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RESUMEN

Considerando la importancia de los compuestos de tipo fendlico y su
participacion en ciertos cultivares frente al ataque por plagas de insectos, este
trabajo realizdé una evaluacion acerca de la concentracion de compuestos de tipo
flavonoidico, lignina y celulosa en dos lineas de maiz con diferente tolerancia al
ataque por el gusano cogollero Spodoptera frugiperda. Se colectaron hojas de
ambas lineas en cuatro diferentes estadios de desarrollo y se hizo la
determinacién de seis flavonoides.

Los resultados obtenidos mostraron diferencias importantes en cuanto a la
concentracion de flavonoides, dandose un elevado contenido en la linea de maiz
resistente en los primeros tiempos de recolecta.

El porcentaje de lignina también fue mayor en la linea resistente, sin
embargo, la celulosa fue similar para ambas lineas durante los tiempos evaluados.

Por otra parte se realizé un ensayo bioldgico para determinar el efecto de
las hojas recolectadas que se suministraron en la dieta artificial de S. frugiperda a
fin de evaluar su desarrollo en términos de peso.

Los resultados acerca del ensayo muestran diferencias significativas en
larvas alimentadas con las diferentes lineas, presentando mayor peso aquellas
que estuvieron sometidas a la dieta con linea resistente; esto pudo deberse a los
azucares asociados tanto a flavonoides como a celulosa y lignina contenidos en

dicha linea.



INTRODUCCION

Es conocido que numerosas especies vegetales se encuentran afectadas
por una gran cantidad de organismos, entre los que se incluyen hongos, bacterias,
plantas parasitas e insectos, entre otros. Frecuentemente, una especie vegetal
puede ser atacada por diferentes organismos y los dafos pueden ser de diferente
intensidad.

Las condiciones de estrés a las que se encuentran constantemente
sometidas las plantas, pueden ser de tipo bidtico y abidtico. Dentro de las
condiciones de tipo bidtico cabe destacar el estrés producido por especies de
insectos plaga, siendo varias las respuestas que suelen exhibir las especies
vegetales que se ven atacadas. Una de las respuestas de las plantas
(ampliamente estudiada) es la produccidn de compuestos quimicos, derivados
del metabolismo secundario.

Gran parte del conocimiento sobre la quimica de las plantas, tanto en
calidad nutricional, como de compuestos secundarios, se debe a las
investigaciones realizadas en plantas de interés agricola y sus plagas asociadas
(Granados y Lo6pez,1996). Las investigaciones sobre variedades de plantas
resistentes a plagas, abarcan principalmente aspectos biolégicos y bioquimicos;
teniendo en cuenta aspectos de alimentacion, oviposicion y reproduccion de la
plaga, auxilidndose de técnicas de infestacidbn, muestreo y evaluacién de las
plantas.

El uso de la resistencia varietal en las plantas cultivadas constituye un
método promisorio en la lucha y combate contra los enemigos naturales y el
conocimiento de los mecanismos que rigen la respuesta en los principales cultivos

algunas veces es poco conocido.

Las plantas pueden desarrollar diferentes mecanismos de respuesta frente
a las condiciones adversas a las que se encuentran sometidas, estos pueden ser
las modificaciones morfoldgicas (espinas, puas o pelos irritantes) (Anaya, et

al.,2001 y Harborne,1985) asi como los mecanismos que implican la produccion



de compuestos secundarios que a su vez tienen importancia ecolégica ya que
pueden funcionar como sustancias alelopaticas o bien como fitoalexinas
(disuasorios nutritivos) repelentes de insectos o insecticidas muy potentes
(Azcon,1993). Entre estos compuestos secundarios se encuentran las quinonas,
alcaloides, terpenos y flavonoides entre otros (Granados y Lépez,1996).

Teniendo en cuenta la importancia del maiz en nuestro pais, el grado de
ataque al que se ve constantemente expuesto por plagas de insectos en sus
diferentes etapas de desarrollo, asi como trabajos previos en los que se informa
la participacion de compuestos quimicos; en este trabajo se realizd la evaluacién
y determinaciéon de algunos flavonoides presentes en plantas de dos lineas de
maiz con respuesta diferencial frente al ataque por el gusano cogollero
Spodoptera frugiperda J. E. SMITH (Lepidoptera: Noctuidae).



ANTECEDENTES

En la biosfera las plantas se encuentran sometidas a diversas condiciones
a las que se adaptan en tanto lo permita su genoma. En un sentido amplio,
algunas condiciones ambientales son desfavorables en cuanto se apartan del
intervalo 6ptimo de crecimiento y multiplicacion de la planta (Barcel6,1992). Son
numerosas las condiciones de estrés a las que pueden estar sometidas las
plantas, estrés que conlleva a una alteracién de los procesos fisiologicos de las
mismas y, por lo tanto, a una disminucién en el aprovechamiento de las especies
que son potencialmente importantes en la agricultura.

Es frecuente que bajo condiciones consideradas como adversas para la
mayoria de las plantas, las especies han desarrollado mecanismos para soportar
estos cambios drasticos y viven de una forma habitual en esos ambientes
extremos. Las plantas poseen cierta resistencia inherente contra algunos
herbivoros. Dicha resistencia va, desde los mecanismos de escape temporal
(fenoldgicos), a la biosintesis de moléculas organicas complejas. Entre ambos
mecanismos existe una vasta serie de caracteristicas fisicas y morfolégicas que
afectan el comportamiento y los procesos metabdlicos del herbivoro al utilizar la
planta como huésped.

Desde el punto de vista del aprovechamiento practico de la resistencia de las
plantas a los insectos, el mayor interés existe en torno a caracteristicas que
vuelven a la planta inadecuada para un insecto que, de otra manera, estara bien
adaptado para alimentarse u ovipositar sobre las variedades’no resistentes” de la
misma especie vegetal (Maxwell, et. al.,1984)
Entre los mecanismos de defensa que han desarrollado las plantas se pueden
citar los siguientes:

o fisicos (espinas y tricomas, follaje fibroso o resinoso, cuticula y corteza

endurecidas, gruesas y suberizadas, paredes celulares lignificadas)
o fenoldgicos (etapas del ciclo de las plantas que se desfasan de los tiempos

en que aparecen los herbivoros o patdgenos)



o de asociacion (relaciones mutualistas con diversos organismos, por
ejemplo; hormigas, hongos, bacterias)

o quimicos de gran importancia para las plantas, basados en los metabolitos
secundarios toxicos o repelentes que las plantas producen (ductos o
cavidades llenos de resinas, paredes celulares impregnadas de fenoles,

células que contienen metabolitos secundarios diversos) (Anaya, 2003).

EL MAIiZ

Es importante considerar que existen especies de interés agrondémico entre
ellas las gramineas y dentro de este grupo el maiz, especie muy importante en la
agricultura de numerosos paises.
En México el maiz representa uno de los cultivos mas importantes ya que es una
de las principales fuentes alimenticias de la familia mexicana y su consumo por
persona es de 180 kg anuales. Otro aspecto de importancia radica en que la
superficie dedicada a la produccidn de este grano es del 43% de la superficie
agricola. Del total de la superficie que se dedica al cultivo del maiz, el 75% esta
sujeto a las condiciones del temporal asi como a una serie de factores limitantes
entre los que se encuentran los problemas de plagas y enfermedades, las cuales
en algunas ocasiones llegan a mermar considerablemente la cosecha y a causar
grandes pérdidas. De aqui la importancia econdmica sin dejar de mencionar el
aspecto cultural (Castaneda,1990; Raven y col., 1992; SARH,1980).

