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Resistencia de los botones florales
del algodon Gossypium hirsutum

L. a Spodoptera frugiperda Smith

TCACH, M.A.%; FOGAR, M.N.Z RIOS, R.D.3; ACUNA, C.A*

RESUMEN

En el género Gossypium existen alelos mutantes que confieren tolerancia a determinados insectos. Entre
los de mayor eficacia se encuentra el rasgo denominado high glanding (presencia de glandulas de gosi-
pol en el tercio superior del céliz). Es necesario conocer la interaccion de esta caracteristica con los in-
sectos plaga. El objetivo del trabajo fue estudiar la relacion entre la edad de los botones florales y la re-
sistencia a lepidopteros inducida por las glandulas de gosipol. Se disefiaron bioensayos con larvas de
Spodoptera frugiperda Smith y caracterizaciones de la densidad de glandulas en botones florales de diferen-
tes edades. Por un lado, en genotipos high y normal glanding el nimero de glandulas por unidad de superficie
disminuyd en las estructuras reproductivas a medida que estas incrementaron su tamafio. Por otro lado, el
peso y el tamafio de larvas de S. frugiperda fueron menores cuando se alimentaron con botones florales high
glanding especialmente de menor tamafio. Estas evidencias demuestran que el caracter high glanding se
comporta como un factor antibidtico en larvas de S. frugiperda.

Palabras clave: algod6n, mejoramiento de plantas, resistencia a insectos, alelos mutantes, alto gosipol.

ABSTRACT

There are mutant alleles in the genus Gossypium that increase the tolerance to insect pests. Among the
features that are effective against different insects high glanding [i.e., presence of gossypol glands in the upper
edge of the sepals of the flower bud] increases the tolerance to Lepidoptera insects. The objective of this re-
search was to evaluate the relationship between the age of the flower buds and the resistance to Spodoptera
frugiperda. Flower buds of different ages were characterized for gland densities and bioassays with larvae of
S. frugiperda were carried using these buds. The density of gossypol glands in reproductive structures de-
creased as the size of flower buds increased while growing, in both high and normal glanding genotypes. The
weight of the larvae of S. frugiperda was significantly lower when fed with smaller high glanding buds. The
larvae fed with high glanding reproductive structures had lower weight when compared with those fed with
material from the normal glanding genotypes. These evidences show that high glanding is an antibiotic factor
in larvae of S. frugiperda, as in other lepidopteran species.
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INTRODUCCION

El cultivo de algodén, Gossypium hirsutum L., es atacado
por diversos artropodos entre los que se destacan por su
importancia en el mundo los siguientes grupos: heliothines,
miridos, aphidos, trips y aracnidos (Jenkins, 1994). En Ar-
gentina, los insectos que se alimentan del cultivo generan
importantes pérdidas; son 15 las especies que lo afectan
en diferentes fases (Polak et al., 2001). Uno de los avan-
ces de mayor importancia en el control de plagas fue la
obtencion de plantas de algodén genéticamente modifica-
das resistentes al ataque de determinados lepidopteros.
Esta tecnologia ademas de disminuir el dafio ocasionado
por dichas plagas redujo el nimero de tratamientos con
insecticidas. Por otro lado, este nuevo escenario genero el
avance de otras plagas no controladas por las variedades
resistentes a lepidépteros (Meredith, 1998). Existen carac-
teristicas morfolégicas presentes en las plantas que gene-
ran resistencia a plagas. Scheffler et al. (2003) sugirieron
la incorporacion de estas caracteristicas a las variedades
comerciales de algodon.

Una de las principales variantes fenotipicas es la ocu-
rrencia en estructuras vegetativas y reproductivas de con-
centraciones variables de gosipol. Este compuesto es un
pigmento amarillo de naturaleza polifendlica producido en
estructuras subepidérmicas denominadas glandulas. Estas
glandulas se encuentran en gran parte de los 6rganos de la
planta de algodon y determinan un cierto grado de resisten-
cia a plagas. Shaver et al. (1980) encontraron que el peso
larval de Heliothis virescens F. esté relacionado con el con-
tenido de gosipol en las flores: el crecimiento de las larvas
disminuye cuando aumenta el contenido de gosipol en los
tejidos (R? = 0.90). En relacion con las hojas, Mcauslane et
al. (1997) observaron que larvas de Spodoptera exigua H.
en sus primeros estadios consumieron mayor cantidad de
hojas desprovistas de glandulas. Resultados similares fue-
ron observados en Heliothis armigera H. por Guangchao et
al. (2010), destacando que las larvas alimentadas con te-
jidos con mayor gosipol presentaban menor peso. Con re-
lacion a la posturas de huevos de Earias vittella F., Keshav
et al. (2013) observaron que los adultos disminuian la ovo-
posicion en plantas con mayor contenido de gosipol. Existe
una variante fenotipica estudiada por Calhoun (1997) que
se caracteriza por presentar glandulas en el margen del
caliz de las flores. Este fenotipo fue denominado high glan-
ding (hg), siendo una fuente de resistencia a insectos por
su mayor contenido de gosipol en érganos reproductivos.

