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RESUMEN.

Se ha sugerido que la diversidad de metabolitos secundarios (MS) en las plantas
es un rasgo importante de la resistencia vegetal contra los herbivoros y que un
MS distinto a los encontrados en los hospederos habituales de un herbivoro,
otorga mayor defensa que los MS habituales. El objetivo de este trabajo fue
explorar estos dos puntos bajo las siguientes hipétesis: (1) la presencia de altas
concentraciones y una alta diversidad de MS proveen una mejor defensa que
tener bajas concentraciones y/o una baja diversidad de MS, y (2) un compuesto
secundario extrario para un consumidor otorga mejor defensa que un compuesto
comun.

Las hipdtesis se probaron analizando el efecto de la variacidn en el nimero,
tipo (comunes o extrarios) y concentracidn de MS en dietas artificiales sobre el
consumo y oviposicion del gorgojo de los graneros, Sitophilus grananus
(Coleoptera: Curculionidae). Adultos de S. granarius fueron expuestos a cuatro
compuestos fendlicos que se encuentran presentes en los granos que consumen
estos insectos (los acidos trans-ferdlico, para-cumd rico, sinapico y vainillico), y a
un compuesto fendlico y un alcaloide que no se encuentran ‘presentes en los

ranos (umbeliferona y cafeina) Los compuestos fueron incorporados
ndividualmente y como mezclas de dos, cuatro y seis MS en cinco diferentes
concentraciones dentro de una dieta homogénea simulando semillas. Los
compuestos y mezclas fueron ofrecidos a los insectos en un mismo ensayo.

Se encontré que los resultados de este trabajo apoyan la primera de las
hipétesis -~ planteadas: (1) la oviposicidn por Sitophilus grananius fue
significativamente menor sobre las tabletas con la mezcla de seis MS en la
concentracic n alta que sobre las tabletas con uno, dos y cuatro MS en la misma
concentracion, mientras que no se encontraron diferencias al disminuir la
concentracio n de los MS; (2) al aumentar la concentracidn de MS en las tabletas
con la mezcla de seis compuestos. disminuyd significativamente el nimero de
huevos puestos por S. granarius con respecto a las tabletas sin compuestos; y
parcialmente por (3) las tabletas con las mezclas de cuatro y seis MS no
generaron un efecto estimulante sobre la respuesta alimenticia del insecto,
mientras que ias mezclas con uno y dos compuestos si la generaron. Los
resultados obtenidos con la quimica extrarfa muestran que los MS elegidos ylo
las variables de respuesta utilizadas en este trabajo no apoyan la hipdtesis. Estos
fueron: (1) uno de los compuestos extrafios (la umbeliferona) aparentemente
actué como un antagonista sobre la oviposicién de S. granarius; (2) los MS
comunes en los hospederos de S. granarius fueron mds inhibitorios sobre el
consumo de los insectos que los MS extrarios.

Se concluye que con un aumento en la diversidad de MS dentro de una
mezcla de compuestos, la capacidad defensiva contra un herbivoro aumenta,

“aunque también aumenta la probabilidad de que un compuesto de la mezcla sea

antagdnico. También se concluye que no cualquier MS extrafio confiere
resistencia contra un herbivoro.

 BRYBII I VI TRV IT RS




I. INTRODUCCION.

1.1. Las plantas y sus herbivoros.

Si una planta es consumida, genefalmehfe su desarrollo normal se ve
deteriorado (Agrios, 1988), y la gravedad de las consecuencias en términos
de su adecuacidn dependen del estado fenoldgico en que ocurra el dafio, la
estructura modular de la planta, la calidad y cantidad del tejido dafiado
(Dirzo,1984). Se ha calculado que mas del 10% de la produccid n vegetal anual
en comunidades naturales terrestres es consumida por herbivoros (Coley et
al., 1985). El origen y evolucidn de los diversos mecanismos en que las
plantas pueden evitar o tolerar el ataque de los herbivoros, no son claros y
sobre esto se ha especulado bastante (Jeremy. 1984, Rausher, 1992). Existen
tres posturas principales al respecto. Por un lado se cree que la actual
diversidad en la resistencia de las plantas se debe al resultado de su
coevolucidn con los herbfvoros (Erlich & Raven, 1964; Harborne, 1993). Otra
postura es la creencia de que los herbivoros han intervenido 1uehemente’ en
la evolucion de la resistencia de las plantas (Feeny, 1976; Bernays &
Chapman, 1978; Spencer, 1984; Coley et al., 1985, Berenbaum & Seigler,
-1992). Por ultimo, se cree que en la mayoria de los casos los herbivoros
tienden a seguir unicamente la evolucion de las plantas, ya que la presion de
- seleccidn de los primeros sobre las segundas es débil o nb ocurre (Jermy,
1984). Debido a esto, se ha llegado a distinguir entre dos tipos de caracteres
en las plantas: caracteres de resistencia y caracteres de defensa (Rauscher,

1992). Los primeros incluyen cualquier caracter de la planta que influya en los



niveles de dafio que ésta puede recibir. Los segundbs incluyen cualquier
caracter de resistencia que haya evolucionado o se mantenga dentro de una
poblacidn de plantas debido a una presién de seleccidn ejercida por los
herbivoros (Rausher,1992). Actualmente existen muy pocos experimentos en
donde se haya demostrado una evidencia directa del efecto de la presién de
los herbivoros sobre la evolucion de los caracteres de defensa en las plantas
(por ejemplo: Berenbaum et al., 1986), sin embargo, mucha de la evidencia
si muestra que en la mayoria de los casos la herbivoria reduce la adecuacién
de las plantas en la naturaleza (Simms & Rausher, 1987).

Las interacciones entre los herbfvoros y las plantas se encuentran
mediadas por caracter(sicés morfoldgicas, fisicas, quimicas, nutricionales,
fenolégibas y asociativas de las plantas (Bernays & Chapman, 1994). Ademas,
las interacciones entre las plantas y los herbivoros pueden estar mediadas por
los enemigos naturales de estos (Price, 1981; Martin, 1987, Barbosa &

Letorneau, 1988; Berenbaum, 1988) y por asociaciones de las plantas con

otros organismos (Cushman et al., 1994). Estos factores actuan conjuntamente -

y su importancia relativa varfa segun la planta, el consumidor y el ambiente.
Los factores quimicos (metabolitos secundarios) son los que en los lltimos
aﬁos han recibido la mayor atencid n por parte de los investigadores (Harbore,

1993) y se cree que posiblemente estos juegan el papel mas importante en las

" interacciones entre las plantas y sus herbivoros (Erich & Raven, 1964; Feeny,

1978, Dethier, 1980; Schultz, 1988; Bernays & Chapman, 1994),

Los metabolitos secundarios (MS) son compuestos que se encuentran en



todas las plantas y que parecen no tener un papel intrinseco en los procesos
fisiolégicos de éstas (Waterman & Mole, 1994; Bernays & Chapman, 1994). No
existen dos especies de plantas con el mismo arreglo de compuestos
secundarios y por lo tanto muchas especies pueden ser identificadas por su
quimica secundaria (Bernays & Chapman, 1994). Consecuentemente, ésta es
de fundamental importancia en las interacciones entre las plantas y sus
herbivoros (Rosenthal & Janzen, 1979; Bernays & Chapman, 1994). Se
reconocen basicamente tres principales clases de compuestos secundarios:
los compuestos fendlicos, los compuestos nitrogenados y los terpenos
(Harborne, 1993).

1.2, Los compuestos fenodlicos.

Los compuestos fendlicos presentan como estructura comin un anillo
aromdtico con ‘u'no o mas sustitutos hidroxilos (Fig. 1). Estos compuestos
tienen propiedade’s‘ ééidas ya que son propensos a que la ligadura entre el
oxigeno y el hidrégeno del grupo hidroxilo se rompa, y debido a ésto, pueden
formar puentes de hidrégeno con otras moléculas (incluyendo otros metabolitos
secundarios) (Waterman & Mole, 1984). Las sustancias fendlicas tienden a ser

solubles en agua, ya que comunmente estdn ligados a azlcares y

vgevneralmente' estdn localizados dentro las vacuolas celulares (Harborne,

1984). La mayorra de las moléculas fendlicas se originan de la eritrosa 4-
fosfato, el fosfoenol piruvato y la acetil coenzima A (Waterman & Mole, 1994).

Existen numerosos tipos de compuestos fendlicos, entre los que se encuentran
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los fenoles simples, los flavonoides, las quinonas y los taninos (Bernays &

Chapman, 1994).

HO.Q

Figura 1. Estructura molecular de un fenol.

