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INTRODUCCION 

Ir] maiz se encuentra dentro de los tres cereales mas importantes del mundo, junto con el 

arroz y el trigo, y una de sus principales caracteristicas es su gran capacidad de adaptacién 

a diferentes tipos de ambientes. De ahi la importancia de estudio de este cereal. (Lafitte, 

1994). 

Sin embargo durante su crecimiento las plantas se enfrentan a diferentes pos de estrés; 

bidticos y abidticos, dentro cle los primeros se encuentran las plagas, y las pérdidas debidas 

a éstas durante las diferentes etapas de crecimiento son considerablemente altas. (Storey, 

1988). 

Las respuestas de las plantas frente a los diferentes tipos cle estrés varian, asi como el grado 

de resistencia que pueden desarrollar (Loyola-Vargas, 1990). Esta resistencia depende de 

algunas propiedades, como es la dureza y textura del tejido de la planta, calidad 

nutricional, étc. 

Otro mecanismo de respuesta que presentan las plantas ante el estrés, es la produccién de 

compuestos del metabolismo secundario como defensa al ataque de un depredador. Dentro 

de los diferentes grupos de compuestos involucrados se encuentran los flavonoides, 

alcaloides, terpenos, entre otros; su sintesis esta determinada genéticamente, pero existen 

marcadas influencias cel ambiente en la cantidad. Estos compuestos se forman en su mayor 

parte en los tejidos jévenes en active crecimiento, por lo que los factores que afectan el
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crecimiento de estos tejidos, también afectan su sintesis. (Edwards, y col. 1983). 

Un grupo de compuestos involucrados en la resistencia que se reportan en trabajos previos, 

es el grupo de los compuestos fendlicos, considerados como precursores de los materiales de 

pared celular , como la lignina (Serratos, 1993). 

En éste trabajo se determiné la concentracién de diferentes acidos fendlicos a fin de 

determinar su papel en diferentes lineas de maiz con respuesta diferencial frente al ataque 

por plagas de insectos. 

E] material a estudiar comprende hojas de dos lineas de maiz consideradas una resistente y 

la otra susceptible, colectadas en diferentes estadios de desarrollo de ta planta, ¢ infestaclas 

previamente con larvas nconatas de Spodoptera Srugiperda o Diatraea grandiosella. 
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ANTECEDENTES 

A) IMPORTANCIA DEL MAIZ 

El maiz se cultiva en una amplia gama dle climas desde el ecuador hasta cerca de 50° de 

latitud norte y 42° latitud sur y alturas hasta de 3800 m (Ortega, 1987); en particular, se 

  

siembra maiz desde Canada, E. U. A: féxico, hasta el Sur de Argentina. 

B) CARACTERISTICAS BOTANICAS 

Sus flores masculinas forman la inflorescencia terminal y las flores femeninas estan 

agrupadas en gruesos espadices laterales: las mazorcas nacen de la parte inferior clel tallo 

estan consutufdas por una estructura central. el zuro. sobre el cual los granos estan 

dispuestos en hiteras, las mazorcas estan ciliertas por hojas modificadas que forman la 

perfolla, entre éstas y Ia parte superior ce la mazorca salen delgados y largos estilos, éstos 

son los que rectben el polen de las flores masculinas, por lo general en cada planta solo 

maduran una o dos mazorcas. (Masefield, 1989). 

C) CICLO DE VIDA 

La fecundacién se lleva a cabo. cuando las anteras salen de las escamas protectoras y, al ser 

agitadas por el viento sueltan el polen. el cual viaja hasta donde los estigmas sobresalen en 

la parte superior de la mazorca. lo que permite a los granos de polen caer sobre ellos. 
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Después de la fecundaci6n, cada ovario se transforma en un fruto cariépside que lleva en su 

interior una sola semilla, la cual contiene bastantes sustancias de reserva en el endospermo 

y lleva en su parte basal al embrién; éste se adosa al endospermo por una porcién 

ensanchada llamada escutelo, que parece representar el nico cotiledén y se encarga de 

proporcionar los materiales de reserva durante la germinacién. (Ruiz, 1986).     Microesporangio (2n) 

Endospermo 

Cigoto (2n) 

Fertilizacién 

Grano de 

polen (n) 

  

  

  

Ciclo de vida del maiz (Modificado de Farabee, 1997)  
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D) FISIOLOGIA DEL MAIz EN CONDICIONES DE ESTRES 

Son diversos los factores ambientales que influyen en las plantas durante las distintas etapas 

del desarrollo, entre ellos se encuentran los diferentes tipos de estrés por factores bidticos y 

abidticos. (Loyola-Vargas, 1990). 

Entre los factores abiéticos que afectan la produccién del maiz se encuentran: 

a) Hidrico. Es el que mas cominmente afecta a este cultivo. La planta de maiz es muy 

sensible al estrés hidrico y durante la formacién de granos el tamafio de éstos disminuye 

(Lafitte, 1994), y ademas la densidad de poblacién puede reducir. 

b) Efectos de Sol y Temperatura, EI maiz tolera una amplia gama de temperaturas, 

pero las muy altas de 45°C o menores a 35°C pueden tener un efecto negativo en el 

rendimiento. (Lafitte. 1994). 

c) Suelos. El maiz se ve afectado por suclos muy acidos o muy alcalinos, los que ocasionan 

un aumento o una disminucién en la disponibilidac de ciertos elementos, produciendo 

toxicidad 0 carencia de los mismos. (Lafitte, 1994). 

d) Nutrimentos Minerales. La planta de maiz necesita ciertos elementos minerales 

para desarrollarse bien, y solo tres son necesarios en cantidades relativamente grandes; el 

nitrégeno, fésforo y potasio. los que con mayor frecuencia limitan la produccion del 

maiz. (Lafitte. 1994). 