PRINCIPALES PLAGAS DE INSECTOS QUE ATACAN AL MAiZ

En la mayoria de los ambientes donde se cultiva el maiz, existen diversos
factores que limitan su produccion; uno de los factores bidticos de mayor influencia
en las pérdidas de este cultivo esta representado por las plagas de insectos ya
que son capaces de infestar y atacar, destruir o consumir a la planta en cualquier
etapa de su desarrollo, frecuentemente con graves consecuencias (Serratos,1993;
SARH,1980).



Entre los insectos que son considerados como plagas importantes que
afectan los sistemas de cultivo de maiz se han reportado 28 especies de las
cuales se mencionan algunas como: Diabrotica undecimpuctata (catarinita),
Oligonychus mexicanus (arafia roja), Mochis latipes (gusano falso medidor)
Heliothis zea = Helicoverpa zea (gusano elotero), Heliothis virescens, Diatraea
grandiosella (gusano barrenador) y Spodoptera frugiperda (gusano cogollero)
(Ortega,1987; Kennedy, 2000; Garcia,1981).

Spodoptera frugiperda J. E. SMITH (Lepidoptera:Noctuidae)

Esta plaga es conocida como gusano cogollero y se encuentra dentro del
grupo de las palomillas. Esta distribuida desde el Norte de Estados Unidos hasta
Ameérica del Sur, en México se encuentra en toda la republica, principalmente en
las regiones tropicales y subtropicales, registrandose los mayores dafos en los
estados de Michoacan, Morelos, Guerrero, Oaxaca, Veracruz, Yucatan y Quintana
Roo. Este insecto ataca a la planta de maiz, causando destrozos desde la etapa
de plantula hasta la premadurez, se ha encontrado también en cultivos como:
sorgo, cafia de azucar, algodon, entre otros (Ortega,1987; SARH,1980;
Robles,1994).

Biologia y Habitos.

El adulto es una palomilla de color café grisaceo que mide de 20 a 25 mm de
largo por 3.5 cm de expansion alar.

El gusano es de color café con tres bandas de color claro en el dorso a lo largo
del cuerpo y en su maximo desarrollo llega a medir 3 cm de longitud.

La palomilla es de habitos nocturnos; durante el dia permanece escondida en
las grietas del suelo. Durante el ciclo biolégico de este insecto la hembra deposita
los huevecillos de color blanco rosado o verde claro en grupos de 50 a 100 sobre
el envés de las hojas los cuales quedan cubiertos por un material algodonoso de
color blanco. En 4 6 5 dias ocurre el nacimiento de los gusanos; después de la
eclosion las larvas comienzan a alimentarse raspando el envés de las hojas

tiernas (en las primeras dos etapas) causando un manchado caracteristico, mas



tarde pasan al verticilo foliar (cogollo), donde comen de manera voraz; en gran
densidad pueden matar a las plantas jévenes por defoliacion o destruir los puntos
de crecimiento. Las larvas pasan en 14 6 21 dias por 5 6 6 etapas, dependiendo
de la temperatura y el tipo de alimento. Las larvas grandes también pueden actuar
como gusanos cortadores, enterrandose en el suelo durante el dia y por la noche
cortando plantas hasta de un mes de desarrollo, mediante tuneles que perforan en
la base del tallo. Las larvas completamente desarrolladas se introducen a pocos
centimetros del suelo para iniciar la etapa de pupa; las pupas son de color café de
18 a 20 mm de largo. Al paso de una semana emergen los adultos (Ortega,1987;
SARH,1980).

ESTUDIOS QUIMICOS

Se tiene registro de estudios realizados con plantas de maiz y algunas
plagas de insectos que lo atacan, en los cuales se destaca la importancia de
aspectos quimicos y morfolégicos como mediadores en la resistencia de los
cultivares, considerandolos como repelentes o inhibidores de la oviposicion vy
desarrollo de los insectos considerados plaga.

En 1987 Serratos y col., reportaron el efecto de extractos de granos de
maiz que contenian acidos fendlicos, adicionados a dietas artificiales de Sitophilus
zeamais, encontrando que los extractos inhiben el consumo alimenticio del
insecto.

Se han realizado trabajos donde se reporta que la resistencia de ciertos
genotipos de maiz como el “Zapalote chico” frente a Heliotis zea, esta asociada
con la toxicidad de sus estigmas. En 1989, Snook y col., hicieron un analisis de
flavonoides utilizando cromatografia liquida de alta resolucion, y demostraron que
la actividad de los estigmas puede atribuirse a un flavonoide identificado como
maisina (2”-O- a—L- ramnosil-6-C-6-desoxi- xilo-hexo-4-ulosil luteolina), siendo un
factor de antibiosis en la resistencia.

En 1992 Wiseman y col., evaluaron el efecto de la maisina, acido

clorogénico, apimaisina y 3- metoximaisina, compuestos presentes en estigmas de



diferentes variedades de maiz sobre el crecimiento de las larvas de Helicoverpa
zea, encontrando que el peso de las larvas disminuye al suministrarles estos
compuestos. Ademas se encontré que la maisina es un factor de antibiosis en la
resistencia en mayor proporcion que el acido clorogénico.

Bergvinson (1993) registré que la resistencia del maiz frente al barrenador
europeo del maiz Ostrinia nubilialis (Hubner), es atribuido a DIMBOA (2,4-
dihidroxy-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona), un acido hidroxicinamico, el cual
disminuye el desarrollo e incrementa la mortalidad.

Guang Yong y Wiseman (1994) estudiaron la importancia que ejercen los
lipidos cuticulares en las hojas de plantas frente a Spodoptera frugiperda. Las
larvas muestran preferencia sobre hojas a las que se les ha removido los lipidos
cuticulares.

Smith (1994) reporta la resistencia de algunas variedades de maiz basada
en el acido hidroxicinamico DIMBOA (2,4-dihidroxy-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-
ona) presente en hojas de variedades resistentes. La presencia de glucésidos de
flavonas como la maisina y glucésidos de luteolina se ha encontrado en estigmas
de variedades resistentes, considerados como aleloquimicos que afectan el
crecimiento de muchas plagas insectiles del maiz. Asi mismo se reportan factores
morfoldgicos incluyendo el incremento en el contenido de fibras en hojas asi
como un aumento en el contenido de silice y tricomas en tallos y hojas.

Por otro lado, Williams y Davis (1994) indican que el suministro de hojas de
variedades resistentes en la dieta artificial de larvas de S. frugiperda y D.
grandiosella, provoca efectos negativos en su crecimiento y desarrollo.

Wiseman y col.,(1995) citan que el suministro de estigmas en la dieta
artificial de D. grandiosella 'y S. frugiperda; prolonga el tiempo de desarrollo larval y
reduce el peso de la pupa; asi como el porcentaje de fecundidad de los insectos.

En otra investigacion se encontré que diferentes genotipos de maiz tienden
a reducir el valor nutricional cuando son atacadas por larvas, disminuyendo el
contenido de nitrogeno y elevando los niveles de acidos fendlicos en fibras de la

pared celular (Bervingson y col.,1995).



Guevara y col. (1996) determinaron con perfiles cromatograficos de
flavonoides, acido clorogénico y ferulico en cuatro lineas de maiz con respuesta
diferencial al ataque de Spodoptera frugiperda, en dos etapas de crecimiento de la
hoja; que las lineas resistente e intermedia para la primer etapa presentan mayor
cantidad de flavonoides. Mencionan una posible participacion de los compuestos
analizados en la resistencia de hojas al ataque de insectos.

