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RESUMEN

En la Argentina la avena tiene importancia en la industria alimenticia y como destino
forrajero, su produccion esta afectada por diversos factores bidticos, uno de ellos, el
pulgén verde de los cereales. El objetivo fue evaluar la capacidad de induccion de
defensas al el pulgdn verde de los cereales en dieciséis cultivares de avena mediante la
aplicacion de dos precursores del acido salicilico: cinamato de metilo (R1) y etilo (R2).
Antixenosis.

Se evaludé mediante la prueba de libre seleccion de hospedero, por el nimero de afidos
adultos por planta. Se empledé un disefio complemente aleatorizado (DCA) con tres
tratamientos y 10 repeticiones para cada uno: 1) T1: plantas testigos asperjadas con
Tween20 y agua, 2) R1: aspersion con una solucion de 1x10° M de R1 y 3) aspersién con
1x10®° M de R2. Dos variedades aumentaron su antixenosis con R1 y otras seis con R2,
disminuyendo asi, el numero de insectos por planta en relacién al T1.

Tolerancia.

Se determiné mediante tres parametros fisioldgicos en 15 cultivares: contenido de clorofila
(unidades SPAD), el indice de incremento diario para altura (IA), peso seco aéreo (IPSA).
Hubo cuatro tratamientos: (T1) testigo asperjado con Tween20 y agua; (T2) infestacion
con pulgones, (T3) y (T4) plantas asperjadas con una solucién 1x10° M de R1 y R2
respectivamente mas infestacion con pulgones. SPAD: solo en diez variedades T1 fue
significativamente mayor a T2, a T3, o a T4, segun la variedad. La disminucién del
contenido de clorofila podria indicar que estos materiales perdieron tolerancia constitutiva
con la aspersién de R1 o R2. Once cultivares no presentaron diferencias significativas en
el indice IA entre T1 y los restantes tratamientos. Ningun cultivar mejoro el IA con la

aspersion de R1 y R2. Cuatro variedades disminuyeron significativamente el IA de T1 en



comparacion con los demas tratamientos. Ningun cultivar tuvo diferencias significativas

en el IPSA entre su T1 con relacion a sus T2, T3y T4.



LISTADO DE ABREVIATURAS

N° af/pta.: nimero de afido adulto por planta

DCA: disefio complemente aleatorizado

R1: cinamato de metilo

R2: cinamato de etilo

R1: tratamiento con R1 (Tratamiento en antixenosis)

R2: tratamiento con R2 (Tratamiento en antixenosis)

T: tratamiento testigo (Tratamiento en antixenosis)

T1: tratamiento testigo (Tratamiento en Tolerancia)

T2: tratamiento de infestacién solo con pulgones (Tratamiento en Tolerancia)
T3: tratamiento con R1 e infestado con pulgdn (Tratamiento en Tolerancia)
T4: tratamiento con R2 e infestado con pulgén (Tratamiento en Tolerancia)
DPI: dias después de la infestacion con afidos

IA: indice de Incremento diario de altura

t1: medicién en un tiempo inicial

t2: medicion un tiempo final

50% DAFF: 50 % de dano del area foliar fotosintetizante

PSA: peso seco de la parte aérea

IPSA: indice de incremento diario de peso seco aéreo

AP: acido de preyssler

SA: acido salicilico

PAL: fenilalanina amoniaco liasa



INTRODUCCION

La avena es un cereal, pertenece a la familia Poaceae, las principales especies que se
cultivan a nivel mundial son la avena blanca Avena sativa L., la avena amarilla Avena
bizantina K., y la avena negra o de los arenales Avena strigosa, siendo de importancia
tanto para la industria alimenticia como cereal forrajero (Amigone y Tomaso, 2007;
Carbajo, 1998). La avena posee distintos usos en la industria alimentaria con una amplia
oferta de sus productos, contiene proteinas de alto valor bioldgico, siendo especialmente
ricas en lisina, vitaminas B1, B2, B3, B6 y E, buena cantidad de fibras, y presenta bajas
cantidades de gluten en relacion al trigo (Squella y Ormefio, 2007). Nuestro pais presenta
condiciones agroecoldgicas favorables para la produccién de este cereal, existen distintas
variedades, siendo las mas difundidas la avena blanca como verdeo de invierno y la
avena amarilla (Amigone y Tomaso, 2007). Es un cereal con multiples uso para la
agricultura nacional, si bien, predominan aquellos relacionados con el consumo animal,
verdeo estacional, heno y racionamiento con grano; también se utiliza como cultivo
acompanante en la implantacion de pasturas o para cama de animales estabulados,

cultivo de cobertura de suelos y en rotaciones agricolas (Carbajo, 1998).

Produccion en argentina

Segun los datos del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la serie histérica
1969-2019, se puede ver la variacién en la superficie sembrada (Fig. 1), a su vez se
observa la superficie cosecha (Fig. 2), siendo ésta menor, en gran parte, debido a su
destino en alimentacién animal. También queda registrada la produccion (Fig. 3) y el

rendimiento (Fig. 4) de éste cereal, en los ultimos 50 afios.
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Figura N2 1: Superficie sembrada de avena en Argentina.

