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RESUMEN

Se evalud el efecto del dafio foliar producido por el gusano cogollero (Spodoptera
frugiperda, J. E. Smith) y del gusano barrenador (Diatraea grandiosella, Dyar)
sobre la produccion de compuestos fendlicos en cuatro lineas de maiz. Para ello,
se cuantificd el porcentaje de area foliar consumida (%AFC) y el contenido de
algunos compuestos fendlicos por medic de HPLC en diferentes tiempos del
desarrollo vegetativo en hojas de cuatro lineas de maiz con diferente resistencia al
ataque de estas plagas, previamente seleccionadas por el Programa de Maiz del
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMyT).

Las variaciones en el grado de herbivoria a lo largo del tiempo indican
diferencias en los habitos de ataque de cada plaga. Mientras el gusano barrenador
ataca fuertemente en el primer tiempo de colecta, el gusano cogollerc mantiene un

grado de atague constante por lo menos durante las tres primeras colectas.

Se encontrd que la concentracion de compuestos fendlicos evaluados
depende de la resistencia de la linea de maiz, de la presencia o ausencia del
ataque del herbivoro, y de la especificidad de éste. Se reporta por primera vez la
presencia del flavonoide maysina en hojas de maiz, ya que este compuesio se

habia reportado anteriormente sélo en estigmas.

Se presentd una correlacion débil entre el contenido de fendlicos y el nivel

de dario foliar.




1. INTRODUCCION

Para incrementar la productividad de los cultivos agricolas se aplican y realizan
estudios biotecnologicos que se encaminan al mejoramienfo y a obtencion de
variedades vegetales mas productivas y que soporten condiciones ambientales
adversas, asi como plagas y enfermedades (Serratos, 1993). En este sentido,
existen diferentes factores bidticos y abioticos que ejercen una presidn
considerable sobre la calidad y cantidad de los cultivos. Uno de los factores
bidticos de gran importancia son las plagas que provocan una menor produccion
tanto por el dafio directo como por Jos altos costos para su control, por lo que se
buscan alternativas menos riesgosas al ecosistema, es por ello que e
fitomejoramiento ha cobrado renovado interés en muchos paises del mundo. Un
ejemplo de lo anterior es el cultivo del maiz ya que es un cereal de gran relevancia
en la alimentacion mundial y su mejoramiento es considerado fundamental, ya que
dentro de los cereales cultivados es de los que se adapta faciimente a condiciones
adversas (Ortega, 1987; CIMMyT, 1995).

En forma natural, las plantas por su condicidn sésil y sus necesidades
metabdlicas para sobrevivir ante cualquier tipo de estrés, poseen adaptaciones de
diferente tipo vy generan respuestas defensivas dependiendo del tipo de planta,
estado de desamrolio ¢ caracteristicas genéticas, va sea de indole morfolagico,

fisico, quimico, nutricional, fenologico, o asociacion (Harbone, 1985).

Existe gran interés en las investigaciones sobre as respuestas de las plantas
en la produccion de compuestos quimicos ante cualquier tipo de estrés. Las
plantas producen sustancias formadas en rutas especializadas de sintesis que
inician siempre a partir del metabolismo primario. A estas sustancias naturales se

les denomina metabolitos secundarios (Harbone, 1985).

Una de las tecrias mas importantes para la Ecologia quimica es la Defensa

Vegetal que intenta explicar cudies son los principales mecanismos nvolucrados



en la defensa quimica ante el estrés y en las interacciones bidticas que las plantas

establecen con ofros organismos (Rosenthal y Janzen, 1989).

En este sentido, la investigacion se basa en ia bdsqueda de respuesta a
preguntas como: 1) jcuales son los mecanismos de defensa de las plantas?, 2)
;LcOmo operan estos mecanismos desde una perspectiva ecoldgica?, 3) jcémo
han evolucionado dichos mecanismos?, 4) ;como opera el proceso de
reconacimiento de los hospederos en los insectos?, 5} jcual es el mecanismo que
dispara la ruta de biosintesis de metabolitos secundarios frente al esfrés que
causa la herbivoria?, y 6) ;como reaccionan frente a esta respuesta los
herbivoros? (Detheir, 1980, 1982; Serratos, 1993).

Puesto que la aceptacion o el rechazo de una planta por un insecto herbivoro a
una planta depende, en ditima instancia, de su habilidad de éste para evaluar las
caracteristicas de la planta, una pregunta interesante seria: ¢la presencia de
metabolitos secundarios es de alguna forma una respuesta asociada frente al
atague del insecto? Las planfas presentan diferenies respuestas anie las
condiciones de estrés causado por plagas. Una de las respuestas es la variacion
en la produccion de compuestos secundarios como alcaloides, terpencs vy
flavonoides que han sido intensamente explorados dentro de la interaccion planta-
insecto: algunos de estos compuestos reducen o eliminan la apetecibilidad de la
planta (Serratos ef al, 1987), otros son altamente tdxicos, o inclusive pueden
afectar el balance hormonal del insecto {Tipping ef af., 1987} o el baiance nutritivo
de la planta (Bergvinson, 1993). Otra respuesta de la planta frente a cualquier
factor de estrés, son los cambios y alteraciones en su metabolismo, los cuales se
traducen en un bajo rendimiento en el desarrollo con una consiguiente disminucion

de la produccidn de fotosintates en la biomasa vegetal (Bergvinson, 1995).

Dada la compleja matriz de variables que interactian en fa interfase planta-
herbivoro, la evaluacian correcta del papel de los metabolitos secundarios es
considerablemente dificil, mas adn, cuando la presumida accidn defensiva ha de
verse en un contexto de seleccion natural, con potencial de evelucidn, por tal

razon, tal evaluacién requiere dos condiciones: por un lado, que la evaluaciéon



tenga la rigidez de un tratamiento experimental, y que tal andlisis se realice en un

nivel y en un escenario relevantes a la seleccién natural (Dirzo, 1985).

Tomando en cuenta que los acidos fendlicos en la resistencia del maiz frente a
diversas plagas de insectos que ocasionan dafios en las diferentes etapas de
crecimiento provocan una disminucion en ef rendintiento de este cultivo a nivel
mundial, en este trabajo se evalud el contenidoe de algunos de los acidos fendlicos
libres (luteolina, maysina, ac. cindmico, ac. ferdlico y ac. cumarico) y fa evaluacion
de la tasa de herbivaria causado por dos plagas en lineas de maiz reportadas con
diferente resistencia, previamente seleccionadas por el programa de maiz del
CIMMyT v en diferentes etapas de desarrollo.



Il. ANTECEDENTES
A. RESPUESTA DE LAS PLANTAS AL ESTRES

Las plantas, por- su condicion sésil y su naturaleza autoirdfica, durante su
crecimiento y desarrollo, se enfrentan a diferentes tipos de estrés de naturaleza
bidtica o abidtica. Dentro de los primeros encontramos el dafio causado por
diversos consumidores que van desde los herbivoros (mamiferos e insectos) hasta
los patdgenos (bacterias y hongos}, entre otros, dentro de los abidticos tenemos
las deficiencias en la calidad nutricional del suglo, las condiciones ambientales,
temperatura, pH, los factores fisicos, los quimicos, y otros recursos como el COs,
agua y luz. Cuando las plantas se encuentran sometidas a cualquier tipo de estrés
que produzca un dafio en su metabolismo celular y por tanto en su crecimiento o
desarrollo surgen cambios llamados “respuestas inducidas®. Estos cambios
pueden incrementar la “resistencia” de la planta al estrés al cual esté sometida
{Azcon-Bieto y Talon, 1993). De forma global, ante condiciones adversas, las
plantas pueden desarrollar dos tipos de respuestas: a) La planta desarrolia
funciones y estructuras que contrarrestan (o protegen de) las condiciones, de
forma que éstos no llegan, o llegan muy atenuadas a la mayoria de las células. b)
en otro tipo de respuesta son las células las que adaptan sus funciones para que
puedan operar en condiciones adversas, es decir, las células resisten esas
condiciones adversas. Con frecuencia en las plantas se dan simuitaneamente los
dos tipos de respuesta o mecanismos de adaptacion: contrarrestar y resistir
(Barcelo y Nicolas, 1982).

Los diversos tipos de estrés que las plantas enfrentan constituyen presiones
selectivas que han generado diferentes patrones de respuesta de las plantas
frente a estos diferentes tipos de estrés, que pueden ser morfolégicos, fisicos,
guimicos, nutricionales, fenoldgicos, de asociacidn con otras plantas u ofros
organismos, asi como diferentes grados de resistencia que pueden llegar a
desarroflar para contrarrestarlo {Loyola-Vargas, 1990). Estas respuestas varian
dependiendo del tipo de planta, de su estado de salud, asi como de su estade de

desarrollo, caracteristicas genéticas y medio donde viven (Harbone, 1985}




a) Respuesta de las plantas al estrés causado por herbivoros. Dentro de los
estudios de las plantas, el estrés causado por herbivoros y patdgenos constituye
uno de los temas sobresalientes en el campo de la ecologia quimica (Rosenthal y
Dirzo, 1997), ya que a los factores quimicos se les ha atribuido un papel muy
importante en la defensa de las plantas contra sus consumidores (Ehrlich y Raven,
1964; Kubo y Hanke, 1985; Rhoades, 1979).

El papel de los metabolitos secundarios de fas planfas como mediadores de
esta interfase bidtica ha despertado el interés de los investigadores desde hace
varias décadas y ha sido motivo de numerosas revisiones, dando pauta a nuevas
investigaciones (Ehrlich y Raven, 1964; Rhoades y Cates, 1978, Rhoades, 1979,
Kubo y Hanke, 1985; Berenbaum, 1988; Rosenthal y Janzen, 188%; Snook ef af.,
1989; Espinosa-Garcia y Langenheim, 1991; Wiseman ef al, 1992, Bergvinson,
1993, 1995; Bernays y Chapman, 1994; Rosenthal y Dirzo, 1297, Schultz, 1698}

Actualmente existen diversos trabajos que susientan la teoria de la defensa
quimica de las plantas frente al estrés causado por herbivoros; en estos trabajos
la parte medular de la defensa es atribuida a factores quimicos, por lo que se ha
explorado el papel de los metabolifos secundarios como un mecanismo de
respuesta ante el esirés causado por herbivoros (Berenbaum, 1988), ya sea por
efecto de una sustancia en particular del metabolismo secundatio (Berenbaum et
al, 1991), un grupo de sustancias, o bien, el efecto de mezclas de compuestos
secundaros {Espinosa-Garcia y Langenheim, 1991). Sin embargo, existe poca
evidencia que pruebe que un compuesto individual o una mezcla determina la
resistencia de las plantas conira un herbivoro o un patdgeno con cierto grado de
especializacion (Berenbaum y Zangerl, 1993). En ocasiones, su actividad biologica
se basa en la diversidad de compuestos; o bien, la efectividad contra un grupo de
consumidores, pero puede ser neficaz contra otros (Kube y Hanke, 1985). Por
eilo, la teoria de la defensa quimica ha tratado de sustentar como responden las
plantas al estrés por herbivoria y cual es el pape! de los metabolitos secundarios,

bajo diferentes perspectivas (Berenbaum, 1988).



b} Teoria de la Defensa Vegetal Esta teoria pretende explicar cdmo responden
las plantas y su susceptibilidad a ciertos grupos de consumidores. Frankel! (1959)
fue uno de los primeros en proponer que la razdn de ser de los metabolitos
secundarios es la proteccion del vegetal frente a sus consumidores. Después,
Erlich y Raven (1964) mostré que existe una asociacion entre fa alimentacion de
familias de mariposas y ciertas familias de plantas. Cada famifia de mariposas
estaba asociada con una serie especifica de metabolitos secundarios de las
familias de plantas. Estos datos los lievaron a suponer que los perfiles quimicos de
las plantas, asi como la distribucion y consumo de las mismas por las mariposas,
era un claro resultado de coevolucion, estas investigaciones proponen que [a
aparicion de una caracteristica nueva en la defensa vegetal le permite a las
plantas escapar de ia herbivoria y sufrir una especiacion maltiple (Serratos, 1993).
Posteriormente, Mitter et al. (1988) propusieron el proceso de evolucion de la
contradefensa del herbivoro, fa cual le permite a este una nueva colonizacién
sobre un grupo de plantas que se origind a partir de la nueva defensa; lo cual fue
ampliamente aceptado, sih embargo no ayudo a explicar la diversidad de

metabolitos secundarios en un solo tejido vegetal y su posible funcion.

Dentro de la teoria de la defensa vegetal surgen diferenies hipotesis para explicar
la presencia de compuesios secundarios, haciendo énfasis a diferentes factores

ambientales, segiin se detalia a continuacion.

La hipotesis de la apariencia propaone que las plantas o los tejidos
vegetales varian de acuerdo a su “apariencia” para los herbivoros (Fenny, 1976;
Rhoades y Cates, 1976). lLas plantas aparentes estarian defendidas por
compuestos cuantitativos, gue son sustancias que actlan como reductores de
digestibilidad en los herbivoros, las cuales son costosas y efectivas contra
herbivoros especiaiistas y generalistas, su efecto es proporcional a la
cancentracion y son dificiles de superar evolutivamente. Por su parte, fas plantas
no aparenies estarian defendidas por compuestos cualitativos, toxinas de bajo
peso molecular, baratas y efectivas a bajas concentraciones contra herbivoros
generalistas, pero ineficaces contra especalistas alin en concentraciones altas,

las cuales pueden ser superadas evolutivamente sin mucha dificultad. Esta



hipétesis tiene varios puntos débiles: 1) en un mismo tejido o planta se pueden
encontrar simultdneamente compuestos cualitativos o cuantitativos (Grubb, 1992),
2) se basa solamente en relaciones planta-insecto, 3) algunos compuestos se
pueden comportar como toxinas y reductores de la digestibilidad, y 4) algunos

herbivoros responden a las toxinas de manera dependiente de la dosis.

