y MBOA, de una forma rapida, al evitar la
extraccion de las muestras con disolventes organicos; sensible, ya que
el limite de deteccion (50 pmol) es inferior al de otros métodos
previamente descritos; y preciso, debido a los elevados porcentajes de
recuperacion obtenidos. La cuantificacién del BOA no es necesaria
debido a la gran estabilidad del DIBOA. Este método permite el analisis
de un gran numero de muestras, en un corto periodo de tiempo [0 que es
de gran importancia en programas de mejora para resistencia a

pulgones.

Se ha observado que, a medida que aumenta la concentracién de
DIMBOA en cultivares de cinco especies de cereales de invierno,
D. noxia se encuentra mas tiempo en la fase de no penetracién,
especialmente antes de la fase floematica, y menor numero de pulgones

se alimentan del floema.

Se produce un retraso en el acceso al floema, de aproximadamente 1

hora, en aquellos cultivares que presentaron concentraciones de
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DIMBOA superiores a 8,5 mgf/g de pesc seco, a pesar de haberse
empleado cultivares de cinco especies de cereales con la consiguiente

variabilidad genctipica y fenotipica.

La duracién de la fase de no penetracion previa a la fase floematica y el
tiempo necesario para alcanzar dicha fase desde que comienza el
experimento sugieren que |os factores responsables del comportamiento
del D. noxia se localizan a nivel del mesdfilo y/o en los tejidos vasculares
de la planta. La semejanza en cuanto al tiempo previo a la ingestion de
floema en los cultivares estudiados sugiere que dicho comportamiento

no esta ligado a factores floematicos.

No se ha encontrado ninguna correlacion entre los niveles de DIMBOA
en cinco especies de cereales de invierno y la duracion total de la fase
floematica y de ingestidon de floema. En general, una vez los pulgones

aceptaron el floema se alimentaron ininterrumpidamente.

No se ha encontrado correlacién entre los niveles de DIBOA en los

cultivares de cinco especies de cereales de invierno y ninguno de los

pardmetros secuenciales 0 no secuenciales para D. noxia.

No se ha observado ninguna relacidn entre los niveles de DIMBOA vy

DIBOA vy la tasas interna (ry) y finita (L) de crecimiento de D. noxia en
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los cultivares de cinco especies de cereales. Este hecho, unido a que no
se ha detectado DIMBOA en los exudados de fioema, y a la informacion
aportada por el estudio del comportamiento de alimentacion, sugiere que
el DIMBOA es uno de los factores que determinan el retraso en el
acceso al floema, la duracién de los periodos de no penetracién y que un
menor numero de pulgones acepten el floema, pero una vez que D. noxia

acepta el floema no ejerceria ningun efecto.

Se ha encontrado una correlacidn positiva entre 10s niveles de sacarosa

en el floema de cultivares de trigo blando y trigo duro, y las tasas interna

(rm) y finita () de crecimiento, lo que sugiere que los niveles de

sacarosa podrian contribuir a enmascarar [a accién deterrente del
DIMBOA, y, por tanto, ser uno de los nutrientes implicados en la
susceptibilidad de los mismos a D. noxia. Sin embargo, no puede
descartarse que otros factores fisicos y/o quimicos estén implicados en
la supervivencia, desarrollo y reproducciéon de D. noxia en los cultivares

estudiados.

Los cultivares de trigo duro son mejores huéspedes que los de trigos

blandos para D. noxia, puesto que registraron mayores valores para las

tasas interna (ry) y finita (1) de crecimiento, a pesar de tener todos ellos

unos niveles de DIMBOA superiores a los obtenidos en Ios trigos

blandos.
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10 Los cultivares de centeno Petkus y Elbon no son huéspedes adecuados

11.

para D. noxia debido a que los pulgones no pudieron pasar al periodo
reproductivo, mientras que si lo hicieron en los cultivares de las demas
especies de cereales evaluadas, aunque en varios casos {ej. triticales)
registraron niveles de DIMBOA superiores a los observados en los

centenos.

Cuando se administraron dosis crecientes de DIMBOA en una dieta
artificial de sacarosa al 30 % se observé un aumento de la mortalidad de
las ninfas de D. noxia dependiente de la dosis del DIMBOA aplicado,
aunque no es posible discriminar que parte de dicha mortalidad es

debida a antixenosis y cual a antibiosis.

12.La DLgg obtenida fue 5,43 mM de DIMBOA, cinco veces superior a la

encontrada para otras especies de pulgones de cereales para los que si
se ha obtenido una correlaciéon entre los niveles de DIMBOAylarm . Lo
que sugiere gue esta especie de pulgdn es menos sensible a este
metabolito que las otras especies de pulgones de importancia econémica

en cultivos de cereales, y ayudaria a explicar la no correlaciéon obtenida
entre niveles de DIMBOA y las tasas interna (rm) y finita (A) de

crecimiento de D. noxia.
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