(Fuente: http://datosestimaciones.magyp.gob.ar/reportes.php ?reporte=Estimaciones)

Superficie Cosechada

600000

500000

400000 ——H@—a¢ ® P\ /

£ 300000 + —— R —

200000 5 7 R

100000
0
O N & W 0 O o & OV W O o F W 0 O N & VW 0 O N < O 0
SEL SRR eaaeeeeeedgddd
T A AR T IAD R ITN DN I DR AT D N
O R NNNNKN®®®M O M ® N O O ) O OO © 0 O o o o o
A O O O O 6 60O O O 6O 6O 60O OO OO OO 0O O O O O O O © O O
L I B B R L D I I I B B S T I Y o R o I S R & I o I o B o B o B oY)

Campaiia

Sup. Cosechada

Figura N2 2: Superficie cosechada de avena en Argentina

(Fuente: http://datosestimaciones.magyp.gob.ar/reportes.php ?reporte=Estimaciones)
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(Fuente: http://datosestimaciones.magyp.gob.ar/reportes.php Preporte=Estimaciones)

La produccién y rendimiento de los cereales esta afectada por varios factores genéticos,
ambientales, enfermedades y plagas. Dentro del grupo de los insectos fitéfagos, los
pulgones (Orden Hemiptera, familia Aphididae) son de gran importancia sanitaria en
nuestra zona cerealera. Dentro del complejo de afidos, una especie bien caracterizada es
el pulgdén verde de los cereales Schizaphis graminum (Rondani, 1852) (ver Fig. 5),
especie cosmopolita, que ha expandido su zona de incidencia a varias provincias en
Argentina (Clua et al. 2004), y se ha reportado como la principal plaga de avena y sorgo
en Uruguay (Ribeiro et al. 2014).

Esta especie ataca los cereales desde el estado de macollaje hasta encafiazén formando
colonias ubicadas en el envés de las hojas, es vector del virus del enanismo amarillo de la
cebada (Barley Yellow Dwarf Virus BYDV). Los mayores dafios se observan desde las
dos semanas posteriores a la emergencia de las plantulas. El ataque se caracteriza por la
presencia de manchones amarillos y necrosis, provocado por la saliva toxica del insecto
(Dughetti 2012). Hasta el momento, solo se cuenta con un Umbral de Dafo para S.
graminum en trigo, por lo que la toma de decision de control quimico es: i) Desde
Emergencia de la planta a 15 dias: presencia de 3 — 5 pulgones por plantas, y ii) Posterior
a los 15 dias de emergencia: mas de 15 pulgones por planta (Fogar y Simonella, 2010).
Para nuestro pais, los principios activos de los insecticidas registrados para el control de
pulgones son: Fenitrotion EC 100%; Clorpirifés EC 48%; Pirimicarb WG 50%,
Mercaptotion EC 100 %; OxidemetonMetil EC 25 %; Dimetoato EC 37.6 %; Imidacloprid
FS 60 % WS 70 %; Tiametoxan + landacialotrina SC 14.1% y Carbofuram FS 31% (Fogar

y Simonella, 2010).
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Figura N2 5. Individuos de S. graminum, a) Ninfa con esbozos alares, b) adulto aptero, (sin alas); c)

ninfa aptera, (sin alas). (Fuente: Paladino y Da Silva, 2019).

Las plantas han desarrollado algunos mecanismos de defensa contra los patégenos e
insectos herbivoros, algunos de los cuales pueden ser constitutivos o inducidos, directos e
indirectos. Las defensas inducidas, son aquellas que se generan cuando la planta detecta
que esta siendo atacada por patdégenos o insectos plaga, ante esto, se activa el
mecanismo de defensa mediado por algunas fitohormonas (Mithéfer y Boland, 2012). Las
defensas inducidas estan reguladas por una red de sefalizacion e interconexion entre las
fitohormonas tales como el 4cido jasmodnico (AJ), el acido salicilico (AS) y el etileno (Et),
entre otras, varios de estos mecanismos involucran interacciones antagoénicas vy
sinérgicas entre ellas (Foyer et al. 2015). EI AS participa en diversos procesos como
repuesta a estrés abidtico y bidtico. Es una fitohormona fendlica, conocida por su rol
esencial en la ruta de transduccion de sefiales que conduce a la activacién de genes que
codifican para proteinas PR (proteinas asociadas a la patogénesis), y de respuesta
hipersensible (RH), muerte celular programada que se desarrolla para delimitar el area de
infeccion de un patdégeno (Rangel Sanchez et al. 2010).

Los primeros estudios sobre participacion del AS o compuestos afines tales como el BTH
(Benzo-(1, 2, 3)- tiadiazol- 7-S carbotionato de metilo- metil ester) en la resistencia a

enfermedades fueron en plantas de tomate. Estas investigaciones sugirieron que estos
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compuestos inducen la expresion de genes de proteinas PR confiriéndole cierto nivel de
resistencia a patégenos, virus, bacterias y hongos. El BTH es un compuesto sintético que
actua de modo similar al SA, induciendo resistencia inducida en varios cultivos, tales
como cucurbitaceas, pimientos, tomates, frutales como el duraznos, papayas, especies
ornamentales como crisantemos, leguminosas como el frijol (Anfoka 2000; Dann y
Deverall, 1995; D'Amelio et al. 2010; Gorlach et al. 1996; Hongxia Liu et al. 2005;
Matheron y Porchas, 2002; Mbouobda Fotso et al. 2010; Rangel Sanchez et al. 2010;
Sahar Gholi-Tolouie et al. 2018; Vlot et al. 2008; Zhu et al. 2003).