Si bien se ha comprobado que a mayor nimero de
glandulas en las estructuras reproductivas aumenta la re-
sistencia a lepidopteros, se desconoce como varia esta
caracteristica durante el crecimiento de las estructuras
reproductivas y su relacion con la resistencia a lepidopte-
ros. En este contexto se plantean como objetivos de este
trabajo: determinar la relacion entre la resistencia inducida
por glandulas de gosipol con el tamafio de las estructuras
reproductivas en plantas de algodon, y evaluar el grado de
antibiosis en botones florales de un genotipo high glanding
frente a larvas de Spodoptera frugiperda S.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

El material vegetal corresponde a lineas puras de G. hir-
sutum pertenecientes al programa de mejoramiento gené-
tico del INTA. Una de estas lineas es SP 26 hg (que en el
texto también se refiere como HG) y que se caracteriza por
su fenotipo high-glanding. Las otras dos lineas estan em-
parentadas con SP 26 hg, compartiendo un progenitor, y se
identifican como NG1 y NG2. Estas lineas poseen fenoti-
pos normal-glanding, no presentando glandulas de gosipol
en el tercio superior del caliz de las flores.

Analisis de la expresion de la densidad de glandulas
en funcion del crecimiento de botones florales

Para determinar la relacion entre la resistencia inducida
por glandulas de gosipol y el tamafio de las estructuras re-
productivas se disefiaron dos experimentos. El primero se
implemento para determinar la relacion entre la densidad
de glandulas de gosipol y la edad de las estructuras repro-
ductivas. Para ello fueron sembrados los genotipos: HG,
NG1y NG2, durante el mes de noviembre de 2009, en ma-
cetas de 5 litros con sustrato a base de 1/3 de arena 'y 2/3
suelo recolectado de los primeros centimetros de un tapiz
vegetal de praderas correspondiente a un suelo clasificado
como Argiudol Udico. Cada maceta contenia 2 plantas dis-
tanciadas a 15 cm. Se utilizaron 10 macetas por genotipo
distribuidas segun un disefio completamente al azar con 5
repeticiones integradas por dos macetas cada una.

Para determinar la relacion de crecimiento—resistencia
fueron marcados 30 botones florales en 20 plantas de cada
genotipo, a partir de 50 grados dias, considerando como
inicio la fase de botdn “cabeza de alfiler”. Posteriormente,
se realizo el recuento de glandulas de gosipol en el tercio
medio de los botones florales, empleando una lupa portatil
20x con campo visual definido de 25 mm?. Este registro
consistié en 3 mediciones a intervalos de 6 dias. El expe-
rimento fue realizado en dos periodos: septiembre 2009 y
junio-julio 2010. Ademas del parametro mencionado, tam-
bién fueron medidos los diametros de cada botén en los
mismos momentos del recuento de glandulas. También en
el genotipo HG se registré el numero de glandulas en el
tercio superior del caliz, solo durante la tercera medicion.
Los datos fueron analizados estadisticamente empleando
el software InfoStat (Di Rienzo et al., 2013). Se ajusto para
cada genotipo un modelo de regresion lineal para el diame-
tro y el niumero de glandulas del tercio medio, para final-
mente calcular las diferencias entre pendientes mediante
una prueba de paralelismo.

Bioensayos con Spodoptera frugiperda S.

El segundo experimento fue disefiado para determinar
la relacion entre el crecimiento de las estructuras repro-
ductivas y la resistencia provocada por las glandulas. Para
ello se realiz6 un bioensayo con Spodoptera frugiperda. Se
extrajeron botones florales de 2 tamafios (6,5 y 9 mm) de
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los tres genotipos: HG, NG 1y NG 2. Estas plantas fueron
sembradas en invernaculo en el mismo periodo que en el
experimento anterior (septiembre 2009 y junio 2010). El di-
sefio empleado fue completamente al azar con distribucion
factorial (tomando como factores tamafio de boton floral y
genotipo) con 5 repeticiones. Las bracteas fueron elimina-
das y se realizé la desinfeccion de los botones florales con
una solucion de hipoclorito de sodio al 1%.

