ESTUDIOS PRELIMINARES EN EL CONTROL DE AFIDOS.

L. Sustancias tipo auxinas y/o inhibidores en plantas de Mebicaco
saTiva L. Susceptibles, Resistentes e Inmunes al ataque de dfidos.
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SUMMARY

PRELIMINARY STUDIES ON THE CONTROL OF APHIDS. 1, Inhibitor
and. auxin-like substances in Plants of MEDICAGO satTIva LL. susceptible, resistant
and inmune to aphid’s attack.

By means of the Avena coleptile assay of ether extracts of alfalfa plants
it is intented to determine to mhat extend natural substances of the type of
inhibitors and/or auxins are implicated in the degree of susceptibility, resistant
and imimunity observed in different lines of dlfalfa (Medicago sativa L.) grown
in the field.

No activity of auxins-like substances was found in the extracts, but those
of the type of inhibitores were prominent and were in direct relation to the
degree of resistant.

It is discussed some possible mechanisme incolved through the action of
these types of substances.

INTRODUGCION

Entre los insectos que parasitan a la alfalfa, ( MEDICAGO SATIVA
L.) en la regién de Anguil, La Pampa, los afidos '* ocupan, por los
dafios que ocasionan, un destacado lugar ®. Como esta plaga estd
ampliamente extendida y causa dafios importantes en dicho cultivo,
resulta interesante el estudio de otros medios de control que puedan
ser mis efectivos y de mas amplia aplicacién que los insecticidas
propiamente dichos.

Uno de los modos de acercarse a este problema es tratar de en-
tender primero, qué tipo de sustancias o factores presentes en la
planta huésped, pueden estar relacionados con las condiciones de
susceptibilidad, resistencia o inmunidad al parésito. La obtencién o
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seleccion de lineas resistentes, ofrece una de esas posibilidades, v el
“test” bioldgico “Coleoptiles de avena de crecimiento recto”° provee
un meétodo adecuado para la evaluacién de sustancias tipo auxinas
v/o inhibidores.

La resistencia de la alfalfa al ataque de ciertos afidos, ha sido
estudiada desde diversos puntos de vista. 1, #, 7 6 15 18 19 22 Fpre
cllos las sustancias del tipo de las auxinas y/o inhibidores naturales
han sido sefialadas por diversos autores, como responsables en buena
parte, de los caracteres de resistencia a diversos pardsitos. 1%, 14 17,
Auxinas libres del tipo del Acido Indol-3—Acético y derivados, fue-
ron halladas en mayor cencentracién no solamente en plantas suscep-
tibles ?, 17 sino también en pardsitos alimentados sobre dichas plan-
tag 1Y, 12, 19 14 Fn otros casos, la presencia de sustancias de tipo
inhibidores, se han postulado como factores de resistencia *.

El presente trabajo, tuvo por objeto estudiar cuali y cuantitativa-
mente, sustancias naturales de tales caracteristicas que podrian estar
involucradas en el grado de susceptibilidad o resistencia al ataque
de aquellos 4fidos, observado en lineas de MEebvrcaco sativa L., pro-
venientes de un ensayo planeado con otros fines en la Estacién Expe-
rimental de Anguil. La Pampa.

MATERIAL Y METODO

Material vegetal: Las diferentes lineas de M. sativa L., sefialadas
aqui como SUSCEPTIBLES, RESISTENTES e INMUNES al ataque de pulgo-
nes, fueron gentilmente provistas por el Ing. Agr. Guillermo Covas,
de un ensayo que con otros propositos conducia el mencionado inves-
tigador en la Estacion Experimental citada,

En el momento de la toma de muestras, las plantas de todas las
lineas se hallaban en estado de fructificacion. En ese periodo agricola
(1969-1970) el ataque de pulgones en la zona fue catalogado como
muy severo.

Extraccion, separacidn y evaluacion de sustancias tipo auxinicas
y/o inhibidores. Para la extraccién de este tipo de sustancias se toma-
ron 35 gr. de material fresco de la parte aérea, eliminindose los frutos.

Dicho material fue macerado en alcohol etilico 75 % durante 24 h,
evaporando el solvente v agregando éter sulfarico a la fraccién acuosa
remanente. La fase etérea fue separada de la acuosa, después de de-
jarla en maceracion a 39 C., durante 24 h. y liberada de pigmentos
mediante el empleo de carbén activado. El filtrado etéreo se concentré
a sequedad en corriente de aire, llevindose el residuo a un volumen
apropiado con alcohol de 96°.

La separacion de las sustancias tipo auxinicas y/o inhibidoras
se realizd por cromatografia unidireccional, sobre papel Whatman
n? 3, empleindose como solvente Isopropanol — Amonfaco — Agua
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(8:1:1:) v/v. La actividad de estas sustancias se puso de manifiesto
revelando biologicamente el cromatograma, mediante el “test” de
crecimiento recto de secciones de coleoptiles de trigo de uso comun
en nuestros laboratorios de Fisiologia Vegetal 2. Los cromatogramas
se dividieron en 10 partes iguales (bandas) de Rf conocido, eluyén-
dose cada una con 10 ce. de “buffer” Citrato/Nitrato, pH 4,6,

La actividad de dichas sustancias se expresé en porcentaje de
crecimiento de las secciones de coleoptiles de trigo, en relacion al
testigo considerado 100 %. La de cada banda correspondiente a los
diversos valores de Rf se representd en forma de histogramas para
cada variante.