Los cinamatos de alquilo son compuestos pertenecientes a la familia quimica de los
fenilpropanoides. Varios de ellos constituyen metabolitos secundarios presentes en
plantas, siendo ademas precursores de acidos cinamicos. Estos compuestos, ya sean
extraidos de las plantas o preparados por sintesis han sido citados con diversas
actividades como por ejemplo repelente, antialimentaria de insectos y antifungica
(Abdelgaleil et al. 2008; Haug et al. 2019; Kin et al. 2008; Lee et al. 2008). Estudios
bioquimicos realizados por Zhixiang Chen y colaboradores (2009) han sugerido que a
partir del acido cinamico producido por la fenilalanina amoniaco liasa (PAL), las plantas
sintetizan el SA (Fig. 6). PAL es un regulador clave de la via fenilpropanoide y se induce
bajo una variedad de condiciones de estrés bidtico y abiodtico. EI AS puede formarse a
partir de cinamato a través de o -cumarato o benzoato, dependiendo de si la hidroxilacion
del anillo aromatico tiene lugar antes o después de las reacciones de acortamiento de la

cadena.
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Figura N2 6. Via de Sintesis del AS en plantas, ruta del Sikimico. Fuente_Zhixiang Chen et al.

(2009).

Dentro de las categorias de resistencia a insectos, se distinguen dos tipos: la antixenosis
y la tolerancia, las cuales seran utilizadas en este trabajo. La antixenosis, también llamada
no preferencia, expresa la capacidad de las plantas de no compatibilizar con el insecto,
evitando que el insecto la utilice para oviposicion, alimento o refugio. Mientras que la
tolerancia representa la capacidad de la planta de soportar sin perder produccion, una
poblacidon de insectos que produciria dafio en una variedad susceptible (Painter, 1951).

La incidencia del dafno del pulgdn en los primeros estadios (hasta 4 hojas verdaderas
expandidas) de las plantulas de trigo y cebada, presenta una alta correlacion con la
identificaciéon de materiales antixendticos y tolerantes, este conjunto de técnicas son
utilizadas en los centros de investigacion CIMMYT e ICARDA (www.cimmyt.org; www.
caigeproject.org.au), metodologia usada por el grupo de trabajo de la Dra. Castro y
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colaboradores (Caridad et al. 2017; Castro et al. 2010, 2008,1999; Saldua, 2013; Saldua y
Castro, 2011; Tacaliti, 2017; Tocho et al. 2013), la cual se usara en el presente proyecto.
En los ultimos afios se han incorporado al mercado nuevas variedades de avena, con
distintas caraceristicas y usos, por ello resulta de interes evaluar el comportamiento
sanitario frente al ataque de los pulgones, y al mismo tiempo, generar conocimiento sobre
el uso de compuestos organicos para el control de estos insectos que apliquen a los
postulados de la Quimica Verde. El uso indiscriminado y el mal manejo de productos
fitosanitarios han tenido numerosas consecuencias negativas ambientales y con
incidencia peligrosa en la salud humana y animal, por lo que resulta imperante la
busqueda de alternativas sustentables.

La preparacion clasica en el laboratorio de cinamatos de alquilo suele emplear
considerables cantidades de reactivos toxicos, catalizadores no reciclables como el acido
sulfurico o solventes clorados como cloroformo o diclorometano. En el presente Proyecto
de Trabajo Final de carrera se propone la preparacién de cinamato de metilo y etilo
siguiendo los Principios de la Quimica Verde, entendida como la Quimica en post de la
eliminacion del uso o la generacion de sustancias nocivas para el medio ambiente y la
salud humana. Alternativas para ello son el uso de reacciones cataliticas y el uso de
solventes de bajo impacto ambiental. Para ello se emplean catalizadores soélidos acidos
de las familias de los heteropoliacidos de estructura Preyssler que se caracterizan por su
reusabilidad y que producen transformaciones de mayor selectividad (Ruiz, 2009). Por lo
tanto, se proponen realizar las primeras evaluaciones sobre el uso de estos compuestos
compuestos organicos como alternativas sustentables para control de afidos.

El Objetivo General es evaluar la capacidad de induccion de defensas en cultivares pre-

comerciales de avena para el pulgdn verde de los cereales mediante la aplicacion de dos
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precursores del acido salicilico (cinamato de metilo y etilo), sintetizados mediantes

procedimientos de bajo impacto ambiental.

Objetivos especificos:

1. Sintetizar mediante procedimientos de bajo impacto ambiental, cinamato de
metilo y etilo empleando un catalizador solido acido perteneciente a la familia de

los heteropoliacidos de estructura Preyssler.

2. Evaluar la capacidad de inducir antixenosis en cultivares de avena de distintos

precursores del acido salicilico.

3. Evaluar la capacidad de inducir tolerancia en cultivares de avena de distintos

precursores del acido salicilico.

MATERIALES

- Cria y mantenimiento de las poblaciones del afido S. graminum. Se multiplicaron

bajo condiciones controladas de temperatura 22° C (x 1 °C) y fotoperiodo (12:12 luz:
oscuridad), en el insectario perteneciente al curso de Genética, FCAyF-UNLP en la ciudad
de La Plata. Los insectos fueron criados en macetas de plasticos en una mezcla de trigo
comercial, todos los insectos nacieron de una sola hembra adulta aptera de forma
partenogenética.

- Material vegetal. Se utilizaron 16 cultivares de avena aportados por el grupo de trabajo

perteneciente a la Dra. A. M. Castro, originados en el Grupo de Mejora de la Chacra
Experimental Integrada de Barrow en Tres Arroyos.

- Compuestos. Se utilizaron dos compuestos organicos: cinamato de metilo (R1) y etilo

(R2) preparados en la catedra de Quimica Organica FCAyF-UNLP supervisados por el Dr.
15



Gustavo Romanelli. Se utilizdé una solucién de 1x10° M de R1 y R2, las concentraciones
de R1 y R2 fueron elegidas en base a los protocolos de trabajo desarrollados por el grupo
de investigacion dirigido por la Dra. Castro, A.M. donde una solucién de 1x107° % &cido
salicilico (AS) fue probada satisfactoriamente para inducir respuesta de defensa a

pulgones en trigo y cebada (Castro et al. 2008; Tocho, 2010; 2012a).