e) Dafios Quimicos. F! cultivo de maiz puede ser datiado por el uso inadecuado de 

productos agroquimicos como herbicidas, fertilizantes o insecticidas, que si se aplican en 

on
 

 



Antecedentes 
  

una losis demasiado alta en una etapa cde crecimiento incorrecta, provocan 

malformacion de plantas jovenes, amarillamiento, quemaduras y muerte de las hojas o 

semillas. (Lafitte, 1994), 

  

) PRINCIPALES PLAGAS DE INSECTOS QUE ATACAN EL MAIZ 

En la mayoria de los ambicntes donde se cultiva maiz, existen diversos factores que limitan 

su produccién; uno de los factores bidticos de mayor influencia en las pérdidas de este 

cultivo esta representado por las plagas de insectos ya que son capaces de infestar y atacar 

al maiz en cualquier etapa de su desarrollo, frecuentemente con graves consecuencias 

{Serratos. 1993). 

Algunas de las plagas que amenazan el rendimiento de este cultivo, son del grupo de las 

llamadas palomillas (que incluye gusanos cortadores, eloteros, barrenadores y palomillas de 

los cereales) y son de los que mas dafos causan a nivel mundial. (Ortega, 1987). 

E.1) Spodoptera frugiperda 

Este insecto es una de las plagas mas importantes que ataca la planta de maiz en el 

Continente Americano. ya que causa destrozos desde la etapa de plintula temprana hasta 

la premaclurez. 

Después de la eclosién las larvas comienzan a alimentarse raspando la epiclermis de la hoja 

y mas tarde pasan al verticilo foliar (cogollo) donde comen de manera voraz. Una 

infestacién tarclia en este afecta las espigas y todas las partes de la mazorca. Cuando el 

clima es caliente y seco. las larvas completamente desarrolladas que han caido al suelo,  
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comienzan a alimentarse en ta base de ta planta, cercenando el tallo tierno. (Ortega, 1987). 

Esta plaga se distribuye en todas las regiones agricolas de México, principalmente en las 

zonas tropicales y subtropicales, y se extience desde el norte de E. U. A., hasta América del 

Sur. (Robles. 1994): y es posible encontrar especies muy afines en Africa y Asia. (Ortega, 

1987). 

CICLO BIOLOGICO 

Generalmente un solo gusano adulto se encuentra cn el verticilo foliar (Fig. 1), después de 

seis estacios larvales, el gusano de color café grisdceo completa su desarrollo (3 cm de largo), 

cae al suclo € inicia la etapa de pupa en una celdilla de terra a pocos centimetros debajo de 

la superficie del suelo. Los adultos son palomillas de color gris oscuro que miden de 20 a 25 

mm y tienen una pequefia mancha blanca en el extremo de las alas traseras; los huevecillos 

van de unos cuantos hasta varios cientos. son de color blanco, rosado o verde claro. Los 

depositan en montones cubiertos de pelusa y normalmente en el envés de las hojas. Las 

larvas emergen de los huevos todas juntas, su tasa de mortalidad es elevacia debido a Iuvia, 

depredadores y parasitos. (Ortega, 1987).
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Fig. 1. Gusano cogollero (S. frugiperda) 
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E.2) Diatraea grandiosella 

En estado adulto este gusarno barrenacor mide de 3 a 3.5 cm de expansion alar, es de color 

  

pajizo, las alas superiores son triangulares (Robles, 1994), tienen manchas negras 

conspicuas en cada segmento de su cuerpo. Las larvas hacen pequefios agujeros en las 

iernas hojas del verticilo foliar (cogollo). También destruye otras partes de las plantas 

(por gjemplo ta nervadura central). Una caracteristica de los datios causados por los gusanos 

de invierno es que cortan parcialmente el tallo desde aclentro, cerca del nivel del suelo, 

permaneciendo en la base del tallo debajo de la seccién afectada hasta la primavera. Este 

género ataca a las gramineas del Continente Americano. Se le encuentra desde la zona 

sureste de Estados Unidos hasta la faja maicera de Argentina y México. (Ortega, 1987). 

CICLO BIOLOGICO 

En los verticilos foliares tiernos se observa la primera generacién de pequefios gusanos 

blanquecinos de cabeza negra que se alimentan de las hojas enrolladas. Durante el 

crecimiento de fa planta. en el tallo se pueden encontrar gusanos moteados blanquecinos o 

color crema, de cabeza color café, que horadan el tallo depositando su excremento. Las 

larvas de verano son moteadas (Fig. 2) y las de invierno blanquecinas. Las larvas mudan 

varias veces antes de formar pupas de color café, en cualquier sitio que se alimente (tallo, 

mazorca o en el pedtinculo de ésta). las que lo hacen del tallo, preparan la salida de la 

palomilla haciendo una “ventanilla® circular al final de la galeria. Las palomillas de color 

paja, con dos lineas oscuras y oblicuas y un punto en el centro de las alas delanteras, suelen 

depositar masas de huevecillos blancos ¥ ovalados, semejantes a escamas, en hileras 

traslapacas en el envés de las hojas. Al acercarse el momento de la eclosion, los huevos de 

color rojizo se tornan negros. (Ortega, 1987).  
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Fig. 2. Larva de verano del gusano barrenador (D. grandiosella) 

F) RESPUESTAS DE LAS PLANTAS FRENTE AL ATAQUE DE INSECTOS 

Son diferentes las respuestas de las plantas a los dafios ocasionados por insectos plaga; por 

ejemplo, los dafios en el tejido de la planta, causan cambios metabélicos como alteraciones 

en los niveles hormonales, incremento en la respiracién, sintesis de proteinas y quiza 

también cambios en los niveles de substancias secundarias toxicas para microorganismos y 

herbivoros. (Edwards, y col. 1983). 