La teoria de la defensa éptima propuesta por Mckey (1977) sugiere que &l
nivel de defensa de un tejido, depende de su valor adaptative, por lo que, segiin
esta hipotesis, las plantas "optimizan® la cantidad de metabolitos secundarios
destinados a un tejido con relacién al costo-beneficio de la asignacion de recursos
a su defensa. Esta hipotesis supone que la defensa es costosa, ya que estos
recursos podrian destinarse al crecimiento y fa reproduccion. Rhoades (1979)
sugiri¢ que el costo de la defensa de una estructura no debe ser mayor al costo de
la pérdida de la misma.

La hipétesis del balance de carbono-nitrégeno propuesta por Bryant et al.
(1983) sugiere que la defensa quimica estara en funcién del medio en que la
planta se desarrolle. En ambienies ricos en luz y pobres en nutrientes
(particularmente de nitrégeno) se desarrollaran plantas que seran capaces de
producir fotosintatos excedentes, por lo que su principal defensa serad con
compuestos secundarios basados en carbono: terpencs y fenoles. En contraste,
las plantas que crecen en suelos ricos en nutrientes tendrian mayor cantidad de
compuestos secundarios con estructura quimica basada en nitrdgeno: alcaloides,
aminoacidos no proteicos y compuestos cianogénicos. Sin embargo aun falta mas
comprobacion de ésta hipoteis y observar el significado biolégico de los cambios
en la resistencia de las plantas a los insectos y discutir todo ello (Coviella, C. E. y
J T Trumble, 2000)

La hipétesis de la disponibilidad de recursos propuesta por Coley ef al.
{1985) afirma gue las plantas que crecen en sitios pobres en recursos (luz, agua,
nutrientes) tienen pocas posibilidades de recuperarse de una defoliacién parcial,
por lo que tendran que invertir particularmente en defensas no moviles, que no se

reabsorben ni se sintetizan continuamente e incluso, tampoco desaparecen de




plantas senescentes. Por otra parte, las plantas que crecen en ambientes ricos en
recursos y gque pueden recuperarse rapidamente de una defoliacién parcial
invertiran poco en defensas y éstas seran moviles, rapidas de sintetizar y de

eliminar (p. ej., alcaloides y terpenos).

La hipotesis de la defensa neutral propuesta por Edwards en 1889
considera que solamente unos cuantos compuestos son efectivos en la defensa
vegetal contra insectos y el resto son neutrales. En la defensa neutral se cuentan
caracteristicas como la dureza de las hojas ¢ la presencia de taninos,
caracteristicas que pueden tener muitiples funciones, tanto fisioldgicas como de
resistencia al atague de microorganismos vy de animales. Segun esta hipétesis las
plantas con mayor proporcion de defensa neutral serian las mas primitivas. Un
punto interesante de esta hipdtesis segin la evidencia que se tiene sugiere gque
los metabolitos secundarios han cambiado muy poco a fravés del tiempo. La
evidencia bioguimica indica que, si bien los cambios bioguimicos que permiten a
una planta entrar a una nueva zona adaptativa pueden darse, son menos
comunes de lo que sugiere la teoria de la coevolucion de Ehriich y Raven (1964)
(Harbone, 1985).

La diversidad de los metabolitos secundarios, en las plantas, se ha
relacionado generalmente con fa presidon que ejercen los consumidores sobre
ellas, debido a que existe una suposicion muy difundida en que una gran
diversidad de metabolitos secundarios provee mayor proteccidn contra los
consumidores (Berenbaum, 1985; Kubo y Hanke, 1985; Jones y Firns, 1991,
Jones vy Lawton, 1991). Basandose en esta idea Jones y Lawton (1891) proponen
cuatro hipdtesis para explicar la diversidad de los consumidores de una planta y su
refacién con la diversidad de metabolitos secundarios, (1) La hipéfesis de la
defensa diversa que predice una carretacion negativa entre la diversidad quimica
de la planta y la riqueza de consumidores que sustenta, suponiendo que varios
compuestos son mas dificiles de superar que uno o dos. (2) La hipdtesis de la
barrera bioguimica, que predice una baja diversidad de insectos en plantas con
compuestos poco usuales, argumentando que sus tasas de colonizacién deben

reducirse en el tiempo, a causa de quimicos nuevos. {3) La hipdtests de la quimica




comuin, segan la cual la planta con alta diversidad guimica aumenta la posibilidad
de compartir al menos algunas clases de compuestos con ofras especies,
facilitando el intercambio de hospederos entre herbivoros. (4) La hipétesis del
escape de jos enemigos, la cual predice un mayor numero de especies de
insectos en plantas con una guimica desconocida, ya que muchos enemigos
naturales de los insectos herbivoros utilizan caracteristicas quimicas de la planta
para localizar a su presa. Para probar estas hipotesis, Jones y Lawton (1991)
examinaron reportes bibliograficos sobre la diversidad quimica de las especies de
la familia Umbellieferae y sobre las comunidades de insectos que las consumen,
encontrando una débil correlacién entre la quimica desconocida de estas plantas y
la riqueza de especies de insectos. El gran reto es que falta probar esta hipétesis

en escenarios naturales.

La hipdtesis de [la diversidad moderada propuesta por Jones y Fims
(1991) planiea que sélo una parte de la diversidad de metabolitos secundarios en
las plantas tienen actividad efectiva contra los herbivores y patdgenos, mientras
que el resto de los metabolitos secundarios son inoccuos. En este sentido, las
plantas que pueden producir muchos compuestos estaran mejor defendidas
porque producen mayor cantidad de compuestos activos. Por otra parte, proponen
que los compuestos inactivos pueden conservarse debido a que los costos de
produccion son bajos, pues es comln que los metabolifos secundarios compartan
rutas de biosintesis entre ellos. Una chiecion a esta hipotesis es gue se sustenia
en estudios farmacéuticos y agroquimicos, en los que se buscan compuestos de
alta actividad biclogica, que no necesariamente impiican actividad en interacciones
ecoldgicas Es decir, la baja actividad confra patogenos de humanos o plagas
agricolas no implica necesariamente la falta de actividad contra consumidores de
las plantas (Espinosa-Garcia y Langenheim, 18891). Ademas, los compuestos
aislados se prueban individualmente y fuera de su contexto ecologico donde
actian (Kubo y Hanke, 1985). Por lo anterior, se requiere evidencia directa que
pruebe o rechace la hipdtesis Algunos autores como Jones y Lawton (1991) v
Jenes y Funs (1991} han analizado tedricamente la diversidad de los metabohtos

secundarios y su papel en la defensa de las plantas, aungue sin considerar el




papel de la asignacion de recursos. Por otra parte, Grubb (1992) considera que el
estudio de ia defensa vegetal no puede basarse en una sola caracteristica o
estrategia defensiva. Este autor propone que la teoria generai de la defensa
vegetal debe considerar varios aspectos: la historia de vida de la planta, la
presencia histérica de herbivoros en la zona, la disponibilidad de recursos, el valor
nutricional de la planta en relacion con sus vecinas, asi como otros tipos de

defensa.

B. INTERACCIONES PLANTA-HERBIVORO

La hipétesis de la diversidad quimica permite analizar las interacciones en los
sistemas agricolas y explicar por qué algunos individuos en una poblacion
soportan conjuntos de consumidores diferentes a los de otros (Espinosa-Garcia y
Langenheim, 1991). Asi mismo, las Interacciones planta-herbivoro y planta-
patégeno en los sistemas agricolas son mas evidentes gue en los sistemas
naturales ya gque en los primeros el equillibrio natural entre las plantas y sus
consumidores se ha roto y aparecen patrones mas marcados de herbivoria y de
resistencia vegetal (Bradshaw y Mortimer, 1986)

Dentro de las interacciones planta-herbivoro, el de planta-insecto es el mas
estudiado, ya que los insectos son considerados los agentes mas activos de la
seleccidn natural sobre [as plantas dado que sus actividades de alimentacion y
reproduccion de una gran cantidad de especies de insectos dependen de ellas. De
esta forma, las interacciones que se establecen entre éstas y los insectos van
desde las positivas (polinizacion) hasta las negativas (herbivoria y parasitismo),
asi como un gran nimero de interacciones particulares que han servido como
modelos para el analisis de los mecanismos de evolucién. Ejemplo de este son las
plagas de insectos en los cuitivos de importancia econdomica, ampliamente
documentados y en los que existe renovado interés en cuanio a establecer
estudios que se consideran especificamente como modelos de coevoiucion en las
interacciones planta-insecte (Via, 1980) Las interacciones maiz-insectos son

glemplos de interacciones negativas en los modelos de coevolucion, ya que el




maiz es considerado uno de los cultivos mas domesticados y en el proceso de
mejoramiento de sus caracteristicas morfologicas, fisicldgicas y quimicas se ven
alteradas al promoverse por ejemplo, un incremento considerable en la preduccién
de granos y otros componentes’ de interés humano; por ello, la asignacion de
recursos hacia otras funciones, tales como la defensa es menor haciéndolo mas
susceptible al ataque de plagas (Rosenthal y Dirzo, 1997), o que permite el
analisis de los posibles mecanismos naturales de defensa ante cualquier tipo de
plaga (Darwin, 1859; Ehrlich y Raven, 1964; En Serratos, 1993).

C. METABOLISMO SECUNDARIO

La produccion de compuestos derivados de! metabolismo secundaric es una
respuesta de las plantas ante ¢l ataque de los herbivoros (Bernays y Chapman,
1994). Los primeros compuesfos secundarios estudiados se encontraron
asociados a glandulas y tricomas en las plantas (Morthes, 1880), motivo por el
cual se supuso que eran sustancias de desecho que las plantas so6lo excretaban o
que eran vestigios de rutas metabdlicas dtiles en circunstancias ambientales
anteriores, e incluso que eran respuestas metabolicas anteriores al surgimiento del
metabolismo primario. Sin embargo, los compuestos secundarios aunque fueron
consideradas menos importantes que el metabolismo primario, nc se habrian
conservado durante decenas, cientos vy, algunas veces, miles de afos sin conferir
alguna ventaja selectiva a las plantas (Wink, 1997; Cavalier-Smith, 1992),

En los Ultimos 30 afics fa concepcion del metabolismo secundario ha
cambiado, sus productos ya no son considerados desperdicios celulares.
Actualmente se sabe que son reguladores de procesos fisiologicos complejos, se
entiende ya que el papel de los compuestos secundarios se debe buscar no sélo
en las plantas, sino también en las respuestas bioquimicas que inducen en los
organismes con los que interacttian {Croteau, 1987), puesto que, ademas de su
varticipacion en la resistencia vegetal contra herbivoros y patdgenos {Bernays y
Chapman, 1994; Ehrlich y Raven, 1964; Fenny, 1976, Schultz, 1998), se les ha

asociade con diferentes interacciones ecoldgicas” alelopatia, interacciones




mutualistas de plantas con ofros organismos {Turings y Berney, 1898),
interacciones de herbivoros con el tercer nivel trofico (Coley y Kursar, 1898), y

resistencia contra factores abidticos (Bernays y Chapman, 1994; Cates, 1996).

Existe una gran diversidad de metabolitos secundarios involucrados en la
defensa vegetal: terpenos, compuestos fendlicos, alcaloides, amincéacidos no
proteicos, péptidos, glucésidos, etc. Su sintesis esta deferminada genéticamente,
pero existen marcadas influencias del ambiente en su cantidad y calidad
(Langenheim, 1994). Estos compuestos se forman en mayor grado en los tefidos
jbvenes con activo crecimiento, por lo que los factores que afectan el crecimiento
de estos tejidos también afectan su sintesis (Edwards ef af., 1983). Normalmente
se encuentran en los tejidos vegetales come mezclas, por lo que [a respuesta gue
causan en los consumidores puede ser diferencial, ya sea por compuestos
individuales o por combinaciones (Berenbaum, 1988; Espinosa-Garcia y
Langenheim, 1991), pueden actuar como tOxicos generalizados, como venenos
para sistemas especificos o bien como reductores de digestibilidad de proteinas o
de carbohidratos {Langenheim, 1994) o incluso pueden tambien inducir el

consumo por su asoclacién con azucares (Guevara ef af., 1997).

D. LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Existen tres clases principales de compuestos secundarios de acuerdo a su origen
0 ruta de biosintesis: fendlicos, nitrogenados y terpencs. Dentro de los
compuestos fendlicos destacan los fenoles simples, los flavonaoides, las quinenas y

los taninos (Bernays y Chapman, 1894)

Los compuestos fendlicos (acidos hidroxicinamicos) soh compuestos que se
caracterizan por presentar un anillo aromatico con uno o0 mas grupos sustituyentes
como hidroxilo, carboxilo y metoxilo, y a menudo otras estructuras ciclicas
aromaticas (Salisbury, 1994). El anillo aromatico que presentan se une a diversos
grupos libres o se liga con otra funcion éster o éter (Bruneton, 1991) y ofros se

encuentran ligados con azticares y péptidos {Marborne, 1985).
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Estos compuestos presentan propiedades acidas, son ligeramente solubles
en agua y tienden a formar puentes de hidrégeno con otras moléculasg, incluyendo
metabolites secundarios (Waterman y Mole, 1994). En este grupo se incluyen los
taninos, los flavonoides, las quinonas y los fenoles simples. A este Ulimo

pertenecen los acidos fendlicos (Herman, 1989). ~

Los acidos fendlicos se pueden dividir en dos grupos: (1) ios solubles o libres
que los encontramos en menor proporcion, y (2) los conjugados unidos a un
azucar ligados a pared celular {Bergvinson, 1893).