Los compuestos fendlicos se encuentran probablemente en todas las
plantas (Herrmann, 1989). Dentro del grupo de los fenoles simples, se
encuentran los acidos fendlicos, los cuales son las sustancias fendlicas més
comunes. Por ejemplb, en casitodas las angiospermas se encuentran los
acidos para-hidroxibenzoico, protocatéquico, cafeico y vainillico. Otros acidos

fendlicos comunes enlas angiospermas son los dcidos para-cumarico, sinapico

y vainillico (Bernays & Chapman, 1994). Algunos son mas comunes en unas

familias de plantas que en otras. Por ejemplo, el dcido ferulico es relativamente
abundante en las gramineas.

Algunqs autores dividen a las acidos fendlicos en acidos cindmicos y
benzoicos. Dentro de los acidos cinamicos se encuentran los dacidos
hidroxicinamicos que usualmente no se encuentran de forma libre en las

plantas, sino como ésteres simples unidos al dcido quinico o a una glucosa

~ (Herrmann, 1989). Por ejemplo, los &cidos para-cumdrico y ferdlico, en

particular, cominmente se encuentran esterificados a los grupos hidroxilos de

los carbohidratos en las paredes celulares vegetales (Waterman & Mole,
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1994). Los acidos fendlicos varfan mucho en concentracidn, incrementando
principaimente en funcién de la cantidad de luz que recibe la planta que los
sintetiza (Bemays & Chapman, 1994).

Las cumarinas son otro grupo dentro de los fenoles simples. Estos
compuestos son dimeros de anillos aromdticos sencillos productos del acido
cindmico (Bemays & Chapman, 1994). Las cumarinas mas sencillas comd la
cumarina o la umbeliferona son comunes en las plantas y se encuentran
generalmente ‘como ésteres o glucdsidos (Waterman & Mole, 1994). Se han
encontrado cumarinas en todas las partes de las plantas pero con mayores
porcentajes en raices y frutos (1 a 9 % del peso seco), mientras que en follaje
comunmente se encuentran en bajas concentraciones (0.1 a 1 % del peso
seco) (Bernays & Chapman, 1994).

Los compuestos fendlicos desemperi an diferentes funciones (Waterman &
Mole, 1994). Se ha encontrado que éstos son importantes en la resistencia de
las plantas contra todo tipo de herbivoros y patégenos (Waterman & Mole,
-1994), Por ejemplo, el &cido tanico inhibe la transmisid n del virus del mosaico
del tabaco en esta planta y las fitoalexinas (flavonoides) tienen un efécto
antifingo (Smith, 1976), En varios estudios se ha visto que los compuestos
fendlicos son repelentes al consumo de insectos (Adams & Bernays, 1978;
- Serratos et al., 1987; Sen et al., 1994a).

1.3. Los alcaloides.

Los alcaloides son compuestos secundarios que contienen uno o mas atomos



de nitrégeno, frecuentemente como parte de un sistema ciclico. Tienen
propiedades basicas, generalmente son incoloros y lamayoriaforman cristales
a temperatura ambiente, Los brecursores mas comunes de los alcaloides son
los aminodcidos (Harborne, 1984) y se encuentran cominmente en las plantas
en forma de sales dentro de las vacuolas (Smith, 1976). Los alcaloides son
uno de los grupos mas diversos de MS en las plantas, ya que se conocen mas
de 6500 estructuras (Bernays & Chapman, 1994), Se encuentran
principalmente en las angiospermas y dentro de este grupo en las
dicotiledéneas (Smith, 1976). Un gran namero de alcaloides son particulares
de una o pocas familias de plantas (Harborne, 1964).

La cafeilna es un alcaloide que pertenece a un grupo de bases
nitrogenadas que estan relacionadas con las purinas conocidas como purinas
metiladas. La cafeina se encuentra en altas concentraciones en plantas de té

(Thea sinensis L.), café (Coffea spp.) y cocoa (Theobroma spp.), aunque

también se encuentran en muy bajas concentraciones en otras plantas -
(Harborne, 1984).

Los alcaloides son considerados como los compuestos secundarios
defensivos por excelencia (Bernays & Chapman, 1994). Sin embargo, las
funciones de los alcaloides dentro de las plantas ha sido un tema de discusién

por varios afios (Harborne, 1984). Los alcaloides generalmente tienen un

> efecto contra diversos tipos de herbfvoros y patégenos, aunque generaimente

son mas téxicos para los vertebrados (Bernays & Chapman, 1994). En varios

estudios se ha visto que la cafelna es repelente al consumo de insectos




(Glendinning & Slansky, 1994).

1.4. Los metabolitos secundarios en las Interacciones ecoldgicas.

Los MS se han estudiado a través de tres lineas de investigacidn. La primera
linea y la mas antigua es aquella generada por los estudios fitoquimicos sobre
alimentos y productos farmacéulicos (Timothy, 1990). La segunda linea
proviene de la experiencia agricola, la cual esta basada en estudios
‘relacionados con la cantidad de variacidn fenotipica y genot(pica én los cuitivos
y su susceptibilidad a las plagas y enfermedades (Kennedy & Barbour, 1992).
~ Latercera linea proviene de estudios que se han t":rientado a la busqueda de
una explicacion de las interacciones entre las plantas y los herbivoros y
patdgenos entérminos ecoldgicos y evolutivos (Kennedy & Barbour, 1982). Las ’
‘,altimas dos lineas han servido de base para crear el marco tedrico de la
defensa vegetal. '

En los estudios agricolas, las investigaciones han mostrado principalmente
los resuitados del aprovechamiento de la resistencia de las plantas cultivadas
contré sus consumidores. Existen muchos estudios sobre los mecanismos
geneéticos vy fisioldgicos de los caracteres de resistencia (incluyendo algunos
sobre compuestos secundarios). Algunos de estos trabajos han servido como
base para el inicio de investigaciones sobre la ecologia y evolucién de los
mecanismos de resistencia en comunidades naturales (Kennedy & Barbour,
1992).

Los MS pueden participar en interaccbnes mutualistas de las plantas con
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otros organismos (Cushman et al, 1984, Pierce & Elgar, 1987), en
interacciones entre los herbivoros de las plantas y el tercer nivel trofico (Price,
1981; Bérbosa, 1988, Berenbaum, 1988), en fenémenos aieiopétlcos
(Harborne, 1993), en la resistencia de las plantas contra los consumidores
(Fraenkel, 1951; Erich & Raven, 1964; Feeny, 1976; Langenheim et al., 1978;
Rosenthal & Janzen, 1979; Dethier, 1980; Denno & McClure, 1983; Schultz,
1988; Berenbaum & Seigler, 1992; Bernays & Chapman, 1994) y contra los
factores abidticos (Bernays & Chapman, 1994). Se ha planteado que los
compuestos secundarios dentro de las plantas son resultado del balance
adaptativo entre el crecimiento y la defensa de las plantas, impuestos tanto
por el ambiente ébi_ético como por el biético (Bryant et al., 1983; Berenbaum
& Seigler, 1992). El nimero y tipo de metabolitos secundariqs que se
encuentran en las plantas estdn determinados por la disponibilidad de
recursos, los elementos quimicos adecuados para la elaboracidn de los MS,
las restricciones filogenéticas en la capacidad de biosintesis de los MS y los
costos energéticos y toxicolégicos para las plantas en la produccién y

almacenamiento de los MS (Herms & Mattson, 1992).

 1.5. Hipétesls de la defensa vegetal.
Fraenkel (1951) sugirid que la razén de ser de los metabolitos secundarios de
las plantas es la defensa contra patégenos y herbivoros. A partir de ésto, se

han realizado numerosos estudios que han evaluado los mecanismos de
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resistencia en las plantas y las respuestas fisiolégicas y conductuales de los

herbivoros a los metabolitos secundarios de las plantas. Pero aun no es claro

“hasta qué punto esta funcién explica la evolucién del metabolismo secundario

en las plantas (Tuomi, 1992). Se ha intentado comprobar mediante la
formulacid n de diferentes hipétesis en forma de modelos con el fin de explicar
la presencia de los compuestos secundarios en las plantas en términos de
defensa y otros factores tales como: balance carbono-nutrientes (Bryant et al.,
1983; Coley et al., 1985), apariencia (Feeny, 1976, Rhoades & Cates, 1976),
defensa dptima (McKey, 1977; Rhoades, 1979), crecimiento-diferenciacio’ n
(Herms & Mattson, 1992), defensas neutras (Edwards, 1989) y diversidad
quimica moderada (Jones & Firn, 1991). Estos modelos pretenden generalizar
algUnos pétrones observados en las interacciones entre las plantas y sus
herbivoros y patdgenos. Con estas hipétesis se ha pretendido analizar
basicamente de que forma pueden contribuir algunos factores, como por
ejemplo las funciones defensivas que presentan las plantas, los costos de la
defensa y la disponibilidad de recursos en el ambiente, en las restricciones del

m'eta'boli‘smo secundario, y por lo tanto en la respuesta defensiva de las

" plantas (Tuomi, 1992). Las hipétesis han englobado a la evolucion de los MS

fundamentalmente dentro de un contexto de optimizacién con base en los

costos que la defensa implica. En teoria, las plantas crecen con un

-compromiso entre la defensa y la disponibilidad de recursos. La apariencia

(Feeny, 1976; Rhoades & Cates, 1976), el valor adaptativo de los tejidos
(McKey, 1977; Rhoades, 1979) y la presién de seleccidn de los herbivoros y

10
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patégenos (Edwards, 1989) determinan el tipo y concentracién de los MS,
dentro de las limitaciones que imponen los recursos e historia de vida de la
planta (Bryant ef al., 1983, Coley et al., 1985; 'Grubb, 1992, Herms & Mattson,
1992; Mole, 1994).