Zuniga (1998) encontro que la concentracion de acidos fendlicos tales
como: acido ferulico, acido cumarico; y flavonoides como la maisina y compuestos
analogos, fue mayor en plantas de maiz resistentes al ataque por gusano
barrenador y gusano cogollero, lo que puede indicar la participacion de estos
compuestos en la resistencia de las plantas frente a dichas plagas.

Raven y col. (1998) (citado en Contreras,2001) reportan la presencia de
compuestos fendlicos implicados en la resistencia de plantas ante estrés abidtico
(herbicidas) y bidtico (plagas), encontrando quercetina, campferol y acidos
hidroxicinamicos en hojas, asi como derivados del acido sinapico en semillas.

En 1998 Guevara y col. determinaron la concentracion de acido cumarico y
ferulico en hojas de lineas de maiz resistente y susceptible a gusano cogollero y
barrenador, en tres etapas de desarrollo. Encontraron que las plantas infestadas
con gusano cogollero muestran mayor concentracion de acidos fendlicos que las
infestadas con gusano barrenador.

Guevara y col. (2000) encontraron que el contenido de flavonas en
estigmas de maiz difiere entre lineas con respuesta diferencial al ataque por
Diatraea grandiosella y Spodoptera frugiperda, reportan que el principal
compuesto para las lineas resistente e intermedia es la apimaisina, y para la
susceptible es 3metoximaisina. Sugieren un mecanismo de defensa de la planta

diferente frente a cada insecto.

FLAVONOIDES
Los flavonoides constituyen uno de los grupos mas caracteristicos de

compuestos secundarios en angiospermas, gimnospermas y helechos. Su nombre



proviene de la coloraciéon amarilla (Lat. flavus = amarillo) de algunas sustancias
pertenecientes a este grupo (Hess,1980). Su estructura quimica se basa en un
esqueleto de 15 atomos de carbono. Los flavonoides son compuestos producidos
por una sintesis mixta debido a que parte de la molécula se forma por la ruta del
acido shiquimico (anillo B), mientras que el anillo A se sintetiza a partir de los
policétidos y el oxigeno del anillo central se deriva de unidades proporcionadas por
el Acetil CoA .

La diferencia entre los distintos grupos de flavonoides se presenta en la
estructura basica (tipo de compuesto, grado de hidroxilaciéon, metilacion y/o
isopentilsustitucion), el grado de polimerizacién (mondémero, dimero y oligébmero) y
el tipo de conjugacion (glucosidos ésteres malodnicos, ésteres sulfato) (Azcon,
1993). La mayoria de los flavonoides tienen hidroxiladas las posiciones 5, 7 y 4’
variando unicamente en el nivel de oxidacion en el anillo A y B. Los grupos
hidroxilo sirven como puntos de union para varios azucares que incrementan la
solubilidad de los flavonoides en agua. Los tres grupos de flavonoides mas
abundantes y de particular interés en fisiologia vegetal son las antocianinas, las
flavonas y los flavonoles ( Avendafio,1996).

Entre las antocianinas encontramos a la cianidina, delfinidina, poenidina,
malvidina y pelargonidina. Entre las flavonas encontramos a la luteolina, apigenina
y crisina. Ejemplo de los flavonoles son quercetina, miricetina, morina, rutina y

campferol (Harborne,1985). (cuadro 1)
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Grupo de flavonoides mas abundantes

Flavonoides: Ejemplos
Antocianinas cianidina, delfinidina, poenidina

malvidina, pelargonidina

Flavonas luteolina, apigenina, crisina

Flavonoles quercetina, miricetina, morina

rutina, campferol

Cuadro1.- Ejemplos de diversos grupos flavonoides (Harborne,1985)

Los flavonoides, desempefian funciones importantes para la planta
productora y para el medio que la rodea (interacciones ecolégicas). La biosintesis
de diversos flavonoides en plantas ha evolucionado respondiendo a cambios en el
ambiente. Han sido implicados en la fisiologia y su contenido en tejidos vegetales
estd fuertemente influenciado por factores ambientales y hormonales
(Barcel6,1992).

Por otro lado, los flavonoides también incrementan la proteccion en hojas
expuestas a excesos de rayos UV. La mayoria de los autores sugieren que la
accion fundamental de los flavonoides es esencialmente ecoldgica, ya que
proporcionan a las plantas y flores colores que atraen a los polinizadores vy
dispersores de semillas y como contraparte pueden funcionar como disuasorios
nutritivos frente a herbivoros, patégenos y en general animales fitéfagos (Azcon
1993). Algunos flavonoides pueden actuar como guias- miel o marcas-guia
formando parte de la pigmentacion floral.

Entre las sustancias secundarias estimulantes de la alimentacion de
insectos encontramos los diferentes flavonoides con funcion atrayente (cuadro 2)
(Harborne, 1985).
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Atrayente quimico Planta anfitriona Especie de insecto
Flavona: Alternanthera Escarabajos:
6-metoxiluteolina-7-
ramnosido phylloxeroides Agasicles sp.
Flavonoides: Escarabajo:
taxifolina, pinocembrina, Prunus spp Scolytus mediterraneus
dihidrokampferol
Flavonoide: Escarabajo:
catequina-7-xilésido Ulmus europea S. Multistriatus
Flavonoides: Mariposa nocturna:
Isoquercetina, Morina Morus nigra Bombyx mori

Cuadro 2.- Flavonoides con funcién atrayente en diferentes especies.
Tomado de Harborne, 1985.

Cabe mencionar que la simple sustitucion de un azucar por otro en la
molécula del flavonoide pueda tener efectos drasticos en la alimentacion del
insecto y pasar de ser un estimulante alimentario a un disuasorio. Por ejemplo, si
la quercetina 3-glucésido es reemplazado por el 3-ramnésido o por el 3-rutindsido,
es activado un receptor sensitivo a repelentes quimicos, y el insecto deja de comer
(Horowitz,1964 citado en Harborne,1985). Lo mismo ocurre con otras moléculas

como el aminoacido L-alanina que es un estimulante alimentario del perforador de
maiz europeo Ostrinia nubilialis (Hiibner), mientras que el isémero [-alanina es

disuasorio (Becker,1960 citado en Harborne,1985). La sacarosa y la glucosa
suelen ser los compuestos preferidos por los insectos, pero se piensa que no sélo
su valor energético es el responsable de su popularidad, su dulce sabor parece
ser definitivo para la seleccién (Bernays,1991). Diversos glicésidos de flavonas y
flavonoles que se encuentran en las hojas pueden ser importantes disuasorios; se
sabe que glicésidos de flavonoles corrientes como la rutina y la isoquercetina son
toxicos para varios insectos que se alimentan de plantas de algodoén y tabaco
(Barcelo,1992).
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Entre los flavonoides disuasorios encontramos los glicésidos de quercetina
de la planta Gossypium barbadense que funcionan como repelentes de comensales
como Heliothis zea (Harborne,1985).

Se ha encontrado que en plantas de avena los flavonoides se localizan en
etioplastos de las hojas y se encuentran en forma de glucésidos. En hojas de
plantas de tomate a medida que alcanzan la madurez, muestran una disminucién
en el contenido de quercetina y un aumento en el de campferol. El fotoperiodo y
las diferencias nutritivas también influyen sobre el contenido de flavonoides
(Barcel6,1992).