Uno de los pasos mas importantes en la evolucion de las plantas fue ia
biosintesis de compuestos fendlicos, los cuales se encuentran presentes en la
gran mayoria de las plantas, y resulfan importantes porque se transforman en
varios derivados combinados con proteinas, como las fitoalexinas, diversos
flavonoides (antocianinas) y las ligninas, que ademas de la funcién de sosten,
también proporciona proteccién contra el ataque de patdgenos y el consumo por
insectos (Swain, 1979; Salisbury, 1994). Durante los diferentes estadios de
desarrollo de Ia planta, la concentracidn de estos compuestos puede incrementar,
segn el dafio en la planta, en defensa ante el ataque de un depredador (Morse et
al., 1991).

Los acidos fendlicos se encuentran intimamente relacionados con el proceso
de lignificacién de los tejidos vegetales. El proceso de lignificacion involucra una
sere de reacciones catalizadas peor enzimas, las cuales producen los derivados
alcohol-cinamicos par medio de carbohidratos, aminoacidos fenilpropandicos vy,
finalmente, derivados del acido cinamico (Goodwin y Mercer, 1983). La
fenilalanina es de particufar importancia ya que ésta se deriva el dcido cinamico
precursor de la mayoria de los compuestos fendlicos (Bergvinson, 1993). Una
cierta proporcion de estos derivados alcohol-cinamicos se convierten, mediante un
proceso de deshidrogenacion, en radicales libres los cuales inician un proceso
aleatorio de polimenzacion ne-enzimatica que resulia en la produccion de lignina
{ver Figura 2) (Fujikawe ef af, 1982a, b; Goodwiny Mercar, 1883).
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Figura 2. Esquema de la biosintesis de la lignina (Hess, 1980).

Salisbury (1994) revisa los pasos de la sintesis del acido cinamico a partir de
una desaminacidn que se cataliza por la fenilalanina amonioliasa (PAL).
Subsecuentemente, este acido se convierte en el acido p-cumdarico por adicion de
una atomo de oxigeno del O; y un atomo de hidrégeno del NADPH. Despues,
ocufre una segunda adicion de otro hidroxilo al p-cumarato por una reaccion
similar a la anterior, formando el acido cafeico. Una tercera adicion pero esta vez
de un grupo metilo de fa s-adenosimetionina a un grupo OH del acido cafeico,
forma el acido ferilico. Posteriormente, el acido cafeico forma un éster con un
aleoho! derivado de ia ruta del acido shikimico: el acido quinico, para producir el

acido clorogénico

La acumulacién de acidos hidroxicinamicos ocurre en todos los tejidos ver
figura 3. Estos compuestos son constituyentes de la pared celular en vegetales,

pero existe una gran vanacidn en cuanto a cantidad y clase de dichos metabolitos
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en los diferentas lefidos (Serratos, 1883; Wiermann, 1881). Otras posibles
funciones de estos acidos ligados a la pared celular seria como reguladores del
crecirmiento mecdnico de la céluia, mediante los cambios conformacionales en los
polimeros de la pared celular, o bien, fungen como agentes protectores contra
microorganismos, patogenos e insectos (Yamamoto y Towers, 1985; Nishitani y
Nevins, 1980) y el acido p-cumarico esta asociado con la formacion de paredes

secundarias y correlacionadas con la formacion de fignina (Fig.2) (Jung, 1989).

Almacenamiento
intracitoplasmico

Almacenamiento
extracitoplasmico

;._.m-._b(—__/ \-._.»—.W_.u—._/
Pared celuiar
Plastidios 4 —7
Metabolitos
. Pared del polen
Secundarios
Vacuolas

——“Espacio subcuticular

Sunerficie cuticular

L

Figura 3. Esquema de la acumulacion de metabolitos secundarios en diferentes

areas en la planta (Wiermann, 1981).

Los acidos cumarico y cafeico se encuentran universalmente presentes en
las plantas superiores en forma libre o esterificados, asi como sus derivados

metilados como el dcide ferdlico y el &cido sinapico (Goodwin y Mercier, 1983).

Los fenoles presentan una clara funcion repelente, por ejemplo, son {os
taninos los principales responsables del sabor astringente y amargo de muchas
piantas, en fanto que {a rotencna se caracteriza por ser toxico para insectos, dado
que es un potente inhibidor de Ia respiracion mitocondrnal (Argités y Lopez, 1986).



E.  IMPORTANCIA DEL MAIZ

Ei maiz (Zea mays L.) es una planta de la familia Poaceae que constituye uno de
los recursos naturales relevantes en fa historia de la humanidad atribuyéndole
importantes caracteristicas en el ambifo cientifico, tecnologico, social, culturai,
econdmico y politico (Reyes, 1990; Rgbies, 1994).

Una caracteristica de este cultivo es su gran capacidad adaptativa, por lo que
es exitoso en una amplia diversidad de climas desde el ecuador hasta los 50° de
latitud norte y 42° de Iatitud sur y en altitudes hasta de 3800 m (Ortega, 1987). Sin
embargo, se adapta mejor a suelos fértles y humedos, en las regiones
subtropicales tempiadas y regiones subtropicales altas, en donde las temperaturas
son altas en el dia y bajas durante la noche (Reyes, 1990).

En México, el maiz representa uno de los principales cultivos por su volumen
de produccion, area culfivada y el valor de la produccion, ya que para este se
destina el 43% de la superficie agricola (FAO, 2000). En nuestro pais la utilizacion
de este cultivo es principaimente como alimento con un alto valor nutritivo (Reyes,
1980).

Debido a la importancia del maiz para la poblacién humana es hecesario
realizar un aumento en el rendimiento de los cultivos como un obyjetivo prioritario
en cualguier programa agricola destinado a satisfacer la demanda del mercado
(Robles, 1994). Sin embargo, varios factores limitan la produccion de maiz, uno de
estos factores, son las pérdidas causadas por plagas de insectos que ocasionan
deterioro sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas. Esto ha llevado a
mejorar lingas de maiz resistentes al ataque de estas plagas, por lo que se
requieren estudios en la resistencia de la planta y el comportamiento de (as plagas
ante las lineas desarrolladas (Ortega, 1987).



a) PLAGAS QUE AFECTAN AL MAIZ

Uno de los factores bidticos de mayor influencia en las pérdidas de este cultivo,
esta represeniado por las plagas de insectos que son capaces de infestar y atacar
al maiz en cualquier etapa de su desarrallo, frecuentementie con graves

consecuencias (Serratos, 1993),

Dentro de los insectos que son considerados como plagas importantes por
causar dafios en los principales cultivos en el continente americano, encontramos
a algunos lepiddptercs, en particufar, los gusanos cortadores, eloferos y
barrenadores. En este grupo se considera al gusano cogollero y al gusano
barrenador (Ortega, 1987).

COGOLLERO

b} El gusano cogollero. £l gusano cogollero (Spodoptera frugiperda, J.E. Smith.}
lo describe Ortega (1987) como una de las principales plagas que ataca al cultivo
de maiz, causando destrozos desde la etapa de plantula temprana hasta la
premadurez (Fig. 4). Otros cultivos de los cuales también se alimenta son: el
s0rgo, la alfalfa, el frijo), 1a papa, el tomate, el pepino, &l algodén y el tabaco, entre

otros.

Despues de la eclosion, el insecto comienza a alimentarse raspando la
epidermis foliar, y mas tarde, pasa al verficilo (cogolio) donde se alimenta de
manera voraz. En la etapa tarvaria, los gusanos son pequefios, de color verde
oscuro y causan extensos destrozos en las hojas que son muy evidentes y
caracteristicas en la forma de las marcas donde se alimentaren las larvas cuando
éstas se despliegan. Por lo anterior una infestacion tardia del verticilo afecta las

espigas y todas las partes de la mazorca.

Cuando e clima es caliente y seco, las larvas completamente desarrolladas,
que han caido al suelo antes de converfirse en pupas, comienzan a alimentarse de
la base de la planta, cercenando el tallo tierno. Por lo general, una sola larva se
encuentra en el verticilo debido a que durante el segundo o tercer estadio se

presenta canibalismo
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Después de seis estadios larvales, la larva de color café grisaceo (Fig. 4)
completa su desarrollo (3 cm de largo), cae al suelo € inicia la etapa de pupa en
una celdilla de tierra a unos pocos centimetros debajo de la superficie del suelo.
En el verano, ia metamorfosis tarda entre ocho y nueve dias mientras que en el
invierno, se lleva a cabo hasta en 30 dias. Los adufios que emergen de la pupa,
son palomillas de color gris oscuro que miden de 20 a 25 mm y tienen una

conspicua mancha blanca en el extremo de las alas traseras.

&MARLM £ RicE

Figura 4. Spodoptera frugiperda

Esta plaga presenta una distribucion amplia en México, principalmente en las
regiones de zonas frapicales y subtropicales. Su distribucion abarca desde el
Norte de E.U.A. hasta América del Sur (Robles, 1994) y es posible encontrar
especies muy afines en Africa y Asia (Ortega, 1987).

BARRENADOR

¢} El gusano barrenador grande del maiz. El gusano barrenador grande del
maiz (Diatraea grandioselia, Dyar) como menciona Ortega (1987} es otra plaga de
importancia que afecta el cultivo de maiz, sorge y ofros pastos (Fig. 5). Los
primeros indicios del ataque de esta plaga son las hileras de pequefios agujeros (o
el barrenado de las marcas) que pueden observarse cuando las hojas se van
desplegando durante la etapa del verticilo medio, destruyendo otras partes de la
planta. como la nervadura central y almentandose de fa seccién de la hora que

envuelve al tallo Una de las caracteristicas de los dafios causados, es el corie
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parcial del tallo desde adeniro, cerca del nivel del suelo, ya que los barrenadores
permanecen en la base del tallo debajo de la seccién afectada, por lo que los

tallos gue han sido cortados se quiebran facilmente.

En estado de larva son blanquecinos de cabeza negra {Fig. 5) que se
alimentan de las hojas enrolladas, mas tarde son moteados blanquecinos o color
crema, de cabeza color café. Las larvas en verano son moteadas (Fig. 5A) vy las
de invierno bfanquecinas (Fig. 5B). Las larvas mudan varias veces antes de formar
pupa que son de color café. En estado adulto miden de 3 a 3.5 cm de expansién
alar, son de color paja con alas superiores triangulares y presentan manchas
negras conspicuas en cada segmento de su cuerpo. Esta plaga se encuentra

presente en zonas subtropicales en E.U.A. y México (Ortega, 1987).
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Figura 5. Diatraea grandioselfa. a. Larva en invierno y b. Larva en verano.




F. EL PAPEL DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN LA RESISTENCIA DE
LAS PLANTAS.

Algunos trabajos con maiz destacan que fos compuestos fendlicos se han
refacionado con la resistencia de las plantas a herbivoros y patogencs (Waterman
y Mole, 1994) y en el maiz se han encontrado frecuentemente ejemplos de estos
compuestos: Farrell (1920} discute el papel activo del acido maizénico de los
estigmas del maiz en la atraccién a las polillas del gusano de la mazorca, de igual
forma Starks (1967) reporta que los estigmas de la mazorca presentan sustancias
que provocan una respuesta en la alimentacion de las larvas de cuarto estadio.
Poole (1935) sugirid que los factores que confieren resistencia a la planta pueden
ser compuestos quimicos que la misma planta de maiz produce. De igual forma
Walter (1957) reporta que las razas endogamicas de maiz duice, parecen tener un
factor letal en los pelos de la mazorca, y concluye que, aungue en las plantas se
depositan mas huevos, el ntimero de larvas es menor y por lo tanto también se
reduce la pérdida de grano. Oman (1964) sefialé que los constituyentes que
producen las planta tienen un marcado efecto sobre el desarrollo del insecto
(Serratos, 1993). Asi mismo se ha observado que los acidos fenélicos forman
parte del mecanismo de inhibicion contra la invasion de microorganismos, en la
aleurona y pericarpio de granes de maiz, actuando como agentes protectores o

como inhibidores de crecimiento de los microorganismos (Fuicher ef af.,, 1972).

