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RESUMEN

El pulgdn ruso del trigo (PRT), Diuraphis noxia (Kurdjumov) es una de las plagas mas
dafiinas que atacan al cultivo de trigo y cebada, provocando pérdidas considerables en la
produccion. Este afido ha evolucionado en numerosos biotipos existiendo al menos tres
en Argentina, con caracteristicas diferenciales a los de otras latitudes. Si bien se han
identificado genes de resistencia biotipo-especificos, dentro del manejo integrado de
plagas es critico evaluar las fuentes de resistencia y los materiales noveles con las
poblaciones locales de las plagas. Por esa razon, el objetivo de la presente tesis ha sido
estudiar el efecto antibiotico de lineas recombinantes (LR) experimentales de trigo (7.
aestivum) sobre los parametros biologicos del PRT (periodo prereproductivo —d-,
reproductivo -PR-, Md, fertilidad total -FT-, supervivencia -LNG- y Tasa intrinseca de
incremento poblacional - r,. Se evaluaron 113 LR y ambos padres (Opata y Sintético
6X) sobre los que se registrd el ciclo y reproduccion del biotipo 5 del PRT. Todos los
parametros estudiados en los afidos presentaron diferencias significativas entre los
genotipos usados. Se identificaron tres lineas antibidticas que alargaron el periodo
prereproductivo (d), la linea mas antibidtica incremento6 el periodo d en un 40% con
relacion a la media poblacional. En el parametro Md se encontraron cuatro lineas que
condicionaron una disminucion del 77%. El periodo reproductivo (PRP) resulto
significativamente menor en las mismas LR, que en este caso indujeron una reduccion
del 78% del PRP en relacion a la media de la poblacion. La fertilidad total (FT) fue
significativamente reducida en los afidos criados en las LR mas antibidticas, con niveles
89% menores a los de la media de la poblacion. La duracion del ciclo de vida fue
reducida en un 54% en los afidos criados en las LR mas antibioticas. La Tasa intrinseca
de incremento poblacional (r,) presentd valores minimos en los afidos criados en las
LR mas antibidticas, que representaron una disminucion del 67% en relacion a la media
de la poblacion. Se identificaron tres LR con un significativo efecto antibidtico que
alter6 el ciclo bioldgico del PRT, estas lineas podran utilizarse como fuente de genes de

antibiosis en la obtencion de nuevos cultivares resistentes.



ABSTRACT

The Russian wheat aphid (PRT) Diuraphis noxia (Kurdjumov ) is one of the most
harmful pests of wheat and barley, causing considerable losses in the production. This
aphid has evolved numerous biotypes, at least three of them exist in Argentina, showing
different characteristics to those ones from other latitudes. Although, biotype-specific
resistance genes have been identified, within the integrated pest management it is
critical to evaluate the novel sources of resistance with local populations of pests. For
that reason, the aim of the current thesis was to study the antibiotic effect of
experimental recombinant inbred lines (LR) of wheat (7. aestivum) on biological
parameters of the PRT (immature period- d-, reproductive stage- PRP-, Md, fertility —
TF-, survival- LNG - and intrinsic rate of population increase- r,,). The life span and
reproduction of PRT biotype 5 have been assessed on 113 LR and both parents (Opata
and Synthetic 6X). Every aphid parameter studied showed significant differences
between genotypes. Three antibiotic lines lengthened the d period have been identified,
the most antibiotic LR increased by 40 % d period compared to the average determined.
The Md was diminished by 77% in four LR. The reproductive period (PRP) was
significantly lower in the same LR, which in this case induced a 78% reduction of PR in
relation to the average of the population. The FT was significantly reduced in aphids
reared in the most antibiotic LR, with 89 % lower level compared to the population
average. The Long was reduced by 54 % in aphids reared in the most antibiotic LR. The
r» had minimal values in aphids reared on the most antibiotic LRs’, representing a
decrease of 67 % compared to the population average. Three LR were identified with
significant antibiotic effect that altered PRT life cycle, these lines can be used as a

source of antibiosis genes for breeding resistance in new cultivars.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION



1. El cultivo de trigo
1.1. Importancia en la produccion agricola

El trigo (Triticum aestivum L.) es uno de los principales cultivos de cereales producidos,
consumidos y comercializados mundialmente. Proporciona mas del 20% de las calorias
y es un alimento basico en el 35% de la poblacion global (Kiplagat, 2005; Ricci et al.,
2012); no obstante el ingreso al mercado internacional difiere del hemisferio en que se
cultiva. Se puede observar en la Fig. 1, la fecha de siembra y cosecha de los principales

productores del mercado (Barberis, 2014).
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Figura 1. Estructura de siembra y cosecha del trigo alrededor del mundo. Obtenido de

Barberis, 2014.

A nivel mundial la produccién del cereal ha mostrado una tendencia levemente
creciente desde los afos ‘90, aunque no tan importante como el incremento que se
produjo en el cultivo de soja. Las cosechas en algunos paises han disminuido debido a
la menor area sembrada y a las condiciones climaticas adversas que acompaifiaron el
desarrollo de los cultivos. En la campafia 2012/13 la produccion de trigo fue de
alrededor de 655 millones de toneladas (Barberis, 2014), mientras en la campana
2013/14 la produccion fue de 716 millones de toneladas y en la campana 2014/ 15 se
incremento6 a 726 millones de toneladas (USDA, 2015).



La Republica Argentina es uno de los mayores centros de produccion de granos del
mundo. En ese marco, el trigo juega un rol central participando de numerosos sistemas
de producciéon junto al cultivo de soja en rotacion; dicho cereal lidera la actividad
agricola mas extendida del pais, destacandose por su importancia en la rotacion, ya que
el mismo se hace imprescindible para recuperar nutrientes del suelo y asegurar su
potencialidad (Calzolari et al., 2008). De las 36,8 millones de hectareas sembradas con
cereales y oleaginosas en Argentina, en la campaifia 2014/15 el trigo ocupo6 el 14% (5,2
millones de hectareas), con una produccion de 13,9 millones de toneladas y un

rendimiento de 2,8 Kg/ha (SIIA, 2014).

En Argentina el trigo se introdujo en el Rio de la Plata con la llegada de Sebastian
Gaboto en 1527. La primera siembra del cultivo se realizo en el fuerte Sancti Spiritu, al
margen del rio Carcarafia, en la provincia de Santa Fe. La siembra se repitio los dos
afios siguientes, pero finalmente el fuerte fue abandonado, no asi, la siembra del trigo
que continud (aunque en escasas proporciones) por tres siglos alrededor de las aldeas y
en parcelas muy limitadas. El trigo fue, por lo tanto, el cultivo pionero de la

colonizacidn agricola de la region pampeana (Miralles & Gonzélez, 2010).

Como puede observarse en la Tabla 1, en la produccion y superficie sembrada de trigo
por provincias, Buenos Aires es la principal productora con 2 millones de hectareas y
6,4 millones de toneladas; le sigue Cordoba, con 1 millon de hectareas y 3 millones de
toneladas y Santa Fe con 925 mil hectareas y una produccion de 2,5 millones de

toneladas (SIIA, 2014).

Tabla 1. Produccién y superficie sembrada de trigo por provincias, campafia 2014/15.

Fuente: Sistema Integrado de Informacién Agropecuaria (SIIA), 2014.

Campaia Superficie Produccion | Rendimiento
2014/15 sembrada (ha) |(tn) (kg/ha)
Buenos Aires |2.187.415 6.468.158 |3.091
Cordoba 1.141.000 3.027.430 |2.698

Santa Fe 925.000 2.519.010 [2.777

La Pampa 330.000 794.665 2.568

Entre Rios 318.000 830.205 2.646
Santiago Del | 150.000 113.080 1.324

Estero




Chaco 90.020 70.650 1.087
Tucuman 63.190 53.430 1.595
Salta 30.125 17.880 1.651
Catamarca 15.000 14.180 1.891
San Luis 8.450 16.660 2.044
Jujuy 2.835 4.730 2.426

1.2. Factores que afectan al rendimiento del cultivo de trigo

Entre los principales problemas agricolas que afectan al trigo, se encuentran factores
ambientales como la temperatura (baja o alta), la radiacion solar, condiciones del suelo;
también estan los factores de manejo como las fallas en la implantacion del cultivo, la
preparacion del suelo, la genética y viabilidad de las semillas, entre otros. Entre los
factores bioticos que afectan al rendimiento se destacan las enfermedades causadas por
hongos, virus y bacterias, asi como las plagas que se alimentan de las plantas
impidiendo su crecimiento, causando dafios severos en su fisiologia, pudiendo ocasionar

la muerte de la misma (Rawson & Macpherson, 2001).

Entre las plagas insectiles que afectan al cereal se encuentran los afidos (Hemiptera:
Aphididae), como “el pulgén de la espiga”, Sitobion avenae (Fab.); el “pulgén de la raiz
de los cereales” Rhopalosiphum rufiabdominalis (Sasaki); el “pulgdén de la avena”
Rhopalosiphum padi (Linnaeus); el “pulgdn del maiz” Rhopalosiphum maidis (Fitch); el
“pulgén amarillo” Metopolophium dirhodum (Walker); el “pulgébn verde de los
cereales” Schizaphis graminum (Rond.) y el “pulgdn ruso del trigo” Diuraphis noxia

(Kurdjumov) (Blackman & Eastop, 2000).
1.3. Importancia agricola de los afidos
1.3.1. Tipos de daiios de los afidos

Los afidos, debido a sus caracteristicas biologicas y al impacto econdémico que producen
en los cultivos, representan uno de los grupos de insectos mas importantes desde el
punto de vista agrondmico, constituyendo algunos de ellos serias plagas de las plantas

cultivadas (Delfino, 2005). El cultivo de trigo esta expuesto al ataque de diferentes



plagas desde la siembra a la cosecha, siendo los afidos uno de los principales problemas

en toda la region pampeana (Imwinkelried et al., 2009).

Los dafios que producen se pueden clasificar en directos e indirectos. Los primeros son
los ocasionados por la succion de savia y por la inyeccion de saliva. La succion de
savia, cuando es en grandes cantidades, puede dafiar muy seriamente a la planta y
disminuir su produccion. Por otra parte, los dafios mecanicos ocasionados por las
picaduras, pueden llegar a provocar el aborto de 6rganos o la caida temprana de flores y
de frutos. La inyeccion de saliva determina en las plantas una reaccion, que en muchos
casos es violenta, provocandose deformaciones o malformaciones las cuales generan
una disminucion de la produccion o de la calidad. Para que los dafos directos sean
realmente preocupantes, el nimero de pulgones por planta ha de ser relativamente
grande, de tal forma que las colonias de pulgones son facilmente observables (Nieto &

Seco, 1990).