10  
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Son cuatro grupos principales de mecanismos de defensa que una planta puede desarrollar 

como los fisiscos, fenolégicos, de asociacién y quimicos, estos tiltimos de gran importancia 

para las plantas, basados en la produccién de metabolitos secundarios, (Anaya, 1998), con 

diversas estructuras quimicas como los fenoles, flavonoides, quinonas, alcaloides y terpenos. 

Estos compuestos pueden estar almacenados como glucosidos en Jas vacuolas de las plantas 

(Hésel, 1981); y quiz éstos se hidrolizan cuando el tejido de la planta esta dafiado, 

liberandose agliconas que son potencialmente téxicas (Edwards, y col. 1983). 

G) ESTUDIOS QUIMICOS DE MAiz 

Algunos de los trabajos reportan que la resistencia de ciertos genotipos de maiz como el 

Zapalote Chico frente a Heliothis zea esta asociada con la toxicidad de sus estigmas. En 1989 

Snook, y col., hicieron un anilisis de favonoides utilizando cromatografia liquida de alta 

resolucién, y demostraron que la actividad de los estigmas puede atribuirse a un flavonoide 

identificado como maysina (2”-O-a-L-ramnosil-6-C-6-desoxi-xilo-hexo-4-ulosil luteolina), 

stendo un factor de antibiosis en la resistencia. 

Wiseman y col. (1992), evaluaron el efecto de la maysina, Acido clorogénico, epimaysina y 

3-metoximaysina, compuestos presentes en estigmas de diferentes variedades de maiz sobre 

el crecimiento de las larvas de Helicoverpa zea, encontrando que el peso de las larvas 

disminuye al suministrarles estos compuestos. Encontraron ademas que Ja maysina es un 

factor de antibiosis en la resistencia en mayor proporcién que el acido clorogénico. 

qT 
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Bergvinson (1993), registré que la resistencia del maiz frente al barrenador europeo del 

maiz Ostrinia nubialis (Hiibner) es atribuibte al Acido hidroxamico DIMBOA (2,4-dihidroxy- 

7-metoxi-1 ,4-benzoxazin-3-ona), el cual disminuye su clesarrollo e incrementa la mortandad 

(Maxwell, 1984). 

Guang Yong, y col. (1994), estudiaron la importancia que ejercen los lipidos cuticulares en 

las hojas de plantas frente a Spodoptera frugiperda. Las larvas muestran preferencia sobre 

hojas a las que se les ha removido los lipidos cuticulares. 

Un grupo importante de compuestos quimicos que se forman como respuesta de las plantas 

a los danos inducides por insectos son los Acicos fendlicos. 

H) ACIDOS FENOLICOS (ACIDOS HIDROXICINAMICOS) 

Uno de los cambios mas importantes en la evolucién de las plantas fue la biosintesis de 

compuestos fendlicos, los cuales estan presentes en todas las plantas de la tierra (Swain, 

1979). Son importantes, porque se transforman en varios derivados combinados con 

proteinas. como fitoalexinas, diversos flavonoides (amtocianinas) y¥ lignina que ademas de la 

funcién de sostén, también proporciona proteccién contra el ataque de patégenos y el 

consumo por insectos (Swain,1979 y Salisbury, 1994). Durante los diferentes estadios de 

desarrollo de la planta la concentracién de estos compuestos puede incrementar, segtin el 

dano en fa planta en defensa ante el ataque de un depredador (Morse, y col. 1991). 
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Antecedentes 
  

Todos los compuestos fendlicos poseen un anillo aromatico al que se unen diversos grupos 

sustituyentes como hidroxilo, carboxilo y metoxilo, y a menudo otras estructuras ciclicas no 

aromaticas (Salisbury, 1994), libres o ligadas con otra funcién, éster o éter. (Bruneton, 

1991), y quiz se encuentran ligados con azticares y péptdos (Harborne, 1985). 

Los acidos fendlicos se pueden dividir en dos grupos: los solubles o libres y los ligados a 

pared celular. Siendo el contenico generalmente mas bajo en los Acidos fendlicos libres en 

comparacién con los acidos fendlicos conjugados unidos a un azticar (Bergvinson, 1993). 

Estudios acerca dle la biosintesis de estos compuestos han cilucidado la ruta principal, de la 

que se derivan los acidos fendlicos, los cuales se encuentran intimamente relacionados con 

el proceso de lignificacién de los tejidos vegetales. 

Dos compuestos fosforilados son los precursores de los acidos fenélicos asi como de algunos 

aminoacidos, éstos son el fosfoenol piruvato (PEP) de la ruta glucolitica de la respiracién y 

el eritrosa-4-fosfato, de la ruta respiratoria de los fosfatos de pentosa y del ciclo fotosintético 

de Calvin. Estos dos compuestos combinados producen un compuesto 3-deosoxy-D- 

arabino-heptulosénico que se cicliza produciendo el Acido deshidroquinico (Salisbury, 

994), éste se hidrata y produce un intermediario, que por reduccién se convierte en el 

acido shikimico (Dominguez.1985)}; el cual por adicién de una molécula de fosfoenol 

pirivico, pasa al corismato precursor cle los aminoacidos como la ttrosina, fenilalanina y 

triptofano. La fenilalanina es de particular importancia ya que de ésta se deriva el Acido 

cinamico precursor de la mayoria de los compuestos fendlicos (Bergvinson, | 993) 
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Antecedentes 
  

La formacién del Acido cindmico, ocurre por una desaminacion, ésta reaccién se cataliza 

por la fenilalanina amonio liasa (PAL), subsecuentemente éste Acido se convierte en el acido 

p-cumarico por adicién de un Atomo de oxigeno del Oo y un atomo de hidrégeno del 

NADPH. Una segunda adicién de otro grupo hidroxilo adyacente al p-cumarato por una 

reaccion similar a la anterior, forma al Acido caféico. Una tercera adicién del grupo metilo 

de la s-adenosilmetionina a un grupo OH del Acido caféico, forma al acido fertlico. A su 

vez el Acido caféico forma un éster con un alcohol derivado de la ruta del acido shikimico el 

Acido quinico, para producir el dcido clorogénico, (Salisbury, 1994) Fig. 3. 