Jones & Firn (1991) plantean que solamente una parte de la diversidad de
MS en las plantas tiene actividad efectiva contra los herbivoros y patégenos,
a la que llaman "diversidad moderada”, mientras que los MS restantes son
inocuos. Proponen que aquellas plantas que pueden producir muchos
compuestos estaran mejor defendidas por que tienen una mayor probabilidad
de producir compuestos activos. Los compuestos inactivos pueden volverse
activos o bien, las vias metabdlicas que los originan mutar y producir nuevos
compuestos activos. Ademds, los compuestos inactivos pueden conservarse
ya que los costos de produccion de MS diversos son bajos debido a que 6s
muy comln que en las plantas existan rutas biosintéticas compartidas por
diversos MS (Mann; 1987 en Jones & Firn, 1991). Este sistema permite que
de una sola ruta puedan producirse varios compuestos y que una mutacién en
un paso biosintético pueda afiadir nuevos productos a una ruta existente, mas
que crear una nueva ruta metabdlica. El punto débil de la propuesta de Jones
& Firn (1991), es que basan la supuesta escasez de compuestos activos en

estudios farmacé uticos y de pesticidas, en los cuales se busca compuestos de

"muy alta actividad biolégica, ademds de que generalmente se prueban contra

consumidores que no se encuentran interactuando con las plantas que se

analizan (Espinosa-Garcr'a, 1995).
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Jones & Lawton (1991) formalizan cuatro hipétesis sobre posibles patrones
entre los MS y las especies de insectos fitéfagos. (1) Con la hipdtesis de la
defensa diversa predicen una correlacién negativa entre la diversidad de
especies de insectos y la diversidad de MS en las plantas. (2) La hipétesis de
la barrera bioquimica predice una diversidad baja de especies de insectos en
plantas con una quimica rara debido a que la adaptacid n de los insectos a MS
no comunes toma mucho mas tiempo. (3) La hipdtesis de la quimica comun
predice una diversidad alta de insectos en plantas que no difieren mucho en
su qufmica, debido a que los MS en algunas plantas tienen mayor
probabilidad de ser los mismos que en otras plantas, lo que facilita la
colonizacid n. Por ultimo, (4) 1a hipdtesis del escape de enemigos predice un
mayor nimero de especies de insectos en plantas con una quimica rara ya
que muchos enemigos naturales de los insectos utilizan claves quimicas
especificas, comunes ven las plantas, para localizarios. Jones & Lawton (1991)
ofrecen ejemplos contrarios que apoyan las cuatro hipdtesis y muestran las
dificultades para probarlas as/ como para encontrar aldt'm patrén. Ellos
intentaron formalmente probar estas cuatro hipétesis utilizando los datos de
especies de insectos en las umbeliferas inglesas y los datos sobre los MS en
estas plantas. No encontraron una correlacid n entre una quimica rara en estas
plantas y el nimero de especies de insectos asociados. Si encontraron una
correlacio n positiva débil entre la diversidad de clases de MS y el nimero de
especies de insectos, apoyando Ia hipdtesis de la quimica comin. También

encontraron una alta correlacion positiva entre el nuimero de nuevos MS
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encontrados y el nimero de trabajos fitoquimicos realizados en el tiempo, lo

cual les impide valorar la correlacién. Ademas, aclaran que su fuente de datos

“tanto de insectos como de cbmpuestos secundarios puede ser incompleta, y

por otro lado también aclaran que no tomaron en cuenta |a variabilidad de MS
que existe dentro de cada clase de compuestos que utilizaron, la cual puede
ser muy grande. Jones & Lawton (1991) no mencionan si el namero de
especies de insectos esta relacionado con el dafto en las plantas, sin embargo,
si mencidnan que las caracteri'sticas quimicas que constituyen sus hipétesis

estan relacionadas con la resistencia vegetal.

1.6. Los herbivoros frente a los metabolitos secundarios.

Se ha sugerido que todos los herbivoros tienen algin tipo de adaptacidn
(morfol 6gica, metabdlica y conductual) a la resistencia quimica de las plantas

(Visser, 1994). Los mecanismos conductuales reducen la exposicién a los MS

~a fravés de los cambios en la conducta alimenticia. Los mecanismos

fisiologicos reducen la asimilacion y el transporte de los compuestos a los
sitios activos a través del secuestramiento de los MS e incrementando las
tasas de excrecion. El tercer mecanismo (bioquimico) es a través de la
desintoxicacion enzimdtica y la disminucidn en la sensibilidad de los sitios
atacados por las toxinas (Lindroth, 1991). Existen varios estudios sobre el
aprovechamiento de los MS bor los consumidores en la defensa contra sus
enemigos naturales (Bernays et al., 1992). El aprovechamiento de los MS por

los consumidores puede generar consecuencias negativas para las plantas,

13
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ya que los consumidores pueden evitar a los enemigos naturales (Smiley et
al., 1985), Inclusive, en algunos casos, los MS pueden formar parte esencial

de la dieta de los insectos (Sen et al., 1994a).

1.7. Variabilidad de los metabolitos secundarios.

A diferencia de los metabolitos primarios, los cuales son mas o menos
cdnstames en las plantas, los metabolitos secundarios son extremadamente
variables (Cates & Redak, 1988). La variacion se presenta entre especies,
poblaciones, individuos y partes de una planta, con la ontogenia y la fenologia
de las plantas y como respuesta a los factores biéticos y abiéticos (Denno &
McClure, 1983; Langenheim, 1994). El numero de compuestos secundarios
identificados actualmente excede ios 100,000 (Buckinham, 1993, en
Waterman & Mole, 1994). Las condiciones genéticas, bioquimicas y ecoldgicas
son las que contribuyen principaimente a la diversidad de los MS |
(Langenheim,- 1994).

- La gran diversidad de compuestos secundarios en las plantas ha tenido
diversas 'interpretaciones (Langenheim et al., 1978, Bergstrém, 1991;
~ Harborne, 1993; Langenheim, 1994). Una de ellas es que pueden estar
funcionando en la resistencia de las plantas contra sus herblvoros y
patégenos. Se ha visto que esta diversidad de MS puede reducir el consumo
de las plantas por los herbivoros y patdgenos (Adams & Bernays, 1978,
Bernard et al., 1990; Snyder, 1992; Boufalis & Pellisier, 1994). Los MS pueden

interactuar y generar efectos de miotenda aditivos o sinergistas contra los

14
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consumidores (Berenbaum, 1985; Rodman & Chew, 1980; Espinosa-Garcia
& Langenheim, 1991; Jones & Fim, 1991, Berénbaumr & Zangerl, 1993;
Langénheim. 1994) y se ha propuesto que la diversidad de MS puede
| prolongar el tiempo de adaptacidn de los herb(voros a los compuestos en las
mezclas (Pimentel & Bellotti, 1976; Berenbaum et al., 1989, Berembaum &
Zangerl, 1993; Langenheim, 1994).

La variacidn espacial y temporal de las plantas hospederas y el efecto de
esta variacion sobre los herb(voros, han recibido considerable atencidn por
parte de ecélogos, entomdlogos y ﬁtopatdlogo§ (Denno & McClure, 1983).
Actuaimente hay un consenso mas 0 menos general de que la heterogeneidad
de las plantas hospederas, vista a varios niveles (variacion entre especiés.
entre individuos y dentro de una planta), puede ser una clave para entender
el éxito de Ias‘ plantas contra la aparente desventaja de los consumidores
hablando en tiempos generacionales (Pimentel & Bellotti, 1976; Whitham,
1983; Denno & McClure, 1983; Namkoong, 1991; Karban, 1992; Kennedy &
Barbour, 1992). Sin embargo existen pocos estudios sobre el papél de la
dis)ersldad de los metabolitos secundarios en la resistencia de las plantas y
varios muestran contradicciones. Una de las principales explicaciones a estas
contradicciones estriba en las dificultades metodol égicas, como de disefio que
presenta el manejo de la diversidad quimica (Berenbaum, 1985; Cates &
Redak, 1988).

En muy pocos .casoa se ha probado si un compuesto o una mezcla

funciona contra uno o varios herbivoros o patégenos, o sl es un compuesto

16

IUTmIODEIE . MDIISTURI LN THRCMIW e Swer e
—— - -



o una mezcla lo que determina la resistencia en las plantas contra un
herbivoro o patégeno con cierto grado de especializacion (Berenbaum &
Zangerl, 1993; Espinosa-Garcia, 1995). Jones & Firn (1991) plantean que
solamente una parte de la diversidad de MS en las plantas tiéne actividad
efectiva contra los herbivoros y patdgenos, mientras que los MS restantes son
inocuos.