Preparacion de cinamato de metilo y etilo

La preparacion de ambos compuestos (R1) y etilo (R2) se realiz6 mediante la reaccion
entre acido cindamico y metanol o etanol anhidros a reflujo (65 °C para metanol y 78 °C
para etanol) en ausencia de solvente empleando cantidades cataliticas de un
heteropoliacido de estructura Preyssler (1 mmol % por milimol de sustrato), segun el
protocolo realizado en la catedra de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias

Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de La Plata (Fig. N° 7).

0,
©/\)kOH AP 1 %, MeOH o EtOH, 4 ml ©/\)kOR
Reflujo 65 0 78 °C

Figura N2 7. Preparacion de cinamato de metilo y etilo.

Para la Sintesis de cinamato de metilo, siguieron los protocolos descritos en Haug y col.

(2019):
16



A continuacién, se detallan los procedimientos experimentales de preparacion: para la
sintesis de cinamato de metilo, se colocaron en un recipiente de reaccion (Tubo de acero
inoxidable cellado) 1 milimol de acido transcinamico y 4 ml de metanol, junto a 1 mmol %
de AP, en un bano de vaselina calentado a 110°C, con agitacién. El avance de la reaccién
se observo realizando una cromatografia en capa delgada cada una hora, usando tolueno
como solvente de desarrollo. No se observaron cambios en la composicién de la mezcla
luego de 16 horas de reaccion. El cinamato de metilo se extrajo con 2 ml de tolueno y se
lavé con porciones de solucion de NaHCO; al 10 % p/V (3 x 2 ml), y luego con agua
destilada (2 x 2 ml). La fase organica se sec6 con Na,SO, anhidro. La solucion en tolueno
con el cinamato de metilo se diluyd con 3 ml de éter de petrdleo, y se resolvid mediante
cromatografia en columna utilizando como solvente una mezcla 1:1 de éter de petroleo y
tolueno. El solvente de las fracciones reunidas se evapord en vacio, hasta que el residuo
de la evaporacion alcanzé peso constante. El compuesto fue obtenido con un rendimiento
del 49 % (selectividad 100 %) libre de productos secundarios.

En tanto, para la sintesis de cinamato de etilo, se siguié el mismo protocolo descripto
anteriormente por Haug y col. (2019), estando la diferencia en el rendimiento, con un 66

%.
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Evaluacion de antixenosis o no preferencia

> Metodologia

El analisis de antixenosis o no-preferencia de los 16 cultivares de avena se realizo
mediante la prueba de libre seleccion de hospedero, la variable evaluada fue el nimero
de afido adulto/planta (N° af/pta), método adaptado por Castro et al. 1999, utilizados por
Tocho et al. (2012 a; b), Saldua (2013), Tacaliti (2017). Inicialmente se germinaron 20
semillas de cada variedad de avena en caja de Petri y una vez emergidas las plantulas, se
eligieron 10, las cuales fueron trasplantadas a viales de plastico usando como sustrato
vermiculita (ver Fig. 7). Se formaron 30 circulos en total, cada uno con una sola plantula
de cada uno de los 16 cultivares, en el estado de segunda hoja expandida segun escala
Zadok Z: 1.2 (Satorre et al. 2004), se emple6 un disefio complemente aleatorizado (DCA)
donde la ubicacion de cada plantula en su circulo fue sorteada al azar. Los tratamientos
evaluados fueron:

1) T: las plantas testigos se asperjaron con Tween20 y agua, hubo 10 repeticiones,
equivalente a 10 circulos.

2) R1: plantas asperjadas con solucién de 1x10° M de R1 hasta chorreo, hubo 10
repeticiones, equivalente a 10 circulos

2) R2: plantas asperjadas con solucién de 1x10° M de R2 hasta chorreo, hubo 10
repeticiones, equivalente a 10 circulos

Pasadas 24 h luego del asperjado de los tratamientos T, R1 y R2, en el centro de cada
circulo se colocod 7-8 hembras apteras adultas de S. graminum por cada variedad de
avena (total de 120 insectos aproximadamente por cada circulo). Los insectos se

alimentaron durante 24 h mas, pasado este tiempo, se realizoé el conteo del numero de
18



afidos por planta (af/pta) (ver Fig. 8). Los datos se analizaron mediante andlisis de
varianza (ANOVA) usando el programa STATISTICA 7.1 y las medias de los distintos

cultivares se compararon usando el test de Tukey. Para un mejor ajuste de la normalidad,

los datos fueron transformados con la formula del Log (X+1).

Figura N2 8. a) Plantulas en viales, b) recuento del nimero de éafidos.

> Resultados

Se encontraron diferencias significativas solamente entre el testigo y los tratamientos (ver

Tabla de N°1 y N° 2).

Tabla N21. Analisis de la variacion en el nimero de afidos por planta en los 16 cultivares de avena bajo
los tratamientos Ty R1.

SS g.l MS F P
Cultivares 1,5124 15 0,1008 1,278 0,215134
Tratamiento 8,0292 1 8,0292 101,751 0,000000
Cultivares*Tratamiento 1,8771 15 0,1251 1,586 0,076668
Error 22,7262 288 0,0789
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Tabla N22. Andlisis de la variacion en el nimero de afidos por planta en los 16 cultivares de avena bajo
los tratamientos: Ty R2.