Fosfato-4- eritrosa 

“Sea 
  

    
  

CARBOHIDRATOS Via det Shiquimato Acido Shiquimico 

Fosfoenol piruvato oo Corismato 

Prefenato 

§ 
Fenit piruvato 

Proteina vee L- Fenilatanina 

    OH H 

Acido Ferdlico Acido Caféico Acido p- Cumarico Acido Cinamico 

Fig. 3. Biosintesis de acidos fendlicos (Modificado de Bergvinson, 1993). 
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Antecedentes 
  

Fulcher y col. (1972) observaron que los acidos fendlicos forman parte del mecanismo de 

inhibicién contra la invasién de microorganismos, en la aleurona y pericarpio de granos de 

maiz, actuando como agentes protectores o como inhibidores de crecimiento. 

Los acidos ferilico y cumarico son los principales constituyentes fendlicos de la pared 

celular de las gramineas, y los que mas prevalecen en hoja y grano de mafz (Hartley y col., 

1978 citado por Bergvinson, 1993), y los que mas se encuentran en forma conjugada que 

ningtin otro compuesto fendlico (Harborne, 1985), actuando como factores de resistencia en 

las plantas, ante el ataque de insectos sirviéndoles como fagoestimulantes (Dowd, 1990). 

Aparentemente, estos acidos, tales como el Acido cumarico o el caféico, asi como sus 

derivados metilados como el acido ferdlico y el acido sindpico, se encuentran 

universalmente presentes en las plantas superiores en forma libre o esterificados 

(Goodwin y Mercier, 1983). 

Yamamoto y Towers (1985) indicaron otras posibles funciones para estos Acidos ligados a la 

pared celular, una de éstas, seria la de regular el crecimiento de la célula mediante de 

cambios conformacionales en los polimeros de la pared celular, causados por la 

dimerizacion del acido ferdlico ligado a la pared. 

Argilés y Lopez (1986) mencionaron que los fenoles tienen una clara funcién repelente, 

siendo los taninos los principales responsables del sabor astringente y amargo de muchas 

plantas. Otro de los fenoles que se caracteriza por ser t6xico, es la rotenona toxica para 

insectos, dado que es un potente inhibidor de la respiracion mitocondrial.  



  

Antecedentes 
  

Serratos y col. (1987), reportaron el efecto de extractos de acidos fendlicos de granos de 

maiz, adicionados a dietas artificiales, sobre el comportamiento alimenticio de insectos 

adultos de Siephilus zeamais. Estos autores encontraron que dichos extractos inhiben el 

consumo que hace el insecto del alimento. Resultados semejantes obtuvieron Tipping y col. 

(1987), al mostrar que algunas fracciones de extractos de maiz resistente presentaban mayor 

repelencia contra el gorgojo del maiz. 

En el desarrollo de la pared celular, el Acido feriilico predomina en paredes celulares 

primarias (Nishitani y Nevins, 1990) y el Acido p-cumarico esta asociado con la formacién 

de paredes secundarias y correlacionado con la formacién lignina (Jung, 1989). 

Arnason y col. (1992), en sus trabajos con lineas resistentes y susceptibles de maiz frente a 

diferentes plagas cle insectos reportan que derivados fendlicos como el Acido E-fertlico y p- 

cumarico contribuyen a la resistencia cuando estos son suministrados a las dietas de las 

larvas. 

La acumulacién de los acidos hidroxicinamicos ocurre en todos los tejicos. Estos 

compuestos son constituyentes de la pared celular en vegetales, pero existe una gran 

vartaci6n en cuanto a cantidad y clase de dichos metabolitos en los diferentes tejidos. 

(Serratos, 1993). 

Bergvinson y col. (1993). encontraron que diferentes genotipos de maiz tienden a reducir el 

valor nutricional, cuando son atacadas por larvas cisminuyendo el contenido cle nitrégeno y 

elevando los niveles de Acidos fendlicos en fibras de la pared celular. 
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Fustificactén 
  

  

JUSTIFICACION 

En este trabajo se tomaron en cuenta los diferentes trabajos de la importancia de los acidos 

fendlicos y de los compuestos del tipo de los flavonoides en Ia resistencia del maiz, frente a 

diversas plagas de insectos, que ocasionan dafios en las diferentes etapas de crecimiento y 

por ende una disminucion en el rendimiento de este cultivo a nivel mundial. Por esta razon 

se consideré necesario realizar el estudio de estos Acidos fendlicos y su posible efecto 

fisiol6gico en plantas de maiz previamente seleccionadas por el programa de maiz del 

CIMMyT, frente a dos insectos plaga de gran importancia en nuestro pais. 
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Objetivos 
  

OBJETIVO GENERAL 

Determinar las diferencias de concentracién de algunos acidos fendlicos y compuestos de 

upo flavonoides en dos lineas de maiz, a fin de determinar su influencia en la resistencia 

frente al gusano cogollero (S. frugiperda) v al gusano barrenador (D. grandiosella). 