Serratos et al. (1987) reporto una correlacion positiva entre Ia concentracion
total de compuestos fendlicos de granos de maiz adicionados a dietas artificiales
de insectos adultos de Sifophilus zeamais que causan un efecto sobre el
comportamiento alimenticio, ya que dichos extractes inhiben significativamente el
consume de alimento del insecto, especialmente cuando se usan extractos
provenientes de razas de maiz consideradas como resistentes a la infestacion.,
Resuitados semejantes se obtuvieron al mostrar que algunas fracciones de
extractos de maiz resistente presentaban mayor repelencia contra el gorgojo det
maiz (Tipping et af, 1987). Wiseman et al. (1992) evaluaron el efecto de la

maizina, acido clerogénico, epimaizina y 3-metoximaizina, que son compuestos



presentes en estigmas de diferentes variedades de maiz, sobre el crecimiento de
las larvas de Helicoverpa zea, encontrando variacion en el peso de las farvas al

suministrarle estos compuestos en sus dietas

En trabajos con lineas resistentes y susceptibles del maiz frente a diferentes
plagas de insectos, se reportan derivados fendlicos como el acido E-ferdlico y p-
cumarico que contribuyen a la resistencia del maiz cuando éstos son
suministrados a las dietas de las larvas, asimismo se reporta que en granos de
maiz, estos compuestos fenolicos se encuentran en cadenas largas en la pared
celular, lo que provee una resistencia mecanica a Sitophilus spp. debido a la
produccién de acido E-ferdlico y de arabinoxilano en una percion de la pared
celular {Arnason ef al., 1992). Por ofra parte, se encontrd un efecto del acido E-
ferglico y p-cumnarico en maiz resistente a Fusarium graminearum (Assabgui ef af.,
1993).

Los acidos ferdlico v cumarico son los principales constituyentes de fa pared
celular de las gramineas y los que prevalecen en la hoja y el grano de maiz
(Hartley et al, 1978, en Bergvinson, 1993). Estos se encuentran en forma
conjugada (Harbone, 1985). Se ha sugerido que los acidos ferdlico y trans-p-
cumarico pueden afectar la sobrevivencia y el desarrollo de las larvas de
Sitophilus zeamais y Prostephanus truncatus, dos plagas del grano de maiz, y que
este efecto puede aumentar al mezclar ambos compuestos (Sen ef al., 1994).
Philogene et al. (1995) encontraron gue los acidos hidroxamicos presentes en

maiz resistente tienen un efecto importante en el desarrollo de insectos fitdéfagos.

En gramineas, se ha reportado gue los compuestos fenolicos desempefian
un papel importante en la defensa de las plantas contra los insectos (Frey ef al.,
1997). Asimismo la enzima L-fenilalanina amonioliasa precursora de compuestos
fenodlicos presenta e mismo incremento que los compuestos fenodlicos (defensa
inducida) en la resistencia contra herbivoros (Grey et af, 1996, 1997, 1998) La
concentracion de acidos fendlicos, fue el facior mas importante en la inhibicion de

hongos en semillas de maiz (Garcia, 2000). Chetrit ef al. (1998) estudiaron la



variacion ambiental con respecto a E-ferdlico y al P-cumarico contenidos en los
granos de maiz.

Algunas de las investigaciones en las que se trata de eiucidar los
mecanismos involucrados én la resistencia del maiz, encontraron que los acidos
hidroxamicos y sus derivados pueden ser los causantes de fa inhibicidn de la
ingesta de los insectos (Arnason, 2000). Otras investigaciones gue son enfocadas
a los efeclos de ios mefabolifos secundarios de maiz resistente sobre el
crecimients, desarrollo y fecundidad de los insectos considerados como plagas de
importancia a escala mundial, fundamentan la importancia de éstos en la
resistencia (Abel et af, 1892, 2000; Binder ef al., 1899).

Como se mencionc anteriormente, existen trabajos que reportan la
resistencia de ciertos genotipos de maiz como el Zapalote Chico frente a Heliothis
zea asociada con la toxicidad de sus estigmas. Snock ef al. (1989) realizaron un
analisis de flavonoides utilizande Cromatografia liquida de afta presion {CLAP,
HPLC por sus siglas en inglés) y demostraron que ia actividad de los estigmas
puede atribuirse a un flavonoide identificado como maizina (2"-O-«-L-ramnosil-6-
C-6-desoxi-xilo-hexoc-4-uiosi! Iluteonina), siendo un factor de antibiosis en la
resistencia. Bergvinson (1993) registré que la resistencia del maiz frente al
barrenador europeo Ostrinia nubialis es atribuible al acido hidroxamico DIMBOA
(2,4-dihidroxy-7-metil-1,4-benzoxazin-3-ona), el cual disminuye el desarrollo e
incrementa la mortandad de los insectos (Maxwell, 1984). Bergvinson ef al. (1995)
encontraron que diferentes genotipes de maiz tienden a reducir su valor nutricional
cuando son atacados por plagas disminuyendo el contenide de nitrdgeno vy

elevando ios niveles de acidos fendlicos en fibras de la pared celular.




G. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El desarrollo de las plantas mejoradas de importancia econdmica y alimenticia
como el maiz, ha lievado a profundizar el estudio de los mecanismos que estas
plantas desarrollan para defenderse del ataque de diversos herbivoros. Los
cultivos se adaptan facilmente y por ello, cuando se manipulan las caracteristicas
que aparentemente dan mayor resistencia a una planta, se madifican las
respuestas de ésta al atague de los insectos que la consumen y éstos, a su vez,
pueden modificar su conducta frente a la remocion de tejidos. Por tanto, el estudio
de estos cambios, tanfo en las plantas modificadas como en ef marco de la teoria
de la defensa vegetal sefialada anteriormente planted la necesidad de continuar
con estos andlisis integrando los posibles mecanismos de defensa quimica que se
conocen basados en la produccion de metabolitos secundarios, comparando la
respuesta de las plantas de maiz resistentes a la herbivoria por medio de una
evaluacion cuantitativa de) dafio que le producen las plagas en diferentes etapas
de desarollo (Harbone, 1985; Serratos, 1993, CIMMyT, 1895).

Estudios preliminares realizados en el Laboratorio de Quimica de la Facultad
de Ciencias de la UNAM con dos de las cuatro lineas de maiz estudiadas en el
presente trabajo, revelaron diferencias significativas en el contenido de flavonoides
en las hojas y estigmas de plantas previamente expuestas al atague de
barrenador y cogollers, asi como diferencias importantes en la concentracion de
acidos fendlicos, principalimente cumarico y ferdiico. Por otro lado, se ha detectado
una disminucion del peso de las larvas después de haber suministrado diferentes
extractos a las dietas artificiales de Spodopiera frugiperda (Guevara et al,
1996,1997,1998). Sin embargo, no se ha dado un enfoque integral que relacione
el comportamiento de la plaga en diferentes etapas del desarrolic del maiz. En el
presente trabajo se decidid continuar las investigaciones encaminadas al estudio
de los diferentes mecamismos quimicos de respuesta de las plantas, basados en la
produccion de metabolitos secundarios, los cuales podrian jugar un papel de
defensa en la planta, y que podria manifestarse por ef nivel de dafo foliar causado

por los insectos
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lIl. HIPOTESIS

Con base en la importancia de los compuestos fendlicos en la resistencia del
maiz, frente al estrés causado por plagas en diferentes etapas de su ciclo de vida;
y de su posible efecto en el nivel de dafio foliar sobre las plantas de maiz con

distinto grado de resistencia, se propone la siguiente hipotesis.

Si existen diferencias de susceptibllidad y resistencia a Spodoptera
frugiperda y Diatraea grandiosella en ciertas lineas de maiz, enfonces una mayor
resistencia se reflejard en un menor ataque de una o ambas plagas, y que a su
vez, el dano foliar estara relacionado inversamente con la produccion de algunos
compuestos fendlicos. Ademas la produccidn de metabolitos secundarios
dependera no sdlo del dafio producido por la herbivoria, sino también de las
diferencias entre las lineas de maiz, de la etapa de desarrollo de la planta, de la
biologia de la plaga y del metaboiito producido.

IV. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es conocer la relacién entre la herbivoria foliar
de Spodoptera frugiperda y Diatraea grandiosella en cuatro lineas de maiz con
diferente grado de resistencia a estas plagas y la produccidon de compuestos

fendlicos en las hojas de maiz.

Por otra parte, los objetivos particulares derivados de lo anterior son los

siguientes:

+ Conocer [a vanacién en la resistencia y la vanacion en el dafio foliar, en funcién

de la edad de las hojas en cuatro lineas de maiz.

+ Determinar la concentracion de compuestos fendlicos (luteclina, maysina, ac
fertilico, Ac. cumarico y ac. cinamico) en las hojas de cuatro lineas de maiz,

frente al dafio causado por Spodoplera frugiperda y Diatraea grandiosella.

o




lil. HIPOTESIS

Con base en la importancia de los compuestos fendlicos en la resistencia del
maiz, frente al estrés causado por plagas en diferentes etapas de su ciclo de vida;
y de su posible efecto en el nivel de dafio foliar sobre las plantas de maiz con

distinto grado de resistencia, se propone la siguiente hipétesis

Si existen diferencias de susceptibilidad y resistencia a Spodopfera
frugiperda y Diatraea grandiosella en ciertas lineas de maiz, entonces una mayor
resistencia se reflejard en un menor atagque de una o ambas plagas, y que a su
vez, el dafio foliar estara relacionado inversamente con la produccion de algunos
compuestos fendlicos. Ademéas la produccidn de metabolitos secundarios
dependera no sdlo del dafio producido por la herbivoria, sino también de las
diferencias entre las lineas de maiz, de la etapa de desarrollo de la planta, de la
biologia de la plaga y del metaboiito producide.

IV. OBJETIVOS

El objetivo general de éste trabajo es conocer ia relacidn entre la herbivoria foliar
de Spodoptera frugiperda y Diatraca grandioselfa en cuatro lineas de maiz con
diferente grado de resistencia a estas plagas y la produccion de compuestos

fendlicos en las hojas de maiz.

Por otra parte, los objetivos particulares derivades de lo anterior son los

siguientes:

+ Conoccer la variacion en la resistencia y la variacion en el dafio foliar, en funcion

de la edad de las hojas en cuatro lineas de maiz.

+ Determinar la concentracion de compuestos fendlicos (luteolina, maysina, ac.
ferblico, ac cumarico y ac. cindmico) en las hojas de cuatro lineas de maiz,

frente al dafio causado por Spodoptera frugiperda y Diatraga grandioselia.
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V. MATERIALES Y METODOS
A. MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron cuatro lineas de maiz, cuyas semillas fueron suministradas por el
banco de germoplasma del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo

(CIMMyT} en la estacidn del El Batan, Texcoco.

Las semillas se sembraron en el campo de [a Estacién Experimental del
CIMMyT en Tlaltizapan, Morelos {ver anexo 1) en ¢l Ciclo 98-B. Para cada linea se
sembraron cinco surcos de 10 m de largo, en ¢ada uno de 20 a 25 plantas por
SUTCO con una separacion de 25 cm entre cada planta, las descripciones generales

{D. Beck, com. pers.) de las cuatro lineas se encuentran a continuacion,

La linea CNL 67 (CIMMyT Maize Line 67) (L1) fue derivada del germoplasma
del Grupo 2 Antigua el cual es mejor para zonas fropicales y resistente para
insectos. La linea es de maduracion tardia y adaptada al trépico su grano es
cristalino amarillo y ha sido usada en el programa del maiz del CIMMyT por
muchos afios como linea resistente contra el gusano cogollero, barrenador

grande del maiz y barrenador de la cafia de azdcar.

La linea CML 139 (L2) fue adaptada a condiciones subtropicales y es
derivada de la linea Mp78.518, la cual se desarrolld en la Universidad del Estado
de Mississippi, basada sobre un germoplasma de Antigua obtenido de! CIMMyT.
Es intermedia en madurez con grano amarillo semicristalino. Tiene buena

resistencia al gusano cogollero y al barrenador det maiz

La linea CML 135 {L3) fue derivada de la poblacién 47 del CIMMyT, también
conocida como Templado blanco demtado. Es subtropical, es intermedia en
madurez y su grano es blanco dentado. Tiene resistencia moderada a varios

insectos plaga def maiz.

La linea CML 131 (L4) se derivada de la poblacion 42 del CIMMYT, también
se conoce como ETQO de llinois. Es subtropical, intermedia en madurez y su grano
es blanco dentado. Es altamente susceptible al gusano cogoilero, al barrenador

del maiz v al barrenader de la cana de azicar, y ha sido utiizada en el CIMMYT




durante varios afios como variante susceptible a estas plagas. Tiene buena

capacidad combinante y es resistente a la roya comun Puccinia sorghi.

El orden de resistencia de las cuatro lineas para este trabajo es
L1=12>13>14.

B. TRATAMIENTOS
Cada una de las lineas de maiz antes descritas fue sometida a tres tratamientos:

a} Control (CO). EI control de cada linea consistié de plantas no infestadas,
protegidas con insecticida granulado (Lorsban 450 2G) en tratamientos de
0.216 kg/ha, aplicade en el verticilo de las plantas como proteccion a los

insectos mastficadores.

b) Barrenador (BR). Cuatro semanas después de la siembra, en la etapa de seis
a ocho hojas completamenie extendidas, cada linea fue infestada
artificialmente con larvas neonatas de gusano barrenador (Diatraea
grandiosella)

¢} Cogollero (CG). Cuatro semanas después de la siembra, en la etapa de seis a
ocho hojas completamente extendidas, cada linea fue infestada artificialmente

con larvas neonatas de gusano cogollero {(Spodoptera frugiperda).

Los insectos fueron proporcionados por el CIMMyT, cultivados segan Mihm
(1983) y desarrollados en la Estacién Experimental El Batan, Texcoco bajo los

lineamientos establecidas por la Institucian.

Para la infestacion las larvas necnatas fueron mezcladas con granos molidos
(polvos) de olote o de espiga. Se colocaron 30 larvas aproximadamente con un

dispensor mecanico llamado “bazooka” (Mihm, 1989b).