SS g.l MS F P
Cultivares 1,3298 15 0,0887 1,501 0,103744
Tratamiento 10,9871 1 10,9871 185,979 0,000000
Cultivares*Tratamiento 1,4619 15 0,0975 1,650 0,060647
Error 17,0142 288 0,0591

Dos cultivares de avena N° 9 y el N° 13 vieron mejorada significativamente su antixenosis
con la aspersion del R1, los restantes cultivares no modificaron tal condicion con este
tratamiento (ver grafico N° 1). En tanto que, los cultivares N° 1, 3, 4, 6, 9 y 12
caracterizados por su condicion de ser preferidos por el insecto cambiaron tal condicion a
No preferidos cuando fueron asperjados con R2, disminuyendo asi, el numero de insectos

por planta (ver Grafico N° 2).
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Grafico N2 1. Valores promedios del nimero de afidos por planta de 16 cultivares de avena, bajo

los tratamientos Ty R1. El grafico se presenta con los datos sin transformar.
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Grafico N2 2. Valores promedios del nimero de afidos por planta de 16 cultivares de avena, bajo

los tratamientos Ty R2. El grafico se presenta con los datos sin transformar.
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Evaluacion de la Tolerancia

> Metodologia

Las semillas de los 15 cultivares fueron germinadas con el mismo procedimiento
explicado en el ensayo de antixenosis, el cultivar N° 9 se perdid por problemas
metodoldgicos. Se usé el método tradicional empleado por Castro et al. 1999, Tocho et al.
(2012 a; b), Saldua (2013), Tacaliti (2017). Se realizaron cuatro tratamientos en bandejas
separadas en simultaneo (ver Fig. 8):

1. Tratamiento testigo (T1): plantas fueron asperjadas solo con Tween20.

2. Tratamiento con pulgones (T2): Al estado de segunda hoja expandida, se infesté con 7
hembras apteras adultas por planta, periédicamente se registré el numero de insectos
presentes en cada planta para mantener su nimero constante.

3. Tratamiento con R1 y pulgones (T3): con el fin de evaluar el nivel de tolerancia
inducida, en el estado de segunda hoja expandida se procedié a la aplicacién de R1
mediante aspersion hasta chorreo. Pasado 24 h, cada planta fue infestada con 7 hembras
apteras adultas.

4. Tratamiento con R2 y pulgones (T4): con el fin de evaluar el nivel de tolerancia
inducida, en el estado de segunda hoja expandida se procedié a la aplicacion de R2
mediante aspersion hasta chorreo. Pasado 24 h cada planta fue infestada con 7 hembras
apteras adultas.

Mediante observacién directa se determiné el 50 % de dafio del area foliar fotosintetizante
(50% DAFF) de cada cultivar después de ser infestadas con pulgones (DPI), dependiendo
de cada material, se fue suspendiendo el ensayo. Algunas variedades alcanzaron el 50%

DAFF a los 5 dias (5 DPI), otro grupo de variedades alcanzaron tal condicién luego de 6
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dias (6 DPI), mientras que las restantes en 7 dias (7 DPI). A medida que se iban
suspendiendo las observaciones, las plantas de todos los tratamientos correspondientes
(T, P, R1+P y R2+P) fueron cosechadas y se evaluaron cuatro variables en distintos
tiempos finales (T2):

Contenido de clorofila (SPAD): medido en unidades SPAD mediante el uso de un
medidor portatil de clorofila (SPAD 505, Minolta Co. Ltd.). Los valores de SPAD
correspondieron a un promedio de dos mediciones realizadas entre el apice y la base en
la segunda hoja expandida. La medicidn fue realizada para los genotipos de avena: N° 1,
2, 4,10, 15 y 16 fue a los 5 DPI. Para los genotipos N° 5, 11 y 13 el T2 fue a 6 DPI.
Mientras que para los genotipos N° 3, 6, 7, 8, 12y 14 fue a 7 DPI.

1.  Altura de la planta (Al) se midié desde la base hasta el extremo de la hoja mas
extensa. Para este parametro, se determiné el indice de Incremento diario de altura (lA)
con una medicién en un tiempo inicial (t1) y la otra en un tiempo final (t2), de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

(IA)= A Final- A Inicial/ t2-t1

La medicién inicial en T1 fue realizada minutos antes de aplicar los tratamientos. La
medicion final en T2 fue realizada a los 5 DPI para los genotipos de avena: N° 1, 2, 4, 10,
15 y 16. Para los genotipos N° 5, 11 y 13 el T2 fue a 6 DPI. Mientras que para los
genotipos N° 3, 6, 7, 8, 12 y 14 fue a los 7 DPI.

2. El peso seco de la parte aérea de las plantas (PSA) se determindé usando una
balanza de precision (Mettler Toledo, sensibilidad 1 mg), expresado en gramos (g), luego
de haber colocado cada una de las plantas en sobres individuales de papel y mantenido
los materiales en estufa a 70° C hasta peso constante. Para este parametro, se determino
el indice de Incremento diario de peso seco aéreo (IPSA) con medicién en tiempo
inicial (t1) y tiempo final (t2), de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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(IPSA)= PSA Final — PSA Inicial/ t2-t1

La medicion inicial en T1 fue realizada minutos antes de la infestacion con los afidos. La
medicion final en T2 fue realizada de acuerdo a lo explicado previamente.

Se utilizé6 un DCA donde la ubicacion de los cultivares en la bandeja fue al azar, hubo 4
repeticiones (constituidas por plantulas individuales de similar estructura morfoldgica) para
cada una de las variables medidas en los 15 cultivares, los datos se analizaron mediante
analisis de varianza (ANOVA) usando el programa Statistica 7.1 y las medias de los

distintos cultivares se compararan usando el test de Tukey.