OBJETIVOS PARTICULARES 

eAnalizar el tejido foliar en diferentes estapas de desarrollo posteriores a la infestacién 

artificial con larvas neonatas de cada una de las plagas y cuantificar la concentracién de 

Acidos fendlicos. 

eDeterminar la concentracién de maysina y compuestos analogos en estigmas de las lineas 

antes mencionadas. 
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Matenales y métodos 
  

MATERIALES Y METODOS 

A) SIEMBRA E INFESTACION DEL MATERIAL 

Las semillas utilizadas en este trabajo fueron suministradas por el banco de germoplasma 

del “Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo” (CIMMyT), utilizando dos 

lineas de maiz con diferente respuesta frente a Spodoptera frugiperda y Diatraea grandiosella; \a 

CML 131, susceptible y CML 67, resistente. 

Las semillas fueron sembracdas durante el ciclo 1995 B (Mayo-Octubre);.en el campo 

  

experimental del CIMMyT en Tlaltizapan, Morelos, (ubicado geograficamente a 18° 41’ 

latitud norte y 99° 08? longitud oeste, a una altitud de 940 m, con una precipitacién media 

anual de 840 mm y una temperatura de 23° C: ef clima es calido subhtimedo con 

precipitacién en verano y el tipo de suelo es vertisol negro desarrollado por el subsuelo 

calcareo que es caracteristico de esta region. (Lépez, 1997) ), 

Después de cuatro semanas, cuando las plantas de maiz tenian de 6 a 8 hojas 

completamente desarrolladas, se infestaron con larvas neonatas (30 larvas por planta ) de 

Spodoplera frugiperda o Diatraea grandiosella, en la axila de la hoja, en la interseccion del nudo, 

de acuerdo a la metodologia empleacla por CIMMyT. 

B) COLECTA DEL MATERIAL 

Una semana después de la infestacién. las hojas de cada una de las lineas infestadas con 

larvas de los dos insectos fueron colectadas; durante el etapa de crecimiento activo 2 3 y 4 

semanas después de la infestacién. Las hojas se seccionaron de tal forma que se obtuvieron 
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tres diferentes tejidos, adulto, intermedio y joven (amarillo, verde-amarillo y verde), 

posteriormente se congelaron a -20°C, hasta su andlisis en el laboratorio, a fin de realizar 

las extracciones para la determinacion de la concentracién de Acidos fendlicos. 

C) SECADO Y MOLIENDA DEL MATERIAL 

Las diferentes partes seccionadas y congeladas se llevaron a secado completo mediante 

liofilizacién, posteriormente se molieron hasta obtener un polvo fino y proceder a la 

extraccién de los Acicdos fendlicos. 

D) EXTRACCION DE ACIDOS FENOLICOS 

La extraccién de los dcidos fendlicos se realizé de acuerdo a la metodologia reportada por 

Bergvinson (1995). Estos fueron extraidos de 0.5 g de tejido seco con MeOH al 70% 

durante 20 seg a temperatura ambiente: se homogeneizé el tejido con un polytron (modelo 

PT-1200, Brinkmann, Westbury, N.Y). Después se centrifugd a 500 g por 10 min; se 

reunieron los sobrenacantes y el metanol fue removido en un rotavapor (35 ° C), el pH se 

ajusté a 2.0 usando HC] 1] M. 

La fraccién acuosa fue extraida a temperatura ambiente con acetato de etilo (3X50 ml), 

llevandose a sequedad con un rotavapor. Las muestras se refrigeraron hasta su andlisis por 

HPLC. 

Después de la extraccién, el remanente fue lavado en un embudo Biichner con 30 ml de 

cada uno de los siguientes disolventes: agua, metanol, hexano, acetato de etilo y acetona 

para remover [a clorofila, a fin de obtener un extracto cruclo de pared celular. 
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Materiales y métodos 

A este remanente se le adiclonaron 20 ml de NaOH 2M y se agité durante 4 hr en 

atmosfera de N9Q, para hacer una hidrolisis de la pared celular, en donde se encuentran los 

Acidos fendlicos. Estas muestras fueron neutralizadas con HCI 6 M y el pH se ajusté a 2.0. 

Después ce la centrifugacién los sobrenadantes fueron extraidos con acetato de etilo (3X50 

ml ), estas fracciones se reunieron y fueron Hevadas a sequedad y almacenadas a -20°C 

hasta su andlisis por HPLC (Bergvinson, 1995). 

E) ANALISIS POR CROMATOGRAFiA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC ) 

Todos los andlisis fueron realizades con un cromatografo Perkin-Elmer (Beaconsfield, 

Inglaterra), este sistema consiste en colocar un detector registrador diodo LC 480 y Perkin- 

Elmer LC 250 que consta de una bomba Varian 9012, automuestreador Varian 9300, un 

detector AD/ UV 278 nm con una columna Lichrochart RP 18 250X4.6 mm, tamafo de 

particula 5-um, Beckman, Fullerton, California. 