Los dafios indirectos son aquéllos ocasionados por organismos que estdn en relacion
con los propios pulgones, o por los productos de éstos. En concreto las deyecciones
azucaradas y liquidas (melaza) de los pulgones pueden llegar a cubrir las partes de la
planta en las que la colonia se desarrolla, dificultando su transpiracion y la fotosintesis
porque dicha capa permite ademas el desarrollo de hongos (fumagina). Entre los dafios
indirectos mas importantes ocasionados por los afidos se encuentra la trasmision de
virus, la cual necesita para efectuarse de uno o muy pocos ejemplares, produciéndose

asi antes de la formacion de colonias conspicuamente visibles (Nieto & Seco, 1990).
1.3.2. Taxonomia de los afidos

Los afidos pertenecen a una de las familias mas diversas y de mayor distribucioén entre
los insectos, siendo descritas mas de 4700 especies, agrupadas en casi 600 géneros
(Remaudi¢re & Remaudiére, 1997). Se encuentran en el orden Hemiptera que se
subdivide en 4 subordenes: Heteroptera (chinches verdaderas), Auchenorrhynca
(chicharras, chicharritas), Sternorrhynca (pulgones, cochinillas, moscas blancas) y
Coleorrhynca. Dentro de Sternorrhynca, se ubican las Superfamilias Aphidoidea que
agrupa a los afidos, junto a Coccoidea (cochinillas), Aleyrodoidea (moscas blancas) y
Psylloidea (piojos saltadores). Las cuatro superfamilias estan ampliamente distribuidas
en el planeta, la mayor diversidad de Aleyrodoidea y Coccoidea se encuentra en zonas

calidas y la de Psylloidea y Aphidoidea en zonas templadas (Nieto Nafria & Mier



Durante, 1985; Sorensen et al., 1995;). Mas de 250 especies de la Aphidoidea (en las
familias Adelgidae, Phylloxeridae y Aphididae) se alimentan de los cultivos agricolas u
horticolas (Blackman & Eastop 2000; Miller, 2009). Stroyan (1984) divide a la Familia
Aphididae, en dos subfamilias Pterocommatinae y Aphidinae, y a esta ultima en dos
tribus: Aphidini y Macrosiphini, dentro de las cuales se encuentran los géneros y

especies de mayor importancia para los cultivos.
1.3.3. Ciclo bioldgico de los afidos

Los afidos muestran una amplia gama de ciclos de vida relativamente complicados.
Cada ciclo de vida se divide en un nimero de etapas diverso, cada etapa caracterizada
por uno o mas morfos especializados; cada uno de ellos tiene una funcion especifica que
es necesaria para la realizacion de cada etapa del ciclo de vida. Los ciclos de vida de los
afidos tipicos tienen morfologias que se especializan en la reproduccion, la dispersion, y
en la supervivencia a condiciones climaticas o nutricionales graves o menos favorables

(Williams & Dixon, 2007).

Hay dos tipos principales de ciclo de vida en base a la forma en que utilizan sus plantas
hospederas: huésped alterno (heteroica) y huésped no alterno (monoico o autoicos). El
huésped alterno se refiere a que los afidos viven en una especie de planta en invierno
(huésped primario), migran a una especie de planta no relacionada (huésped secundario)
en verano donde realizan sucesivos ciclos partenogenéticos, y migran nuevamente al
huésped primario en otofo para realizar el ciclo sexuado. Los huevos, como forma de
resistencia, se producen en el huésped primario luego que los machos y hembras
sexuadas (oviparas) se han apareado. A esta forma en la que los pulgones interrumpen
la partenogénesis con la reproduccion sexual se denomina holociclica. En la forma del
huésped no alterno se refiere a que los afidos permanecen ya sea en la misma especie
hospedera o migran entre especies estrechamente relacionadas en todo el afio; en otras
palabras, pueden realizar numerosos ciclos partenogenéticos y el unico ciclo sexuado en
el mismo grupo de especies de plantas hospederas. Algunas especies de afidos nunca
realizan el ciclo sexuado, por lo tanto nunca colocan huevos como forma de resistencia
invernal, son conocidas como anholociclicas. Algunas especies son holociclicas como
anholociclicas, pero rara vez ambos monoica y heteroica (Williams & Dixon, 2007). La
alternancia del huésped, es decir, el movimiento estacional entre plantas hospederas de

invierno y verano, se produce en un nimero limitado (c. 10%) de las especies de afidos.



El huésped de invierno es designado como el huésped 'principal' y el de verano como el

huésped 'secundario' (Mordwilko, 1934; Dixon, 1998).

Desde el punto de vista entomologico, los pulgones heteroicos suelen ser de mayor
importancia que las especies monoicas, debido a su ciclo de vida complejo. La forma de
huésped alterna estd muy extendida entre los grupos de afidos, siendo encontrado en
cuatro de los ocho subfamilias de Aphididae (Aphidinae, Anoeciinae, Hormaphidinae y
Eriosomatinae) (Shaposhnikov, 1981), lo que sugiere que este ciclo de vida de los

afidos ha evolucionado varias veces (Williams & Dixon, 2007).

La coexistencia de abundantes plantas que son adecuadas para la colonizacidon en
diferentes épocas del afio, y la capacidad de los afidos para producir una serie de
generaciones altamente reproductivas en rapida sucesion, se han traducido en afidos que

explotan la forma de huésped alterna como una forma de vida (Kundu & Dixon, 1995).

En la Fig. 2 se muestra un ciclo de vida generalizado de especies heterdicas para la
subfamilia Aphidinae. Por lo general, el apareamiento se produce en otofio en una
planta huésped principal, por lo general una especie lefiosa; los machos pueden ser
alados o épteros de acuerdo a las distintas especies, mientras que las oviparas son
siempre apteras. Los huevos son depositados y en ese estado pasan el invierno. En
primavera, al eclosionar suelen dar lugar a una secuencia altamente fecunda de hembras
apteras (sin alas) denominadas fundadoras o fundatrigenas cuya descendencia originada
por partenogénesis conforman los migrantes de primavera. Estas formas/hembras
migran al huésped secundario, por lo general una especie herbacea, donde se reproducen
por partenogénesis durante todo el verano. Después de varias generaciones
partenogenéticas, se producen machos alados y gynoparas, y éstos migran de vuelta al
huésped primario. Las fundatrices generalmente tienen mas oocitos (ovariolas) en sus
gbonadas (Dixon, 1975; Wellings et al., 1980), lo que les permite alcanzar mayores tasas
de reproduccion (Wellings et al., 1980; Leather & Wellings, 1981), razon por la cual
también los cuerpos de las fundatrices son mas redondeados que los morfos

partenogenéticos, y pueden ser muchas veces mas grandes (Hille Ris Lambers, 1966).



Huésped
Primario

(hembras sin alas)
—
Migrantes de

Primavera

Generaciones partenogenéticas
(hembras aladas/sin alas)

Verano Primewr
Figura 2: Ciclo de vida generalizado del pulgon en la forma de un huésped alterno

(heteroica). Modificado de Williams y Dixon (2007).

Durante el verano en el huésped secundario, se desarrollan varias generaciones
partenogenéticas. Es esta fase del ciclo de vida que generalmente causa dafio a los
cultivos. Dentro de estas generaciones, frecuentemente hay polimorfismo que es
inducida ya sea por factores ambientales o por control genético directo, este ultimo

dependiendo de la generacion (Kundu & Dixon, 1995).

De acuerdo a la forma de huésped no alterna, algunos afidos monoicos s6lo viven en los
arboles y es poco probable que se constituyan en plagas. Muchas de las especies
monoicas que ahora viven solo en plantas herbaceas han evolucionado a partir de
especies heteroicas que ya no utilizan su huésped primario. En la Fig. 3 se muestra el
ciclo de vida monoico. Los morfos que generalmente estan involucrados en el ciclo de

vida monoico son los mismos a los descriptos en el ciclo de vida heteroico.



(principalmente sin alas,

Generaciones partenogenéticasj
algunos migrantes alados)

Verano Primavera

Figura 3: Ciclo de vida generalizado del pulgén en la forma de un huésped no alterno

(monoico). Modificado de Williams y Dixon (2007).

Las generaciones de verano de las especies monoicas muestran caracteristicas similares
a las de las especies heteroicas, produciendo morfos sexuales en otofio que se aparean y
producen los huevos invernantes. Durante los sucesivos ciclos partenogenéticos se
originan morfos alados que colonizan hospederos que brinden mejor calidad de
alimento. De manera similar se originan individuos alados cuando la poblacion crece, el
efecto del contacto entre ellos (crowding) induce la aparicion de morfos alados, como

sefal que el hospedero disminuird la calidad como fuente de alimento (Ricci, 2012)

Entre las especies holociclicas tipicas se encuentra Myzus persicae (Sulz.) “pulgon
verde del duraznero”, una de las principales plagas de numerosos cultivos de hoja ancha
en el norte de Europa. El hospedero primario de M. persicae es el duraznero (Prunus
pérsica L.), que es poco comun en el Reino Unido. Como resultado, M. persicae
completa con poca frecuencia su ciclo de vida en el Reino Unido y pasa el invierno en

un gran namero de huéspedes secundarios en las etapas moviles (Williams et al., 2000).
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Aunque la mortalidad es considerable, sobreviven suficientes adultos al invierno para
colonizar cultivos en primavera en nimero suficiente, para que la especie se convierta

en una plaga importante (Harrington & Cheng, 1984).

Existen clones de especies de afidos que tienen ciclos de vida intermedios entre el
anholociclico y el holociclico. Estos clones producen so6lo oviparas o machos, pero no
ambos. Por ejemplo, algunos clones de M. persicae, S. avenae, y R. padi que pasan el
invierno en etapas maviles, producen machos, pero no oviparas, a esto se denomina
androciclico. Cuando producen solo hembras se denomina ginociclo (Blackman, 1974;

Simon et al., 1991; Helden & Dixon, 2002).
e Determinacion de morfos sexuales

Los morfos sexuados machos y oviparas, aparecen caracteristicamente en las regiones
templadas en otono. En el caso de los afidos heteroicos, sin embargo, los morfos alados
asexuales se producen en este momento en los huéspedes secundarios y vuelan de vuelta
al huésped principal, donde se producen o bien sélo oviparas o ambos, oviparas y
machos. Aquellos que producen solamente oviparas son llamados gynoparae y las que
producen ambos sexos (Pemphiginae, Hormaphidinae, y Anoeciinae) son llamados
sexuparae. Es decir, que aparecen en otofo y dan lugar a los morfos sexuales (Williams

& Dixon, 2007).

La reproduccion partenogenética a la produccion de morfos sexuales se determina por
un numero de factores ambientales y genéticos (intrinsecos) que son similares para
ambas especies heteroicas y monoicas. A mediados de 1800, se supo que, dadas las
condiciones adecuadas, los afidos pueden continuar indefinidamente su reproduccion
partenogenética. Esto llevd a la conclusion de que los factores ambientales estan

implicados en la produccion de morfos sexuales (Williams & Dixon, 2007).
e Determinacion de morfos alados asexuales

Hace tiempo se sabe que la determinacion de morfos alados se asocia con el
hacinamiento y el estado nutricional de las plantas. El significado adaptativo de esto es
clara, ya que en ninguna de estas condiciones, la produccién de morfos alados
presumiblemente aumenta las posibilidades de supervivencia de clones, ya que facilita

escapar de recursos pobres o agotados (Williams & Dixon, 2007).
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Sin embargo, no todas las especies de afidos responden de esta manera, o al menos no
tienen el mismo grado de sensibilidad a tales estimulos. Miiller et al. (2001) postularon
que esto podria ser debido a las especies no gregarias como M. persicae pueden ser
menos sensibles al estimulo de hacinamiento que las especies mas gregarias como A.
fabae y el pulgdn de los cereales; esto puede deberse a que, para las especies menos

gregarias, la respuesta al hacinamiento rara vez estd presente en la naturaleza.

Los afidos han tenido éxito debido a su alta fecundidad. La partenogénesis, viviparidad
y polimorfismo, conjuntamente, han hecho posible la superposicion de generaciones y
consecuentemente una tasa de reproduccién muy alta, y una division del trabajo entre
formas, unas concentradas en la reproduccién y otras en la dispersion. Por otra parte, ha
contribuido al éxito el desarrollo de los ciclos de vida complejos y de plantas
hospedadoras especializadas. Excepciones y variaciones son comunes, pero la
sexualidad “normal”, es decir con anfigonia y la oviparidad esta restringida a una tnica

generacion anual (Carver et al., 1991)
1.3.4. Alimentacion de los afidos

Los afidos tienen un modo particular de encontrar su planta hospedera y de alimentarse.
La llegada a un area con hospederos potenciales es un evento azaroso en el que la
influencia del viento es de primordial importancia. En el entorno inmediato de plantas
potencialmente hospederas, la orientacion visual y la olfativa jugarian un papel muy
importante (Niemeyer, 1992). Aunque son considerados como deficientes en su vuelo y
que s6lo pueden hacer avanzar a bajas velocidades de viento, pueden permanecer en el
aire durante muchas horas y por lo tanto puede ser transportados largas distancias por
las corrientes de aire. Esto ha sido ampliamente estudiado en el contexto aplicado con

trampas de succion (Wiktelius, 1984; Wiktelius et al., 1990).