Figura N2 9. Detalle de las bandejas con los distintos genotipos de avena
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> Resultados

1. Contenido de clorofila (SPAD)
Se encontraron diferencias altamente significativas entre los cultivares, tratamientos y en
la interaccion cultivares x tratamientos (ver Tabla N°3 y Anexo N°1)

Tabla N23. Analisis de la variacion del contenido de clorofila medido en unidades SPAD en 15 cultivares
de avena (CV) bajo los tratamientos T1, T2, T3 y T4.

SS gl MS F p
Cv 78,999 14 5,643 38,45 0,00
Tratamiento 88,996 3 29,665 202,14 0,00
Cv*Tratamiento 40,785 42 0,971 6,62 0,00
Error 26,417 180 0,147

Los cultivares 3, 7 y 8 no tuvieron diferencias significativas entre los tratamientos. El
tratamiento T1 de los cultivares 2, 4, 5, 10 y 16 presenté un contenido de clorofila
significativamente mayor en relacion a T2, T3 y T4. El tratamiento T1 en los cultivares 1y
11, presentaron un contenido de clorofila significativamente mayor a T3 y T4. El
tratamiento T1 de los cultivares 5 y 12, presentaron un contenido de clorofila
significativamente mayor en relacion a T2 y T3. Los testigos de los cultivares 13 y 15,
presentaron un contenido de clorofila significativamente mayor solo a T3. El tratamiento
testigo del cultivar 6 fue el Unico que presentd un contenido de clorofila significativamente
mayor en relacion solo a T4. Finalmente, el testigo del cultivar 14 mostré un contenido de
clorofila significativamente mayor en relacion a T2 y T4.

(Ver el Grafico N° 3 y Anexo N°1).
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Grafico N2 3. Valores promedios de la variacién del contenido de clorofila medido en unidades
SPAD en los 15 cultivares de avena, bajo los tratamientos T1, T2, T3 y T4. Cultivares de 1 al 16
respresentados por numeros romanos. (*) Indican diferencias significativas entre los tratamientos
segun el test de Tukey (alfa = 0,05; P> 0,05).

Unidades Spad

2. indice de incremento diario de altura (IA)

Se encontraron diferencias altamente significativas entre los cultivares, tratamientos y la
interaccion cultivares x tratamientos (ver Tabla N°4)

Los cultivares 1, 2, 3, 6, 7, 8,12, 13, 14, 15 y 16 no tuvieron diferencias significativas en el
indice de incremento diario de altura entre T1 y los restantes tratamientos. Ningun cultivar
aumento el IA con R1 y R2. Solo cuatro cultivares mostraron una disminucién significativa
del IA de los demas tratamientos en relacion a sus testigos (T1). En los cultivares 5, 10 y
11 el tratamiento T1 present6 un indice de Al significativamente mayor en relacién a T2,
T3 y T4. En el cultivar 4 el IA del T1 fue significativamente mayor a T4. (Ver el Gréafico N°

4 y Anexo N°2).
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Tabla N2 4. Anlisis de la variacién del indice de Incremento diario de altura (IA) en 15 cultivares de
avena (CV) bajo los tratamientos T1, T2, T3 y T4.

SS g.l MS F p
cVv 17,3437 14 1,2388 7174 0,000000
Tratamientos 2,2075 3 0,7358 4,261 0,006178
CV*Tratamientos 39,6098 42 0,9431 5,461 0,000000
Error 31,0838 180 0,1727
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Grafico N2 4. Valores promedios del indice de Incremento diario de altura (IA) en los 15 cultivares
de avena, bajo los tratamientos T1, T2, T3 y T4. Cultivares de 1 al 16 respresentados por numeros
romanos, falta el cultivar N2 9. (*) Indican diferencias significativas entre los tratamientos segun el
test de Tukey (alfa = 0,05; P> 0,05).

3. Incremento diario de peso seco aéreo (IPSA)

Se encontraron diferencias altamente significativas entre los cultivares, tratamientos y la
interaccion cultivares x tratamientos (ver Tabla de N°5).

Es interesante remarcar que ningun cultivar mostré diferencias significativas entre su T1
con sus propios T2, T3 y T4, es decir, que no perdieron la tolerancia bajo infestacion con

afidos ni con la aspersion de R1y R2, segun este indice.
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(ver Anexo N°3).

Tabla N2 5. Andlisis de la variacién del indice de Incremento diario de peso seco aéreo (IPSA) en 15
cultivares de avena (CV) bajo los tratamientos T1, T2, T3 y T4.

ss gl MS F p
cv 0,000035 14 0,000003 1,9413  0,024851
Tratamiento 0,000011 3 0,000004 2,8707  0,037819
CV*Tratamiento  0,000084 42 0,000002 1,5425  0,027926
Error 0,000233 180  0,000001
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Discusion

Dado que es la primera vez que se usan estos compuestos en bioensayos con cereales y
afidos, los resultados observados en el cambio del nivel de antixenosis y en la tolerancia
en todos los materiales estudiados resultan de interés, sin embargo es preciso continuar
con los estudios y evaluar la capacidad de los compuestos i) como posible compuestos
anti alimentario, ii) capacidad de modificar el ciclo de vida de los insectos, y también iii) la
posibilidad de brindarle a las plantas sobreponerse al dafio ocasionado por la
alimentacion de los afidos.