Los extractos solubles se suspendieron en 4 ml de MeOH al 50% y se centrifugaron a 500 g 

por 10 min para remover el exceso de clorofila. El sobrenadante se filtré e inyecté en la 

columna. El sistema de disolventes fue: (A) HPO; 0.1 M, (B) MeOH, en un gradiente 

lineal de 80% Aen 2 min, en 9 min al 60% A por 2 min, en 10 min al 20% A por 4 min y 

en 5 min al 80% de A, el flujo fue de 1 ml/min. Los picos se identificaron por la linea del 

espectro UV y el espigado de los extractos con estandards. 
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F) DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE MAYSINA Y SUS 

ANALOGOS 

Después de la emergencia de los estigmas de cada una de las lineas, éstos fueron protegidos 

de la polinizacién y tres dias después se cortaron, colectaron y congelaron hasta su traslado 

al laboratorio. Posteriormente cada una cle las muestras se secaron mediante liofilizacion y 

se colocaron en mectanol al 100%, a una temperatura de -10° C para su posterior analisis 

mediante HPLC de acuerdo a la metodologia reportada por Snook, y col. 1989), utilizando 

una columna 4.6 X 250 mm, tamafo de particula 5um, Beekman Norcross, GA, 

adicionandole a ésta H2O/McOHL, en un gradiente lineal de 10% a 90% de MeOH en 35 

min, aun flujo de | ml/min, y deteccién de 340nm, en un Hewlett-Packard. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

I}, nos muestran lo siguiente: 

Resultados y Discusién 

Los resultados obtenidos acerca de la concentracién de los diferentes Acidos fendlicos 

sin hidrolizar en las dos lineas de maiz, infestadas con Diatraea grandiosella (Tabla 

Tabla I.- Cuantifiacién de acidos fendlicos hidrolizados y no hidrolizados en dos 

lineas de maiz, infestadas con Diatraea grandiosella. (ug/g peso seco) 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                    
CML 67 CAFEICO CUMARICO FERULICO 
TIEMPOS | S/HIDROLIZAR | HIDROLIZADA | S/HIDROLIZAR | HIDROLIZADA | S/HIDROLIZAR | HIDROLIZADA 
Tl 3.88 46.58 21.58 597.23 5.41 1615.73 
T2 26.86 205.38 5.68 2503.67 16.58 6019.43 
T3 109.65 56.38 106.98 691.05 6.03 1364.17 
T4 1.57 221.49 43.78 1416.95 0 2615.9 

CML 131 

Tl 28.42 12.92 40.97 305.11 2.62 1118.03 
T2 27,72 20.05 43.09 838.56 5.48 1904.08 
T3 97.65 59.33 140.32 382.28 3.23 1296.59 
T4 0 148.48 1.03 1297.56 0 2771.4 

Acido Caféico: 

Se observa que en la linea CML 67 hay un incremento en la concentracién hasta el T3, 

disminuyendo considerablemente en T4 (graficas 1 y 3). Para la linea CML 131 se observa 

que para Tl y T2 presentan una concentracién similar; mientras que en T3 presenta un 

incremento al igual que en la linea CML 67, y en T4 hay una disminucién drastica (graficas 

2 y 4). 
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Grafica 1.- Concentracién Acidos Fendélicos sin hidrolizar en la 
linea de maiz CML 67, en diferentes estados de desarrollo 

infestadas con D. grandiosella 
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Estados de desarrollo. 

Grafica 2.- Concentracion de Acidos Fendlicos sin hidrolizar 

en la linea de maiz CML 131, en diferentes estados de 

desarrollo infestadas con D. grandiosella 

   
   
   

Co
nc

en
tr
ac

i6
n 

de
 
ac
id
os
 

fe
nd

li
co

s 
(u

g/
g 

pe
so
 
se
co
) 

' Acido Ferilico 

Acido Cumarico 

Acido Caféico 

Estados de desarrollo 

24  



  

Resultados y Discusién 

Grafica 3.- Concentracion de Acido Caféico hidrolizado y 
sin hidrolizar, en Ja linea de maiz CML 67 en diferentes 

estados de desarrollo, infestadas con D. grandiosella 
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Grafica 4.- Concentracién de Acido Caféico hidrolizado ysin 

hidrolizar, en la linea de maiz CML 131 en diferentes estados de 

desarrollo, infestadas con D. grandiosella 
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Resultados y Discusién 

Acido Cumarico: 

Se observa una disminucién en T2 y T4, en relacién a T] y T3 respectivamente para la 

linea CML 67 (graficas 1 y 5). Sin embargo, en CML 131 hay un incremento en la 

concentracion hasta T3, disminuyendo en T4 (graficas 2 y 6). 

Grafica 5.- Concentracién de Acido Cumarico hidrolizado ysin 
hidrolizar, en fa linea de maiz CML67 en diferentes estados de 

desarrollo, infestadas con D. grandiosella 
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Resultados y Discusién 

Grafica 6.- Concentracién de Acido Cumiarico 
hidrolizado y sin hidrolizar, en la tinea de maiz CML131 
en diferentes estados de desarrollo, infestadas con D. 

grandiosella 
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Acido Ferilico: 

Se detect un incremento en T2 en las dos Iineas con respecto a T1 y T3, al igual que en 

T4 una disminucién en ambas lineas, Cabe mencionar que este Acido es el que presenta los 

valores mas bajos de concentracidn de todos los Acidos cuantificados (graficas | y 2, 7 y 8). 