Al anadir la diversidad de MS a la defensa vegetal, se puede ihcluir una
dimensidn mas. La diversidad de los MS seguramente estd limitada por los
recursos, ya que el tipo y concentracion de los MS dependen de éstos
(Langeinheim, 1994), sin embargo, existe una ventaja para las plantas ya que
mediante efectos aditivos o sinergistas, con concentraciones bajas de cada
compuesto, se puede generar un efecto negativo sobre los herbivoros (Adams
& Bernays, 1978). Ademés,‘los costos pueden disminuir al considerarse los
eféctos aditivos y sinergistas de las mezclas en la defensa de las plantas, asi

como el tipo de arreglos que tienen las vias enzimdticas que producen MS

dentro de las plantas (Jones & Firn, 1991). Sin embargo, interacciones

antagonistas entre MS podrian aumentar los costos.

En muy pocos casos se ha probado si un compuesto o una mezcla
funciona contra uno o varios herbivoros o patdgenos, o si es un compuesto o
una mezcla lo que determina la resistencia en las plantas contra un herb lvoro
o patogeno con cierto grado de especializaci 6n (Berenbaum & Zangerl, 1993;
Espinosa-Garci'a, 1995). Jones & Firn (1991) plantean que solamente una

parte de la diversidad de MS en las plantas tiene actividad contra los
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consumidores y que el resto no tienen actividad. Proponen que aquellas
plantas que pueden producir muchos compuestos estaran mejor defendidas
porque tienen una mayor probabilidad de producir compuestos activos.

Rodman & Chew (1980) plantean que la produccidn de compuestos distintos

a los encontrados en los hospederos funciona como repélente o téxica para

un herbfvoro y de esta forma las plantas evitan o disminuyen el consumo por

los herbfvoros.
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1.8. Objetivo e hipdtesis.

Este trabajo pretende explorar la funcion de la diversidad de metabolitos
secundarios en la defensa de las plantas contra los herbivoros y patégenos.
' En éste trabajo se pretendid probar dos hipétesis: (1) una alta diversidad y/o
concentracion de MS proveen una mejor defensa que una diversidad y/o
concentracid n baja y (2) un MS distinto a los encontrados en los hospederos
de un herbfvoro, otorga mayor defensa que los MS habituales. Las hipdtesis
se probaron analizando el efecto de la variacid n en el nUmero, laconcentracién
y el grado de cercania quimica de los MS con los habitualmente encontrados
en los hospederos de un herbivoro. El efecto de estas variables se estudio
sobfe las respuesta§ de consumo Y oviposicién de una especie consumidora
de semillas: el gorgojo de los graneros, Sitophilus granarius L. (Coleoptera:
Curculionldae) dentro de dietas artificiales. Este sistema se presta para poner
a prueba las hfpétesis. ya que se conoce el efecto negativo de varios
compuestos secundarios sobre este insecto. Ademds varios de los

compuestos son faciles de conseguir y los insectos son de facil cultivo en el

laboratorio.
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Il. SISTEMA DE ESTUDIO.

2.1. Blologra de Sitophilus granarius.

Los adultos del género Sitophilus (Coleoptera: Curculionidae) poseen un rostro
cilindrico, con el margen del rostro recto, las antenas insertadas en la base del
rostro, el funiculo contiene seis segmentos y.el pigidio estd expuesto. Una de
las caracteristicas distintivas de Sitophilus granarius (L.) son los orificios
separados en el pronoto, los cuales son generalmente planos y anchos (Fig.
2) (Whitehead, 1987). Los adultos de esta especie miden entre 3 y 6 mm de
Iafgo y viven aproximadamente de siete a ocho meses. Cada hembra
oviposita de 50 a 400 huevos durante su vida. Los huevos son ovipositados
dentro de los granos, mediante la perforacién de un orificio que realiza la
hembra, en donde es colocado un huevo y después depositada una sustancia
cerosa que funciona como sellador. En climas calientes la larva completa su

desarrolio en un mes y el desarrolio se prolonga con el descenso de la

- temperatura. Su distribucion es cosmopolita, aunque se les encuentra con

mayor abundancia en climas templados. Los adultos y larvas de esta especie

~ consumen generalmente granos de trigo, arroz, mafz, cebada, sorgo y avena
| - (Sifuentes, 1977). Por lo cual se le puede considerar como un herbivoro
- oligéfago ya que utiliza hospederos dentro de una misma familia de plantas

: ‘(Bernays & Chapman, 1994).

Sitophilus granarius, también conocido como gorgojo de los graneros, es

considerado como una de las principales plagas de granos aimacenadas en
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México debido al gran dafio que les ocasiona y a que facilita la entrada a las
plagas secundarias (Sifuentes, 1977). Sitophilus granarius, a diferencia de los
demas miembros de su género, ha perdido la capacidad de vuelo por lo que

ha dependido del hombre para su dispersidn (Cotton, 1963).

Figura 2. Morfologia externa de Sitophilus granarius.
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2.2.Metabolitos secundarios de los hospederos de Sitophilus granarius

y sus efectos.

Los compuestos fendlicos en los hospederos que consume Sitophilus
grananius son similares. Los principales compuestos fendlicos que se
encuentran en los granos de malz, trigo, cebada, arroz y avena son los acidos
trans-ferdlico, para-cumdrico, sinapico, vain(llico y caféico (Herrmann, 1989).
Estos compuestos se encuentran en mayores concentraciones en el pericarpo
y en |a capa aleurdnica de los granos, después en el embrién y por Ultimo en
el endospermo (Herrmann, 1989; Sen et al., 1991, 1994b). Estos acidos
fendlicos se encuentran principalmente ligados a carbohidratos, y de forma
I‘ibre solamente en bajas concentraciones (Herrman, 1989).

Serratos et al. (1987) encontraron una correlacion positiva entre la
concentracion total de compuestos fendlicos en los granos de diferentes
variedades de mafz y la resistencia contra el consumo de aduitos de Sitophilus
zeamais (Coleoptera: Curculionidae). Vieron que en el grano de malz un 80%
de los compuestos fendlicos corresponden al acido ferulico, casi 20% al égldo
- p-cumdrico y el resto son acidos siringico, caféico, protocaté quico y vainillico.

Tambié n encontraron que el acido ferulico contribuye enormemente aladureza
de los granos debido a la formacién de complejos con los carbohidratos de las
“paredes celulares. Arnason et al. (1992) encontraron que el consumo por
adultos del barrenador de los granos Prostephanus truncatus (Coleoptera:

Bostrichidae) tainbién se ve disminuido por la concentracién total de

21

AR LR EE St B W R et o e - m ——e—



s

compuestos fendlicos. Asi mismo, encontraron que la distribucidn de los acidos
fendlicos dentro de los granos de maiz es distinta en cada regidn siendo mayor
en el pericarpo y la capa aleurdnica, intermedia en el embridn y baja en el
endospermo, con concentraciones de 5.8, 0.31 y 0.07 mg/g, respectivamente.
Vieron también que las proporciones de los acidos fendlicos en las tres
regiones se mantienen en distintas variedades de malz.

Sen ot al. (1994a) encontraron que el dcido trans-ferdlico y el acido trans-

- para-cum drico afectan |a sobrevivencia, el peso y el tiempo de desarrolio de

las larvas de Sitqphi!us zeamais (Coleoptera: Curculionidae) y Prostephanus
truncatus (Coleoptera: Bostrichidae) y que al mezclar ambos acidos fendlicos
en proporciones de 2 mg/g de 4cido trans-ferulico por 1 mg/g acido trans-para-
cumarico el efecto negativo sobre las larvas de ambas es'pecies aumenta
considerablemente.- Asi mismo, encontraron que del 10 al 15% del total de los
compuestos fendlicos esta formado por amidas acidas fendlicas (las cuales se
encuentran libremente en los granos de maiz) y que éstas tienen fuertes

efectos negativos sobre el desemperio de larvas.
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lll. MATERIALES Y METODOS.

3.1, Colecta y cultivo de Sitophilus granarius. |

Los inséctos utilizados en el experimento fueron producto de un cultivo que
se inicid con la colecta de individuos de dos bodegas de granos ubicadas en
Xochimilco, D.F. Se colectaron aproximadamente 2000 individuos de los dos
sitios, los cuales se mantuvieron en maiz cacahuacintle dentro de frascos de
vidrio de un litro por cinco generaciones a 24-27 °C, 60-70 % de humedad

relativa y completa obscuridad antes de iniciar el experimento.