La siembra se realizd el 16 de junio de 1998, posteriormente cuando las
plantas presentaron de seis a ocho hojas extendidas, se realizé la infestacién
artificial de las plagas (6 de julio) A partir de esta fecha cada 8 dias se realizaren
tas colectas. La primera colecta (T1) se realizd el dia 15 de julio Segunda colecta
{T2) el dia 22 de ulio Tercera colecta {T3) el dia 15 de julio. La cuarta colecta (T4)
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el dia § de agosto. Este muestreo se llevd a cabo en cada linea de malz: L 1, L 2,
L 3y L 4; y en cada tratamiente: CO, BRy CG.

Para determinar el efecto de la linea de maiz, la infestacion por dos plagas y
la edad foliar sobre una apical {A), una media (M} y una basal (B} se hizo un

experimente factorial. Por lo tanto, la matriz para este disefio experimentai es la

siguiente:
4 lineas de 4 etapas de desarrollo . 3 fratamientos
malz X { delaplanta {colectas) | x |3tposde |+l co BRyCG.
1,12, L3y L4 T1, T2, T3y T4 heja

A MyB

En cada colecta (T1, T2, T3 y T4) se realizd un muestreo al azar (utilizando
una tabla de nameros aleatorios) de hojas para determinar los niveles de dario y el
contenido de fendlicos.

En cada colecta se obtuvieron 72 plantas, divididas de la siguiente forma: 18
por cada linea; seis controles, seis con barrenador (BR) y seis con cogollero (CG).
De cada una de estas plantas se tomaron tres hojas, una apical {A), una media
(M) v una basal (B) Es decir, en cada colecta se obtuvieron 216 hojas para
evaluar el grado de herbivoria.

Tabla 1. Resume el protocolo de muestreo de las hojas de maiz para evaluar ef

grado de herbivoria, Hevado a cabo en la primera colecta (T1) que, como se menciond, se
repitid en las colectas sucesivas (T2, T3y T4)

T1 L1 L2 L3 L4
Tipo Condicion Condicion Condicion Condicion
Hoa 26 BR_©G_cO BR CC CO BR €6 CO BR CG Total
A 6 6 6 6 5 5 6 8 6 6 5 8 72
M 5 8 & 6 6 5] S] 6 6 6 6 8 72
B 6 8 3] [3) & 8 6 6 3] 6 6 5] 72
Total 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 216

Nota Primera colecta=T1, CML 67=L1, CML 139=L2, CML 135=L3, CML 131=L4,
control=CO, barrenador=BR, cogollero=CG, apical=A, media=M, basal=B. los numero représentan
el total de hgjas colectadas

Para el andlisis fitoquimico en cada colecta se obtuvieron 48 plantas,

dvididas de la siguiente forma 12 por cada linea, cuatro confroles, cuatro con

s




barrenador y cuatro con cogollero. De cada una de estas plantas se tomaron tres
hojas, una apical (A), una media (M) y una basal (B), es decir, en cada colecta se
obtuvieron 144 hojas para el analisis fitoguimico.

Tabla 2. Resume el protocolo de muestreo de las hojas de maiz para el analisis

fitoquimico flevada a cabo en la pnmera colecta (T1} que, comoe se menciond, se repitié en
las colectas (T2, T3y T4) sucesivas.

T L1 L2 L3 L4

Tipo Condician Condicion Condicion Condicién

Hoja co BR ©G CO BR CG CO BR CG CO BR CG Total
AT 4 4 4 4 4 4 4 4 4 a4 4 4 48
M 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 48
B 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 48

Total 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 144

Nota" Primera colecta=T1, CML 67=L1, CML 13%=L2, CML 135=L3, CML 131=L4,
control=CO, barrenador=BR, cogollero=CG, apical=A, media=M, basal=B, ios nimero representan
el total de hojas colectadas.

C. ANALISIS DE HERBIVORIA

Posterior a la colecta de las plantas, se separaron las hojas, se prensaron e
inmediatamente se dibujaron los contornos en cartulina opaca y recortaron. Este

dibujo represento el area intacta (Af) en cada hoja.

Con el andlisis de herbivoria se determing el grado de consumo por parte del
insecto a través del porcentaje de area foliar consumida (%AFC). Para la
determinacion se utilizd un medidor Area Foliar {Delta T de VISES serie No. cb-
13175). Se midié el area de cada hoja dafiada (AD) por las larvas, posteriormente
el valor se compara con el que se obtiene al medir el area intacta (Af) de la hoja
con e dibujo en cartulina. Para obtener el porcentaje de area fohar consumida

{%AFC) se introducen estos valores en la siguiente férmula.

%5 1= — AL N 100
Al + AD

Para realizar el analisis estadistco ANDEVA los datos del %AFC se
convirtieron a arcoseno de la raiz cuadrada del %AFC, posteriormente se

realizaron los andlisis post hoc (Duncan) correspondientes.
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Este analisis se realizé comparando el porcentaje de AFC por cada especie
de plaga contra el control, en cada linea de maiz y durante las cuatro colectas.
Este analisis permitié establecer que el %AFC por ambas plagas no difiere
significativamente entre las hojas apicales, medias y basales en todas las lineas
de maiz. Por lo tanto, el tipo de hoja no fue considerado como otra variable para el

anélisis fitoquimico.
D. ANALISIS FITOQUIMICO

Una vez colectadas las hojas fueron lavadas para retirar residuos de tierra, se
retiraron nervaduras y se cortaron en pedazos pequefios introduciéndose en
bolsas de plastico para ser clasificadas por linea, condicion y colecta, siendo
posteriormente congeladas a -20°C para su andlisis. Por cada linea se obtuvieron
3 bolsas (3 tratamientos) por cada colecta y fres repeticiones para cada muestira.
Se determind llevar a cabo la extraccion de compuestos fendlicos libres (no
ligados a un azdcar) por HPLC (High-Pressure or High-Performance Liquid
Chromatography).

a) Liofilizado. Las hojas de maiz congeladas se colocaron en matraces
balon de 250 ml. Los matraces se colocaron en un hofilizador (Marca Heto Modelo

FD3) hasta sequedad total este proceso duré de 8 a 12 horas.

b} Molienda. Las hojas después de la liofilizacion se retiraron del matraz
balon y se introdujeron en un molino eléctrico para café de uso domesticc marca

Braun, para obtener un polvo fino y proceder a la exiraccion

¢) Extraccién. La extraccion de acidos fendlicos y flavonoides, se realizo de
acuerdo a la metodologia propuesta por Bergvinson et al. (1995). Se pesaron 0.3 g
de tejide seco {tres repeticiones) y se adiciond MeOH al 70% a temperatura
ambiente, se homogeneizd el tejido con un Polytron modele PT-1200 Brinkmann
para postenicrmente centrifugar a 500 g (centrifuga clinica Beckmany) durante 10
min, se reunieron los sobrenadantes y el metanol fue evaporado en un rotovapor a
35°C, se ajustd la muestra 2 un pH 20 usando HCI 1TM. La fraccidn acuosa

resultante fue extraida a temperatura ambiente con 50 ml de acetato de etilo,




VI. RESULTADOS

A. HERBIVORIA

El analisis del nivel de dafio foliar (%AFC) mostrd que no hubo diferencias
significativas entre las hojas apicales, medias y basales, tanto en el tratamiento
con barrenador como con cogollero (Tabla 1). Por lo fanto, [as hojas se juntaron

para €l analisis fitoquimico.

Tabla 4 Analisis de varianza para determinar el efecto del dafio foliar sobre las
hojas de maiz en los tratamientos con (A} barrenador y (B) cogollero.

(A) Barrenador gl CcM F P
Fuente

Tiempo 3 503 1735 <0.01
Tipo de hoja 2 0.3 1.1 n.s.
Tiempo x Tipo de hoja 6 05 1.6 n.s.
Error 276 0.3

F (6 276) =158 p<0.2

{B) Cogoltero gl CM F P
Fuente ) .
Tiempo 3 18.1 352 <0.01
Tipo de hoja 2 0.4 0.8 n.s.
Tiempo x Tipo de hoja 6 0.5 0.9 n.s.
Error 276 0.5

F (6, 276)= 0.9, p <05

a) CONTROL (CO)

Los resultados obtenidos del nivel de dafio foliar (%AFC) en el tratamiento controt
(CO) se muestran en la figura 6, en la que se observa gue los valores del %AFC
son minimos (no mayor de 0.2) y los resultados del andlisis estadistico (ANDEVA)

se muestran en la Tabla 2.
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Figura 7. Nivel de dano foliar (%AFC) por el gusano barrenador en las 4 lineas de
maiz a través del tiempo. Las siguientes comparaciones (de las lineas) son
significativas {Duncan Post Hoc P<0.05). a= L1 vs L2, b= L1vs L3, c=L1vs L4, d=
L2vs L3, e= L2 vs L4, f= L3 vs L4, Las comparaciones significativas entre tiempos
se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Analisis Post Hoc Duncan de las comparaciones significativas enfre los tiempos
en el tratamignto con barrenador (BR}

FACTOR

TIEMPQ L1 L2 L3 L4

T1vs T2 <0.001 <0.001 <0.001 <(0.001
T1vs T3 <0.001 <0.001 <0.001 <(0.001
T1vs T4 <0.001 <0.001 <0.001 <(0.001
T2vs T3 ns <0 01 <(.01 n.s

T2vs T4 <0.001 <0.01 <0 01 ns

T3vs T4 <000t <0001 - <0001 - <0001



¢) COGOLLERO (CG)

Los resultados obtenidos del %AFC en las cuatro lineas de maiz y en los cuatro
tiempos infestadas con cogollero, se muestran en la figura 8. El analisis estadistico
(ANDEVA) se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6 Analisis de varianza para determinar el efecto del dafio foliar sobre las hojas de

maiz en el tratamiento con cogollero (CG).

Cogoellero

Fuente g CM F P
Tiempo 3 18.1 613  <0.001
Linea 3 15.3 51.9  <0.001
Tiempo xLinea 9 2.2 7.3 <0.001
Error 272 0.23

F (8, 272)=7.3p <0 G001
El %AFC presenta una interaccion significativa con la variable Tiempo vy
entre lineas, y en la interaccion Tiempo-Linea con el %AFC, es decir, et %AFC
varia a lo largo del Tiempo y en cada una de las lineas, y las cuatro lineas se

comportan diferente a lo largo de los cuatro tiempos.
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Figura 8 Nivel de dafic foliar {%AFC) por el gusano cogollero en las cuatro lineas

de maiz a través del tempo Las siguientes comparaciones (entre lineas) son



significativas (Duncan Post Hoc P<0 05): a=L1vs L2, b=L1vs L3, c= L1 vs L4, d=
L2vsL3 e= 12 vs L4, f=L3 vs L4. Las comparaciones significativas entre tiempos
se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Analisis Post Hoc Duncan de las comparaciones significativas entre los tiempos
en el fratamiento con cogollero (CG).

FACTOR

TIEMPO L1 L2 L3 L4
Tivs T2 <(.001 <0.001 <0.001 <0 001
Tivs T3 n.s. n.s. <0.001 <0.001
T1vs T4 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
T2vs T3 <0.001 <0.05 <0.01 n.s.
T2vs T4 n.s. <0.01 <(.01 <0.001
T3vs T4 <0.05 <0.001 <0.001 <0.001

A partir de estos datos podemos observar en la figura 8 que las cuatro fineas
presentan un comportamiento diferente a lo largo def tiempo, en el que se
aprecian diferencias en cuanto el nivel de dafio foliar, aungue, se puede apreciar

que las cuatro lineas en el cuarto tiempo presentan %AFC similar.

Es evidente que Ia L1 fue menos dafiada y a lo largo del tiempo se mantiene
casi en [os mismos niveles de dafio, aunque en el primer y tercer tiempo aumentan

un poco el dafio, en el cuarto tiempo disminuye

La L2 se observa que en el primer tiempo el dafio es menor y aumenta en el

segundo tiempo y disminuye en los siguientes tiempos.

Es evidente el dafio en Ja L3 en el primer tiempo, pero éste disminuye en el
segundo tiempo, y en el tercer tiempo, aumenta, ain mas que en la primer tiempo,
y en el cuarto tiempo disminuye.

La L4 fue la mas dafiada de todas en el primer tiempe con una tendencia a

disminuir a lo largo de los siguientes tiempos.



ANALISIS DE VARIANZA (ANDEVA) MULTIVARIADO

Los resultados del andlisis estadistico (ANDEVA) multivariado se muestra en
la Tabia 8.
Tabla 6. Analisis de ANDEVA para determinar el efecto del dafio fofiar sobre las hojas de

maiz en los tres fratamientos (CO, BR y CG), en las cuatro lineas (L1, L2, L3, L4) yen los
cuatro tiempos (T1, T2, T3, T4).