Estos resultados muestran que6 el tiempo de desarrollo ejerce una importante influencia en 

la sintesis de los acidos caféico y cumarico, asociado al dafio que produce el insecto. Por 

otra parte, la concentracién del Acido ferilico, es baja en comparacién con los Acidos 

anteriores, sin embargo la concentracién  incrementa drAsticamente en el material 

hidrolizado, siendo mayor que los otros dos. 
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Resultados y Discusién 

Grafica 7.- Concentracion de Acido Fertilico hidrolizado ysin 
hidrolizar, en la linea de maiz CML67 en diferentes estados de 

desarrollo, infestadas con D. grandiosella 
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Grafica 8.- Concentracién de Acido Ferdlico hidrolizado y 
sin hidrolizar, en la linea de maiz CML131 en diferentes 
estados de desarrollo, infestadas con D. grandiosella      

  
Pr eta 

Fv hidrolizar 

Estados de desarrollo 

28  



  

C
o
n
c
e
n
t
r
a
c
i
é
n
 

de
 

ac
id
os
 
fe
nd
li
co
s 

Resultados y Discusion 

Los resultados obtenidos de la concentracién de los diferentes acidos fendlicos 

hidrolizados en fas dos lineas de maiz, infestades con Diatraea grandiosella (Tabla I) 

miuestran lo siguiente: 

Acido Caféico: 

En la linea CML 67 se observa un aumento en T2 y T4 con respecto a Tl y T3, 

presentando mayor concentracién en T4 (grifica 9). En CML 131 hay un aumento a 

través del tempo (grafica [0). 

Grafica 9.- Concentracion de Acidos Fenolicos hidrolizados en 
la linea de maiz CML 67, en diferentes estados de desarrollo 

infestadas con D. grandiosella 

  

  

       

7000 

6000 

5000 

4000 

3000 }- 

2000 . 

1060 

  
tal ” Acido Fertilico 

a“ 
- ~ “ Le . / _-” Acido Cumarico 

11 12 13 Ta , 

Estados de desarrollo 

  
  

(u
g/
g 

pe
so
 

se
co
) 

29 

 



  

Resultados y Discusion 

Grafica 10.- Concentracion de Acidos Fendlicos hidrolizados en 
la linea de maiz CML 131, en diferentes estados de desarrollo 

infestadas con D, grandiosella 
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Acido Cumarico: 

Se observa el mismo comportamiento que para el Acido caféico: incremento en T2 y T4 
con respecto a Tl] y T3. En este caso la mayor concentracion se detecté en T2 (grafica 9), 
Un patrén similar se observa para CML 131, pero la mayor concentracién en T4 (grafica 
10). 

 



  

Resultados y Discusion 
  

Acido Ferilico: 

Ocurrid el mismo comportamiento que en los Acidos anteriores: 

Un incremento en T2 y T4 con respecto a Tl y T3, siendo igual el T2 de mayor 

concentracion (grafica 9). 

Para CML 131 se observé el mismo patrén, siendo en T4 la mayor concentracién (grafica 

10). 

Los resultados obtenicos para los tres aciclos en los diferentes tiempos de desarrollo indican 

que para el analisis del material hidrolizado, existe un fuerte incremento en Acido cumarico 

y fertlico en la linea CML 67, sin embargo para CML 131 los incrementos fuertes se 

detectaron hasta T4. Lo que nos podria indicar una sintesis “temprana” en la linea CML 

67, que puede estar relacionada con su capacidad de resistencia. Ya que estos compuestos 

se encuentran ligaclos a la pared celular. En trabajos previos se ha observado que los acidos 

ferdlico y cumérico intervienen en el desarrollo y son los principales constituyentes de la 

pared celular de las gramineas y los que mas prevalecen en hoja (Nishitani, y col. 1990, 

Hartley, y col.. 1978 citado por Bergvinson 1993 y Serratos, 1993). A su vez cuando la 

concentracién de éstos compuestos se ve incrementada, existe una disminucién de los 

mismos en forma libre (Bergvinson, 1993). 

Los resultados obtenidos en la concentracién de los diferentes acidos fendélicos sin 

hidrolizar en las dos lineas de maiz, infestadas con Spodoptera frugiperda (Tabla II), 

muestran lo siguiente: 
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Tabla II.- Cuantifiacién de acidos fenédlicos hidrolizados y no hidrolizados en 

dos lineas de maiz, infestadas con Spodoptera frugiperda. (g/g Peso seco) 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

CML67 CUMARICO FERULICO 
Tiempos S/HIDROLIZAR | HIDROLIZADA | S/ HIDROLIZAR | HIDROLIZADA 
Tl 12.59 64.73 27.56 224.27 
T2 10.28 420.98 6.99 1231.34 
T3 6.07 421,82 13.85 1405.61 
T4 9.03 735.73 145.32 1919.31 

CMLI131 

TI 4.28 114.39 28.79 379.14 
T2 21.34 125.8 14.18 502.27 
T3 13.77 310.51 6.66 1289.69 
T4 59.03 355.07 41.38 717.51           

Acido Cumarico: 

Observamos en la linea CML 67 una disminucién paulatin 

ligeramente en T4 (graficas 11 y 13). 

con respecto a T] y T3, en CML 131 (grficas 12 y 14). 

Grafica 11.- Concentracién de Acidos Fendlicos sin 
hidrolizar en la linea de maiz CML 67, en diferentes 
estados de desarrollo infestadas con S. frugiperda 
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Resultados y Discustén 

Grafica 12.- Concentracion de Acidos Fendlicos sin hidrolizar 
en la linea de maiz CML 131, en diferentes estados de desarrollo 

infestadas con S. frugiperda 
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Grafica 13.- Concentracién de Acido Cumiarico hidrolizado ysin 
hidrolizar en la linea de maiz CML 67, en diferentes estados de 

desarrollo infestadas con S. frugiperda 
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Grafica 14.- Concentracién de Acido Cumarico hidrolizado y 
sin hidrolizar en la linea de maiz CML 131, en-diferentes 

estados de desarrollo infestados con S. frugiperda 
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Acido Ferdlico: 

Se observé en la linea CML 67 una disminucién en T2 con respecto a Tl, un ligero 

incremento en T3 y atin mayor en T4 (graficas 11 y 15). En CML 131 hay una diminucién 

hasta T3, incrementanclose la concentracién en T4 (graficas 12 y_ 16). 