3.2, Elaboracid n de las simulaciones de semlilas.
Las respuestas de oviposicion y de consumo de los individuos adultos de
Sitophilus granarius a seis metabolitos secundarios individuales o en mezclas
se estudiaron utilizando simulaciones de semillas que se denominarén
"tabletas", fabricadas con una dieta homogénea a la que fueron incorporados
los diferentes compuestos. Ambas respuestas se estudiaron en un mismo
ensayo.

La dieta se elabord con almiddn comercial de maiz marca Maizena,

extracto de levadura marca Beckton Dickinson de México S.A. de C.V. y acido

~ sorbico como antifungico. Las proporciones de aimidén y extracto de levadura

“fueron de 20:1 (Urrelo y Wright, 1989) y el &cido s6rbico se afadié en § mg/g

de almiddn (Serratos et al., 1987).

Los compuestos fendlicos utilizados fueron:
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écido trans-fenilico (F, trans-4-hidroxi-3-metoxi-cindmico, pureza: 99%, Fig. 3a),
acido para-cumarico (C; 4-hidroxicin&mico, pureza: 98%, Fig. 3b),

acido sinapico (S; 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-cin amico, pureza: 98%, Fig. 3c),
acido vainillico (V; 4-hidroxi-3-metoxibenz 6ico, pureza: 97%, Fig. 3d) y

" umbeliferona (UM; 7-hidroxicumarina, pureza: 99% Fig. 3e),

el compuesto alcaloide utilizado fue:
cafeina (CA): (1,3,7-trimetilxantina, pureza: 99%, Fig. 3f).

Los sels compuestos fueron adquiridos de Aldrich Chemical Company, Inc.
Los compuestos F, C, S y V son naturales de los hospederos de Sitophilus
granarnius (los cuales se definirdn como "compuestos del maiz"), en tanto que
los restantes no lo son (estos ultimos se definirdn como "compuestos raros").

CHO
HO‘O CH==CH— COOH HO—O— ==CH— COOH

&) Acido trans-ferdilico (F) b) Acido para-cumérico (C)
CHO | | cHo
HO—{\ ) cH==cH—coon Ho—O- CoH
CHO ‘
¢) Acido sinpico (5) d) Acido vainfllico (V)
0
. CH,
S A ')/
HO mo
. CHy
f) Cafelna (CA) _ o) Umbeliferona (UM)

Figura 3. Estructura molecular de los compuestos utilizados en el
experimento.
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Los compuestos utilizados en las pruebas se ofrecieron individuaimente

y en mezclas. Las mezclas fueron las siguientes:

1. Mezclas con dos cémpuestos: (i) F+C, (ii) F+S y (iii) F+V.

2. Mezclas con cuatro compuestos: (i) F+C+S+V, (ii) F+C+S+UM vy (iii)
F+C+S+CA.
3. Mezcla con seis compuestos: F+C+S+V+UM+CA.,

Se utilizaron seis concentraciones en las dietas: 0.0 (tratamiento sin MS),
0.05, 0.5, 1.0, 2.5y 5 mg ‘de MS por g de almidon. La concentracid n total de
’metabolitos secundarios en cada dieta fue la misma tanto para las mezclas
como para los compuestos individuales. En las mezclas se colocaban los MS
en cantidades iguales hasta obtener la concentracidn deseada.

Los compuestos y las mezclas fueron incorporados a la dieta disueltos en |
etanol absoluto, excepto Ia cafeina, para la cual se utilizé agua destilada
debido a su alta polaridad. A la dieta sin compuestos también se le afadi6 el
etanol. Posteriormente, las dietas fueron colocadas en cajas de Petri dentro

de un refrigerador a 4° C hasta evaporarse el etanol (aproximadamente 12 h).

Al secarse el almidén se afiadié agua destilada (la cafeina se incorpord en este

pasb). Los tratamientos fueron colocados nuevamente en cajas de Petri dentro

del refrigerador (durante 36 h) en donde el agua se evapor6 hasta obtener un

porcentaje de humedad entre 12 y 14 por ciento, logrando asf la solidificacid n
del almidon. Posteriormente, las dietas se partieron en’pedazos de 0.8 X05

X 0.5 cm aproximadamente y estos trozos constituyeron las simulaciones de

~ semillas o tabletas.
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3.3. Montaje de las unidades experimentales.

El experimento se llevo a cabo dentro de 3 unidades experimentales, que se

denominar &n "arenas”. Estas fueron cajas construidas con ldminas de estireno
de 33 x 27 x 6 cm, dentro de las cuales se colocaron compartimentos de
aluminio de 3 x 1.5 x 1.5 cm. En cada compartimiento se colocaron 9-15
tabletas de cada dieta artificial hasta llegar .a un peso aproximado de 0.824+
0.5 g. Cada dieta (66 en total) se replico tres veces en cada arena. De cada
dieta se tomaron tres muestras para medir el porcentaje de humedad que
contenian. El total de compartimientos por arena fue de 198 = [13 ’(mezclas
+ compuestos) X 5 (dosis) + 1 (tratamiento sin compuestos)] X 3 (tres
repeticiones). La distribucién de los compartimientos dentro de cada unidad
experimental se hizo aleatoriamente, de manera que cada uno tuviera una

exposicidn igual a los insectos.

3.4. Experimento y toma de datos.

El experimento se llevd a cabo dentro de un cuarto cerrado con 25 °C. La
temperatura se controld con un termostato integrado a un calentador
comercial. Cada arena fue colocada en un recipiente de pldstico sellado.
Dentro de cada uno de los recipientes se colocd una mezcla de sales de
- cloruro y nitrato de sodio para obtener 70 % de humedad relativa y se adapt6
una bomba para hacer circular el aire (ver Winston & Bates, 1960). Antes de
o colocér a los animales en las cajas, se homogeneizé la humedad en los

tratamientos en las tres arenas haciendo cirular aire durante tres dias.
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Se colocaron 150 animales en cada una de las tres arenas. Los insectos
permanecieron dentro de las arenas a 25+ 2 °C, 70% de humedad relativa y
complqta obscuridad durante cinco dias. Posteriormente, las arenas fueron
colocadas dentro de un refrigerador a 8 °C para detener |a actividad de los
ihsectos.

Se procedid a contar el nimero de huevos y medir el porcentaje de dieta
consumida en cada compartimiento. Para el registro del nimero de huevos se
sigud la técnica de Urrelo y Wright (1989). El porcentaje consumido se calculé |

utilizando el peso seco iniciél y el peso seco final: % consumido= (100(peso

seco inicial-peso seco final)/peso seco inicial). El peso seco inicial se obtuvo

con el peso humedo inicial de |a dieta en cada compartimiento y el porcentaje

de humedad del tratamiento. El peso seco final de la dieta por compartimiento
se obtuvo a través del filtrado del almidén disuelto que se obtuvo después del
conteo de huevos. El filtrado se hizo através de dos filtros Whatman No. 5 de
9 cm de didmetro previamente secados y pesados, colocados en un embudo
Budhner. La muestra se filtr6 en dos ocasiones, utilizando dos filtros nuevos
en el segundo filtrado. Los filtros se secaron en un horno a 50 °C junto con el

almiddn. Los filtros se pesaron inmediatamente después del secado.

3.5. Andlisis de los datos.

'_Se analizaron las respuestas de Sitophilus grananus en funcion de la

concentracidn y el tipo de compuestos secundarios en las dietas mediante un

andlisis de varianza (ANDEVA) de dos vias con control Unico. Se realizaron
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comparaciones multiples con la prueba de Ryan-Eynot-Gabriel-Welsch de

rango multiple para disefios desbalanceados (Sokal & Rolph, 1981) para el

andlisis de los efectos principales. Posteriormente, para poner a prueba las

hipotesis, se realizaron contrastes ortogonales. Estos analisis se realizaron con
el programa estadistico CSS (Statistica, 1991). Tanto el ANDEVA como los
contrastes ortogonales se realizaron bajo un modelo lineal con suma de
cuadrados tipo Il para datos desbalanceados (Méndez, 1991).
Para el ANDEVA, los datos se agruparon en cuatro concentraciones
(tratamiento sin MS: 0.0 mg/g, baja: 0.05 y 0.5 mg/g, media: 1.0 y 2.5 mg/g
y alta: 5 mg/g). La agrupacid n de las concentraciones se hizo debido a que en
un ANDEVA realizado sin la agrupacion, la distribucién de los residuales no
presen(d distribuéidn normal y no hubo homogeneidad en las varianzas. En el
analisis se trabajé con el promedio obtenido de las tres réplicas por tratamiento
‘de cada arena. Se ftrabajo con los promedios para que cada réplica fuera
independiente (Zar, 1984), ya que posiblemente la respuesta de los insectos
fue ‘influenciada por el arreglo de los tratamientos dentro de cada unidad
eXperimental. Se generaron asi tres réplicas (n= 3, un promedio de cada
- unidad experimental) para cada tratamiento (cuarenta tratamientos en total).
EI ANDEVA se realizé entonces con un disefio de 4 X 14 con algunas celdas
vacias. El factor concentracion con cuatro niveles: cero, baja, media y alta y
el ‘factorv tipo de compuesto o mezcla definida como "tipo de mezcla® con
catbrce niveles: cero, seis compuestos individuales, tres mezclas de dos, tres

de cuatro y una de seis compuestos.
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V. RESULTADOS.