Acidos fendélicos

Los acidos fendlicos se encuentran presentes en la gran mayoria de las plantas y
son importantes porque se transforman en varios derivados combinados con
proteinas, como fitoalexinas, diversos flavonoides (antocianinas) y lignina que
ademas de la funcion de sostén, también proporciona proteccién contra el ataque
de patdégenos y el consumo por insectos (Swain,1979., Salisbury,1994). En los
diferentes estadios de desarrollo de la planta la concentracion de estos
compuestos puede incrementar, segun el dafo en la planta en defensa ante el
ataque de un depredador (Morse, y col. 1991).

Los acidos fendlicos se pueden dividir en dos grupos: los solubles o libres y
los ligados a pared celular; generalmente el contenido de &acidos fendlicos
conjugados es mas abundante en comparacion de los acidos fendlicos libres
(Bergvinson,1993). Los acidos ferulico y cumarico son los principales
constituyentes fendlicos de la pared celular de las gramineas, y los que mas
prevalecen en hoja y grano de maiz (Hartley y col.,1978 citado por Bergvinson,
1993).

Por otro lado la pared celular esta compuesta principalmente de azucares
dispuestos en polisacaridos de composicidbn y estructura variable, acido
hidroxicinamico, lignina, proteinas, iones y agua, esta pared se comienza a formar
entre las células que finalizan su division. La celulosa esta constituida

principalmente por microfibrillas cristalinas, lineales de alto peso molecular,
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formando polimeros de moléculas de D-Glucosa, Las microfibrillas de celulosa
estan inmersas en una matriz de otros materiales que son quimicamente mas
complejos. Entre estos los principales son las hemicelulosas; otras sustancias muy
relacionadas son las sustancias pépticas.
La presencia de paredes celulares condiciona de forma fundamental la
fisiologia celular y participa en numerosos procesos, por ejemplo:
= Permite a las células vivir en ambientes hipotonicos, acumulando solutos en
su protoplasto a concentraciones superiores a las del apoplasto.
» Proporciona la forma a las células asi como resistencia mecanica, siendo la
principal responsable de la textura de los vegetales.
= Constituye una barrera fisica y quimica frente a los patégenos.
= Controla el transporte intercelular en base a la porosidad de sus redes
estructurales y/o a la acumulacion de sustancias impermeables.
Las hojas y tallos juveniles estan formados por células que tienen principalmente
paredes primarias (Salisbury,1994). Las paredes secundarias se componen de un
41 a 45% de celulosa, 30% de hemicelulosa y en algunos casos un buen
porcentaje de lignina. La lignina es mucho mas rigida que la celulosa
(Salisbury,1994).

CH,0H
H O,
H
OH H
HO H
H OoH

Figura 1.- Estructura de la Celulosa. Tomado de Gascoigne, et al., 1960

Las ligninas son componentes de la pared celular de varios tipos de células
vegetales como fibras, vasos y traqueidas; constituyendo entre un 20 y 30 % del
peso seco de la pared. Son grandes polimeros que se encuentran en forma de
masas amorfas incrustadas en las fibras de celulosa, confiriendo rigidez a la

pared, a la vez que protegen a las células frente al ataque de patégenos y al
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consumo por insectos y vertebrados (Salisbury,1994). Se encuentran distribuidas
en todas las plantas terrestres (Azcon,1993).

Las ligninas se forman a partir de derivados glucosilados de los alcoholes
trans-cumarilico, trans-coniferilico, y trans-sinapilico. Estos compuestos son
incorporados en diferentes cantidades, segun el nivel de evolucién alcanzado por
los vegetales, en los organismos mas evolucionados aumenta la cantidad de
alcohol cumarilico y sinapilico en las ligninas (Azcon,1993); también puede variar
segun la edad y la especie vegetal (Hess,1980).

En la siguiente figura se muestra la ruta de biosintesis general de la lignina.

Ac. P-cumirico Acido fTrﬁlico Ac. Sinapinico
reduccion
: . N 4
p-cumarol coniferol © sinaptnol

glucosidacién

gluco-cumarol coniferina . siringina

transporte

escision de la glucosa mediante B-glucosidasas

p-cumarol coniferol sinapinol
\(kaa\ldrogquc’ton + pollr_nerizaci()n
LIGNINA

Figura 2.- Ruta de biosintesis de la lignina (Hess,1980).
La lignina es insoluble en la mayoria de los disolventes, esto se debe en

gran parte a su peso molecular elevado; ademas en estado natural se encuentra

quimicamente unida a la celulosa y otros polisacaridos de la pared celular
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mediante enlaces éter y quiza de otros tipos a los grupos hidroxilo de los
polisacaridos. Todos los alcoholes aromaticos de la lignina se originan en la ruta

del acido shiquimico (Salisbury,1994)
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JUSTIFICACION

Debido a la importancia del maiz y teniendo en cuenta los efectos negativos
que se generan por causa de las diversas plagas de insectos, se han realizado
estudios al respecto de la biologia de estos organismos; asi como andlisis
fitoquimicos orientados a conocer los mecanismos de respuesta de numerosas

especies vegetales de importancia agricola como lo es el maiz.

Con base en trabajos previos y bajo la premisa de que algunos compuestos
secundarios del grupo de los flavonoides tienen un papel importante en el
mecanismo de respuesta ante el ataque de plagas como S. frugiperda, se
considerd importante realizar el presente trabajo a fin de analizar el contenido de
flavonoides asi como de lignina y celulosa en dos lineas de maiz, ademas de la
realizacion de un ensayo biolégico, suministrando hojas de las dos lineas en la

dieta artificial de S. frugiperda.
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OBJETIVOS

Teniendo en cuenta los antecedentes acerca de los compuestos de tipo fendlico

en plantas de maiz, en este trabajo se plantea como Objetivo General.

« Evaluar la concentracién de algunos flavonoides, asi como el porcentaje
de lignina y de celulosa, en hojas de maiz de dos lineas infestadas con
Spodoptera frugiperda y con respuesta diferencial frente al ataque por la
misma especie, a fin de correlacionar estos parametros con diferentes

estados de desarrollo de las hojas.

OBJETIVOS PARTICULARES

+ Determinar si la concentracién de flavonoides, el porcentaje de lignina y
celulosa varian durante el desarrollo activo de las hojas en dos lineas de

maiz previamente infestadas con larvas de S. frugiperda.
% Evaluar el desarrollo y crecimiento del insecto en términos de talla y peso,

después del suministro de hojas de maiz de diferente estado de desarrollo

en la dieta artificial de las larvas.
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HIPOTESIS

Considerando la presencia de los compuestos de tipo fendlico y flavonoidico
como una respuesta a diferentes condiciones de estrés en especies vegetales

como el maiz, se plantean las siguientes hipotesis:

» Si la produccion de flavonoides es una respuesta de defensa ante el ataque
por Spodoptera frugiperda, entonces la linea resistente (CML67) presentara
una mayor concentracion y/o presencia de estos compuestos .con respecto
a la linea susceptible (CML131)

» Si el aumento de lignina y celulosa es una respuesta “mecanica” de defensa
ante el ataque por insectos, entonces la linea resistente (CMLG7)
presentara un mayor contenido de los mismos con respecto a la linea
susceptible (CML131)
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DIAGRAMA METODOLOGICO

Siembra de dos
lineas de maiz

Infestacion artificial
con larvas neonatas
de S. frugiperda

Recolecta de hojas de las
dos lineas en 4 tiempos
de desarrollo y
congelamiento del
material

Liofilizacion y
molienda de las hojas
de maiz

Realizacion del
ensayo biolégico

Extraccion de
flavonoides

Determinacion de
la concentracion
de flavonoides por
HPLC

Determinacion del
porcentaje de lignina
y celulosa

Suministro de hojas
secas en la dieta
artificial a
concentracion de 10%

Evaluacion de talla
y peso de larvas

Obtencion de
resultados
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Material y Métodos

Siembra e infestacion del material

El material utilizado fue proporcionado por el Centro Internacional de
Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMyT). Las semillas se sembraron en el campo
de la Estacion Experimental del CIMMyT, Tlaltizapan, Morelos en el Ciclo 98-B.
Se sembraron semillas de las lineas CML67 (resistente) y CML131 (susceptible),
después de cuatro semanas de siembra; cuando las plantas presentaron de 6 a 8
hojas completamente desarrolladas, se infestaron con larvas neonatas (30 larvas
por planta) de Spodoptera frugiperda en la axila de la hoja, de acuerdo a las

técnicas de infestacion empleadas por CIMMyT (Mihm,1984).