Como solo el 5% de las especies de afidos pueden ser categorizados como polifagos y el
95% como monodfagos u oligdfagos, podria esperarse que la mayoria de las especies de
afidos sean, en cierta medida, dependientes de los estimulos especificos de la planta
huésped para distinguir entre buenas hospederas o no (Blackman & Eastop, 1984). Al
llegar a la planta, el comportamiento del pulgon se ve afectado por la morfologia y la
quimica de la planta, la cual combina cantidad y calidad del suministro de alimentos con
propiedades fisicas, tales como la proteccion de los enemigos naturales y de factores

climaticos. Los afidos a menudo muestran geotaxis positiva y fototaxis negativa
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después del aterrizaje, y prefieren asentarse en la superficie inferior de la hoja (Miiller,

1984).

Los afidos colonizan facilmente nuevos entornos, como los cultivos emergentes y
plantas anuales, y aumentan rapidamente su poblacion, lo que les predispone a
convertirse en plagas muy dificiles de controlar. Su capacidad de aumentar rapidamente
en abundancia también puede permitirles modificar el metabolismo de la planta para
mejorar la calidad del hospedero para ellos y para las generaciones posteriores (Prado &
Tjallingii, 1997). Es asi que en las plantas de trigo susceptibles, tanto la penetracion
intercelular como la penetracion intracelular del tejido del meséfilo por parte de los
afidos puede conducir a cambios dramaticos en la composicion del floema y mejorarlo
nutricionalmente haciéndolo rico en nutrientes minerales moviles, aminoacidos y
carbohidratos (Burd & Elliott, 1996; Telang et al., 1999). Tjallingii (1994) inform6 que
es comun que los afidos lleguen al floema en poco tiempo (alrededor de 15 minutos
para algunas interacciones afido-planta), pero un elemento criboso en particular no
puede ser inmediatamente aceptado para la ingestion continua, pueden ser muestreados
varios de éstos por un afido, es decir, hacen un ‘sondeo’ antes que uno sea aceptado.
Los primeros sondeos efectuados por un pulgon después de acceder a una planta suelen
ser cortos y han sido clasificados como “sondeos de prueba”. Pero aparte de su duracion
mas corta, estos sondeos no difieren de los mas largos. Es probable que algunos
productos quimicos de plantas sean muestreados y probados durante todos los sondeos,
asi que aparte de la insercion mecanica del estilete y la excrecion de saliva en las plantas

(Miles, 1999; Tjallingii, 2006), el sondeo implica ademas el monitoreo gustativo.

Los sensorios ubicados en las antenas ayudan al pulgén a localizar un huésped, y los
receptores que poseen en la probdscide escanean la superficie de las hojas para detectar
un vaso (Dixon, 1998). Los quimiorreceptores disueltos en la punta del labio como una
gota inicial de saliva, ayudan al reconocimiento del huésped (Wensler, 1977). Cuando la
planta es confirmada como un huésped adecuado, la penetracion del estilete comienza
con el sondeo, que ocurre principalmente en forma intracelular hasta que se encuentren
los tubos cribosos del floema, posteriormente ocurre la alimentacion (Pollard, 1973;
Tjallingii, 2006; Dinant et al., 2010). Los afidos extraen nutrientes de los tubos cribosos
que son los canales conductores de fotoasimilados de las plantas usando el estilete, y al
hacerlo debilitan la planta. En respuesta de defensa a la lesion ocasionada por la

alimentacion del insecto, las plantas previenen la pérdida de savia oclusionando los
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tubos. Un aspecto interesante de la alimentacion del afido es que aparentemente
inactivan la oclusion de los tubos cribosos (King & Zeevaart, 1974). La oclusién de
estos tubos es una funcion vital para las plantas. Independientemente de las especies y
de las familias de plantas, por lo general los tubos cribosos se ocluyen inmediatamente
en respuesta al mas leve dafio mecanico que se inicia por un aumento del calcio libre
(Knoblauch et al., 2001) o por un cambio en el estado redox (Leineweber et al., 2000).
Durante los pinchazos cortos de las cé€lulas, los estiletes perforan el protoplasto y,
posteriormente, mas probable que el tonoplasto, la membrana de la vacuola. Las
vacuolas forman los principales emplazamientos de almacenamiento de metabolitos
secundarios de las plantas (aleloquimicos potenciales) (Tjallingii & Hogen, 1993). La
mayoria de aleloquimicos se almacenan en los compartimentos de la célula en una
forma no téxica, como amidas o glucdsidos. En esta forma quimica, no son toxicos para
la planta o los organismos que atacan a las plantas, pero cuando se mezcla con las
enzimas que se producen en diferentes compartimentos, se convierten en toxinas

(Mathile, 1984).

Durante la penetracion del estilete, los afidos secretan dos tipos de saliva, una de las
cuales se gelifica casi inmediatamente después de salir de la punta del estilete y forma
una envoltura continua alrededor de éste. Este tipo de saliva se llama saliva gelificante,
y también sella el sitio de la puncion de la pared celular antes y durante la perforacion
de la membrana plasmatica (Tjallingii & Hogen, 1993), evitando el contacto del estilete
con el apoplasto de la célula de la planta, y el contenido de proteinas, fosfolipidos, y
carbohidratos conjugados. Por lo tanto, la saliva gelificante puede reducir la afluencia
de calcio extracelular en el lumen a través del sitio perforado (Will &van Bel, 2006). La
entrada de calcio en los tubos cribosos también puede ser provocada por cambios
drésticos en su turgencia (Ding & Pickard, 1993; Knoblauch et al., 2001). La saliva
gelificante sella el sitio de puncion y presumiblemente también reduce la pérdida de la
savia del floema a través de la herida y de esta manera disminuye la pérdida de presion

de turgencia (Will &van Bel, 2006).

El segundo tipo de saliva secretada por los afidos se llama saliva acuosa, a diferencia de
la primera saliva, no se gelifica (Miles, 1999). Esta saliva contiene una amplia variedad
de enzimas digestivas (es decir, pectinasa, celulasas, amilasas, proteasas, lipasas
alcalinas; y fosfatasas acidas, tripsina y peroxidasas (Miles, 1999; Mutti et al., 2008;
Cooper et al., 2011; Cui et al., 2012; Nicholson et al., 2012)). Cuando los afidos
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penetran los tubos con las puntas del estilete, comienzan la inyeccion de saliva acuosa, y
si la penetracion es exitosa, después de un periodo de secrecion, el afido entonces
comienza la ingestion de la savia. Cuando se alimentan de plantas resistentes, la
transicion de la salivacion a la ingestion a menudo no se produce (Prado & Tjallingii,
1994) o, si se produce la ingestion, el pulgén vuelve a la salivacion después de un breve
lapso de ingestion. La saliva acuosa impide la obstruccion en el interior del canal de

alimentacion capilar (Tjallingii, 2006; Will et al., 2007; 2009).

A pesar que los compuestos salivales secretados son ventajosos para el proceso de
alimentacion de afidos, los compuestos dentro la saliva sirven como inductores o
efectores que provocan inmunidad a partir del reconocimiento de los genes R
especificos de D. noxia, conocidos como genes Dn. Los estudios sobre el transcriptoma
del intestino (Smith et al., 2010) y la saliva del proteoma de biotipos de D. noxia con
diferentes niveles de virulencia han demostrado diferentes composiciones peptidicas,
pero la evidencia clara de inductores especificos ha permanecido elusiva (Van Zyl,
2007; Van Zyl & Botha, 2008; Cooper et al., 2011; Van Eck, 2011; Nicholson et al,,
2012).

1.4. El pulgon ruso del trigo (Diuraphis noxia)

1.4.1. Introduccion en Argentina

El pulgén ruso del trigo (PRT) es originario de las regiones palearticas de Europa
Oriental y Asia Central que rodean al Mar Negro, Mar Caspio, y la Cuenca del Cérpato
(Jones et al., 1989; Stary et al.,, 2003). El PRT fue reportado por Mordvilko y
Grossheim alrededor del afio 1900, en la region del Mar Mediterraneo y el sur de Rusia
(Jones et al., 1989; Elsidaig & Zwer, 1993). Zhang et al. (2014) mediante estudios
utilizando datos de cuatro genomas (nuclear y mitocondrial RWA, endosimbionte
genoémico y plasmido) determinaron que el PRT llegd al continente americano
introduciéndose primeramente en México proveniente de Sudafrica (Fig. 4). En
Sudamérica se detectd por primera vez en la zona central de Chile en 1987 (Zerené et
al., 1987), y en Argentina se lo registrd en el afo 1991 sobre plantas de centeno en
Malargiie, Provincia de Mendoza (Ortego & Delfino, 1992). En apenas un afio (1992) se
lo detecto en el sur de la Provincia de Buenos Aires desde donde se propagd hacia el

sudoeste de la misma y el este de La Pampa (Curvetto, 2003). En la actualidad, se
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encuentra en expansion, distribuido entre los 26° 50° LS a los 43° 28’ LS, en las
Provincias de Tucuman, Mendoza, San Luis, Coérdoba, La Pampa, Buenos Aires,

Neuquén y Chubut (Clua et al., 2004).

South Affes .
(1978) g

Figura 4: Rutas de las supuestas invasiones del pulgén ruso del trigo en todo el mundo.
El gris indica los paises donde se ha reportado el PRT, y el circulo indica el area de
distribucion natural. Los puntos negros indican los sitios de muestreo. El gris oscuro
muestra los paises de Medio Oriente, punto de origen de clones invasivos. Las flechas
continuas muestran las vias de invasién independientes procedentes desde Medio
Oriente hacia Africa, y las flechas discontinuas indican la posible area de distribucion
natural a Etiopia y Hungria. El afio de la primera deteccion se otorga a los paises

seleccionados. Fuente Zhang et al. (2014).
1.4.2. Morfologia

El PRT es un pulgén pequefio, mide aproximadamente 2 mm de longitud (entre 1,4 y
2,3 mm). Su cuerpo es alargado y convexo. El color es verde amarillento palido a verde
grisaceo y se encuentra cubierto por una fina capa de cera pulverulenta. Los corniculos
o sifones son muy diminutos (vestigiales) y las antenas son también muy cortas. En el

dorso del octavo segmento abdominal, presenta una prolongacion o proyeccion sobre la
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cauda (supracauda) que le da el aspecto de “doble cola” o de cola en forma de horquilla
cuando se lo observa de costado los alados poseen el abdomen verde pélido y miden de

1,5 a2 mm (Figs. 5, 6, 7, 8, 9) (Dughetti, 2012).

Diuraphis noxia (Mardvilka) Pulgtn ruso dal trige

Figura 5: Pulgén ruso del trigo (D. noxia), hembras épteras, vista lateral y dorsal,
mostrando las antenas cortas, la cauda, el proceso supracaudal (tubérculo espinal) y los
sifones tronco conicos vestigales. Fuente Don Wysocki, Pacific Northwest Conservation
Tillage Handbook. Oregon State University. Washington State University & University
of Idaho. Tomado de Dughetti, 2012.

Figura 6: Pulgén ruso del trigo (D. noxia), hembra éptera vivipara, preparado
microscopico donde se observa la cauda y supracauda. Fuente Rebecca Graham

Department of Agriculture Western Australia. Tomado de Dughetti, 2012.
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Figura 7: Hembra aptera vivipara de D. noxia. Detalle del aparato bucal picador-suctor
y de los tubérculos frontales, preparado microscépico. Fuente Rebecca Graham

Department of Agriculture Western Australia. Tomado de Dughetti, 2012.