Fuenfe gl CcM F P
Tiempo 3 22.9 1284  <0.001
Tratamiento 2 8556 5364.8  <0.001
Linea 3 6.8 37.9  <0.001
Tiempo x Tratamiento. 6 23.0 129.1 <0.001
Tiempo x Linea 9 1.3 7.2  <0.001
Trat. x Linea 6 71 40.1 <(0.001
Tiempo x Trat. X Linea 18 0.6 34 <0.001
Error 816 0.2

F (9, 272)=2.47; p <0.05

Podemos observar en estos resultados que existe significancia o interaccion
en todas las variables, es decir el %AFC varia a lo largo del tiempo, varia
dependiendo del tratamiento y es diferente en cada linea. Asimismo, cada

interaccién resultd ser significativo

Los resultados del andlisis estadistico Post Hoc (DUNCAN), mostraron
significancia (p<0.05) en los tratamientos con barrenador y cogollero como se

muestraen la Tabla 9

En barrenador (BR) resultd significativo (p<0.05) en todos los tiempos con las
lincas a excepcidn dela L1y L4 enel T2vs T3 yenlald con T2 vs T4. Enla
variable Linea en la L1 vs L2 en los cuatro tiempos, L1vs L3 enT1, T2y 73, enia
LTvsldenel T3, L2vsL3enel T4, L2vs ldenT1, T2y T4, L3 vs L4 en T4,

En el tratamiento con cogollero (CG) encontramos significancia (p<0.05) en
la variable Tiempo en todas las lineas a excepcidn de lal1y12enT1vs T3, L4
en T2 vs T3, L1 en T2 vs T4, En la varable Linea encontramos significancia en su
mayoria a excepcionde lal1vs2enel T3y T4 Livsl3enT4, L2vsL3en T2
y T4, L3vs LldenT1y T4

Q9



B. CONTENIDO DE ACIDOS FENOLICOS

En el analisis fitoquimico, se determind el contenido de acidos fendlicos (acido
cinarnico, acido ferllico y acido cumarico) y 2 flavenoides (luteolina y maysina). En
las tres repeticiones por muestra analizadas, no en todos los casos pudo
obtenerse un valor de concentracién para cada compuesto. Por lo tanto, en
ocasiones el contenido no se detectd, aungue pudiese estar presente. Debido a
esto se ha omitido el error estandar en las figuras de contenido de compuestos
fendlicos.

Los resultados obtenidos en el andlisis fitoquimico se muestran a

continuacion por compuesto y posteriormente por linea.

a. LUTEOLINA

La concentracion de luteolina se muestra en la figura 9 A partir de estos datos
podemos observar que en los tres tratamientos hay variacion en la concentracion
de luteolina.

En el control la L1 en T1, tuvo muy poca concentracion de luteoling,
incrementandose en T2 considerablemente. En L2 solo hay concentracion en el T2
y T3. Enla L3, en T1 hay concentracion alta, que disminuye en T2 y se incrementa
en T3. En la L4, en T1, hay concentracion de luteclina que disminuye en T2,

aumenta en T3 y en T4 vuelve a disminuir un poco.

En barrenador ohservamas que en la L1 aparece en una minima
concentracion en los tiempos T1y T3, En la L3, en T2 se detectd pero disminuye
en T3 y aumenta un poco en T4.

En cogoilero podemos observar que en la L3 hay una concentracion alta en
T1, que va disminuyende en T2, aumenta en T3 y se incrementa mas en T4. La L4
detectd luteolinaen T3
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b.  ACIDO CINAMICO

Los resultados obtenidos en la concentracion det acido cinamico se muestran en la
figura 10. A partir de estos datos podemos observar, que en ¢l tratamiento control
(CO) en la L1 se detectd en T1, disminuye en T2 casi a la mitad y aumenta

nuevamente en T3 mas que al inicio. En la L3 solo se presentéen T1yenla L4 en
T3

En el tratamiento con barrenador (BR) podemos observar que hay presencia
enlallenT2yen T3. La L3 present6 ac. cindmico en los cuatro fiempos; las

concentraciones mas altas se presentaron en T1 y T4.

En el tratamiento con cogollero (CG) encontramos que en la L1, se produce
ac. cinamico en T2 y en T4, En la L3 encontramos en los cuatro tiempos, las

mayores concentraciones se presentan en T1 y en T4

c. MAYSINA.

Los resultados obtenidos en la concentracion de maysina se muestra en fa figura
11. A partir de estos resultados podemos apreciar que en el tratamiento control
{COYenta L1 yenial2 encontramos en T2 en diferente concentraciéon. Enla L3
encontramos en los tiempos T1y T4 Enla L4 en T3.

En el tratamiento con barrenador (BR) en las lineas L1, L2, L3 y L4 se
detectd maysina unicamente en el T2. En la L1 y en la L2 la concentracidn es

similar en T2, pero en la L4 difiere. En la L3 encontramos en el T2 y en el T4.

En el tratamiento con cogollero (CG) se detrmind maysina en la L3 en todos
los tiempos, variando la concentracion en cada tiempo
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d. ACIDO FERULICO

Los resultados obtenidos en fa concentracion del acido fertlico se muesiran en la
figura 12. A partir de estos resultados podemos apreciar que en el tratamiento
control (CO) el a¢ ferilico aparece solo en la L1 en el T3. En la L4 encontramos a

este acido solamente en T1 y en T4, a muy altas concentraciones.

En el tratamiento con barrenador (BR) encontramos ac. ferdlico en la L4 en

los cuatro tiempos, en concentraciones altas, particularmente enel T1y T3,

En cogollero (CG) en la L1 encontramos en el T2 y T3. En la L4 encontramos

en T1, T2 y T4. Este ultimo presento [a mayor concentracidn.

e. ACIDO CUMARICO.

Los resultados obtenidos en la concentracion del acido cumarico se muestran en
la figura 13. A partir de estos resultades podemos apreciar que en el tratamiento

control (CQ) en la L3 se detectd acido cumarico en ef T1.

En barrenador (BR) podemos observar dcido cumaricoenlaLlenel T1y T2,

presentando este ultimo mayor concentracién

En cogollero (CG) observamos que en [a L1 solo se encuentra acido

cuméarico en el T1. En la L2 encontramos en el T2
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A confinuacién se detaila af contenido de compuestos fenélicos por Linea.
f. LINEA CML 67 (L1)

Los resultados obtenidos en ia L1, de los cinco compuestos se muestran en la

figura 14, en la que observamos diferencias en el contenido de fendlicos.

En el tratamiento control (CO) la luteclina se encontrd en T2, en barrenador
{BR) se encuentra en T1 y en T3. El acido cindmico en el tratamiento control en

los T1, T2y T3, en barrenadoren el T2 y en T3, y en cogolleroen el T2 y T4,

Podemaos observar que maysina esta presente en los tratamientos controf y
barrenador en el T2. En el caso dei acido ferdlico observamos que en &l control io

encontramos en el T3, encogollero en los tiempos T2 y T3.

El caso del acido cumarico en el fratamiento con barrenador 1o encontramos

enel T1y T2, mientras que en cogollero en el T1.

En general en la L1 observamos que en el tratamiento control se encontrd
presencia de 4 compuestos: luteolina, acido cindmico, maysina y acido fertlico. En
barrenador encontramos 4 compuestos: luteolina, &c. cindmico, maysina y ac.
cumarico. £n cogollero encontramos la presencia de 3 compuestos™ &c. cinamico,

ac ferulico y ac. cumarico.

g. LINEA CML 139 (L2)

Los resultados obtenidos de la L2 de los cinco compuestos se muestran en la

figura 15, en la gue observamos diferencias en cuanto al contenido de fendlicos.

En el tratamiento control la luteclina se encuentra en el T2 y T3. La maysina
esta presente en los tratamientos confrol y barrenador en el T2. El acido cumarico

Unicamente se detectd en cogollero en el T2

En general en la L2 observamos que en el tratamiento control se encontrd la
presencia de 2 compuestos; luteolina y maysina. En barrenador encontramos

maysina y en cogollero el &c cumarico.
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h. LINEA CML 135(L3)
Los resultados obtenidos en la L3 de los cinco se muestran en |a figura 16, en la

gue observamos diferencias en cuanto al contenido de fendlicos.

En el fratamiento control luteolina se encuentra en los tres primeros tiempos.
En barrenador se detectd en los tiempos T2, T3 y T4, mientras que en cogollero

encontramos en los cuatro tiempos

En el tratamiento control se encontrd acido cinamico el T1, en barrenador y

cogollero en los cuatro tiempos.

Pademos observar que maysina se detectd en el tratamiento control en ef T1
y en T4, en barrenador en los tiempos T2 y T4, sin embargo en cogoliero se
detectd en todos los tiempos. Por otra parte, el acido cumarico se detectd solo en

el tratamiento controi enef T1.

En general en la L3 observamos que en el control encontramos presencia de
4 compuestos; luteolina, acido cindmico, maysina y acido cumarico. En barrenader
y cogollero encontramos 3 compuestos: luteolina, acido cindmico y maysina, pero
en cogollero a diferencia de barrenador encontramos a los tres compuestos en los

cuatro tlempos.

i LINEA CML 131 (L4)

Los resulfados obtenidos en fa 14, de [os cinco compuestos se muestran en

la figura 17. en la que observamas diferencias en cuanto al contenido de fenblicos.

En el control podemos observar que la tuteolina se encuentra en los cuatro
tiempos y en cogollero Unicamente lo encontramos en ef T3. Encontramos acido
cinamico en el control en el T3, Podemos observar que la maysina esta presente

en control en el T3 y en barrenador en T2

En el caso del acido ferulice observamos gue en control lo encontramos en ¢l
T1 y en T4, en barrenador hay presencia en los cuatro tiempos y en cogollero lo

encontramos en todas las colectas a excepcion del T3.

AN
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En general en fa L4 observamos que en controf encontramos presencia de 4
compuestos: luteclina, acido cinamico, maysina y acido ferllico, aunque en una
baja concentracion, a excepcion del acido ferdlico. En barrenador encentramos 2
compuestos: maysina y acido ferdlico predominando. En cégollero encontramos la
presencia de 2 compuestos: luteolina y acido ferilico, predominando el acido

ferllico

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS COMPUESTOS FENOQLICOS

Los resultados del analisis estadistico (ANDEVA) por contenido en cada

compuesto se muestran a continuacion en las siguientes Tablas.

Se encontré que la variable independiente Tiempo (colectas) no fue
significativa (F = 0.2096 y p = 0.8897), por o cual ya no se incluye en los
siguientes resultados.

LUTEOLINA
Tabla 9. (A} Andlisis de ANDEVA para determinar &l efecto del contenido de luteolina en

las hojas en los tres tratamientos (CO, BR y CG), y en las cuatlro lineas (L1, L2, L3, L4).
{B) Post HMoc Duncan

A} ANDEVA

FUENTE g oM _F 2
Tratamiento 2 5348.8 2.3 ns

Linea 3 37583.0 16 4 <0.001

Trat. x Linea 6 3285 4 1.4 n.s

Error 36 2284 9

(B) Post Hoc Duncan

FACTOR CQ BR CG FACTCR i1 L2 L3 L4
Livsl2 n.s. n.s. ns. COvsBR n.s n.s. ns <0.05
L1vsl3 ns. <005 ns COvwsCG ns. ns ns <005
L1vs L4 ns. ns ns. BRvsCG ns, ns ns ns.
L2vs L3 <005 ns <Q 05

L2vs L4 ns ns. n.s

L3vs L4 ns ns <005

o




ACIDO CINAMICO

Tabla 10. (A) Anilisis de ANDEVA para determinar el efecto def contenido de acido
cinamico en las hojas en los tres tratamientos (CC, BR y CG), y en las cuatro lineas (L1,
1.2, L3, L4j. (B} Post Hoc Duncan

A) ANDEVA
FUENTE g CcM_ _F P
Tratamiento 2 4851.7 1.9 n.s.

Linea 3 35911.3 13.7 <0.001

Trat. x Linea & 7511.1 29 ns.

Error 36 2627.1

(B) Post Hoe Duncan

FACTOR Co B8R cG FACTOR L1 L2 L3 14
L1ivs L2 ns. ns. n.s. COvs BR n.s. ns. <005 ns.
Livs L3 ns. <005 <005 CQvs CG n.s. ns., <0.05 ns.
Livs L4 n.s. ns. n.s. BRvs CG n.s. ns. ns ns
L2vs L3 n.s. n.s. <0.05

L2 vs 14 ns. ns. n.s.

13vs L4 n.s, n.s. <0.05

MAYSINA

Tahla 11. (A} Analisis de ANDEVA para determinar el efecto del contenido de maysina en
las hojas en los tres tratamientos (CO, BR y CG), y en las cuatro lineas {L1, L2, L3, L4},
(B) Post Hoc Duncan

A) ANDEVA

FUENTE of cM ) Fo P
Tratamiento 2 3807 0.1 n.s.
Linea 3 59449 8 9.1 <0.001
Trat. x Linea 6 4167 2 06 ns.
Error 36 65725

(B} Past Hoc Duncarn

FACTOR CO BR CG

Liysl2 n.s n.s n.s.

L1vs L3 ns <005 <0.05

Livs L4 ns ns. n.s.

12vs L3 ns <0.05 <D.05

L2 vs L4 ns, ns ns

l.3vs L4 n.s n.s <0 05

SR




AciDo FERULICO

Tabla 12. (A) Analisis de ANDEVA para determinar el efecto del contenido de acido
ferilico en fas hojas en fos fres tratamientos (CC, BR y CG), vy en fas cuafro lineas (L1,
L2, L3, L4). (B) Post Hoc Duncan

A) ANDEVA
FUENTE gf CcM F P
Tratamiento 2 51790.2 07 n.s,
Linea 3 1596423 5 21.0 <0.001
Trat. x Linea a8 80958.3 1.2 n.s
Error 36 75816.27
(B) Post Hoc Duncan
FACTOR cO BR CG FACTOR L1 L2 13 L4
L1vs L2 n.s. ns. n.s. COvs BR n.s. ns. ns. <005
L1vs L3 n.s. n.s. n.s. COvs CG ns n.s n.s. n.s.
L1vs 14 ns. <005 <005 BR vs CG n.s. ns. 0s. NS
LZ2vs L3 n.s. n.s. .5,
LZ2vs L4 ns <005 <0.5
t3vs {4 <005 <0056 <005
ACIDO CUMARICO

Fabla 13. (A) Analsis de ANDEVA para determinar el efecto del conterude de acido
cumarico en las hojas en los tres tratamientos (CQO, BR y CG), y en las cuatro lineas (L1,
L2, L3, L4). (B) Post Hoc Duncan

A) ANDEVA

FUENTE gl cM F P

Tratamiento 2 38214 .9 n.s

Linea 3 11294.0 2.7 n.s.