4.1. Metabolitos secundarios y bvlposlcld n.
No se encontrd correlacidn entre la oviposicidn y el consumo (r= 0.053;
=0.559), por lo que los datos fueron analizados por separado para cada
caso. Los datos para la oviposicidn y para el porcentaje consumido mostraron
homogeneidad de varianzas con las pruebas de Hartley, Cochran y Bartlett
(Zar, 1984). Los residuales de las dos variables mostraron normalidad con la
prueba de Kolmovorov-Smirnov y con la prueba grafica de los residuales
observados contra los esperados (Zar, 1984).
| El nimero de huevos puestos por Sitophilus granarius fue afectado
significativamente por la concentracid n de compuestos secundarios, por el tipo
de mezcla, aunque no por la interaccion entre los dos factores (Tabla 1). La
R? del modelo fue.de 0.5832.
'Los résultadds de la comparacidn muitiple para el efecto de la
concentracic n sobre la respuesta de oviposicidn de Sitophilus granarius se
- muestran en la tabla 2. Se encontrd las tabletas con concentraciones cero,
- baja y media fueron significativamente menos ovipositadas que aquellas con
’v concentraciones altas y que las tabletas con concentraciones cero, baja y
media no difirieron significativamente en el nimero de huevos ovipositados
" (Fig. 4). Los resuitados de la comparacion mditiple para el efecto tipo de
mezcla sobre la respuesta de oviposicién de S. grananius se muestran en la
tabla 3.
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. Tabla 1. Resultados de! andlisis de varianza de dos vias con control Unico
i para evaluar el efecto de la concentracion y el tipo de mezcla de metabolitos
i " secundarios sobre el numero de huevos ovipositados por Sitophilus

granarius en tabletas que simulaban semillas.

EFECTO g.l CM. F P
Concentracid n 2 10.3116 | 19.4490 < 0.001
Tipo de Mezcla 12 1.3323 2.5128 <0.01
‘ Interaccion 24 0.8559 1.6144 0.058
Error | 80 0.5302

Tabla 2, Resultados de la comparacidn muitiple para evaluar el efecto de la
concentracion de metabolitos secundarios sobre el nuimero de huevos

- ovipositados por Sitophilus granarius en tabletas que simulaban semillas.
i Los promedios agrupados con la misma letra no difieren significativamente,
‘ mientras que aquellos con letras distintas si (g.l.= 80; alfa= 0.05).

Agrupacidn., Promedio del nimero N Concentracidn.
. de huevos,
{ A 2.778 3 CERO (0.0 mg/g)
A 2.271 39 BAJA (0.05-0.5 mglg)
A 2136 39 MEDIA (1.0-2.5 mg/g)
B 1.320 39 ALTA (5.0 mg/g)
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NUMERO. DE HUEVOS

0.0 0.05-0.5 1.0-25 5.0
BAJA MEDIA ALTA

CONCENTRACION {mg/g)

- Figura 4. Efecto de la concentracién de metabolitos secundarios sobre el

nimero de huevos puestos por Sitophilus granarius. Cada barra es el
promedio de N réplicas + 1 error estandar. Las letras diferentes denotan
dlferencuas significativas (p<0.05).
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Tabla 3. Resultados de la comparacidn muiltiple para evaluar el efecto del
tipo de mezcla de metabolitos secundarios scbre el nimero de huevos
ovipositados por Sitophilus granarius en tabletas que simulaban semillas.

- Los promedios agrupados con la misma letra no difieren
significativamente, mientras que aquellos con letras distintas si (g.l.= 80,
alfa= 0.05). Compuestos: F=acido ferulico, S=acido sindpico, C=acido
‘cumdrico, V=4cido vainillico, UM= umbeliferona, CA=caferna, mezcla de
los seis compuestos=SEX, 0= sin compuestos).

Agrupacién. Promedio del numero de huevos. N  Tipo de mezcla.
A 2778 3 0
B A 2611 9 umMm
BAC 2,393 9 CA
BAC 2152 9 F+C
BAC 2.093 9 F+C+S+UM
BAC 2,074 9 S
- BAC 2,056 9 F+S
BAC 1.952 9 C
BAC 1.785 9 \
BAC 1.778 9 F+V
BAC 1.704 9 SEX
-~ BAC 1,556 9 F
B C 1.481 9 F+C+S+V
C 1.185 9 F+C+S+CA

Al hacer los contrastes ortogonales (pruebas de hipétesis) se encontrd que las
tabletas con seis compuestos con concentracid n alta fueron significativamente menos
ovipositadas que el grupo formado por las tabletas con uno, dos y cuatro compuestos

con la misma concentracid n (F= 5.973; g.l.=' 1,80; p< 0.05). Las tabletas con uno, dos
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y cuatro compuestos con concentraciones altas no difirieron significativamente entre
si en el nimero de huevos ovipositados (F= 0.4562; g.l.= 2,80; p> 0.05). Asimismo,
las tébletas con seis MS fueron significativamente menos ovipdsitadas que las tabletas
sin compuestos (F= 16.90, g.l.= 1,80; p< 0.001). Al comparar el nimero de huevos
puestos sobre las tabletas con seis MS con concentraciones altas y medias contra el
numero de huevos ovipositados sobre el grupo de tabletas con uno, dos y cuatro
compuestos con las mismas concentraciones no se encontrd diferencias significativas
(F= 0.9872, gl= 180; ,p> 0.05). El grupo de tabletas con seis MS con

concentraciones alta y media fue significativamente menos ovipositado que las

| tabletas sin MS (F% 6.7062; g.l.= 1,80; p< 0.05), en cambio, al considerar las tres

concentraciones de MS, el nimero de huevos puestos sobre las tabletas con los seis

compuestos no difiri6 significativamente del niumero de huevos oviposl’tados sobre las

~ tabletas sin compuestos (Tabla 3). Tampoco se encontraron diferencias significativas

entre el numero de huevos puestos sobre las tabletas con uno y dos MS y el niimero
de huevos puestos sobre las tabletas sin compuestos (Tabla 3). El nimero de huevos
ovipositados sobre las tabletas con cuatro MS considerando las tres concentraciones
de MS sl difirid significativamente del nimero de huevos puestos sobre las tabletas sin
compuestos (F= 7.2280; g.l.= 1,80; p< 0.01). En la Fig. 5 se muestra el efecto de la

concentracidn y el numero de MS sobre el nimero de huevos puestos por S.

grananus.
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NUMERO DE HUEVOS
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N=3
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NUMERO DE COMPUESTOS Y CONCENTRACION

Figura 5. Efecto de la concentracién y el nimero de metabolitos secundarios
sobre el nimero de huevos puestos por Sifophilus granarius. Cada barra es el
promedio de N.réplicas + 1 error esténdar. Concentracion: baja: 0.05-0.5
mgl/g, media: 1.0-2.5 mg/g, alta 5.0 mglg.



Se compard el nimero de huevos puestos en las tabletas con concentraciones

_altas de umbeliferona y cafe/ina de manera individual, con el conjunto de dietas con

un solo compuesto del maiz y las tabletas sin MS. El conjunto de tabletas con un MS
del maiz fue significativamente menos ovipositado que las tabletas con la
umbeliferona (F= 6.7621; g..= 1,80; p< 0.05) e igualmente ovipositado que las
tabletas con cafelna (F= 0.0559, g.l.= 1,80; p> 0.05). El conjunto de tabletas con un
MS del maiz y la cafeina de manera individual fueron significativamente menos
ovipositados que las tabletas sin MS (F= 12.5742; g.l.= 1,80, p< 0.05) y (F= 8.9416,
g.l.= 1,80; p< 0.05) réspectivamente. En cambio, las tabletas con la umbeliferona de
manera individual fueron igualmente ovipositadas que las tabletas sin MS (F= 0.5588;
g.l= 1,80; p> 0.05). En la Fig. 6 se muestra el efecto de la concentracidn de la
umbeliferona, la cafeina y el conjunto de los MS del malz de manera individual sobre
la oviposicidn de Sitophilds granarius. Se comparé el nimero de huevos puestos entre
los cuatro tratamientos con un solo compuesto de malz en las concentraciones altas
de MS y no se enncontraron diferencias significativas (F= 0.5123, g.l.= 3,80; p> 0.05).
Se compard también el numero de huevos puestos sobre las tabletas con
conceﬁtraciones altas de MS que incluian cuatro compuesos. Las tabletas con los
cuatro MS del maiz fueron igualmente ovipositadas que las cuartetas con la
umbeliferona (F= 2.8292; g.l.= 1,80; p< 0.05) y que las cuartetas con la cafeina (F=
1.2574; g.l. =1,80; p> 0.05). Las cuartetas con los compuestos del mafz fueron
signiﬁcativamente menos ovipositadas que las tabletas sin MS (F= 5.9028; g.l.= 1,80;
p< 0.05) y (F= 12.6092; gl= 1,80; p< 0.001) respectivamente. En cambio, la

oviposicidn sobre la cuarteta con umbeliferona ni difirié significativamente de la
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oviposicid n sobre las tabletas sin MS (F= 0.5588, g..= 1,80, p>0.05). En la Fig. 7 se

muestra el numero de huevos puestos por Sitophilus grananus en funcién de las tres

cuartetas en las tres concentraciones utilizadas.