Figura 8: Hembra éptera vivipara, vista posterior. Detalle de la cauda, el tubérculo
espinal y los sifones vestigiales, preparado microscopico. Fuente Rebecca Graham

Department of Agriculture Western Australia. Tomado de Dughetti, 2012.

Figura 9: Pulgdn ruso del trigo (D. noxia), hembra aptera vivipara, ultimo antenito,
preparado microscopico. Fuente Rebecca Graham Department of Agriculture Western

Australia. Tomado de Dughetti, 2012.
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1.4.3. Caracteristicas reproductivas del PRT

El éxito en la invasion del PRT probablemente ha sido influenciado por la presencia de
plantas hospederas compatibles en todo el mundo, su alto grado de plasticidad
fenotipica, por ser una especie monoica y por su capacidad en el crecimiento rapido de

la poblacién debido a la reproduccion partenogenética (Clua et al., 2004).

En Argentina, el PRT presenta como estrategia reproductiva la partenogénesis
facultativa, a través de la cual a partir de un clon proveniente de una Unica hembra
adulta, se originan en distintas proporciones, hembras partenogenéticas y sexuadas.
Dicha variabilidad intraclonal se observaron en las seis poblaciones estudiadas y le
permite a D. noxia liberar variabilidad genética, que le otorga al 4fido una gran
capacidad de adaptacion a distintos ambientes, y a generar biotipos capaces de dafiar
cereales mejorados con diferentes genes de resistencia. La coexistencia de més de un
biotipo en las poblaciones Argentinas del PRT, a pesar de no existir una presion de
seleccion por la siembra de grandes extensiones con un unico gen de resistencia, indica
que D. noxia es un afido que se encuentra en una permanente evolucion como producto

de su variabilidad genética (Ricci, 2012)

Estudios realizados por Ricci et al., 2011, determinaron que mediante la reproduccion
sexual, el PRT puede ser capaz de adaptarse a las nuevas condiciones ambientales y dar
lugar a nuevos biotipos mas agresivos, que pueden superar las variedades resistentes
actuales de trigo. La plasticidad fenotipica puede haber habilitado al PRT para adaptarse
a los diferentes entornos y huéspedes en Argentina. Es posible que el proceso de
seleccion ejercido por el ambiente condicione la apariciéon de morfos sexuados y el
momento de la reproduccion sexual. Esto le permite al PRT sincronizar su ciclo de vida
con la disponibilidad de las plantas hospedantes potenciales en una amplia gama de
localidades que experimentan muy diferentes condiciones ambientales. Estudios
realizados por Ricci (2012) pudieron confirmar que la produccion de formas sexuadas y
la presencia de huevos se inicia en abril y se extiende hasta octubre, con lo cual la
induccion de la aparicion de morfos sexuados en D. noxia se produce tanto en condicion
de dias cortos como largos, no actuando la temperatura como un disparador de este
mecanismo. Esto estaria indicando que la presencia de huevos constituye un mecanismo

de liberacion de variabilidad genética que le permite adaptarse a distintos ambientes —
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donde los hospederos son parte fundamental - y no una forma de resistencia invernal a

las bajas temperaturas como en otros afidos.
1.4.4. Daiios ocasionados por el PRT

El pulgdén ruso puede atacar al cultivo de trigo durante todo el ciclo. Las colonias se
ubican en la parte superior de las plantas, principalmente desde fin del macollaje hasta
la precosecha. El potencial de dafio de este pulgdn es mayor en primaveras secas. La
extraccion del liquido floematico provoca un enrollamiento longitudinal en las hojas y
la inyeccion de toxinas con la saliva producen un estriado de color purpura con
temperaturas bajas o estriado blanco con temperaturas templadas (Figs. 10, 11, 12).
Infestaciones de esta especie en estado de hoja bandera provocan la produccion de
espigas vanas o malformadas (Fig. 13), y en casos extremos evitan su emergencia. El
umbral de dafio economico es de 10% de plantas atacadas desde la emergencia del
cultivo hasta los 21 dias posteriores, 20% de plantas atacadas en macollaje y 5 a 10 %
en encanazon. (Imwinkelried et al., 2009). Se ha estimado que esta plaga puede causar
una pérdida entre 35% y 60% en el rendimiento del cultivo después de que se haya
producido la infestacion, lo que resulta en grandes pérdidas econdémicas (Nkongolo et

al., 1991; Kindler et al., 1993).

Este afido prefiere las hojas jovenes, pero en la medida que la poblacion aumenta es
posible observarlo en los tallos y las espigas. En fuertes infestaciones, las plantas
atacadas disminuyen el crecimiento, se enanizan y algunas veces se vuelcan. Asimismo,
las espigas en formacion se retuercen y no emergen correctamente. Algunas veces,
suelen encontrarse grandes colonias resguardadas dentro de la hoja, matando la espiga,
mientras que el resto de la cafia estd verde. Su observacion se hace dificil debido al
habito de esconderse en las hojas enrolladas de la planta. Por esa razon, se deben buscar
las colonias de afidos en la base de las hojas, en las laminas de las hojas enrolladas y en
los ejes dentro de la vaina de la hoja bandera que acompaiia la espiga; no olvidando los
sintomas de estriado. Posteriormente al estado de grano pastoso este pulgén no produce
mas dano. Este pulgébn aumenta su poblacion en primaveras secas. En trigo, el ataque
comienza a manifestarse a partir de septiembre, llegando a etapa de mayor ataque desde
el inicio hasta la plena espigazoén (de principios a mediados de noviembre) (Dughetti,

2012).
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Figura 10: Pulgén ruso del trigo (D. noxia), colonia de afidos (adultos y ninfas),
enrollamiento longitudinal en la hoja. Fuente Kansas State University - USA Research

and Extension. Tomado de Dughetti, 2012.

Figura 11: Dafio provocado por D. noxia en una hoja de trigo, mostrando el listado

longitudinal blanco. Fuente CIMMYT. Tomado de Dughetti, 2012.

Figura 12: Dafo provocado por D. noxia en plantas de trigo, mostrando el listado

longitudinal blanco y parpura producto de sus toxinas. Fuente Dughetti, 2012.
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Figura 13: Dafio provocado por D. noxia en la espiga de trigo. Fuente Ecogen, Kansas

State University. Tomado de Dughetti, 2012.
1.5. Interaccion planta-insecto

Los registros paleontologicos demuestran que las interacciones insecto-planta se
establecieron ya entre los primeros habitantes terrestres, sufriendo transformaciones
adaptativas que derivaron en muchos casos en evolucion conjunta. Estas relaciones se
establecieron por la necesidad de nutricion, refugio y reproduccion tanto de plantas
como de los insectos. Se estima que actualmente la mitad de las especies de insectos
presenta algin grado de dependencia con las plantas, siendo la alimentacion (herbivoria)
o procesos relacionados a ella, una de las principales relaciones conocidas, dado que los

vegetales representan una fuente segura y accesible de alimento (Horn et al., 2011)

El modo de alimentacién de los insectos herbivoros es una caracteristica de gran
importancia en la interaccidon con la planta, ya que tiene relacién con su percepcion y
por lo tanto con las respuestas que generaran. Se considera que los insectos
fitosuccivoros generan un dafio menor en los tejidos vegetales, en comparacion con los
insectos masticadores, por ello se ha propuesto que los mecanismos de defensa de las
plantas seran diferentes en cada caso (Bonaventure, 2012). En cada una de estas
interacciones tanto el insecto como la planta, reciben y envian sefiales quimicas que
determinan el éxito de la interaccion. Por un lado, los quimiorreceptores en las piezas
bucales, antenas y tarsos del insecto, miden la disponibilidad de la planta como una
fuente de alimento. Por otra parte, las células de la planta reconocen y responden al
movimiento del insecto y las heridas producidas durante la alimentacion y los
compuestos en las secreciones orales del insecto. En contraste al ataque de

microorganismos patogenos, el ataque de los herbivoros produce heridas, por lo que el
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reconocimiento del ataque de los mismos implica modificaciones en la respuesta a las

heridas (Baldwin et al., 2001).

La interaccion planta-herbivoro ha generado la mayor diversidad de la vida terrestre, y
también sugiere que, debido a esta interaccion, los insectos se adaptaron a vivir de las
plantas y las plantas a vivir con los insectos, éste proceso es conocido como coevolucion
(Zavala, 2010). Este proceso es una carrera de armamentos moleculares entre los afidos
y plantas, ambos organismos se basan en estrategias de adaptacion para competir con su
rival evolutivo para su propio beneficio (Botha, 2013), las plantas aumentan sus
defensas contra insectos herbivoros y los insectos aumentan su tolerancia a las defensas
de las plantas. El entendimiento detallado del funcionamiento del sistema inmunologico
de las plantas frente al ataque de insectos abre nuevas perspectivas para la proteccion y
el mejoramiento genético de los cultivos (Zavala, 2010). Se ha observado en plantas
resistentes la emision de volatiles que atraen enemigos naturales (EN) de sus plagas, por
medio de los cuales pueden mejorar la eficiencia de forrajeo de los EN, o proporcionar
refugios menos espaciosos para la presa (Starks et al., 1972; Kareiva & Sahakian, 1990;
Eigenbrode et al., 1999). El uso de plantas resistentes puede optimizar o reducir la

capacidad de los enemigos naturales para controlar plagas de insectos.

En el inicio de las interacciones de afidos en plantas, los resultados de alimentacion del
pulgdén da lugar a la activacion alterada de peroxidasas, quitinasas intercelulares, y -
1,3-glucanasas involucradas en la liberacion de oligosacaridos de la pared celular de
plantas (Smith & Boyko, 2007). Especies reactivas de oxigeno y elicitores que
responden a la alimentacion del pulgon, también puede regular positivamente la
actividad de estas enzimas. Genes de peroxidasa, glutation transferasa, catalasa, nitrato
reductasa y quinona oxidorreductasa se regulan en plantas infestadas por afidos
(Martinez de Ilarduya et al., 2004; Zhu-Salzman et al., 2004; Divol et al., 2005; Boyko
et al, 2006; Park et al., 2006; Couldridge et al., 2007; Smith et al, 2010). Las
interacciones entre los pulgones y sus plantas hospederas provocan la activacion tanto
de las vias de respuesta de defensa que implican acido jasmoénico (JA), acido salicilico
(SA), etileno (ET), acido abscisico (ABA), y el acido giberélico (GA) (Smith y Boyko,
2007), como la de genes controlados por cada una de estas hormonas vegetales (De Vos

et al., 2005).
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1.6. Mecanismos de resistencia

Dentro del contexto del Manejo Integrado de Plagas, el desarrollo de cultivares
portadores de distintos mecanismos de resistencia, es considerada una practica
recomendable, tanto desde el punto de vista ecologico como econdmico (Webster &
Kenkel, 1999). Las preocupaciones ambientales vinculadas con el uso de insecticidas
han llevado al desarrollo de variedades resistentes a los afidos (Panda & Khush, 1995;
Smith, 2005). Para ello es necesario evaluar los mecanismos de resistencia genética de
las plantas huéspedes dado que, tanto la supervivencia como las estrategias
reproductivas de los pulgones, varian segin la planta hospedera donde se alimenten

(Mei-Hwa Kuo et al., 2006).
Los tres mecanismos de resistencia genética sefialados por Kogan (1975) son:

1) Antibiosis: incluye todos los efectos adversos ejercidos por la planta en la
biologia del insecto, por ejemplo en la sobrevivencia, desarrollo y reproduccion.

2) No preferencia o antixenosis: es la respuesta del insecto a las plantas, que
carecen de las caracteristicas necesarias para servir de hospederos, resultando en
reacciones negativas o rechazo por parte del insecto durante la busqueda de
alimento o refugio.