Recolecta del Material

Se realizaron cuatro recolectas, 1, 2, 3 y 4 semanas después de la
infestacidn. En cada recolecta se tomaron al azar cuatro plantas por linea cortando
6 hojas por planta; se reunieron las seis hojas de las cuatro plantas para obtener
cada muestra (24 hojas). El material se congel6 hasta su secado y preparacion

para el analisis en el laboratorio.

Secado y molienda del material
Las hojas recolectadas se secaron utilizando un liofilizador marca Heto
Modelo FD3 y posteriormente se molieron hasta obtener un polvo fino y proceder a

la extraccion de flavonoides.

Extraccion de flavonoides

La extraccion de los flavonoides se realizé de acuerdo al método citado por
Bergvinson (1995).

De cada muestra se pesaron 0.5 g de hoja seca pulverizada (por triplicado)
y se adicionaron 20 ml de MeOH al 70%. Posteriormente se homogeniz6 con un

polytron (modelo PT-1200, Brinkmann, Westbury, N.Y.) a temperatura ambiente
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durante 20 seg. Enseguida se centrifugd a 500 g durante 10 min, se reunieron los
sobrenadantes y el metanol fue evaporado en un rotavapor (35°C). El extracto
resultante se ajusté a un pH 2.0 utilizando HCI 1M., y fue extraido a temperatura
ambiente con 50 ml de acetato de etilo, repitiendo la extraccidén tres veces; se
llevé a sequedad en un rotavapor. Las muestras se refrigeraron hasta su posterior

analisis por HPLC.

Analisis de los extractos por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC)

Para el analisis de HPLC se utiliz6 un cromatdgrafo Agilent Technologies
1100 SERIES constituido por una bomba cuaternaria G1311A y un detector
Agilent G1365B UV 350 nm Se utiliz6 una columna Zorbax Eclipse XDB-C18
3.0x250mm (tamano de particula 5p).

Los extractos se redisolvieron en 10 ml de metanol grado HPLC inyectando
50 ul de cada muestra en la columna. Para la fase movil se utilizé un gradiente
que consisti6 de una mezcla inicial de H,PO4 10 mM (A) en una proporciéon de
75% y metanol (B) 25%. Esta mezcla eluy6 durante 15 min, al final de este tiempo
se llegé a una proporcion de 45% (A) y 55% (B) y se dejo eluir durante 5 min,
alcanzando al final de este tiempo una proporcion de 20% (A) y 80% (B) eluyendo
por 2 min, llegando a 100% (B). Al cabo de 8 min, la proporcién cambia a 75% (A)
y 25% (B) manteniéndose asi durante 7 min. El flujo se mantuvo constante a 0.843
ml/min.

Los picos de los flavonoides en los cromatogramas fueron identificados por
comparacién con estandares de luteolina, rutina, crisina, campferol, maisina y
apimaisina. Se tomaron en cuenta los tiempos de retencion del cuadro 3 para
cada flavonoide y se determind la concentracion de éstos en cada una de las
muestras con el programa Agilent ChemStation for LC and LC/MS Systems Rev.
A.09.01 (1206)
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Compuesto
(flavonoide) [ maisina | rutina luteolina | apimaisina | campferol | crisina

Tiempo de
Retencion || 11.25 | 12.68 15.6 18. 14 20.49 | 21.21

Cuadro 3.- Tiempos de Retencién de los estandares (Bergvinson,1995).

Determinacién del porcentaje de lignina y celulosa

La determinacidon del porcentaje de lignina y celulosa en hojas de las dos
lineas de maiz, se determind con base al método de Van Soest (1994). Este
analisis se llevd a cabo en el Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

Ensayo Biolégico

Para determinar el efecto de hojas con diferente desarrollo de las dos lineas
de maiz estudiadas en larvas de S. frugiperda; se procedid a realizar un ensayo.
El método empleado se basoé en la incorporacion de hojas molidas en la dieta
artificial (Singh,1977) modificada por Mihm (1984) (Ver apéndice).

Se prepararon 30 ml de dieta artificial afiadiendo 3.0 g de hoja (el 10%
estandarizado en ensayos anteriores, Heraso, C.C.,1998) para cada charola
experimental (8 charolas con 24 pozos cada una), se prepararon dos charolas
control, una para cada linea, las cuales so6lo contenian dieta artificial.

Para la realizacion de este ensayo con la ayuda de un pincel fino, se
colocaron tres larvas neonatas a fin de asegurar su permanencia dentro del pozo.
Una vez colocadas, fueron cubiertas las charolas (con plastico autoadherible kleen
pack, una toalla de papel y la tapa de plastico de la charola asegurandola con
bandas elasticas, a fin de evitar que las larvas escaparan).

Las condiciones de incubacién para el ensayo fueron: temperatura 27°C,
humedad relativa 70 + 5%, asi como un fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad durante
14 dias. Una vez montado el ensayo, al transcurrir los primeros siete dias se
evalu6 talla y peso de las larvas (1er tiempo de medicion) y al término de los

siguientes siete dias se evaluaron los mismos parametros (2° tiempo de medicién).
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DIAGRAMA DEL ENSAYO BIOLOGICO

Preparacion de 30 ml de dieta artificial para cada charola con 24 pozos

Linea CML67

Dieta adicionada
con 3.0g de hoja

Linea
CML131

Dieta adicionada
con 3.0g de hoja

0000 0000 0000 0000 0000
0000 0000 0000 0000 0000
0000 0000 0000 0000 0000
0000 O00O0 0000 O00O0 O00O0
0000 0000 0000 0000 0000
0000 0000 0000 0000 0000
Recolecta T1 Recolecta T2 Recolecta T3 Recolecta T4 Control

O00O0 O00O0 0000 O00O0 0000
O00O0 0000 0000 0000 (CRORORE)
0000 0000 0000 0000 0000
0000 0000 0000 O00O0 0000
0000 0000 0000 O00O0 0000
0000 0000 0000 0000 0000
Recolecta T1 Recolecta T2 Recolecta T3 Recolecta T4 Control

0000
0O0O0O0
O00O0O0
00O0O0
0000
(ONONONGO)

Colocadas las larvas, se sellaron las charolas con plastico, papel, tapa de la

charola y ligas

RPN

—» Tapa

— 7 00 0L ) X
OC)OO()O

_> Papel
Plastico

¢ Ligas ¢

Con un pincel se colocaron 3 larvas neonatas en cada pozo




Se dejaron incubar durante 14 dias. El 7° dia se evalu6 talla y peso (12 medicién);
al completarse los 14 dias se realizé la 22 medicion.