Trat x Linea 6 65669.0 16 n.s.

Error 36 4185 1

(B} Post Hoc Duncan

FACTOR cCQ BR CG FACTOR L1 L2 L3 L4
L1vs L2 ns <0.05 n.s. COvsBR <005 ns ns n.s.
L1vsl3 ns <005 n.s. COvs CG ns ns. ns  ns.
LTvsl4d ns <005 ns. BRvsCG <005 ns. ns n.s
t2vsl3 ns. ns ns

L2vsl4 ns. ns ns

t3vsld ns n.s. n.s.

36




C. CORRELACION ENTRE METABOLITOS SECUNDARIOS y EL %AFC.

Se llevd a cabo un analisis de correlacion entre cada compuesto vy el %AFC, los
resuliados se muestran en la figura 18. En esta figura observames que los

resultados del andlisis de correlacion en cada compuesto son muy bajos.

Los vailores de r muestran gue luteolina presenté el valer mas aite {r= 0.1534)
en la correlacion de los cinco compuestos, pero este valer es bajo ya que no se
puede afimar que exisia una relacion lineal entre los compuestos y el nivel de

darfio foliar.

Los resultados del analisis de varianza (ANDEVA) de a regresidon muestran
que todos los compuestos no son significativos (p>0.05) como lo podemos
ohbservar en la Tabla 14.

Tabla 14. Resultados del analisis de varianza de |a regresidn de cada unc de los
compuestos fendlicos analizados.

compuesto . (P
L uteolina 0.0235 0.2979
Ac. fertilico 00198 0.3401
Ac. cinamico 00103 0.4916
Maysina 0.0041 0.6657

Ac. cumarico 0.0040 06875
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VIl. DISCUSION

A. GRADO DE HERBIVORIA

Los resultados del analisis de herbivoria en este trabajo confirman que en el
tratamiento control (CO)} las lineas de maiz son resistentes al ataque de
herbivoros por el herbicida aplicado y fueron un buen control para comparar los
otros tratamientos planteados, por [o gue se logro efectivamente que el dafio faliar

fuera menor (0 5%AFC), por lo que se puede considerar como dafio cero.

En el tratamiento con barrenador (BR) la L1 es la menos dafiada por la
herbivoria continuando la L4, L3 y L2, respectivamente. No hay diferencia
significativa en el dafio faliar entre la L1 y |a L4. Trabajos previos, en que el dafio
follar se evalud con una escaia del 1 al 9, indican que en la L1, se presenta un

dafio de 5 a 6, mientras que en [a L4 de 8 a 9 (Guevara ef af,, 1988).

Es importante sefialar gue los niveles de dafio foliar no dependen solamente
de la resistencia de las lineas, sino que ademas esta en funcién de ofros
parémetros, (a) como contradiccion compuestos ricos en azdcares pueden inducir
un mayor consumo (b} La biologla de cada una de los insectos. {c) una baja
concentracién de metabolifos secundarios que no afecta al consumidor, y que por

lo tanto, no disminuye el grado de herbivoria.

En el tratamiento con cogollere (CG), la intensidad del dafio dependid de la
fecha de muestreo y de la linea de maiz que ataque. Por ejemplo, el dafio foliar en
la L1 fue de 15 1% contra 25.0% en la L4, lo cual concuerda con los datos de
Guevara ef al. (1998).

Los resuftados aqui expuestos confirman que el dafio foliar producido en el
maiz, vana dependienae de la plaga, la resistencia de las lineas y el tempo en
gue se evalle el dano. Existe vanacion en algunas caracteristicas del ciclo &
desarrollo biolégico de estas dos especies de lepiddpteros, indican diferencias en

cuanto a su comportamiento en el consumo de! alimento y en la eficiencia de la




utilizacion de esté lo cual varia entre machos y hembras (Seong et al., 1993). De
igual forma, se encuentra que al comparar el crecimiento y la supervivencia de las
larvas existen diferencias importantes en el peso de estas ya que dependiendo del
tiempo en que se realice la infestacion, el estado de desarrollo de la planta y la
cantidad de larvas con que se infeste varian estos parametros (Videla ef al., 1992).
Por esta razén, el grado de dafio foliar cambia en cada linea y en cada
tratamientc En el tratamiento con barrenador se presenta un nivel de dafio foliar
similar en las cuatro lineas a diferencia del tratamiento con cogoliero donde el

darfio depende de la linea de maiz y del tiempo en que se realizo la colecta.
B. CONTENIDO DE ACIDOS FENOLICOS

Al analizar los resultados por compuestos se encontré que la presencia de los
mismos varia dependiendo del tratamiento y de la linea de maiz. Se encontro que
la acumulacién de acidos hidroxicinamicos ocurre en todos los tejidos del maiz, ya
gue éstos son constituyentes de la pared celular en vegetales (Serratos, 1993), es
por ello que los encontramos atin en las plantas no infestadas (CO). Sin embargo,
en este trabajo sélo se analizaron los compuestos fendlicos libres (no ligados a un
azlcar).

La lutealina, en la L3, aparece de manera similar en los tratamientos control y
con cogollero, aunque en esta tltima su presencia fue constante a lo largo de los
cuatre tiempos de colecta. Por esta razén, la presencia de luteolina no parece
estar relacionada con la reaccion de defensa quimica de la planta ante el consumo
que el cogoliero hace de la misma. En el tratamiento con barrenador, la luteolina
en L3, aparece en los tiempos 2, 3 y 4, donde pareciera estar relacionada con la
disminucion del dafio foliar, sin embargo, esta tendencia de disminucién de
consumo en barrenador es muy semejante en las cuatro lineas, aun sin la
presencia de éste y ofros metaboliies secundarios. La sintesis de estos
compuestos puede obedecer a otros factores tanto intrinsecos como extrinsecos
independientes de la herbivoria

El contemido de acido cinamico varia segln la condicidn. En el control io

encontrames en baja concentracion y principaimente en la L1, pero no se detectd
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en L2. En cambio en el fratamiento con barrenador, en L3, enconiramos ac.
cinamico en los cuatro tiempos de colecta; y en L1, solo en dos tiempos. En el
fratamiento con cogollero, el contenido de ac. cinamico es similar a barrenador; se
detecto principalmente en L3 en los cuatro tiempos de colecta, y en menor
concentracion en L1. En L4 no_hay ac. cindmico en batrenador ni con cogollero.
En este sentido, es probable que L3 responda frente a la herbivoria sintetizando
acido cinamico, sin embargo podria tener una funcidn mas importante como
constituyente del metabolisme basal de la planta que come mecanismo de
defensa contra la herbivoria, ya que, el acido cindmico es considerado importante
par participar en el proceso de lignificacion (Fujikawe et al., 1982a, b; Goodwin y
Mercer, 1983) vy ser precursor de la mayoria de los compuestos fendlicos
(Bergvinson, 1993).

Los resultados obtemdos en el case de! flavonoide maysina nos indican gue
la presencia de este compuesto es diferente en cada tratamienfo. Aparece con
mas frecuencia y abundancia en L3, en especiai en el tratamiento con cogoliero.
En barrenador hay presencia de maysina en todas las lineas, pero es mas
abundante en la L3. El compuesto aparece esporadicamente en L1, en control y
en barrenador, y en L4, en control y barrenador. Su sintesis como respuesta a ia
herbivaria probablemente puede sefialarse sélo en la L3 por efecto del ataque por
cogollero. Es importante destacar que este compuesto habia sido reportado s6io
en estigmas de maiz, reconociéndosele como un factor de antibiosis en la
resistencia al atague por microgrganismos patégenos y herbivoros (Shook et al.,

1989), y en este trabajo se detectd en las hojas de maiz.

Starks (1967) encuentra gue la maysina provoca una respuesta en la
disminucion en la alimentacion de las larvas de cuarto estadio; por otro 1ado,
Wiseman et al (1992) reportan una variacion en el peso (bajo} de las larvas al
suministrarle este flavonoide en sus dietas. La maysina ha sido identificada como
antibidtico en los estigmas del maiz Zapalote chico frente a Heliothis zea (Snook ef

al | 1988); por todo esto, su presencia puede estar relacionada con la herbivoria.
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Los resultados obtenidos con acido ferdlico, indican que este compuesto se
presenta en L1y L4, particularmente en ésta Ultima linea, en los fres tratamientos.
No se encontrd en L2, ni L3. En el tratamiento control se encontré en fa L1 sola en
el T3, y en la L4 encontramos en T1 y T4. En cambio en el tratamiento con
barrenador lo encontramos en la L4 en los cuatro tiempos. Con cogollero en la L1
en los tiempos T2 y T3, y en Ja L4 en T1, T2 y T4. A este compuesto se le
considera uno de los acidos que se encuentran ligados a la pared celular primaria,
y una de sus funciones principales podria ser 'a de regular el crecimiento
mecanico de fa célula mediante los cambios conformacionales en los polimeros de
la pared celular, causados por la dimerizacion del acido ferlico ligado a fa pared
celular, ademds de su posible papel como agente protector contra
microorganismos patégenos e insectos (Yamamoto y Towers, 1985: Nishitani y
Nevins, 1990; Assabgui ef al, 1993). En algunos trabajos previos con lineas
resistentes y susceptibles del maiz frente a diferentes plagas de insectos, se
reporta que derivados fendlicos como el acido E-ferllice y p-cumarico contribuyen
a la resistencia cuando estos son suministrados a las dietas de las larvas, asi
mismo, se encuentra que en granos de maiz los fendlicos se encuentran en
cadenas largas en la pared celular, io que provee una resistencia mecanica a
Sitophilus spp. debido a fa produccion de acido E-ferdlica en una porcién de a
pared celular (Arnason ef al | 1992).

En el &cido cumarico los resultade muestran notables diferencias en los tres
tratamientos aunque ceinciden en que no hay presencia de este compuesto en la
L4 en ninguno de los tratamientos. En el tratamiento control se encuentra en la L3
en el T1 En barrenador en la L1 en los dos primeros tiempos y en cambio en
cogollerc o encontramos enfa Lt enel T1 yenla L2 en T2 E! acido cumarico
estd asociade con la formacion de paredes secundanas vy correlacionados con la
formacion de lignina (Jung, 1988), por lo que es considerado de gran importancia,
al igual que el acido fertlico, en la resistencia de las plantas; ademas es el que
mas se encuentra en forma comjugada, comparado con otros compuestos
fendhcos (Harbone, 1985) En trabajos previos se encontraron diferencias

importantes en |a concentracion de acides fendiicas en hojas de maiz.
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principalmente cumarico y ferdlico. Por otro lado, se ha detectado una disminucion
del peso de las larvas después de haber suministrado diferenies exiractos de
hojas de maiz resistentes (dietas artificiales) a Spodoptera frugiperda (Guevara, et
al., 1996, 1997, 1998).

La ausencia o la no deteccidon de los Acidos cumarico y ferdlico podria
sugerirnos en primer lugar que al esfar involucrados en la sintesis de lignina se
encuentren en mayer proporeion en forma conjugada en las fibras gue conforman
l[a pared celular. En nuestro caso, estos &acidos no fueron extraidos y por

consiguiente analizados para sy cuantificacion.

Por ofro lado, es importante tener en cuenta la necesidad de evaluar no solo
productos finales, sino intermediarios o productos iniciales implicados en el
metabolismo de estos compuestos ya que el no detectar un compuesto no implica
que no se esté sintetizando. También cabe sefialar la importancia de evaluar las
enzimas como las fenoloxidasas involucradas en la polimerizacion de fendlicos
para la sintesis de lignina en la pared celular, como la enzima fenilalanina
ameniocliasa (PAL) implicada en el metabolismo de los compuestos fendiicos via
acido shikimico (Harbone, 1985).

Es importante considerar que las diferencias detectadas, ausencia del
compuesto o {a no determinacion del mismo, pueden estar relacionadas con ios
espacios de tiempo entre colectas, por lo que seria interesante un seguimiento
exhaustivo de la concentracion de este compuesto, feniendo en cuenta que los
cambios durante el desarrolio de la planta se consideran importantes, por gjemplo,

etapas tempranas, efapas reproductivas, etc.

C. CONTENIDO DE METABOLITOS SECUNDARIOS y % AFC POR LINEA.

Los resultados de este trabajo indican que la L1 es la mas resistente y en general
fue la que presento menor nivel de dafo folar en los tratamientos con barrenador
y cogollero y en mencr proporcidn por barrenador que por cogollero. En L1 linea el
%AFC y el contenido de los compuestos en los tratamientos con barrenador y

cogollere parecen indicar que posiblemente un soio compuesto no determina la
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resistencia al dafic provocado por la plaga, y como se menciona en trabajos
previos, faltan mas evidencias que prueben si un compuesto individual o una
mezcla es lo que determina la resistencia en las plantas contra un herbivoro o un
patdgenc (Espinosa-Garcia y Langenheim, 1891; Berenbaum y Zanger|, 1993:
Garcia, 2000). Probablemente ja mezcla de compuestos resulte mas efectiva,
aunque no de igual forma para una u otra plaga, ya que como se reporta en
algunos ftrabajos la efectividad de un compuesto contra cietto grupo de
consumidores puede ser ineficaz contra otros (Kubo y Hanke, 1985).