3) Tolerancia: incluye todas las respuestas de la planta resultantes en la habilidad
para resistir la infestacion y soportar las poblaciones del insecto que podrian
dafiar severamente plantas susceptibles, o reparar el dafio causado y crecer para
producir una adecuada produccion a niveles poblacionales del insecto capaces de

danar plantas mas susceptibles.

Los dafios de los afidos causados en los tejidos, por la permanencia prolongada de las
piezas bucales de éstos en las células vegetales, provocan varias respuestas de las
plantas durante la alimentacion (Walling, 2000). Es probable que todas las plantas
muestren acumulacion constitutiva o inducida de metabolitos secundarios toxicos como
parte de sus defensas contra la herbivoria. Los metabolitos secundarios de las plantas,
cuando actiian como factores defensivos, pueden ser en principio manipulados por los
fitomejoradores para generar plantas con barreras quimicas contra la colonizacion de
insectos. Estas barreras naturales representarian alternativas ecoldogicamente inofensivas

y econdmicas al uso de pesticidas sintéticos. Este enfoque depende de que la
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participacion del metabolito secundario en cuestion sea demostrada, que la interaccion
insecto-planta sea comprendida a nivel molecular y que exista germoplasma adecuado
para incorporar o aumentar, en variedades agrondmicamente aceptables, los niveles del
metabolito en cuestion. Ademas, si el problema del fitomejoramiento se enfoca desde el
punto de vista de la bioingenieria, se deben conocer los genes involucrados en la
acumulacion (biosintesis vs. degradacion) de las alomonas especificas y la fisiologia
génica asociada (Niemeyer, 1992). Entre los mecanismos de resistencia, se ha
encontrado que el estado nutricional de las plantas huéspedes, especialmente el
equilibrio de aminodacidos, es un factor importante (Febvay et al., 1988; Mollema &

Cole, 1996; Cole, 1997).

Los estudios sobre los mecanismos de resistencia genética como la antibiosis son muy
importantes para explicar la relacion entre el insecto y su planta huésped (Painter, 1951;
Baker et al., 1992). La resistencia del huésped puede ser causada como resultado de una
serie de interacciones entre insectos y plantas que influyen en la seleccion de plantas
como hospederos y en los efectos de las plantas sobre la supervivencia de insectos y su
multiplicacion. El término antibiosis se utiliza en su sentido habitual como la tendencia
a evitar, herir o destruir vida (insectos). Painter (1941) propuso que esos efectos
adversos sobre la historia de vida de los insectos, resultan cuando el insecto utiliza una
variedad resistente de planta huésped o especies para la comida. Cuando el insecto se
alimenta de una planta resistente se producen los siguientes efectos metabolicos

fisiologicos adversos de caracter temporal o permanente:

- Muerte de ninfas o larvas, debido a que tasa de infestacion en las plantas
resistentes y susceptibles varia de cero a alta, respectivamente.

- Disminucién en el tamafio y peso de las larvas, retraso del periodo larval
exponiendo larvas jovenes a los depredadores, reduccion de la fecundidad o la
emergencia de adultos de corta vida, el establecimiento de un limite en el tiempo
disponible para los insectos hembra para aparearse y oviponer.

- La continuidad de las reservas de alimentos pobres en nutrientes que afectan a la
capacidad de supervivencia de hibernacién o incluso su adaptacion organica a
periodos de calor.

- Mortalidad justo antes de la etapa adulta, lo que puede resultar en la reduccion

de la poblacién de insectos.
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- Inquietud frecuente y otros comportamientos peculiares.

Varias combinaciones de estos efectos resultan de la alimentacion en diferentes
variedades resistentes. Cuatro posibles explicaciones fisiologicas fueron propuestas por

Painter (1951):

- Los efectos nocivos de los productos quimicos especificos, incluyendo toxinas;

- Nutrientes presentes, pero por alguna razéon no estdn disponibles para la
alimentacion del insecto;

- La falta de nutrientes especificos en algunas partes de las plantas consumidas; y

- La presencia de materiales tan repelentes que los insectos no se alimentan de las

plantas y practicamente mueren de hambre.

Investigaciones realizadas han descrito varios casos de antibiosis. Uno de ellos en el
maiz, los residuos de éter-insoluble de concentrados acuosos contenian inhibidores del
barrenador del maiz denominado factor de resistencia B (RFB) por Loomis et al. (1957).
Walter (1957) inform¢ la existencia de un factor letal del estigma de algunas lineas de
maiz resistentes a larvas del gusano de la espiga del maiz (Helicoverpa zea (Bod.),
Lepidoptera: Noctuidae). Este factor fue confirmado por Knapp et al. (1967) en un
experimento utilizando polvo liofilizado del estigma de lineas resistentes conocidos
como un medio para la cria de las larvas de H. zea. Los extractos de las hojas de las
variedades de maiz resistentes tenian sustancias disuasorias que tienden a mitigar la
alimentacion de las larvas del taladro del maiz (Ostrinia nubilalis Hbn, Lepidoptera:
Crambidae). Estos componentes fueron identificados como éteres solubles llamados
RFA que contenian dos compuestos distintos, uno 6-methoxybenzoxazolinone (6-
MBOA) y el otro 2, 4-dihidroxi-7-metoxi 1, 4-benzoxazina-3-1 (DIMBOA). Klun &
Brindley (1966) demostraron que la 6-MBOA no era un constituyente del tejido de maiz
y el DIMBOA-glucésido era el precursor de 6-MBOA en el maiz. Mas tarde Klun et al.,
(1967) observaron que cuando el DIMBOA fue aislado de las plantulas de maiz y usado
en una dieta artificial para el taladro del maiz, dio como resultado la inhibicion del

desarrollo de las larvas y una mortalidad del 25%.

Los glucosidos cianogenéticos, mas que metabolitos secundarios, como en un principio
se creia, son considerados metabolitos intermediarios en la biosintesis de algunos
aminodcidos. Han sido muy estudiados, observandose que derivan de aminoacidos. Uno

de ellos la lotaustralina encontrada en los tejidos de Phaseolus vulgaris, la cual en alta
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concentracion inhibe la alimentacion de la vaquita del poroto (Epilachna varivestis
Muls., Coleoptera: Coccinellidae), lo que sugiere que las variedades de soja que
contienen altos niveles de glucdsidos podrian ser resistentes al coccinélido (Nayar &

Fraenke, 1963).

Un aspecto de la antibiosis esta relacionado con el factor de movimiento o inquietud del
insecto en la planta (Cartier, 1963). En plantas de alfalfa resistentes, los individuos del
“pulgon moteado de la alfalfa” (Therioaphis maculata Buck., Hemiptera: Aphididae) se
observaron “inquietos” por una a cuatro horas y finalmente murieron o abandonaron la
planta, con una produccion de melaza escasa o nula; sin embargo, en las plantas
susceptibles la melaza fue producida abundantemente. La mortalidad de los afidos sobre
las plantas de alta resistencia es causada por inanicion o desecacion, resultado del
rechazo a ingerir una cantidad suficiente de savia de la planta (McMurtry& Stanford,
1960). El pulgén verde de los cereales (Schizaphis graminum Rond., Hemiptera:
Aphididae) se movido mas en variedades resistentes que en variedades susceptibles de
cuatro especies de cereales. El aumento de la movilidad podria reducir la alimentacion y
por lo tanto reducir el dafio, asi como causar efectos adversos sobre la fecundidad de los
afidos (Starks & Burton, 1977). Estudios realizados por Tocho et al., 2012 sobre plantas
de cebada, pudieron determinar diferentes grados de resistencia a S. graminum en varias
lineas recombinantes dihaploides (LRD). Algunas LRD resultaron tolerantes mostrando
una mayor tasa de crecimiento y contenido de clorofila que sus testigos. A su vez,
dichas lineas presentaron un efecto antibidtico con cierto nivel de antixenosis bajo la
infestacion, ésto estaria indicando la presencia de més de una categoria de resistencia en
las lineas, que las hacen portadoras de defensas sustentables mas beneficiosas para el

medio ambiente que aquellas con s6lo un mecanismo de las categorias de resistencia.

Por otro lado, se han descripto las caracteristicas antibioticas a los afidos de los Acidos
hidroxamicos (Hx) en los cereales, los principales Hx encontrados fueron DIBOA (2,4-
dihydroxy-1,4-benzoxazin-3-1) 'y DIMBOA  (2,4-dihydroxy-7-methoxy-1, 4-
benzoxazin-3-1) (Niemeyer, 1988). El trigo posee ambos compuestos aunque los
niveles de DIMBOA son mucho mas altos. Givovich & Niemeyer (1996) describieron
efectos negativos de DIMBOA en las plantas de trigo sobre D. noxia. Con respecto a
DIBOA, su toxicidad y disuasion de la alimentacion en dietas artificiales contra el
pulgoén verde de los cereales S. graminum fue similar a la del DIMBOA (Zuiiga et al.,

1988). Ademas, fue demostrado que a pesar de la ausencia de DIBOA en cultivos de
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cebada, se produce en especies silvestres de Hordeum L. y su concentracion se
correlaciona negativamente con la fecundidad del pulgén de la avena Rhopalosiphum

padi L. (Hemiptera: Aphididae) (Barria et al., 1992).

Estudios realizados por Ricci (2012) en lineas recombinantes dihaploides de trigo y
cebada, registraron la presencia de genotipos que produjeron un efecto antibidtico
afectando los parametros biologicos y poblacionales en D. noxia. Las LRD de trigo y
cebada, en las que el afido alargé el periodo pre-reproductivo, condicionaron, al mismo

tiempo, una menor longevidad y fecundidad.

En la actualidad existen disponibles un total de 13 genes de resistencia al PRT (Fazel-
Najafabadi et al., 2015) que se han denominado Dn y varios QTLs (Quantitative Trait
Loci) (Castro et al., 2004). La resistencia genética en trigo fue reportada por primera vez
en el afio1989 por Du Toit en dos lineas de trigo duro (Du Toit, 1988; Formusoh et al.,
1994; Nkongolo et al., 1989; Quick, 1989; Quick et al., 1991; Smith et al., 1991;
Webster etal., 1988; Zemetra et al., 1990). A partir de ese momento la resistencia a
dicho 4fido fue identificada en varias lineas de trigo y especies relacionadas. Como
ejemplos de ello, Du Toit (1989) encontrd que la resistencia al PRT en dos lineas de
trigo estaba dada por genes simples dominantes: Dnl, posteriormente localizado en el
cromosoma 7D (Schroeder-Teeter et al., 1994) y Dn2 localizado en el mismo
cromosoma (Ma et al., 1998). En Triticum tauschii, Nkongolo et al., (1991) reportaron
un gen recesivo de resistencia a dicho afido, dn3 y en la linea PI372129 un gen
dominante, Dn4, localizado en el cromosoma 1DL (Ma et al., 1998). Otros dos genes de
resistencia dominantes, Dn5 (Saidi, 1994) y Dn6 (Saidi et al., 1996), fueron ubicados en
plantas monosoémicas de trigo en el cromosoma 7D (Du Toit & Van Niekerk. 1985). El
gen Dn7 es un gen derivado de centeno que fue transferido del cromosoma 1RS a la
translocacion 1RS/1BL de trigo (Marais et al., 1994). Dn8 y Dn9 son genes que se co-
expresan junto a DnJ en la linea P1294994 (Liu et al., 2001). Los genes Dnx y Dny ain
no estan nominados. El primero de ellos se ubica en el cromosoma 7D de trigo y del
segundo se desconoce su localizacion. Recientemente se han identificado dos genes mas
de resistencia en la linea experimental CI2401, Dn2414 y Dn626580, ubicados también
en el brazo corto del cromosoma 7D (Fazel-Najafabadi et al., 2015). Varios de estos
genes pueden piramidalizarse con el propdsito de otorgar resistencia a multiples
biotipos, de los cuales al menos tres (Biotipo 1, 2*, 5%) estdn en Argentina (Ricci et al.,

2012). El uso de cultivares resistentes a D. noxia puede reducir el impacto de esta plaga
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en la produccion de trigo y al mismo tiempo reducir los riesgos ambientales y los costos

de control (Tolmay et al., 1999).