Los analisis de resultados del ensayo biologico se realizaron con el programa
estadistico SPSS version 9.0 para Windows. Los datos se procesaron mediante
un analisis multivariado. Para determinar las diferencias significativas se realiz6 la

prueba de “1”.
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RESULTADOS Y DISCUSION

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE FLAVONOIDES POR HPLC.

Los resultados obtenidos acerca de la determinacion de la concentracion
de flavonoides, presentes en hojas de las dos lineas de maiz estudiadas se
muestran en las graficas 1- 6. En las graficas se muestra la concentraciéon
encontrada por cada flavonoide evaluado en ambas lineas durante los cuatro

tiempos de recolecta (tiempo de desarrollo de la planta).

Grafica 1

Concentracién
en ng/gps

O CML67
B CML131

Concentracion de maisina en hojas de las dos lineas de maiz durante los
cuatro tiempos evaluados
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En la linea CML67 al T1 se observd una pequefia concentracion de maisina que

ya no se detectd en los tiempos 2 y 3, pero en T4 se incrementd

considerablemente. En la linea CML131 hasta el T4 se detectd la presencia del
compuesto. Estos resultados nos indican que ambas lineas respondieron con una

produccion de maisina al final del crecimiento activo, aunque la mayor
concentracion fue para CMLG7.

Grafica 2
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ECML131

Concentracion de apimaisina en hojas de las dos lineas de maiz durante
los cuatro tiempos evaluados

Se detectd que la concentracion de apimaisina en la linea CML67 fue mayor en
T1; en T2 no se detectd, mientras que en T3 hubo un ligero incremento con

respecto a T4. Para la linea CML131, se observo en T2 la mayor concentracion
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con respecto a los demas tiempos. Excepto T1 de la linea CML67 no se aprecio

gran diferencia entre ambas lineas.

Grafica 3

Concentracion
en ug/gps

bOCMLe7
BCML131

Concentracion de crisina en hojas de las dos lineas de maiz durante los
cuatro tiempos evaluados

En cuanto a la crisina, se observd que la mayor concentracion fue para la linea
CML67 en el T1, mientras en T2 y T3 no se detectd la presencia de dicho
compuesto, en T4 su concentracion fue minima. Para la linea CML131 sdlo en T4
se observo una pequefia concentracion del compuesto.

Pese a que CML67 presentd apimaisina y crisina en concentracion mas
elevada con respecto a CML131 y a los diferentes tiempos, la ausencia o baja
concentracion nos indica que CML67 respondié al ataque con una produccion de

dichos compuestos al inicio del desarrollo.
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Grafica 4

Concentracién
en pg/gps

O CML67
B CML131

Concentracion de campferol en hojas de las dos lineas de maiz durante
los cuatro tiempos evaluados

Estos resultados indicaron que en ambas lineas se detectd la presencia de
campferol en el tiempo 2, en CML131 los valores disminuyeron en T3 y T4 de
forma constante. Sin embargo CML67 ya no presentd el compuesto. Se puede
decir que las dos lineas respondieron al mismo tiempo en la produccion de

campferol.
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Grafica 5
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O CML67
B CML131

Concentracion de luteolina en hojas de las dos lineas de maiz durante
los cuatro tiempos evaluados

Para CML67 la concentracion mas alta de luteolina se observdé en T1 que,
disminuyo en los tiempos 2, 3 y 4. Sin embargo en CML131 se detecté hasta el
T2 disminuyendo en T3 y T4. Comparando en los diferentes tiempos se observo
que la linea CML131 presento las concentraciones mas elevadas.

Se puede observar que la linea 67 respondié inmediatamente con una alta
produccion de luteolina, y conforme se desarrolla la planta disminuye,
manteniendo una concentracion constante; CML131 responde mas tarde con una

produccion menor del compuesto.

30



Grafica 6
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Concentracion de rutina en hojas de las dos lineas de maiz durante los
cuatro tiempos evaluados

La linea CML67 mostré el nivel mas alto de rutina en T1, disminuyendo para
tiempo 2 y 3, en T4 fue nulo. En la linea CML131 se detecto hasta el T2, y alcanz6
en este tiempo una concentracion elevada, en T3 no se detectd, mientras que en
T4 aparecio en baja concentracidn. Probablemente la respuesta inmediata de la
linea resistente (CLMG7) ante el ataque fue el incremento de la concentracion de
este compuesto en T1; ya que, en otros estudios se encontré que la rutina es

téxica para varios insectos que se alimentan de plantas (Barceld, 1992).
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Haciendo una comparaciéon entre las lineas estudiadas durante los cuatro
tiempos de recolecta para los 6 compuestos analizados se obtuvieron las graficas

7 y 8 que a continuacion se muestran

Grafica 7
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Concentracion de flavonoides en los cuatro tiempos de colecta para la
linea CML67

Grafica 8
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Concentracion de flavonoides en los cuatro tiempos de colecta para la
linea CML131
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Se pudo observar que tanto la presencia como la concentracion de los flavonoides
evaluados en ambas lineas para las cuatro etapas de desarrollo de las plantas,
fueron diferentes ya que la linea resistente (CML67) en la primer etapa de
desarrollo present6 cinco compuestos de los seis evaluados, registrando aqui las
concentraciones mas elevadas; algo similar se encontrd en otro estudio en donde
la linea de maiz resistente a S. frugiperda presentd en la primer etapa de
desarrollo, mayor cantidad de flavonoides (Guevara y col.1996). Mientras que
CML131 presento los seis flavonoides evaluados hasta la 4a etapa; en T2 registra
las mayores concentraciones. Esto nos indica que efectivamente la respuesta de
cada linea frente al ataque fue diferencial. En la linea resistente (CML67),
encontramos una respuesta inmediata en presencia y mayor concentracion de
crisina al inicio de la infestacion con larvas, produciéndose nuevamente en la 42
etapa. Puede indicarnos que la produccion de este compuesto es clave en la
respuesta de la planta ya que en la linea susceptible (CML131) se encontré el
compuesto hasta la etapa final. Un patron similar se observo en maisina; CML67
presentd este compuesto en la primera etapa y al final del desarrollo activo
mientras que CML131 presenté maisina soélo en el ultimo estadio de desarrollo.
Esto concuerda con los reportes de otros trabajos donde encontraron que la
concentracion de maisina se incrementa durante la etapa previa a la polinizacion
(Snook,1989).

Por otro lado, luteolina se encontré en las dos lineas durante los cuatro
tiempos evaluados, sin embargo, la linea resistente presenta mayor concentracion
en T1; este resultado se explica si tomamos en cuenta que muchos compuestos
con actividad alelopatica, al superar un determinado umbral, actuan
negativamente sobre herbivoros e insectos fitéfagos (Sampietro,2004).

En cuanto al campferol, para CML67 se detectd en la segunda etapa; en
CML131 a partir de su deteccion en T2, se mantiene presente hasta la etapa final
de evaluacion.

En los resultados encontramos que la concentracion de flavonoides es
variable y esto también puede deberse al tipo de planta, ritmo de biosintesis,
almacenamiento y degradacion de la planta; asi mismo se ve afectada esta

concentracion, por los balances internos de reguladores de crecimiento vegetal y
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otros factores bidticos y abidticos como lo mencionan algunos autores
(Sampietro,2004).

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE LIGNINA Y CELULOSA

Los porcentajes de lignina y celulosa contenidas en hojas de las dos lineas

de maiz estudiadas, se muestran en las graficas 9 y 10.