RESULTADOS

Puede apreciarse (fig. 1) que las diferencias entre las distintas
bandas de cada cromatograma son aparentes principalmente en la
fraccién correspondiente a sustancias de tipo inhibidores, va que las
de tipo auxinas no acusan diferencias significativas.

Las bandas de Rf 0,6-0,7; 0,7-0,8 v 0,8-09 revelan accién inhibi-
dora y a pesar que coinciden en las 3 variables, son més intensas en
las lineas Inmunes y Resistentes. Una banda de inhibicién en Rf
0.3-0.4 aparece en las lineas Resistentes y Susceptibles, mientras que
las Tnmunes son las Unicas que muestran una banda de inhibicién en
RF 0,9-10. El resto de las bandas, tanto de inhibicion como de pre-
sunta actividad auxinica, no resultaron estadisticamente significativas.

Al calcular el drea total de inhibicién en cada variable, se toma-
ron anicamente los valores significativos, observandose que las areas
correspondientes a las lineas Resistentes e Inmunes resultaron, en
ambos casos, 122 % mayores que las Susceptibles. En Inmunes, las
bandas de inhibicion son continuas v abarcan un Rf de 05 a 10,
mientras que en las Resistentes, aunque el valor superficial de las
areas de inhibicién es el mismo que en las Inmunes, las citadas ban-
das son discontinuas.

De acuerdo a la ubicacién de las bandas de inhibicién en las tres
lineas, parece evidente que s6lo las que se hallan entre valores de
Rf 0,5-0.6 en Resistentes ¢ Inmunes y 09-1,0 en las inmunes, tendrian
significacién biolégica va que las restantes Rf 0-6-0,9 aparecen tam-
bién en las Susceptibles, aunque la diferencia podria ser de orden
cuantitativo.

DISCUSION

Es conocido, para muchas especies vegetales, que la resistencia al
ataque de pardsitos de esta familia presenta gradaciones, sin que
pueda considerarse que manifiesten una inmunidad absoluta. Sin em-
bargo, la linea por nosotros denominada Inmune, se comporté como
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tal. Estas categorias, Inmune, Resistente y Susceptible, fueron estable-
culas subjetivamente de acuerdo a la magnitud del atague observado,

Los cmnmtogramas de extractos provenientes de plantas Resis-
tentes e Inmunes, muestran no solamente mayor nimero de bandas
de inhibicién, sino que éstas presentan una mayor actividad inhibi-
dora, comparadas con las andlogas provenientes de plantas Suscep-
tibles. Esto parecerfa dar una pauta de la implicancia de este tipo
de sustancias, como parte constituyente del grado de resistencia ob-
servado en relacion al ataque de afidos.

En la mayoria de las plantas la actividad auxinica disminuye con
el avance del ciclo vegetativo anual. Es evidente en nuestros “test”,
la ausencia de actividad de este tipo de hormona en plantas en estado
de fructificacién, pero no se descarta la posibilidad de su intervencion
como factor p;ll(.ldl de susceptibilidad en un estado mas juvenil del
ciclo vegetative de la planta.

Se ha postulado #* que los afidos pueden destruir las auxinas en
el floema, pero esto no parece ser nuestro caso, ya que las plantas
inmunes, no mostraron actividad alguna de sustancias de tipo auxinico.

Comunmente los afidos se establecen en ciertas dreas de alimen-
tacion, e.g., floema normal. La poca capacidad de fijacion de los
afidos para con la linea Resistente v su incapacidad con respecto a
la Inmune, puede ser el resultado de una inhabilidad del 4fido para
establecerse en dichas dreas de alimentacion, en razén de que las
sustancias de tipo inhibidores fque se movilizan en csa via vascular,
actuarian a modo de repelentes. haciendo que el afido no pueda re-
conocer esas zonas '®. En la linea Resesistente, tinicamente algunos
afidos podrian reconocer la zona floematica normal, mientras que la
mayoria se veria obligada a alimentarse en el tejido del meséfilo
donde, por analogia con otros metabolitos, la distribucién de tales
sustancias inhibidoras serfa mas localizada v/o de movimiento mas
lento.

Este ensayo preliminar no descarta la incidencia de otros factores
intrinsecos como causales de Resistencia, tales como pH del jugo
tloemdtico *, calidad de aminodcidos, azticares, etc. 25, microelemen-
tos * otros metabolitos, como también posibles diferencias estruc-
turales.

Es también posible que la capacidad de reaccién de las lineas
Resistentes e Inmunes, esté ligada a factores de naturaleza genética.
Muchas sustancias pertenecientes al grupo de los flavonoides, fenoles,
4cidos oxicindmicos, etc., han sido determinadas en diversas especies
de vides * y postuladas como causas de la resistencia al ataque de
filoxera,

Por lo tanto es licito pensar que al menos una fraccién del com-
ponente Resistente e Inmune, podria estar ligado a la presencia de
tales sustancias inhibidoras,
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El aislamiento y conocimiento de la estructura quimica de las sus-

tancias cuya actividad se ha puesto de manifiesto, puede ser de consi-
derable importancia prictica, especialmente como base para formular
repelentes a estos pardsitos y anima atin mds a seguir explorando esta
linea de investigacion.
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