TIPO DE COMPUESTO Y CONCENTRACIONES
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- N=3 DEL MAIZ N=3
3
.

: (o]

i >

5

: -

a2

o

&

; =

o pu |

o Z

14

, 0 T U 1|':|' .V.u' T .
; 0 B M A B M A B M A
'

- Figura 6. Efecto de la concentracién y el tipo de metabolitos secundarios
sobre el numero de huevos puestos por Sitophilus granarius. Cada barra es el
promedio de N réplicas + 1 error estdndar. Concentracién: B: baja, 0.05-0.5
mg/g; M: media, 1.0-2.5 mg/g; A: alla, 5.0 mg/g) Los compuestos del maiz
utilizados fueron los 4cidos ferdlico, cumérico, sindpico y vainillico.
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COMPUESTOS  UMBELIFERONA  CAFEINA

DEL MAIZ EN MEZCLA EN MEZCLA
EN MEZCLA
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NUMERO DE HUEVOS
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‘ F+C+S+V F+C+S+UM  F+C+S+CA

TIPO DE MEZCLA Y CONCENTRACION

Figura 7. Efecto de la concentracion y el tipo mezclas de cuatro metabolitos
secundarios sobre el numero de huevos puestos por Sitophilus grananius.
Cada barra es el promedio de N=3 réplicas + 1 error estdndar. Concentracion:
B: baja, 0.05-0.5 mg/g, M: media, 1.0-25 mg/g; A alta, 50 mg/g.
Compuestos: F: &cido ferdlico, C: dcido cumdrico, S: écido sindpico, V: 4cido
vainillico, UM: umbeliferona, CA: cafeina.
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4.2. Metabolitos secundarios y consumo.
E! consumo de las tabletas, fue afectado significativamente por el tipo de mezcla, pero

no por la concentracidn de compuestos ni por la interaccion entre los dos factores

(Tabla 4). La R* del modelo fue de 0.5035. Los resultados de la comparacid n multiple
para el efecto tipo de mezcla sobre |a respuesta de oviposicidn de S. granarius se

mugstran en la tabla 5.

Tabla 4. Resultados del andlisis de varianza de dos vias con control Unico
para evaluar el efecto la concentracidn y el tipo de mezcla de metabolitos
secundarios sobre el consumo de tabletas que simulaban semillas por
Sitophilus grananus

EFECTO gl CM. F P
| |concentracisn 2 04%5 | 13650 | 0.2610
Tipo de Mezcla 12 1.0317 28384 | <o0.01
Interaccign 24 0.5345 1.47 0.1035
‘ T | 80 0.3635

i Tabla 5. Resultados de la comparacidn multiple para evaluar el efecto del

tipo de mezcla de metabolitos secundarios sobre el consumo por Sitophilus

granarius en tabletas que simulaban semillas. Los promedios agrupados con

la misma letra no difieren significativamente, mientras que aquellos con

o letras distintas si (g.l.= 80; alfa= 0.05). Compuestos: F=dacido ferulico,

- S=acido sinapico, C=acido cumarico, V=4cido vainfllico, UM= umbeliferona,
- CA=caferna, mezcla de los seis compuestos=SEX, 0=sin compuestos).
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| Agrupasion. Promedio del porcentaje N Tipo de mezcia.
consumido.
A 6.431 9 Vv
B A 6.199 9 F+S
B A . 5985 9 F+C
g B A 5.991 9 F+V
5 B A 5.990 9 CA
BA 5.896 9 ]
B A 5.793 9 s
"BAC 5.712 9 F+C+S+UM
BAC 5.695 9 F
BAC 5.669 9  F+C+S+CA
BAC 5.589 9 c
| B C 5.296 9 F4+C+S+V
c 5.197 9 SEX'
’ C | 4.743 3 0

, Al analizar el efecto de |a diversidad de MS en las dietas artificiales sobre el
consumo de S:_'tophilus granarius, se encontrd que las tabletas con seis MS fueron
significativamente menos consumidas que el grupo formad‘o por aquellas con uno, dos
y cuatro MS (F= 9.8957; g.l= 1,80; p< 0.01). Las tabletas con seis MS fueron
iguaimente consumidas que las tabletas con cuatro MS, mientras que las tabletas con
seis MS fueron significativamente menos consumidas que las tabletas con dos y un
MS,V (Tabla 5) y (F= 10.4711, g.l.= 1,80; p< 0.01) respectivamente. Se encontrd que
b las tabletas con cuatro y seis compuestos no difirieron significativamente en el

j consumo al compararias con las tabletas sin MS (Tabla 5), mientras que aque'ias con
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uno y dos compuestos fueron significativamente mas consumidas que las tabletas sin
compuestos, (F= 10.4485; g.|.= 1,80 ; p< 0.01) y tabla 5 respectivamente. En la Fig.
8 se muestra el consumo por S. granarius sobre las tabletas con cero, uno, dos,
cuatro y seis compuestos.

Al analizar la tabla 5 también se encontrd que el consumo sobre el grupo de
tabletas con los MS del maiz individuales no difirid significativamente del consumo
sobre las tabletas con la umbeliferona y con la cafeina individuaimente. El consumo
sobre las tabletas s‘m’M}S fue significativamente menor que el consumo sobre el grupo
.de tabletas cbn Jos MS del maiz (F= 9.7959; g.l.= 1,80; p< 0.05) individuaimente y que
sobre las tabletas con la umbeliferona y con la cafeina de manera individual (Tabla
N . ,

Se compararon lvos consumos sobre las tabletas con las tres cuartetas de MS
y no se encontraron diferencias significativas entre éstos (Tabla 5). Sin embargo,
aunque las diferencias no fueron significativas, las tabletas con la mezcla de los
cuatro compuestos del malz fueron menos consumidas que las tabletas con las otras

dos ‘cuartet'as (Tabla 5).
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Figura 8. Efecto de! nimero de metabolitos secundarios sobre el consumo por
Sitophilus granarius. Cada barra es e! promedio de porcentajes consumidos
de N réplicas + 1 error estandar.
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V. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

5.1 Hipdtesis de la diversidad y concentracic n de metabolitos secundarios.
Los resultados obtenidos que apoyan la hipétesis de la diversidad y concentracid n de
MS como mejor defensa fueron (1) la oviposicion por Sitophilus granarius fue
significativamente menor sobre las tabletas con la mezcla de seis MS en la
concentracidn alta que sobre las tabletas con uno, dos y cuatro MS en la misma
concentracidn, mientras que no se encontraron diferencias al disminuir la
concentracid n de los MS; (2) al aumentar la concentracidn de MS en ias tabletas con
la mezcla de seis compuestos si disminuy6 significativamente el numero de huevos
puestos por S. granarius con respecto a las tabletas sin compuestos; (3) las tabletas
con las mezclas de cuatro y seis MS no generaron un efecto estimulante sobre la

respuesta alimenticia del insecto, mientras que las mezclas con uno y dos compuestos
| si la generaron.

Los resultados obtenidos con la respuesta de oviposiciéh que apoyan la
hipdtesis de la quimica diversa muestran que tuvo que haber un efecto de la
concentracion para que la diversidad funcionara en la resistencia de las tabletas. Al
considerar las tres concentraciones, las ftabletas con cuatro MS fueron
signiﬁcati\)amente menos ovipositadas que las tabletas sin MS. El efecto negativo de
las mezclas de cuatro compuestos sobre la oviposici6n de los insectos aparentemente
se genero debido a que los compuestos presentes en las cuartetas siempre estan en
mayor concentracidn que en la sexteta. Si este fuera el caso, la mezcla de seis MS

en las tabletas actud negativamente sobre ia oviposicidn de Sitophilus granarius por
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arriba de un umbral de percepcidon en los insectos. Una explicacid n alternativa, aunque
no excluyente en términos de la concentracid n, es que en este trabajo solamente se
probaron algunas combinaciones de compuestos en las mezclas, y la sexteta ini:luye
todas las combinaciones posibles. Es factible que alguna combinacid n particular de
compuestos dentro de la sexteta (ue la que generd la respuesta negativa sobre Ié
oviposicidn de S. granarius.