Grafica 9

6.3 6.38

% de Lignii

EICML67
Tiempo BCML131

Porcentaje de lignina en hojas de maiz de las lineas estudiadas durante
los cuatro tiempos evaluados

Se observé que en CML67 con respecto de CML131, exceptuando en T4
el porcentaje de lignina fue mayor. En la linea CML131 el porcentaje de lignina fue
muy similar en los primeros tres tiempos. Esto indica que las lineas entre si, tienen
un patron diferente en la produccién de lignina; CML67 tuvo incremento entre T2 y
T3.
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Grafica 10
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Porcentaje de celulosa en hojas de maiz de las lineas estudiadas durante los
cuatro tiempos evaluados

Observamos que el porcentaje de celulosa fue muy similar en ambas
lineas, en CML67 para T2 encontramos mayor porcentaje que la linea susceptible;
esto sucedio con el registro para lignina en T2 en donde el porcentaje de la linea
resistente fue mas elevado que en CML131; asi mismo se ha reportado que la
celulosa puede tener una digestibilidad muy alta dependiendo de su grado de
lignificacion (Van Soest, 1965).

Es evidente que el porcentaje de celulosa para ambas lineas fue mas elevado
que de lignina; esto se corrobora con estudios realizados donde se ha mostrado
que la pared celular de las gramineas tienen mayor porcentaje de celulosa y en
valores decrecientes hemicelulosa, y lignina (Parsi,J. et al., 2001).

La lignina esta altamente asociada a los componentes de la pared celular, como
la celulosa, hemicelulosa y con ciertas proteinas. De la proporcidén de lignina que
tenga la pared celular dependera su digestibilidad; es decir, a mayor cantidad de
lignina habra menor digestibilidad y la reduccion de ésta se refleja en un menor

consumo voluntario por parte del herbivoro (Parsi,J. et al 2001).
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ENSAYO BIOLOGICO

Las 192 larvas de S. frugiperda fueron medidas y pesadas para ambas
lineas de maiz estudiadas (CML67 y CML131). En ambos casos hubo dos tiempos
de medicion, pudo notarse que el peso y la talla promedios fueron menores para

las larvas alimentadas con la linea CML131 (Tabla 1).

Linea CML67
T1 T2 T3 T4 Control
1er tiempo de medicién pesog [0.054 10.052 0.013 |0.013 [0.003

20 tiempo de medicion " 0.376 {0.34 |0.333 |0.309 |0.059
1er tiempo de medicion tallacm [0.908 |0.833 |0.913 |0.929 | 0.525
20 tiempo de medicion " 2.833 |2.275 |2.667 |2.52 |1.179

Linea CML131

T T2 T3 T4 Control
1er tiempo de mediciéon pesog [0.008 0.008 0.053 |0.016 [0.003

20 tiempo de medicion " 0.231 10.281 |0.242 | 0.298 | 0.044
1er tiempo de medicion tallacm [0.808 |0.779 |0.796 |0.862 |0.475
20 tiempo de medicion " 2.367 |2.629 |1.746 |2.145 |1.116

Tabla 1 Resultados obtenidos de la evaluacién en promedio de talla y peso de larvas
alimentadas con hojas de diferente tiempo de desarrollo.

Por otro lado, mediante ANOVA FACTORIAL (AXBXC, Dowdy y Wearden,
1983), se analizd el efecto de linea genética, tiempo de medicion y tiempo de

colecta en la talla y peso de las larvas de S. frugiperda (Tabla 2).
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Analisis Multivariado

Type llI
Variable Sum of Mean
Factores dependienete Squares df Square F Sig.
Corrected Model TALLA 308.596° 19 16.242 45.658 .000
PESO 9.373P 19 493 38.125 .000
Intercept TALLA 856.591 1 856.591 | 2408.010 .000
PESO 6.582 1 6.582 508.664 .000
LIN TALLA 4.654 2 2.327 6.541 .002
PESO .151 2 | 7.532E-02 5.821 .003
TMED TALLA 181.270 1 181.270 509.577 .000
PESO 4.884 1 4.884 377.438 .000
TCOL TALLA 1.904 3 .635 1.784 149
PESO 4.184E-03 3 | 1.395E-03 .108 .956
LIN * TMED TALLA 1.724 2 .862 2.423 .090
PESO 135 2 |6.734E-02 5.204 .006
LIN * TCOL TALLA 5.478 3 1.826 5.134 .002
PESO 114 3 | 3.788E-02 2.928 .033
TMED * TCOL TALLA 2.329 3 776 2.182 .089
PESO 2.902E-02 3 |9.674E-03 748 .524
LIN * TMED * TCOL TALLA 4.492 3 1.497 4.209 .006
PESO 4.656E-02 3 | 1.552E-02 1.199 .309
Error TALLA 163.278 459 .356
PESO 5.939 459 | 1.294E-02
Total TALLA 1501.953 479
PESO 24.094 479
Corrected Total TALLA 471.874 478
PESO 15.313 478

a. R Squared = .654 (Adjusted R Squared = .640)
b. R Squared = .612 (Adjusted R Squared = .596)

Tabla 2 Resultados obtenidos del andlisis estadistico. LIN = Lineas de maiz; TMED =

Tiempo de medicién de la larva; TCOL = Tiempo de colecta de la planta.

La talla y el peso de las larvas medidas mostraron diferencias significativas
al evaluar las lineas de maiz investigadas (Flin, talla; 0.05; 2,459 = 6.54, Flin,
peso; 0.05, 2.459 = 5.82, p < 0.05) y el tiempo de medicién (Ftmed, talla; .05,
1.459 = 509.58; Ftmed, peso; .05; 1.459 = 377.44, p < 0.05). Las diferencias de
talla y peso en las larvas no fueron, significativas en cuanto al tiempo de colecta
(p>0.05,tabla 2). Desde el punto de vista fisiologico, el peso de las larvas puede

convertirse en una medida mas real al analizar las interacciones de los factores

(lin*tmed y lin*tcol, p < 0.05, tabla 2).
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Para determinar en qué pares de variables se presentan las diferencias
significativas antes descritas se agruparon los datos en diferentes matrices y se

aplico la prueba de t.

MATRICES Y PRUEBADE T

En donde: A= Lineas de maiz, B= Tiempos de medicion, C= Tiempos de colecta.

AB para Peso en g.

A1 (cmML67) | A2 (cMmL131)
B1 0.033 0.021
B2 0.340 0.263
Valor prueba -17.12
o 0.05
DF 6
Valor tabla -1.943

Al aplicar la prueba de t para identificar la diferencia en el peso de las larvas alimentadas
con las dos lineas de maiz en los dos tiempos de medicion, se encontré evidencia
significativa ( F0.05;-1.943, -17.12, P>0.05). Podemos concluir que al tiempo de medicién
1, las larvas no se desarrollan en ambas lineas; mientras que al tiempo de medicion 2, las
larvas desarrollan menos en A2 (CML131).

En donde: A= Lineas de maiz, C= Tiempos de colecta.

AC para Pesoeng

A1(cML67) | A2 (CML131)
C1 0.215 0.119
C2 0.196 0.144
C3 0.173 0.147
C4 0.161 0.157
Valor prueba 0.487
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a 0.05
DF 2
Valor tabla 2.920

Al aplicar la prueba de t para determinar la diferencia en el peso de las larvas alimentadas
con las dos lineas de maiz de la primera colecta no se encontré evidencia significativa
(F0.05;2.920, 0.487, P>0.05). Se puede decir que a medida que transcurre el tiempo, las
larvas reducen su peso en A1 y dificilmente ganan peso en A2. Al cuarto tiempo de
colecta, el peso de las larvas es practicamente el mismo.