Es necesario destacar que la interaccion del ambiente con el afido origina poblaciones
del PRT que son caracteristicas de cada region. Por tal motivo, los cultivares mejorados
en otros paises, que utilizan la resistencia genética como estrategia de manejo del afido,
pueden comportarse como susceptibles ante las poblaciones argentinas. Si bien, algunas
de la lineas novel desarrolladas por el CIMMYT podrian ser incorporadas en planes de
mejora del cultivo de trigo en Argentina, los cultivares deberian ser desarrollados en

nuestras condiciones de cultivo y con las poblaciones nativas de D. noxia (Ricci, 2012).

Por lo expuesto, surge la importancia de conocer el nivel de la antibiosis al PRT en
lineas recombinantes experimentales de trigo que podrian servir como nuevas fuentes de

resistencia.
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2.  OBJETIVOS, HIPOTESIS Y PREDICCIONES

2.1. OBJETIVOS

Evaluar el efecto de lineas recombinantes isogénicas experimentales de trigo (7.
aestivum) sobre los parametros bioldgicos de Diuraphis noxia (estado pre-adulto,

reproductivo, fertilidad total y supervivencia).

2.2. HIPOTESIS
La presencia de genes de resistencia por antibiosis en algunas lineas recombinantes

Isogénicas causa efectos adversos en la biologia del pulgon ruso.

2.3. PREDICCIONES (RESULTADOS ESPERADOS)

Las distintas lineas recombinantes (LR) de trigo provocan diferencias en el crecimiento
poblacional del pulgoén ruso criado sobre éstas.

Las diferentes lineas recombinantes (LR) de trigo afectan en forma desigual los

parametros bioldgicos del pulgén ruso del trigo.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Caracteristicas de las lineas recombinantes usadas en la investigacion.

Para la realizacion del estudio de la antibiosis, se utilizaron 113 lineas recombinantes
(LR) experimentales de trigo, portadoras de genes de resistencia en los cromosomas
IDS y 7DS y los progenitores de éstas, pertenecientes a la Catedra de Genética de la

Facultad de Cs Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de La Plata.

3.2. Padres empleados en la investigacion.

Los progenitores (Opata (P2) empleado como madre fue fecundado con el trigo
Sintético 6X (P1), trigo de reciente sintesis-obtenido de la cruza entre Triticum
diccocoides, 2n=28 genomas AABB, y Tritucum tauschii, 2n=14 genoma DD) se
emplearon como testigos para poder determinar si el comportamiento de las LR es de
resistencia o de susceptibilidad, dado que ambos padres presentan comportamiento

contrastante frente a otros afidos.

3.3. Descripcion del ensayo.

Los ensayos se realizaron bajo condiciones controladas de temperatura (22°C) y luz
(14:10 luz: oscuridad). Las semillas de las lineas de trigo se pre-germinaron en placas
de Petri y posteriormente fueron sembradas en macetas de plastico, utilizando como
sustrato tierra de uso comercial para viveros. Se evalué un niamero variable de plantas
de cada linea recombinante y de ambos progenitores (repeticiones). Cuando las
plantulas alcanzaron el estado de segunda hoja expandida, Escala Zadok (Z 1.1)
(Satorre, 2003), se procedio a colocar una hembra adulta (proveniente de una cohorte),
aptera del PRT, criada y aislada sobre el mismo genotipo para evitar el efecto del
hospedero previo, cuya antibiosis se evalud. Las ninfas producidas por la misma hembra
en las siguientes 24 hs, se utilizaron para infestar las plantas del mismo genotipo,
retirandose la hembra adulta y empleando una ninfa por planta. Las ninfas de primer
estadio fueron observadas diariamente para registrar los distintos parametros bioldgicos
hasta la muerte de la misma. Cada plantula fue protegida por una cubierta de plastico

con laterales de ventilacion cubiertas con una malla de red fina (voyle) para evitar que el
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pulgoén se desplace a otra planta con distinto genotipo y/o sea afectado por enemigos

naturales.

3.4. Biotipo del afido usado para la investigacion.

Los insectos utilizados en éste trabajo de tesis derivaron de la multiplicaciéon de una
unica hembra partenogenética correspondiente al Biotipo 5 (Ricci et al., 2012),

mantenido en el insectario de la catedra de Genética.
3.5. Método de evaluacion del ensayo.

Para determinar los pardmetros bioldgicos y poblacionales de D. noxia, se utiliz6 la
metodologia empleada por Webster et al., (1987) y Castro (1994). Para ello, desde el
nacimiento de la ninfa, se registro6 los dias transcurridos hasta alcanzar el estado
reproductivo, obteniendo la duracion de ciclo inmaduro o periodo prereproductivo (d).
Una vez alcanzado el estado reproductivo, se contaron las ninfas nacidas por dia, que
luego fueron retiradas, dejando tinicamente la hembra adulta sobre cada plantula hasta
la muerte de la misma. Se determiné la tasa reproductiva diaria (md) a través del
numero de ninfas paridas en un periodo igual a d y la fertilidad total (ft) por el nimero
de ninfas nacidas por hembra desde el inicio de la etapa de reproduccion hasta el fin de
la misma. La longevidad (LNG) se determind por el periodo de tiempo desde el
nacimiento hasta su muerte. El periodo reproductivo (PRP) se tomd desde el inicio de
la etapa reproductiva hasta el cese de produccion de ninfas y se continué registrando el
numero de dias hasta su muerte para determinar el periodo post-reproductivo. La tasa
intrinseca de crecimiento poblacional (7,,), que establece la cantidad de individuos en
desarrollo a partir de la progenie de una sola hembra se calcul6 de acuerdo a la siguiente
féormula r,, = 0,738 (log md)/d, donde la constante 0,738 es la media de la pendiente de
la regresion de md sobre d (Wyatt & White, 1977; Castro et al., 2001, 2004).

Los datos obtenidos se analizaron por ANOVA previa verificacion de los supuestos de
normalidad y de homosedasticidad. Fue necesario transformar las variables mediante la
funcion logaritmo para normalizarlas. Las medias de los diferentes parametros (excepto
la longevidad) se compararon por el Test de Duncan (a = 0,05), mediante el programa
estadistico SAS (2002). Con el proposito de facilitar la comprension de los graficos de
la distribucidn fenotipica las diferentes variables fueron presentadas sin transformar, al

igual que el analisis de medias.
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Los datos de longevidad fueron analizados con el modelo lineal generalizado mixto
mediante Proc MIXED (SAS, 2002) que permite evaluar tanto efectos fijos como
aleatorios en datos desbalanceados, como ocurre en este caso. Las lineas recombinantes,
se consideran como efectos fijos, los bloques son considerados de efecto aleatorio. En el
presente estudio los bloques se conformaron por dos a cuatro plantas infestadas de cada
genotipo, que ocuparon la misma posicion en la mesada donde se realiz6 el ensayo y
que representaron poblaciones de datos independientes. Debido a la heterogeneidad de
varianzas, se utilizO6 como matriz de varianza-covarianza la estructura
CompoundSymetry (CS) de Proc Mixed (SAS), que satisfizo los criterios de
convergencia y de Informacion de Akaike. La significancia de los efectos fijos (lineas
recombinantes) es probada por el Test de Tukey-Kramer, las medias de los efectos fijos
fueron estimadas por los minimos cuadrados generalizados (Littell et al., 1996; Sas

Institute, 1997).
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4. RESULTADOS

De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis estadistico, se determind que
existen diferencias altamente significativas entre las 115 lineas recombinantes para

todos los parametros biologicos evaluados de D. noxia (p<0.0001) (Tabla 2).

Tabla 2: Cuadrados medios de los parametros biologicos de D. noxia criada sobre lineas

recombinantes de trigo portadoras de genes de resistencia

Parametros Fuente gl CM F P
Variacion

P. pre-reproductivo Genotipo 114 0.029 20.54 <0.0001
(d) Error 553 0.001

Md (“i“?ns nacidas | o otipo | 114 0.262 13.93 <0.0001
periodo igual a d) |Error 553 0.018

P. re?;;‘i};“”" Genotipo | 114 0.203 4.15 <0.0001
Error 553 0.049

Fertilidad total (FT) | Genotipo 114 0.554 12.05 <0.0001
Error 553 0.046

Longevidad (LNG) |Genotipo 114 (553) 4.25 <0.0001

bloques 2(0) 0.96

Fm Genotipo 114 0.123 18.30 <0.0001

Error 553 0.006

4.3. Periodo prereproductivo (d):

De acuerdo a los resultados obtenidos en el pardmetro d, se puede observar que la media
de las LR fue de 12,2 dias y que la misma no se diferencié del Padre 2 (Opata), ya que
tuvieron una duracion del estado ninfal (d) similar. Por otro lado el Padre 1 (Sintético),
demostrd un comportamiento altamente antibidtico dado que increment6 la duracion del
estado preadulto en casi siete dias (Tabla. 3). Como puede observarse en la Tabla 3 el

menor registro fue de 7,2 dias y el méximo de 20,2 dias.

Ademas se encontrd que del total de LR evaluadas para este caracter bioldgico, 73 de
las mismas presentaron un comportamiento similar a la media, 26 lineas indujeron en el

afido un acortamiento de su periodo d, mientras que 16 LR promovieron en el PRT un



37
alargamiento de dicho parametro, como una caracteristica deseable en un futuro plan de
mejora (Fig. 14).

Tabla 3: Cuadro de resultados para el parametro Periodo Prereproductivo (d) de los

afidos criados sobre 113 lineas recombinantes de trigo y ambos padres.

Periodo Prereproductivo (d)
Padre 1 (P1) 18,8
Padre 2 (P2) 12
Media () 12,2
Desvio estandar (DS) 1,1
Rango 7,20-20,20
35 Media
P2
30 l 29
25 22 22
G
2 2
v 15
2 15
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10 8 . l
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Figura 14: Distribucion de la duracion del periodo prereproductivo (d) de los afidos
criados en 113 lineas recombinantes de trigo y ambos padres. Con flechas se indican los
valores medios de los insectos criados en ambos padres. La linea horizontal indica el

Desvio Estandar.

En el analisis de medias para el parametro d, se observo que la LR 6 resultd mas
antibiotica que el P1, y junto a otras dos LR (126, 5 y 2), fueron las responsables de
inducir en los dafidos un alargamiento altamente significativo en su periodo
prereproductivo. De hecho la LR mas antibidtica (6) increment6 el periodo d en un 40%

con relacion a la media evaluada del PRT criados sobre el total de las LR.
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4.4. Md: numero de ninfas nacidas por hembra en un periodo igual a d:

En el parametro Md se observo que las lineas progenitoras condicionaron diferencias
significativas entre los afidos criados en ellas y ademés con respecto a la media
poblacional (Tabla 4; Fig. 15) que registr6 un valor de 20,1 ninfas. Se observaron 45
lineas recombinantes que indujeron en los afidos un Md significativamente mas bajo
con respecto a la media de la poblacion. Por otro lado, en 43 lineas recombinantes los
afidos produjeron un nimero de ninfas significativamente mayor a la media. Es asi que
se registré un Md maximo de 39,25 y un minimo de 4,6 ninfas (Tabla 4), representando

éste ultimo una reduccion del Md del 77% con respecto a la media poblacional.

Tabla 4: Resultados obtenidos para el parametro Md como el Numero de ninfas nacidas
en un periodo igual a d, para D. noxia criados sobre 113 lineas recombinantes de trigo y

ambos padres.