Si bien estos compuestos organicos nunca fueron usados para controlar la infestacion con
afidos, recientemente Haug y colaboradores (2019) evaluaron la actividad in vitro del
cinamato de metilo frente a Gloeophyllum sepiarium (Wulf.: Fr.) P. Karst, un hongo
causante de pudricion parda, estos autores encontraron que “este compuesto ejercié un
efecto antifungico, retrasando el crecimiento miceliar y su velocidad, a partir de una
concentracion de 2.000 ppm, aunque ello fue dependiente de la temperatura de
incubacion” y también comentaron que son necesarios otros estudios para confirmar su
potencial antifungico en madera.

Existen numerosos estudios realizados sobre los mecanismos de defensas inducibles por
AS, AJ, etileno (Et), y su participacion en las respuestas defensivas de las plantas (Anfoka
2000; Foyer et al. 2015, Gorlach et al. 1996; Koornneef and Pieterse, 2008; Mithofer y
Boland 2012; Sahar Gholi-Tolouie et al. 2018; Santner et al. 2009). Autores como He-He
Cao y colaboradores (2014) han demostrado que aspersiones exdégenas con MeJA (metil
jasmonato) y AS en plantulas de trigo var. Xinong 979, disuadieron el comportamiento

alimentario del afido Sitobion avenae (Fab.).
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Si bien las concentraciones de AS usadas por los autores antes mencionados son
distintas, las concentraciones para R1 y R2, precursores del AS usados en el presente
trabajo estan en consonancia con aquellas usadas en el AS por el grupo de la Dra. Castro
(Castro et al. 2008; Caridad et al. 2017; Tocho 2010; 2012; Vicente el al. 2015), las cuales
reportaron la activacion de genes de defensa usando fitohormonas en cereales y en
tomate. Por ejemplo, se encontré que cultivares comerciales de trigo asperjados con AS
también indujeron antixenosis contra el pulgéon negro Sipha maydis en trigo (Saldua
2013), de igual manera, Suazo Castro (2019) encontré antixenosis inducida contra la
mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum) en el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum)

elicitadas con AS, entre otras fitohormonas.

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos podemos concluir que algunas variedades presentan una
respuesta diferencial a la alimentacion del &fido, sugiriéndose que algunos de los
materiales presentaron el mecanismo de antixenosis inducida por los reactivos,
principalmente R2, sin embargo, se sugiere continuar con las investigaciones en
laboratorio y en condiciones naturales, con el fin de determinar la induccién de defensas y
proponer una alternativa al control quimico del afido.

Por otro lado, los resultados encontrados en el ensayo de tolerancia constituyen un aporte
interesante sobre el comportamiento sanitario de cultivares de avena. Los resultados del
contenido de clorofila mostraron que tres cultivares no presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos, mientras que en el resto el tratamiento testigo fue

significativamente mayor a T2, a T3 o a T4, dependiendo de la variedad. Esta situacién
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podria indicar que estos materiales pierden la tolerancia constitutiva bajo la aspersién con
los reactivos R1y R2.

Segun el indice IA, once cultivares no presentaron diferencias significativas en IA del T1y
los restantes tratamientos. Ningun cultivar mejoré el 1A con la aspersién de R1 y R2. Solo
cuatro cultivares mostraron una disminucion significativa de este indice en relacion al
testigo. En cuanto a IPSA, ningun cultivar tuvo diferencias significativas entre su
tratamiento T1 con relacién a sus propios T2, T3 y T4, por lo que se sugiere que esos
cultivares no perdieron la tolerancia bajo infestacion con el afido ni con el asperjado con

R1y R2.
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ANEXO 1

- Test de tukey de la variable contenido de clorofila medido en unidades SPAD para los 15
cultivares de avena entre todos los tratamientos. Letras iguales indican que no existen diferencias

significativas entre tratamientos T1, T2, T3 y T4 (alpha = 0,05; P> 0,005).

Cv Tratamiento | Spad/dt
Mean
11 3| 2,091667 a
5 3| 2,420833 ab
10 3| 2,440000 abc
3 4| 2,682143 abcd
13 3| 2,720833 abcde
14 2| 2,725000 abcde
16 3| 2,755000 abcde
11 4| 2,762917 abcde
14 4| 2,767857 abcde
6 4| 2,785714 abcde
3 2| 2,832143 abcdef
8 4 2,885714 abcdefg
3 3| 3,000000 abcdefgh
14 3| 3,025000 abcdefghi
5 2| 3,070833 abcdefghi
7 3| 3,075000 abcdefghi
6 3 3,135714 abcdefghij
7 4| 3,225000 bcdefghijk
12 2| 3,296429 bcdefghijkl
12 3| 3,332143 bcdefghijkl
8 3| 3,364286| bcdefghijklll
8 2| 3,425000 | bcdefghijkllim
7 2| 3,539286 | cdefghijkllimn
4 2| 3,575000| defghijllmni
2 3| 3,605000| defghijlllmnfi
7 1 3,628571 | defghijllimnfio
11 2| 3,633333 | defghijllimnfio
1 3| 3,635000 | defghijllimniio
3 1 3,657143 | defghijllimnfo
13 2| 3,687500 | defghijllimnfio
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RN
w

3,695833

defghijlllmniio

4
15 3 3,700000 | defghijllimnfo
12 4| 3,707143 | defghijllimnfo
5 4| 3,787500 | efghijkllimnfio
16 2 3,905000 | fghijklllmnfiop
14 1 3,950000 | ghijklimnfiop
16 4 3,955000 | ghijkllimnfiop
8 1 4,064286 | hijkllimniopq
6 1 4,089286 | hijkllimniopq
6 2| 4,089286 | hijkllmnfopq
1 4| 4,110000| ijkllimnfopq
13 1 4,191667 | jkllimnfAopq
4 3| 4,225000| jklimnAopq
2 2| 4,250000 klllmnfiopq
4 4| 4,330000 llimnfAopq
10 2 4,465000 limnfiopqgr
11 1 4,491667 mniopqr
15 4 4,540000 niopqr
12 1 4,553571 niopqr
5 1 4,608333 niopqr
2 4 4,645000 Aopqrs
1 2| 4,710000 opgrst
10 4 4,950000 parstu
15 2| 5,080000 grstuv
16 1 5,485000 rstuv
15 1 5,550000 rstuv
4 1 5,735000 stuv
1 1 5,760000 tuv
2 1 5,945000 uv
10 1 6,100000 v
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ANEXO 2