Ninguno de los tratamientos inhibié el consumo de Sitophilus granarius al
compararlos con el consumo sobre el tratamiento sin MS. Este resultado no va de
acuerdo con el que se esperaba. El consumo en Sitophilus granarius fue estimulado
por la presencia de los compuestos de forma individual y por las mdzclas de dos MS.
Adams & Bernays (1978) encontraron que algunos compuestos fendlicos (incluidos los
acidos fertlico, para-cum arico y vainillico) no fueron repelentes sobre el consumo de
Locusta migratoria cuando fueron utilizados individualmente en concantraciones
similares a las utilizadas en este trabajo. Incluso algunos de los compuestos fendlicos
que utilizaron (incluidos los acidos fendlicos mencionados anteriormente de manera
individual) resultaron ligeramente gstimulantes sobre la preferencia alimenticla de los
insectos cuando se compararon los consumos en estos contra el consumo sobre el
control. En cambio, en forma de mezcla, los compuestos s{ disminuyeron
significativamente el consumo de L. migratoria. Los resultados obtenidos con la

respuesta de consumo de S. granarius sobre las mezclas con cuatro y sels MS,

cuando se compararon con los consumos sobre las mezclas con uno y dos

compuestos, apoyan los resultados obtenidos por Adams & Bemays.

La ausencia de un efecto negativo esperado al incrementar la concentraci 6n de

4
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los MS sobre la respuesta de consumo de Sitophilus granarius no apoya
completamente la hipétesis de la diversidad y concentracion de MS. Este resultado
pugde deberse a diferentes causas. Serratos ef al. (1987) reportan que el consumo
en individuos adultos de Sitophilus zeamais fue inhibido significativamente por una
concentracion de 0.3 mg/g con respecto al control y Adams & Bernays (1978)
mencionan en el estudio referido anteriormente, que en concentraciones mayores a
las que utilizaron, los compuestos fendlicos de manera individual si llegan a generar
efectos inhibitorios sobre la respuesta de consumo de Locusta migratoria. Es posible
que S. granarius simplemente tolere mas a los compuestos fendlicos utilizados. Sen
ét al. (1994a) mencionan que algunos compuestos fenélicos pueden ser benéficos
para algunos insectos. Debido a que en este trabajo no se midié el desemperio en los
insectos, la posibilidad de que los compuestos fendlicos de forma individual puedan
ser benéficos para Sitophilus granarius, no se puede descartar.

- El efecto negativo de la concentacid n de MS sobre la oviposicidn de Sitophilus
granarius va de acuerdo con lo que se esperaba y cdn los resultados obtenidos en

diversos trabajos realizados con otras especies de insectos. Por ejemplo, Classen et

.-al. (1990) encontraron una correlacion negativa entre la concentracid n del dcido trans-

ferdlico en semillas de diferentes variedades de maiz y el nGmero de huevos puestos
por Sitophilus zeamays. También encontraron que la concentracid n de los compuestos
tiene una correlacion negativa con la sobrevivencia de las larvas. Por otro lado, Sen

et al. (1994a) encontraron que la concentracién del acido para-cumdrico, del dcido

~ trans-ferdlico y la concentracion de mezclas con los dos compuestos afectan

negativamente la sobrevivencia y el peso de larvas de S. zeamays y Prostephanus
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truncatus, En general, el efecto nedativo de la concentracian de MS en la respuesta
de oviposicion de los insectos fitéfagos, se ha asociado a los costos de

desintoxiﬁcacio’ n de los compuestos por las larvas (Lindroth, 1991').
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5.2. Hipdtesis de la quimica extrafia.

No se encontrd ningun resultado que apoyara esta hipotesis. Los resultados obtenidos
con la oviposicid n sobre las tabletas que contenian umbeliferona tanto individualmente
como en la cuarteta incluso fueron opuestos a los esperados, Ei niumero de huevos
puestos en los dos casos no difirié del nimero de huevos sobre el tratamiento sin -
compuestos. Ademds, las tabletas de con los MS del maiz de manera individual en ia
concentracid n alta fueron significativamente menos ovipositadas que aquellas con la
umbeliferona de manera individual en la misma concentracién. Al parecer la
umbeliferona esta actuando como antagonista dentro de las mezclas y aparentemente
Sitophilus granarius no la percibe cuando se encuentra individualmente ‘en las
tabletas. Los resultados con la umbeliferona muestran que este compuesto no generd
~ ninguna respuesta sobre la oviposicign de los adultos, sin embargo pudiera haber un
efecto sobre las larvas. Se ha visto que en especies de plantas introducidas similares
a las nativas, un cambio pequefio en los compuestos en las plantas, pueden no
generar un efecto repelente sobre la conducta de oviposicién de los insectos nativos,
aunque sl generar un efecto negativo sobre el desempe fio de las larvas (Rodman &
Ch’ew,v 1980). Es posible que el efecto negativo de la cafefna y la falta de efecto de
la umbeliferona sobre la oviposicion de Sitophilus granarius se deba a que la cafefna
es un MS muy diferente a los encontrados en los hospederos de estos insectos. VSin
embérgo esto solamente puede saberse haciendo mas experimentos con otro tipo de
compuestos. Para la respuesta de consumo, la umbeliferona fue estimulante
individualmente y su efecto fue similar al de la cafeina. Contrario alo que se esperaba

con |a hipotesis del compuesto extrafio, el consumo sobre las tabletas con la mezcla
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de los MS del maiz fue la cuarteta menos consumida de las tres.

Las tabletas con los MS del maiz de forma individual se agruparon como
"compuestos del maiz" para compararlos con Ibs dos "compuestos extrafios" y asi
poner a prueba la hipétesis de la quimica rara planteada en este trabajo. Sin embargo
con el agrupamiento se pierden las diferencias que cada compuesto tiene sobre
Sitophilus granarius. Las diferencias entre los MS del maiz se aprecian en los
resultados con las dos respuestas (Tablas 3y 5). Berenbaum et al., (1989) mencionan
la importancia de considerar el papel de las pequefas diferencias entre MS dentro de
una misma familia quimica y dentro de los hospederoé de los herbivoros en la
resistencia de las plantas. Las diferencias entre los MS del maiz de forma individual
sobre las respuestas de S. grananus pueden deberse a que algunos compuestos son

peréibidos por el insecto a menores concentraciones que otros. El acido trans-ferulico

~ es el acido fendlico mas abundante en el mafz (Arnason et al., 1992) y ademds se ha

visto que éste tiene un efecto negativo sobre las larvas de S. zeamais en las
concentraciones utilizadas en este experimento (Sen et al., 1994a).

En este trabajo los resultados obtenidos se deben al menos en parte, a la
concentracidn y al tipo de compuestos y mezclas elegidas, asl como a las variables
de respuesta utilizadas, lo cual va de acuerdo con lo que algunos autores mencionan.
Bernard et al. (1990) argumentan que el tipo de metabolitos secundarios vegetales y

las mezclas de estos elegidas para estudiar la resistencia quimica contra un herbivoro

" son importantes en determinar los resultados. De igual forma, Adams & Bernays

(1978) y Boufalis & Pellisier (1994) argumentan que las variables de respuesta

 elegidas también son importantes.

47




No obstante, los resultados con la diversidad quimica muestran que ésta
funciond para las dos variables de respuesta elegidas y los MS utilizados. La falta de
MS atrayentes es un mecanismo de resistencia (Jones & Lawton, 1991), lo cual fue
el caso para la respuesta de consumo, y el tener una mezcla inhibitoria de MS sobre
la réspuesta de oviposicidn es otro mecanismo de resistedcla. En cambio, para la
hipdtesié de la quimica extrafa, los resultados muestran ‘que los MS elegidos y/o las
variables de respuesta utilizadas en este trabajo no apoyan la hipétesis.

En este frabajo se encontré que al incrementar el namero de MS en la mezcla, |
la probabilidad de que haya un compuesto o mezcla efectiva contra un herbivoro
aumenta, pero también la probabilidad de que haya un posible compuesto antagénico,
como aparentemente fue el caso con la umbeliferona sobre la respuesta de

oviposicidn de Sitophilus granarius.
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FE DE ERRATAS.

Pg. 24

La estructura de f) corresponde a la umbeliferona y la estructura de e)
corresponde a la cafeina.

Pg. 28

Dice: (Sokal & Rolph, 1981).

Debe decir; (Sokal & Rohif, 1981).

Pg. 49

Dice: Barbosa, P. y Letourneau, D.K. 1988. En. Barbosa, P. y
Letoumneau, D.K. (eds.). Novel Aspects of Insect-Plant Interactions.
John Wiley and Sons, Nueva York.

Debe decir: Barbosa, P. 1988. Natural Enemies and Herbivore-Plant
Interactions: Influence of Plant Allelochemicals and Host Specificity pp: Lo
201-229 En: Barbosa, P y Letourneau, D.K. (eds.). Novel Aspects of g
Insect-Plant Interactions. John Wiley and Sons, Nueva York. § :
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