En sintesis se observ que. las concentraciones de éstos Acidos fendlicos sin hidrolizar, son 

menores que para los hidrolizados. Asi mismo Bergvinson en 1993, observé que el 

contenido generalmente era mas bajo en los acidos fendlicos libres en comparaci6n con los 

acidos fendlicos conjugados unidos a un azticar. Presentandose una mayor concentracién 

en T4, excepto para el Acido cumarico de la linea CML 67, que presenta mayor 

concentracién en Tl. 
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Grafica 15.- Concentraci6n de Acido Ferulico hidrolizadoy 

sin hidrolizar, en la linea de maiz CML 67 en diferentes 

estados de desarrollo, infestadas con S. frugiperda 
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Grafica 16.- Concentracion de Acido Fertlico hidrolizado y 

sin hidrolizar, en la linea de maiz CML 131 en diferentes 

estados de desarrollo, infestadas con S. frugiperda 
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Los resultados obtenidos de la concentracién de los diferentes acides fendlicos 

hidrolizados en las dos lineas de maiz, infestadas con Spodoptera frugiperda (Tabla 

11), muestran lo siguiente: 

Acido Cumarico: 

Hay un aumento a través del tempo en ambas lineas aunque menor para CML 13] 

(graficas 13 y 14). 

Acido Ferilico: 

En la linea CML 67 hay un incremento a través det tempo (grafica 15), asi como para 

CML 131 hasta T3 y luego se detecta una disminucién en T4 (grafica 16). 

En conclusion, se observd que los Acidos cumérico y ferdlico incrementan su concentracién 

en la linea CML 67, siendo mayor para éste ultimo. Este comportamicnto podria estar 

relacionado con el dafio que ocasiona el insecto mucho menos agresivo que D. grandiasella 

Resultados similares obtuvo Morse en 1991, observé que la concentracién de estos 

compuestos puede incrementar segin el dafio en la planta como defensa al ataque de un 

depredador. 

Los resultados obtenidos para Maysina y compuestos analogos (Fig. 4) detectados en 

estigmas de las dos lineas de maiz, infestadas con D. grandiosella o S. frugiperda 

(Tabla II), muestran que para: 
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A (2”-O-c-L-ramnosil-6-C-fuscosil-luteolina) B 

  

Fig. 4. Estructuras quimicas: (A) Maysina (R= OH) y Apimaysina (R= H), (B) 
4”-OH-maysina 

Tabla III.- Concentracién de maysina y compuestos andlogos en estigmas de 

Jas dos lineas de maiz, infestadas con D. grandiosella o S. 

Jfrugiperda. (ug/g peso seco) 

  

  

  

  

                

Compuestos D. grandiosella S. frugiperda 

CML 67 CML 131 CML 67 CML 131 
Maysina 0.33 0 0.59 0.185 

4”-OH-Maysina 0 10846 0 0.661 

Apimaysina 5.93 1.879 12.52 0.595 

Maysina: 

Se observé que la concentracién es mayor en la linea CML 67, que en la CML I3L,y 

principalmente en las atacadas con S._frugiperda (graficas 17 y 18). 

4”-OH-Maysina: 

En CML 67 no se registré concentracién en ninguna de las dos plagas, y en CML 131 la 

mayor concentracién se detecté en D. grandiosella (graficas 17 y 18). 
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Apimaysina: 

Se observé un incremento considerable en Ia lmea CML 67, en | as atacadas con S. 

Jrugiperda. Sin embargo para CML 13] disminuyé fuertemente con respecto a la linea 

anterior; en este caso.la concentracién de este compuesto fue mayor en las plantas atacacas 

con D. grandiosella (graficas 17 v 18). 

En conelusién podemos decir que, la actividad de los estigmas es atribuida al flavonoide 

Apimaysina, ya que es el que presenta mayor concentracién que los otros dos compuestos, 

principalmente en los estigmas de la linea CML 67 atacados por S. frugiperda. 
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Grafica 17.- Concentracién de Maysina y compuestos analogos en 
estigmas de Ia linea de maiz CML 67, infestadas con las dos plagas 
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Grafica 18.- Concentracion de Maysina y compuestos analogos en 
estigmas de la linea de maiz CML131, infestadas con las dos plagas 
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Conclusiones 

CONCLUSIONES 

1. La concentracién de acidos fendlicos (caféico, cumarico, fertilico) y algunos compuestos 

de tipo flavonoide como maysina y compuestos analogos, fue mayor en las plantas de la 

linea CML 67 atacadas por las dos plagas. Lo que nos puede indicar que estos 

compuestos participan en la resistencia de las plantas frente a estos insectos. 

2. Los resultados obieniclos en relacién a las concentraciones de los diferentes acidos en los 

diferentes tiempos de desarrollo evaluados. en las plantas de maiz indican un incremento 

en su produccién en funcién al dato observado; es decir que la concentracién de Acidos 

detectados esta relacionada con el ataque producido en las hojas, bajo las condiciones en 

las que se realizé el trabajo. 

3. Las concentraciones de acido cumiarico y ferilico, incrementaron en mayor proporcién 

en las hojas, y de acuerdo a la informacién bibliografica consultada, estos compuestos 

son constituyentes importantes que conforman la pared celular. 

4. La concentracién de Apimaysina fue mayor con relacién a sus analogos, siendo mayor 

en la linea CML 67: pudiendo ser este compuesto un factor de antibiosis en Ja   
resistencia. 

c De estas conclusiones se sugiere realizar los siguientes trabajos: 

¢ Cuantificacion de lignina 

¢ Cuantificacién de compuestos del tipo de los flavonoides cn los estigmas de maiz, en 

diferentes ciclos cle siembra. 
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