Ninfas nacidas en un periodo igual a d (Md)
Padre 1 (P1) 15,2

Padre 2 (P2) 28

Media (£) 20,1
Desvio estandar (DS) 4,48
Rango 4,6-39,25
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Figura 15: Distribucion del pardmetro Md: Ninfas nacidas del PRT en un periodo igual
a d, criados en 113 lineas recombinantes de trigo y ambos padres. Con flechas se
indican los valores medios de los pulgones criados en ambos progenitores. La linea

horizontal indica el Desvio Estandar.

En el analisis de medias de md se observdo que los afidos criados en las lineas

recombinantes: 13, 22, 11 y 6 presentaron los menores valores de Md.
4.5. Periodo reproductivo:

El Periodo reproductivo de los padres P1 y P2 (19,4 y 23,8 dias respectivamente), no
se diferenciaron estadisticamente de la media de la poblacion (26,2 dias) (Tabla 5; Fig.
16). Sin embargo, los afidos criados sobre 12 lineas recombinantes no antibioticas
alcanzaron un periodo reproductivo significativamente mayor a la media de la
poblacién, con un maximo de 43,9 dias. Por otro lado, se encontrdé que los insectos
criados en otras 17 lineas recombinantes presentaron un periodo reproductivo
significativamente menor al observado en la media de la poblacion, pudiéndose
reconocer en las mismas un grado de antibiosis con un valor minimo de 5,8 dias que
representa una reduccion del 78% en relacion a la media de la poblacion determinada en

los afidos criados en ésta poblacion de LR evaluadas (Tabla 5).
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Tabla 5: Periodo Reproductivo de D. noxia criado sobre 113 lineas recombinantes de

trigo y ambos padres.

Periodo Reproductivo
Padre 1 (P1) 19,4
Padre 2 (P2) 23,8
Media (+) 26,2
Desvio estandar (DS) 9,91
Rango 5,8-50.75
16 Media
14
12
10
n 10
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Figura 16: Distribucion de frecuencias del Periodo reproductivo del PRT criados en 113

lineas recombinantes de trigo y ambos padres. Con flechas se indican los valores

medios obtenidos en ambos progenitores. La linea horizontal indica el Desvio Estandar.

En el andlisis de medias para el caracter PRP, se observé que cuatro lineas

recombinantes: 13, 6, 22 y 138, redujeron significativamente la duracién de éste

periodo, indicandolas como altamente antibioticas.

4.6. Fertilidad total (FT):

La Fertilidad total (FT) media lograda por D. noxia fue de 44,54 ninfas por hembra.

Con respecto a los progenitores se observaron diferencias significativas entre ambos y
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con la media de la poblacion (Tabla 6; Fig. 17). Dicho pardmetro mostré una
distribucion de tipo bimodal en la que cada pico corresponderia a los valores proximos a
la media determinada en cada uno de los padres. Se observo que los afidos criados en 44
LR tuvieron mayor fecundidad que la media de la poblacion. De manera contrastante, se
encontraron en 41 lineas recombinantes valores menores a la media (Fig. 17). Ademas,
es importante sefalar que se registrd6 un maximo de 105,75 y minimo de 5 ninfas
paridas por hembra (Tabla 6), evidenciando asi un alto efecto antibidtico en éste tltimo
caso con una disminucién del 89% con relacion a la media obtenida para este

parametro.

Tabla 6: Fertilidad Total de D. noxia criados sobre 113 lineas recombinantes de trigo y

ambos padres.

Fertilidad Total

Padre 1 (P1) 19,2
Padre 2 (P2) 69,4
Media (£) 44,54
Desvio estandar (DS) 14,34
Rango 5,0-105,75
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Figura 17: Distribucion de frecuencias del parametro Fertilidad Total (FT), del PRT
criados en 113 lineas recombinantes de trigo y ambos padres. Con flechas se indican los

valores medios obtenidos en ambos padres y la linea horizontal el Desvio Estandar.

En el analisis de medias para la FT, se observo que tres lineas recombinantes: 13, 22 y
6, indujeron en los afidos la menor fertilidad, con diferencias significativamente

distintas del resto, indicandolas como altamente antibioticas.
4.7. Longevidad (L):

Para éste parametro se observo en los resultados obtenidos que existen diferencias
estadisticas significativas entre las lineas recombinantes. En cambio, entre los padres no
existieron diferencias significativas y tampoco con la media de la poblacion. Se registrd
un valor maximo de 62,75 dias y un minimo de 17,43 dias (Tabla 7; Fig. 18). Ademas,
los insectos criados en 20 lineas recombinantes no antibidticas mostraron una diferencia
significativa con una longevidad mayor que la media. Por otro lado, los afidos criados
en 15 lineas recombinantes tuvieron un significativo acortamiento en su ciclo de vida
(Fig. 18). Por ejemplo la LR que presentdé mayor efecto antibidtico redujo un 54% la

duracion de su ciclo de vida con respecto a la media.

Tabla 7: Longevidad de D. noxia cuando el afido fue criado sobre 113 lineas

recombinantes de trigo y ambos padres.

Longevidad
Padre 1 (P1) 41,23
Padre 2 (P2) 35,55
Media (£) 37,99
Desvio Estandar (DS) 12,87
Rango 17,43-62,75
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Figura 18: Distribucion de frecuencias del pardmetro Longevidad, cuando el PRT fue
criado en 113 lineas recombinantes de trigo y ambos padres. Con flechas se indican los

valores logrados en ambos padres y la linea horizontal indica el Desvio Estandar.

Las LR que indujeron en los afidos la menor longevidad fueron: 13, 22 y 138

resaltdndolas como las més antibidticas.
4.7. Tasa intrinseca de crecimiento poblacional “r,,:

En la tasa intrinseca de crecimiento poblacional “r,”los dos progenitores tuvieron
diferencias estadisticas entre ellos y ademas se diferenciaron significativamente de la
media poblacional con un valor de 0,207 (Tabla 8; Fig. 19). Del total de LR evaluadas
los afidos criados en 52 recombinantes, presentaron tasas superiores con respecto a la
media, donde su valor maximo fue de 0,335. Por otro lado, 33 recombinantes mostraron
un efecto antibidtico al condicionar una significativa reducciéon de la r,, con respecto a
la media de la poblacion, con un valor minimo de 0,069 (Tabla 8), que en éste caso

representa un descenso del 67% con relacion a la media de 7,

Tabla 8: Tasa intrinseca de crecimiento poblacional “7,, ”de D. noxia cuando fue criado

sobre 113 lineas recombinantes de trigo y ambos padres.
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Tasa intrinseca de crecimiento poblacional “r,,”
Padre 1 (P1) 0,106
Padre 2 (P2) 0,245
Media (£) 0,207
Desvio estandar (DS) 0,026
Rango 0,069-0,335
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Figura 19: Distribucion de frecuencias de la tasa intrinseca de crecimiento
poblacionalr,,, del PRT cuando fue criado en 113 lineas recombinantes de trigo y ambos
padres. Con flechas se indican los valores medios obtenidos en los progenitores y con la

linea horizontal el Desvio Estandar.

Se observo en el andlisis de medias de la r,, que los afidos criados sobre la LR 6
presentaron el valor minimo extremo de éste pardmetro, sin embargo, ese valor no se

diferencio significativamente de los obtenidos sobre las lineas 13, 11, 22 y el P1.
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5.  DISCUSION

Los resultados obtenidos a partir del presente estudio, demuestran que del total de LR
evaluadas provenientes del cruzamiento de Opata y Sintetico, algunas de ellas afectaron
los parametros bioldgicos y poblacionales de D. noxia y podrian ser incorporadas en
planes de mejora del trigo, para ser utilizadas a futuro como variedades antibioticas al
PRT en el contexto del manejo integrado de plagas. La deteccion de resistencia a plagas
y enfermedades, con el proposito de seleccionar los genotipos de plantas resistentes,
incluye en una segunda etapa, probar los diferentes genotipos seleccionados en
invernaderos o en condiciones de semicampo con el fin de corroborar el

comportamiento de las mismas ante condiciones no controladas (Smith, 1989).

En el presente trabajo de tesis se ha podido descubrir un efecto antibidtico alentador
entre las distintas LR evaluadas en los pardmetros de vida de D. noxia, ocasionando un
incremento en la duracion del estado preadulto o inmaduro (d), la disminucion de las
duraciones de los periodos reproductivo (PR) y la longevidad (LNG), como asi también
aquellas involucradas con una menor fertilidad (FT, md) y en la tasa intrinseca de
crecimiento poblacional (r,). Las LR que afectaron al PRT en dichos parametros

biologicos y poblacionales fueron: 6, 13 y 22.

Al comparar los resultados obtenidos en el presente estudio con los obtenidos por otros
investigadores, las LR obtenidas por la Catedra de Genética de la Fac. de Cs. Agrarias y
Forestales de la UNLP, indujeron un incremento del estado inmaduro del PRT (d) en un
64% mayor que el determinado en las LR no antibidticas. En éste sentido Khan y
colaboradores (2009), en estudios realizados en EE.UU., encontraron al utilizar otras
fuentes de resistencia y biotipos del PRT, que el periodo pre-reproductivo (d) del
Biotipo 1 presentd un aumento del 17% cuando los afidos fueron criados sobre el
progenitor de trigo antibiotico H871, mientras que en el Biotipo 2 presentd una aumento
del 12% en dicho pardmetro. Es importante destacar que el incremento generado en el
periodo “d” fue sobre el biotipo 5* identificado en las poblaciones Argentinas de D.
noxia con caracteristicas diferentes al B5 identificado en EE.UU. (Ricci, 2012). Por otro
lado en México, Lage y colaboradores (2004), encontraron un aumento del 13 % en la
duracion del periodo pre-reproductivo entre los afidos criados en trigos sintéticos

hexaploides y aquellos mantenidos en el trigo susceptible Seri M§2.
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En el caso del Md en el presente trabajo se ha encontrado que los insectos criados sobre
la linea recombinante con mayor comportamiento antibiotico (4,6 ninfas) al PRT
presentaron una reduccion del 88% (39.25-4.6)/39.26) en relacion a aquellos criados
sobre lineas no antibioticas. Khan et al., (2009) en éste sentido encontraron que en el
biotipo 1 del PRT, el Md se redujo un 34% cuando se lo multiplicé sobre lineas
recombinantes antibidticas. En tanto en el biotipo 2 la reduccién en la produccion de

ninfas en un periodo igual a “d” fue del 38% cuando se criaron sobre las mismas lineas.

Existen diferencias en los resultados obtenidos por diversos autores al evaluar diferentes
fuentes de resistencia al PRT en el mundo. Por ejemplo, estudios realizados por
Leszczynski et al.,, (1995) sefialan que las variedades resistentes presentan mayores
concentraciones de aleloquimicos que restringen el desarrollo de los afidos sobre las
plantas de cereales, por una reduccion de la fecundidad y de la tasa de incremento
poblacional. En la misma linea de trabajo, Du Toit et al., (1990), trabajando en trigo en
Sudéfrica, reportaron que en tres dias el incremento poblacional de los afidos criados en
plantas resistentes fue un 98% inferior al observado en las plantas susceptibles, siendo
dicho incremento debido a la tasa de fertilidad y al Md. En cambio, Smith y
colaboradores (2004) al evaluar distintos trigos sintéticos y fuentes de resistencia frente
a PRT, no encontraron diferencias estadisticas en el parametro Md, cuando el afido fue
criado en trigos susceptibles y fuentes de resistencia silvestres. Es interesante sefialar
que en otro cultivo como la cebada, Ma & Bechinski (2009) encontraron que la tasa
reproductiva varié entre 0,56 y 21,36 para un periodo “d” similar al obtenido para el
PRT criado en nuestras LR mas antibioticas. Dado que los valores de Md determinados
en nuestras lineas 6, 13 y 22, fluctuaron entre 4,6 y 6,8 estaria indicando que nuestros

materiales son altamente antibidticos.