En la L.2 encontramos diferencias en el porcentaje de AFC y la concentracion
de los compuestos en los tres tratamientos. En esta linea presentd en el
fratamiento control a luteolina en el T2 y T3, maysina en ef T2, en el tratamiento
con barrenador maysina en T2, en cogollero cumarico en T2, ademas de que es la
mas dafiada de las cuatro lineas tanto por el barrenador y posteriormente por el
cogollero; es de las lineas consideradas medianamente resistente que se adaptan
facilmente y por ello, cuando se manipulan las caracteristicas que dan mayor
resistencia a una planta se modifican las respuestas de ésta al atague de los
insectos que [a consumen y éstos a su vez, puede modificar su conducta frente a
la herbivoria. Por ejemplo, al promover en las plantas nutritivas como los cereales,
un incremento considerable en la produccion de granos y otros componentes de
interés humano, prebablemente la asignacion de recursos hacia otras funciones,
tales como la defensa a través de compuestos secundarios, €s menor, haciende a

las plantas mas susceptible al atague de plagas (Rosenthal y Dirze, 1997).

Los resultados de la L3 indican gue presento diferencias en el porcentaje del
hivel de dano foliar y en la concentracién de los compuestos en los tres
tratamientos. Podemos decir que en esta linea, hay coincidencia en la presencia
de luteolina, del dcido cinamico y de maysina en Ios tratamientos con barrenador
y cogoliero, y Ja concentracion de estos compuestos parece estar en funcion del
dafio producido por cada plaga. Asi mismo, podemos resaltar que en trabajos
anteriores, se apoya la hipotesis de la diversidad moderada, en la que se plantea
que sdlo una parte de la diversidad de metaboltos secundafios en las plantas

tienen actividad efectiva contra los herbivoros y patagenoes, mientras que el resto
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de los metabolitos secundarios son inocuos. Se sugiere que las plantas que
pueden producir muchos compuestos estaran mejor defendidas y que la
diversidad de los metabolitos secundarios en las plantas esta relacionada
generalmente, con la presién que ejercen ios consumidores scbhre ¢llas. Existe una
aceptacion general sobre la idea de gque una gran diversidad de metabolitos
secundarios provee mayor profeccidn contra los consumidores (Berenbaum, 1885;
Kubo y Hanke, 1985; Jones y Firns, 1991; Jones y Lawton, 1991).

En la L4 podemos cbservar que existen diferencias en la concentracion de
compuestos, pero predomina el ac. ferdlico en altas concentraciones. El nivel de
dafio foliar (%AFC) en esta linea es muy elevado en el primer tiempo y tiende a
disminuir en los siguientes tante en cogoliero como en barrenador, mientras que
aumenta con el tiempo en el control. De acuerdo con el CIMMyT, ésta es la linea
mas susceptible (D. Beck, com. pers.).

En esta linea se encontrd en particular que el contenide del acido ferdlico
varia significativamente dependiendo del tratamiento en que se encuentre, pero
sin importar el tiempo de colecta Los resultados indican que en esta linea
predomuina el ferdlico en los tratamientos con barrenador v cogollero y es la linea
con el mayor contenido de compuestos en el control y con mayor nivel de dafic
foliar en cogollero y la segunda menos dafiada per barrenador. Considerade como .
se menciong anteriormente como uno de los compuestos relacionados con ia
pared celular y ademds, que en concentraciones aftas puede afectar la
sobrevivencia y el desarrollo de plagas que atacan al maiz (Yamamoto y Towers,
1985; Nishitani y Nevins, 1990; Arnason et af., 1992; Assabgui ef af., 1993; Sen et
al., 1994).

D. CONTENIDO DE LOS COMPUESTOS vs, %AFC.

En el compuesto luteclina presentd el valor de r mas alto (=0.1534) que
indicé que si aumenta su contenido ef %AFC disminuye, de igual forma, el dcido
ferdlico presenté un valor de r =0.7407 que indicd que si aumenta su contenido &l
SAFC aumenta, pero como son valores de r bajos, esta correlacion no se puede

aseverar en minguno de los compuestos
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PROPUESTAS

Continuar estos analisis basados en los metabolitos secundarios, pero no solo
productos finales de sintesis ¢ de produccidn, sino aquellos intermediarios ©
iniciales implicados en el metabolismo de los compuestos fendlicos, asi como
seria importante evaluar las enzimas implicadas en la polimerizacion de 4cidos

fenblicos.

Realizar una evaluacion individual y con mezcias sobre el posible efecto de los

compuestos fenalicos en cada plaga.

Complementar este tipo de trabajos con otros que invelucren los efectos de los
metiabolitos secundarios en la fisiologia de la plaga, ya que en este trabajo
solo ohservamos el efecto que produce en las lineas la ausencia o presencia
de herbivoria y ésta también podria modificarse por el efecto que los

metabolitos tengan sobre las funciones vitales de la plaga.

Complementar este trabajo determinando los compuestos fendlicos ligados a
un azlcar y comparando el contenido de (as fibras que conforman la pared

celular.
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VIii. CONCLUSIONES

. El grado de herbvoria en el tratamiento con barrenador es similar
independientemente de 1a resistencia de las lineas, sus habitos alimenticios no

resultaron afectados por la resistencia de las lineas de maiz.

. B} grado de herbivoria en el tratamientc con cogeollero depende de la
resistencia de las lineas, ya que a esta plaga si le afecta la resistencia de las

lineas de maiz.

. Las variaciones en el nivel de dafio foliar (%AFC) a io largs del tiempoe, indican
diferencias en los habitos de ataque de cada plaga. Mientras barrenador ataca
fuertemente en el primer tiempo, cogoliero mantiene un grado de atague

canstante por lo menos durante ios tres primeros tiempos de colecta.

. La concentracion de compuestos fenslicos en las lineas varia dependiendo del
tratamiento a que esté sometida, ya que se encuentran diferentes compuestos

y contenido de los mismos dependiendo de la etapa de desarrollo de 1a planta.

. El tratamiento afectd la concentracion del acido ferdiico en la L4 (linea

susceptible a estas plagas) sin importar el tiempo de colecta

El contenido de fendlicos es menor en el tratamiento contral que en los
tratamientos con barrenader y cogollero en las cuatro lineas. Esto indica que el
ataque de las plagas produce cambiocs en la concentracion de compuestos

fendiicos.

En general, el contenido total de fenodlicos aumentd independientemente de los
tiempos de colecta y del tratamiento en el siguiente orden L2, L1, L3 y L4,
mientras que ei nivel de dafio follar total aumentd en el siguiente orden. en
barrenador L1> L4>L3>L2, en cogollerc L1>L2>L3>L4, y en conirol L4=L1>
L2>L3. El tratamiento con cogellero presentd el mismo orden de resistencia

planteado para este trabac
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Caracteristicas de la Estacion de Tlaitizapan, Morelos del CIMMyT.

ANEXO 1

La informacién contenida en este anexo se encuenira reportada en el Boletin

del Programa de Maiz editado en Agosto de 1997 por el Superintendente de la

Estacion Experimental de Tlaltizapan, Morelos, Alejandro Lopez Reyes, quien

proporcicno ademas otra informacion complementaria,

a)
b
c)
d)

CONTENIDO

Localizacién geografica.
Clima

Temperatura.

Analisis de Suelo,

Preparacion del suelo para el cuitivo.




La Estacion Experimental de Tlaltizapan, Morelos, fue fundada en 1969. Tiene una

supetficie total de 46 hectareas con un area de cuitivo de 32 hectéreas.
a) Localizacion Geografica

Se encyentra localizada en el centro del Estado de Morelos a 18°41' N Latitud,
89908 W Longitud, a una Altitud de 940m con un promedio anual de lluvia de
840mm y con liuvias de junio a octubre,

k) Clima

La estacion de Tlaltizapan es considerada tipo A{w); descrito como caliente
subhumedo con lluvias en verano de acuerdo con la Clasificacion de Képpen

modificado en 1964 por E. Garcia para las condiciones particulares de México.
c) Temperatura

Presenta un rango de Temperatura de 15°C a 39.5°C, con un promedio de

temperatura de 23°C.

L.a siembra se realizd €l 16 de junio de 1998, terminando la ultima colecta &l 5

de agosto de 1998 En |a siguiente tabla se resume la temperatura de ese periodo.

Mes Afo Tmax Tmin Lluvia
°C °c mm
JuniG 1998 326 208 2.7
julio 1898 32.5 182 7.6
agosto 1988 314 8.7 72
322 18.2 58
32.2 19.2 5.8

Promedio . S e

Anual 1968 328 U151

La precipitacion registrada corresponde a la que se haya acumulado en un
periodo de 24 hrs (precipitacion diaria). Generalmente la precipitacion no se
promedia, solo se va acumulando en forma mensual y anual (es decir, se van

sumando las precipitaciones diarias).




d) Analisis de Suelo

El suelo en la estacion es un verlisol negro desarrollado de subsuelo calcares. Es

considerado un suelo grueso {pesado)} con grietas
labrantia con mas del 40% de arcilla y >50% en 2:1 de

de arcilia mantillo o tierra

minerales en |a fraccion de

arcilla; por peso es considerada coma tipo montmoriflonitico.

El andlisis del sueio de la estacion es el siguiente:

Arcilla (%) 41.2
Cieno (%) 35.8
Arena (%) 22.0
Capacidad de campo (% por peso) 36.3
Punto permanente de marchitamiento 24.2
Ph 7.8
E.C. (mmhos/cm) 064-27
C.E.C. (meg/100gn) 34.8 454
Materia organica (%) 1.65-2.13
P (ppm) 3.2-84
Ca (ppm} 5875 - 7865
Mg (ppm) 521 - 763
K {ppm) 209 - 395
Na {ppm) 32-78
Fe (ppm) 55- 91
Mn (ppm) 78-133
Zn (ppm) 1.1-20
Cu (ppm)_ 0.9-24

Respecto a la informacion sobre los suelos en 1a estacion, el ultimo analisis

exhaustivo se hizo en 19986. Se considera que io reportado entonces no ha variado

en forma importante hasta el dia de la siembra, sin embargo se debe notar que los

resultados que aparecen en [a tabla son un promedio de todos los iotes de [a

Estacion




e) Preparacion del suelo para e cultivo

En la estacidn experimental realizan dos ciclos de cultivo al afio. A - Riego de

noviembre-abrii B - Lluvia de mayo-octubre.

E! presente trabajo se realizo en el Ciclo 98-B, con la siguiente preparacic’m
para su cultivo: la dosis de fertifizacion fue de 300-50-00 (esto es 300 kg de N/ha
utilizando sulfato de amoenio con 20.5% de N, y 50 kg de P:0Os utilizando

superfosfaio tripie con 46% de P2Os).

Al preparar el terreno antes de la siembra se incorporaron los primeros 150
kg de N/ha y al surcar para la siembra se aplico en banda el total de la dosis de P.
Los restantes 150 kg de N/ha fueren aplicados en banda al memenito del aporque,

a los 45 dias después de la siembra.

Para el control de "gusano cogollero” en todas las siembras de maiz en ese
ciclo, se utifizé el insecticida "Disparo” en dosis de 1.0 itha (es una mezcla de dos

ingredientes activos: clorpirifos 33.8% + permetrina 4.8%).




DIAGRAMA DE METODOS

Siembra de material en ¢l Campo Experimental del CIMMyT
CML 67 (L1), CML 131 (L4), CML 135 (L3), CML 139 {L2}
Cada linea se sembré en tres lotes, cada uno de 5 surcos de 10 m
cada uno y de 20 a 25 plantas por surco con una separacidn de 253
¢m entre cada planta.

LCuando las plantas se encuentren en fa etapa de 4 a 6 hojas extendidas

Cada una de las lineas de maiz fue sometida a tres
trataientos diferentes,

El controt {CO) de cada linea serd

protegido con Insecticida granuiado
{Lorsban 450 2G) en el verticilo de la
planta come proteccion a los insectos

Infestacion articifial con aprox, 30
larvas neonatas por pianta
de Diatraea grandiosella (BR)

Infestacion articifial con aprox 30
larvas por planta con larvas neonatas
de Spodoptera frugiperda (CGY.

niasticadores

:

Se realizaron cuatro colectas semanales (T1, T2, T3 v T4),
colectando 6 piantas de cada linea para la evaluacion del grado de
herbivoria y 4 plantas de cada linea para anélisis quimico

ANALISIS

HERBIVORIA FITOQUIMICA

Liofilizar

Medicion del drea de
ta hoja daitada (12)

Extraccidn de
compucstos fendlicos,
metadologia propucsta
por Bergvinsen, 1995,

|
Determinar la
concentracion de acidos
fenolicos v flavonoides
pot HPLC

Moedicion del area
mtacta (A
reconstruceidn de ta
hoja datiada

Determinacion del
Jea fohar consimida
(Tudl O
U e ey e e

! S

|

H

-
| Atiiisie de resuliados
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