En donde: A= Lineas de maiz, C= Tiempos de colecta.

AC para Talla en cm.

A1(CML67) A2 (CML131)

C1 1.870 1.587
C2 1.554 1.704
C3 1.790 1.271
C4 1.725 1.504

Valor prueba 0.5203

a 0.05

DF 2

Valor tabla 2.920

Al aplicar la prueba de t para determinar la diferencia en la talla de las larvas
alimentadas con las dos lineas de maiz de la tercer colecta no se encontré evidencia
significativa ( F0.05;2.920, 0.5203, P>0.05). Se puede decir que la talla de las larvas
alimentadas con CML67 de la tercer colecta no es mayor que las alimentadas con
CML131 en la misma colecta.
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Al tomar en cuenta los resultados obtenidos de los parametros evaluados
en las larvas; el parametro talla no resulté ser muy confiable debido al error de
medicion, por ello se aboco el analisis a los resultados obtenidos en peso.

Se encontré diferencia considerable entre el peso de larvas control y las
alimentadas con dieta adicionada con polvo de hojas. Las larvas control obtuvieron
pesos mas bajos; comparando los pesos de larvas alimentadas con las lineas
problema se encontré diferencia en los pesos de las larvas alimentadas con
CML67 y CML131. El peso de las larvas alimentadas con CML67 fue mayor que el
de las larvas alimentadas con CML131; indicio de que no hubo correspondencia
con el % de lignina, esto indica que la lignina no fue el unico factor que puede
intervenir como barrera frente al insecto. Es muy probable que estos resultados
se deban al mayor contenido de glucdsidos de la dieta adicionada, tomando en
cuenta que los flavonoides tiene azucares asociados, mas aun si el porcentaje de
celulosa es elevado y por consiguiente mas digerible.

Analizando los pesos obtenidos con dieta de las cuatro etapas de desarrollo
vegetal en ambas lineas, no se encontr6 diferencia significativa, esto indica que el
factor tiempo de desarrollo de la planta no es determinante para las larvas.

Como dato complementario se observé que las larvas alimentadas con
dieta adicionada al 2° tiempo de medicién presentaron indicios de entrar a etapa
de pupa, lo cual no sucedié con las larvas control.

Podemos advertir que en condiciones naturales las cantidades en que se
encuentran disponibles muchas sustancias alelopaticas son inferiores a las que
presentan actividad en bioensayos en laboratorio. Frecuentemente existen
interacciones sinérgicas y adivitas, lo cual dificulta determinar el efecto de cada

compuesto o estructura de proteccién (Sampietro,2004).
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CONCLUSIONES

+ Los flavonoides evaluados rutina, maisina, luteolina, apimaisina, crisina,
campferol, se encontraron en las dos lineas de maiz estudiadas; mostrando
diferencias en concentracion durante los tiempos de desarrollo.

% La linea resistente responde de manera inmediata (en el T1) produciendo 5
flavonoides mientras la linea susceptible presenta 4 flavonoides al T2 y los
6 compuestos en el T4, nos indica una reaccion tardia ante el ataque de
larvas.

% Para ambas lineas la crisina fue el compuesto con mayor concentracién, sin
embargo; la concentracion del compuesto resulté superior en la recolecta
T1 de la linea CML67; por su parte CML131 se encontr6 en T4
interpretandose como evidencia de la respuesta diferencial de ambas
lineas.

+ Las lineas estudiadas responden al estrés provocado por Spodoptera
frugiperda produciendo flavonoides, la respuesta es distinta en cuanto al
tiempo de produccion, su concentracion y probablemente la cantidad de
glucosidos ligados a estos.

“ Numerosas especies vegetales responden a la predacién por insectos con
la produccién de lignina y materiales asociados a la pared celular, esto se
relaciono con el porcentaje de lignina determinado en este estudio, ya que
CMLG67 (resistente) en T1 registro el porcentaje mas elevado y decreci6 al
paso de las semanas de infestacién. Sin embargo, fue mayor que en la
linea susceptible lo cudl indica que la lignina y los componentes de la
misma, tales como los acidos fendlicos, confieren resistencia a las
variedades de maiz. (Bergvinson, 1993) CML131 obtuvo menor porcentaje
de lignina haciéndola mas digerible.

«» El porcentaje de lignina no es proporcional al de celulosa. La cantidad de
celulosa resulté ser mayor que de lignina para las dos lineas estudiadas,

como lo indican analisis hechos de pared celular para gramineas.
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X/
L X4

En resumen, CML67 en T1 presentd un incremento en los compuestos
quimicos evaluados, esto sugiere un mecanismo de respuesta a nivel de
produccion de flavonoides, aunque para T2 la concentracion disminuyo y se
detectdé un aumento en el porcentaje de lignina, lo cual indica un
mecanismo coordinado entre la produccion de metabolitos secundarios y
lignina como respuesta mecanica.

En cuanto al ensayo biolégico se encontro diferencia en el peso de las
larvas alimentadas con ambas lineas, pero no hubo diferencia entre el peso
de las mismas tomando en cuenta el tiempo de desarrollo de la planta con
la que fueron alimentadas. Con ello se concluye que el tipo de linea marca
la diferencia; las larvas sometidas a la dieta con linea resistente
presentaron mayor peso en general que las alimentadas con linea
suceptible. Esto se puede explicar en el sentido de que las larvas ingieren

mayor cantidad de azucares asociadas tanto a flavonoides como a celulosa.
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Con base a las conclusiones de este estudio se sugiere realizar:

La evaluacion de compuestos precursores de flavonoides,
intermediarios, asi como las enzimas involucradas en la biosintesis,
es importante al tiempo de determinar el papel de los compuestos
estudiados.

La presencia de azucares en las moléculas de los flavonoides, puede
tener efectos drasticos en la alimentacién del insecto, por lo tanto, el
estudio de los glucésidos ligados a flavonoides es necesario, ya que
diversos azucares de flavonas y flavonoles pueden ser importantes
disuasorios. De igual manera resulta importante hacer Ila
determinacién de polisacaridos involucrados en la pared celular.

El estudio sistematico de la tasa nutricional en las especies
estudiadas es importante ya que este estatus juega un papel
importante a la hora de la seleccidén por parte del insecto. Para el
ensayo se sugiere probar por separado cada uno de los flavonoides
estudiados y seguir el registro del desarrollo de las larvas hasta la

etapa adulta.
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APENDICE

Dieta artificial para larvas de S. frugiperda (Singh,1977) modificada por Mihm
(1984).

Formula alimenticia para S.frugiperda Solucién vitaminica: para

(larvas) 35ml

harina de soya 3569 pantotenato de calcio 0.42¢
germen de trigo 15.94¢ niacinamida 231¢9
sales messon 53¢ riboflavina 0.105¢
sacarosa 6.59g acido folico 0.052 g
metil parafen 08¢ tiamina 0.052 g
acido sorbico 05¢ biotina 0.004 g
agar 799 B 12 0.875 ml
solucién vitaminica 1.8 ml

acido acético 25% 6.0 ml

formalina 15% 3.7 ml

aureomicina 14% 0.6 ml

Se disuelve el agar en 500 ml de agua caliente, se hierve 10 min a fuego
bajo; licuar ingredientes secos con 600 ml de agua destilada fria, agregar agar
hervido, vitaminas e ingredientes liquidos, vaciar en charolas con pozos y esperar

que endurezca, Mihm,1984.
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