Castro y colaboradores (2001) evaluaron en una poblacion de lineas de sustitucion
portadoras de cromosomas del P1, usado como fuente de resistencia en las LR
empleadas en la actual tesis, encontraron que el grupo de cromosomas 7 (7A, 7B, 7D)
inducia un alto nivel de antixenosis en el biotipo 1 del PRT en Argentina. En cambio,
cuando los mismos autores (2004), evaluaron la poblacion de LRD para el cromosoma
7D, no encontraron diferencias significativas en el “Md” del biotipo 1 de los insectos
criados sobre esas recombinantes. En este sentido, Lage y colaboradores (2004),
hallaron resultados similares para el PRT criado en trigos hexaploides sintéticos, donde

no encontraron diferencias en el mismo parametro. Es importante destacar que en
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ningln otro trabajo se han encontrado reducciones en el periodo Md para el biotipo 5 de

D. noxia, de la intensidad observada en nuestras lineas recombinantes.

El periodo reproductivo (PRP) de los insectos criados sobre las LR que demostraron
inducir en el PRT efecto de antibiosis, presentaron un acortamiento del 89% con
respecto a aquellos afidos mantenidos en las lineas no antibioticas. De manera similar
en EE.UU., Ma& Bechinski (2009) encontraron una reduccion en el PRP de 76% de la
poblacion del PRT criado en cebada. Por otro lado estudios realizados por Tocho (2011)
trabajando en lineas recombinantes dihaploides de cebada en Argentina, demostré que
los afidos criados sobre las lineas antibidticas presentaron un PRP 78% inferior al
registrado en los afidos desarrollados sobre lineas susceptibles. En cambio Veisi et al,,
(2012) no encontraron diferencias significativas en la duracion del periodo reproductivo
de D. noxia cuando se estudid su comportamiento en cinco cultivares de trigo en Iran.
Ngenya et al.,(2013) trabajando con poblaciones de Kenya de pulgon ruso evaluaron el
PRP, encontrando que ciertos genotipos de trigo podian reducir de manera significativa
éste periodo en un 53%. En la misma linea de investigacion, La Rossa et al., (2005)
trabajando con poblaciones argentinas de pulgén ruso encontraron que el periodo
reproductivo medio de D. noxiaen trigo fue de 28,77 dias. En comparacion con éste
ultimo trabajo, en la presente tesis se ha encontrado que el PRP medio fue de 26,2 dias,
mostrando similitud debido probablemente a las caracteristicas propias de las

poblaciones del PRT en Argentina.

Para el parametro bioldgico de Fertilidad Total (FT) de D. noxia criado en las lineas
recombinantes resistentes, se registro una diferencia altamente significativa con una
disminucion del 95% en la produccion de ninfas con respecto a los insectos criados en
las lineas recombinantes no antibidticas. Estudios realizados por Lazzari y
colaboradores (2009), al evaluar genotipos de trigo con el biotipo 2 del PRT en EE.UU.,
obtuvieron una diferencia del 46% en la FT determinada sobre la linea resistente
(portadora de Dnx), con respecto a la susceptible (Dn0). Cabe destacar que en dicho
trabajo, la FT de los afidos se calculo en base a un periodo reproductivo post infestacion
de solo 14 dias, mientras que, en nuestro estudio el periodo evaluado fue hasta la muerte
del afido. Asimismo, Araya (2015) al estudiar lineas de cebada en Etiopia, demostro
que el nimero de ninfas nacidas del PRT, fue influenciado por el uso de plantas
hospedantes resistentes, las cuales redujeron la poblacion, registrdndose una

disminucion del 27% con respecto a los valores obtenidos sobre la variedad susceptible.
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La disminucién del 72% en la longevidad (LNG) de los &fidos criados en las LR
antibioticas, fue superior a la obtenida sobre LRD de cebada por Tocho (2011) quien, en
estudios realizados en Argentina, registrd para el PRT una reduccion de la longevidad
del 65% en la linea mas antibidtica. Por otro lado Veisi et al., (2012) no encontraron
diferencias significativas en la longevidad del PRT en los cultivares de trigo estudiados
en Iran, dado que alcanzaron apenas una disminucion del 23% entre los genotipos
evaluados. Ngenya et al., (2013) encontraron en Kenya, que la longevidad del PRT
criado en distintos trigos present6 una diferencia de 37% entre los insectos recluidos en
los materiales antibidticos y no antibidticos. La Rossa et al.,, (2005) determinaron en
poblaciones argentinas de PRT una longevidad media de 47,7 dias, que no presentd una
diferencia significativa en relacion con la LNG media de 37,9 dias registrada en el este

trabajo.

Con relacién a la tasa intrinseca de incremento poblacional r,,, la LR que indujo en el
PRT la mayor disminucion del pardmetro logré un valor 79% menor con respecto a las
no antibidticas. En éste sentido Khan y colaboradores (2009) encontraron en EE.UU.,
una diferencia del 29% en la tasa de crecimiento poblacional para el biotipo 1 en la
variedad resistente H871 con relacion a la susceptible y para el biotipo 2 la diferencia
fue del 32%. De manera similar en México, Lage et al, (2004), reportaron una
diferencia del 20% de la r, determinada en la linea resistente de trigo sintético
hexaploide con respecto a la linea susceptible Seri M82. Ademés, Voothuluru et
al.,(2006) al evaluar la linea resistente Cltr 2401 con el biotipo 2 del PRT en EE.UU.,
encontraron una r,, de los afidos 27% inferior con respecto a la determinada en la linea

susceptible Karl.

Las diferencias encontradas en los parametros bioldgicos y poblacionales del PRT al
comparar los trabajos realizados en otros paises, podrian atribuirse no sélo a las lineas
de trigo sobre las cuales se estudio el comportamiento bioldgico de D. noxia, sino que
ademds podria deberse a la variabilidad genética de las poblaciones de los afidos
utilizados, caracteristica de las poblaciones Argentinas de D. noxia (Ricci et al., 2011;
Ricci, 2012). A pesar de ello, pudieron identificarse tres LR que indujeron en el afido
un importante efecto de antibiosis, destacando la necesidad de evaluar las lineas
experimentales de trigo en el ambiente donde se van a utilizar y con las poblaciones de
la plaga con las propiedades emergentes locales. Segtn lo destacado por Smith (1989),

no se debe esperar que el uso de una sola variedad resistente controle las plagas en todas
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las condiciones climéticas, o en todos los lugares donde el cultivo se puede sembrar. En
lugar de ello, las variedades resistentes se deben utilizar en combinacién con otras
medidas de supresion de plagas, incluyendo los tratamientos de las variedades

susceptibles al dafo, reduciendo drasticamente las poblaciones de PRT.

Uno de los factores responsables del efecto antibiotico encontrados en las LR evaluadas,
podrian atribuirse a los metabolitos secundarios de las plantas que pudieran diferir en
cantidad y calidad entre las mismas. La investigacion basica sobre la ecologia quimica
de los insectos ha demostrado que la actividad de los metabolitos secundarios es variada
y que muchos de ellos poseen actividad bioldgica sobre los insectos, alterando su
alimentacion, desarrollo, reproduccidon o comportamiento (Schoonhoven, 1982; Smith et
al., 2010) identificaron varios transcriptos asociados con la produccion de metabolitos
secundarios incluyendo cicloartenol sintasa, monoterpeno sintasa y quinasa shikimato.
En un reciente trabajo (Botha et al, 2014) han evaluado diferentes transcriptos
generados en plantas de trigo portadoras del gen Dnl, que otorga antibiosis al PRT; se
encontr6 que genes involucrados con la metabolizacion de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) son prevalentes. Posiblemente estos metabolitos condicionan una
alimentacion pobre o generan algin nivel de toxicidad en los 4fidos que se alimentan
sobre las plantas antibidticas. Gianoli & Niemeyer (1998) demostraron en trigo la
correlacion que existe entre los acidos hidroxdmicos y la reduccion del tamafo
poblacional de D. noxia. Otros estudios (Niemeyer, 2009) destacan la importancia de
los acidos hidroxamicos en numerosos cereales, los cuales estan involucrados en la
defensa de las plantas frente a varias especies de pulgones, correlacionandose
negativamente con la tasa intrinseca de crecimiento poblacional de los mismos. En el
afio 1996 Mayoral et al., en estudios realizados sobre cereales, encontraron una
reduccion en la actividad de sondeo de los tejidos de la planta (epidermis y mesofilo)
por D. noxia antes de llegar a los tejidos de conduccion, ademds del descenso de la
alimentacion sostenida en el floema, en genotipos que contenian mayor cantidad de
acidos hidroxdmicos. Un estudio sobre el comportamiento de alimentacion del PRT
confirmo que la actividad de sondeo aumenta y la alimentacion disminuye en cultivares
resistentes, lo que resulta en la formacion de un numero mayor de lesiones en €stos

ultimos en comparacién con las variedades susceptibles (Bahlmann et al., 2003).

Las respuestas moleculares de plantas resistentes al ataque de PRT (portadoras de

genesDnx) en comparacion con las de las plantas susceptibles (Dn0), muestran
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diferencias tnicas, que indican a los acidos grasos de la membrana, las oxilipinas, el
ABA, las senales de respuestas de defensa mediada por etileno (ET) y las proteinas de
defensa, como los componentes probables de la resistencia mediada por Dnx a PRT
(Smith et al., 2010). La mayoria de las transcripciones potencialmente implicadas en la
resistencia fueron de una magnitud y rapidez mayor que en las plantas susceptibles, lo
que sugiere una induccién mas rapida y enérgica en la red de genes mediada por Dnx,
como mecanismo probable para la resistencia. Botha et al., (2006) mencionan en un
estudio llevado a cabo en trigo resistente a PRT, que las proteinas de defensa fueron
inducidas dentro de los 6 dias de infestacion, se observaron cambios en la produccion de
etileno en las primeras 24 horas después de la infestacion por el PRT en el cultivar
resistente, pero no en el susceptible. Los cambios en la expresion del transcripto ocurren
formando parte de dos fases, una respuesta inmediata (es decir, respuesta hipersensible,
RH) 24 h después de la infestacion con PRT, y una segunda respuesta prolongada que
prevalece en el tejido durante un periodo extenso de tiempo, es decir, resistencia
sistémica adquirida (RSA) (Botha et al., 1998; Matsioloko & Botha, 2003; Botha et al.,
2006).
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo a la Hipotesis planteada en la presente Tesis, pudo probarse que las distintas
lineas recombinantes (LR) de trigo provocaron diferencias en el crecimiento poblacional
del pulgdn ruso criado sobre éstas que afectaron en forma diferencial los parametros

biologicos del pulgon.

Ademas se alcanzo el objetivo propuesto, al evaluar el efecto de lineas recombinantes
isogénicas experimentales de trigo (7. aestivum) sobre los parametros bioldgicos de
Diuraphis noxia (estado pre-adulto, reproductivo, fertilidad total y supervivencia),
determinando la presencia de genes de resistencia por antibiosis en algunas lineas, que

causaron efectos adversos en la biologia del PRT.

e Elcribado de lineas experimentales recombinantes provenientes del cruzamiento
entre los cultivares “Opata” y “Synthetic” en trigo, permiti6 identificar
materiales inéditos que producen efecto de antibiosis en D. noxia, afectando sus

parametros biologicos y poblacionales.

e Finalmente, como consecuencia de los analisis realizados se identificaron a las
lineas 6, 13 y 22 como las de mayor capacidad antibiotica que podrian ser
usadas en la obtencion de materiales resistentes de trigo y su futura integracion

en planes de mejoramiento del cultivo de trigo en Argentina.
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