Test de tukey de la variable indice de incremento diario de altura (IA) para los 15 cultivares de

avena entre todos los tratamientos T1, T2, T3 y T4. Letras iguales indican que no existen

diferencias significativas entre tratamientos (alpha = 0,05; P> 0,005).

CV Tratamientos 1A
10 2| -0,055000 a
4 3| -0,015000 ab
12 1 0,085357 abc
10 3| 0,165000 abcd
10 4| 0,240000 abcde
7 3| 0,242500 abcde
5 3| 0,250000 abcde
1 3| 0,325000 abcdef
1 1 0,379500 abcdefg
16 1 0,435000| abcdefgh
12 2 0,485357 abcdefgh
6 2 0,535714 abcdefgh
15 4| 0,545000| abcdefgh
11 3 0,554167 abcdefgh
1 4| 0,580000| abcdefgh
5 4 0,587500 abcdefgh
11 4 0,612500| abcdefghi
16 3| 0,625000| abcdefghij
15 3| 0,680000| abcdefghij
7 1 0,685357 | abcdefghij
13 3 0,700000| abcdefghij
1 2| 0,745000 | abcdefghijk
6 4| 0,767857 | abcdefghijkl
3 4| 0,789286 | abcdefghijkl
12 3| 0,799643 | abcdefghijkl
6 1 0,807143 | abcdefghijkl
16 4| 0,835000 | abcdefghijkl
4 2 0,865000 | abcdefghijkl
3 1 0,903571 | abcdefghijkl
14 2| 0,935357 | abcdefghijkl
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0,971071 | abcdefghijkl

0,990000 | abcdefghijkl

1,028214 | abcdefghijkl

1,055000 | abcdefghijkl

1,066667 | abcdefghijkl

1,067857 | abcdefghijkl

1,085000 | abcdefghijkl

1,117500 | abcdefghijkl

1,121071 | abcdefghijkl

1,145000 | bcdefghijkl

1,196071 cdefghijkl

1,199643 cdefghijkl

1,213929 | cdefghijkl

1,271071|  cdefghijkl

1,290000 |  defghijkl

1,303214 defghijkl

1,354167|  defghijkl

1,375000 efghijkl

1,381786 efghijkl

1,395000 efghijkl

SN FSCR I O I NG IV (U [ N Y N IS VY VG [YSU [ O (R NG OGS I O IYOU NG I NG O I OO G R I OB I OB I O B N Y O PN

—_

2 1,455000 fghijkl

10 1,520000 fghijkl
5 1,566667 ghijkl
4 1,595000 hijkl
6 1,628571 hijkl
5 1,787500 jkl
2 1,805000 jkl

11 1,812500 jik
3 1,939286 kI
1

1,962500 I




ANEXO 3

Test de tukey de la variable Incremento diario de peso seco aéreo (IPSA) para los 15 cultivares de
avena entre todos los tratamientos T1, T2, T3 y T4. Letras iguales indican que no existen

diferencias significativas entre tratamientos (alpha = 0,05; P> 0,005).

CVv Tratamiento IPSA
12 2| -0,000357 A
10 4| -0,000350 A
12 1| -0,000321 A
8 1| -0,000286 A
4 3| -0,000150 Ab
16 3| -0,000100 Ab
8 3| -0,000071 Ab
5 3| -0,000042 Ab
8 4| 0,000000 Ab
16 2 0,000000 Ab
12 3| 0,000000 Ab
5 4| 0,000042 Ab
6 2 0,000071 Ab
3 4| 0,000143 Ab
2 2 0,000150 Ab
11 4| 0,000167 Ab
1 3| 0,000200 Ab
13 3| 0,000250 Ab
7 2 0,000286 Ab
7 3| 0,000286 Ab
16 4| 0,000300 Ab
10 3| 0,000400 Ab
10 2 0,000450 Ab
7 1 0,000464 Ab
14 2 0,000536 Ab
13 2 0,000542 Ab
6 4| 0,000571 Ab
3 1 0,000571 Ab
1 4| 0,000600 Ab
2 3| 0,000650 Ab
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13 4| 0,000667 Ab
14 4| 0,000679 Ab
15 4| 0,000750 Ab
12 4| 0,000786 Ab
4 2| 0,000800 Ab
11 2| 0,000833 Ab
3 2| 0,000857 Ab
14 1 0,000893 ab
4 4| 0,000900 ab
15 3| 0,000900 ab
6 1 0,000929 ab
8 2| 0,000964 ab
16 1 0,001000 ab
5 2| 0,001000 ab
14 3| 0,001143 ab
7 4| 0,001179 ab
13 1 0,001292 ab
1 1 0,001300 ab
1 2| 0,001350 ab
6 3| 0,001393 ab
4 1 0,001500 ab
15 1 0,001550 ab
11 1 0,001667 ab
2 4| 0,001700 ab
2 1 0,001900 ab
5 1 0,002000 ab
3 3| 0,002000 ab
10 1 0,002150 ab
15 2| 0,002400 ab
11 3| 0,003125 b
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