Los botones florales preparados fueron dispuestos en
cubetas, uno por orificio, con un soporte de agar. Luego
se liber6 una larva neonata, proveniente del laboratorio de
entomologia de la Estacion Experimental INTA Saenz Pefia
por cada boton floral. Cada repeticion estuvo integrada por
6 botones con 6 larvas. A los 7 dias se registré el peso de
las larvas y posteriormente se procesaron los datos con
el software InfoStat (Di Rienzo et al., 2013). Se realiz6 el
andlisis de la variancia y la comparacion de medias con el
test de Tukey con nivel de significacion de 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de la expresion de la densidad de glandulas
en funcion del crecimiento de botones florales

Un total de 86 registros del numero de glandulas y dia-
metro de los botones fueron realizados durante 16 dias en
septiembre 2009, y otros 68 registros en junio-julio 2010
para los tres genotipos evaluados. En la primera experien-
cia (septiembre 2009) la densidad de glandulas disminuy6

con el incremento del diametro de los botones florales; re-
gistrandose un maximo de 3,3 glandulas mm2para HG en
botones de 6,3 mm a un minimo de 1,4 glandulas mm2
en botones de 10,3 mm para el genotipo NG2 (tabla 1).
Ademas, es importante destacar que la relacién observa-
da entre el tamafo de los botones florales y la densidad
de glandulas de gosipol fue significativa y lineal para los
tres genotipos: SP 26 hg (HG), NG1 y NG2 (tabla 2). En
la segunda parte del experimento, realizada en junio-julio
2010, los resultados fueron similares y se presentan en la
tabla 3. Para esta experiencia huevamente se registré el
maximo valor para el nimero de glandulas en la linea SP
26 hg con 2,1 glandulas mm2 en botones cuyo diametro
promedio fue de 5,3 mm; el valor minimo fue de 1,2 glan-
dulas mm2 en NG2 con botones de 7,5 mm de didmetro
(tabla 3). Para este experimento, los modelos de los tres
genotipos resultaron también lineales y significativos (ta-
bla 4). Ambos experimentos demuestran claramente que
existe una relacion entre el nimero de glandulas y el dia-
metro de botones florales. En las tablas 2 y 4 se presen-
tan los valores de R?, el minimo es de 0,5 en el segundo
experimento para SP 26 hg (tabla 4) y el maximo, de 0,8
en SP 26 hg en el primer experimento (tabla 2). Shaver
et al. (1980) concluyeron que la densidad de glandu-
las presenta una asociacion positiva con la resistencia a
Heliothis virescens. Por un lado, Hedin et al. (1992) obser-
varon larvas de H. virescens de menor peso cuando fueron
alimentadas con estructuras con mayor nimero de glan-
dulas. Por otro lado, Wilson y Shaver (1973) destacaron

N.° medio de glandulas /

Fecha Genotipo

N.° de glandulas en el Diametro del botén en

mm? DE tercio superior mm y DE
06-sep HG 3,3+/-0,5 35+/-18 6,3+/-0,8
12-sep HG 2,6+/-0,3 35+/-18 7,6+/-0,8
18-sep HG 1,7+/-1,3 35+/-18 8,9+/-0,7
06-sep NG1 2,9+/-0,2 0 5,7+/-0,6
12-sep NG1 2,1+/-0,3 0 6,4+/-0,7
18-sep NG1 1,6+/-0,2 0 8,5+/-0,6
06-sep NG2 2,4+/-0,5 0 6,3+/-1,0
12-sep NG2 1,9+/-0,6 0 7,8+/-1,0
18-sep NG2 1,4+/-0,4 0 8,7+/-1,1

Tabla 1. Distribucion de glandulas de gosipol en botones florales en funcion de diametro, estadio y genotipo (registro realizado en sep-

tiembre del 2009).

Comparaciones P = valor Genotipo R? Ecuacion de ajuste P=valor
HG vs NG1 0,02 HG 0,87 y=-13,43-x+ 166,46 0,001
HG vs NG2 0,0138 NG1 0,68 y=-8,30x+119,28 0,001

NG1 vs NG2 0,536 NG2 0,61 y=-9,16x+118,67 0,001

Tabla 2. Parametros estadisticos de comparacion entre las pendientes de los genotipos HG, NG1ly NG2, correspondientes a las regre-
siones entre el diametro de los botones florales y el nimero de glandulas en 1 mm?2. Aquellos valores de probabilidad menores a 0,05

indican diferencias significativas.
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Fecha Genotipo N.° medio dezgléndulas 1/3/ N.° de g_léndula§ en el Diametro del botén en
mm? D.E tercio superior mmy D.E
25-jun HG 2,0+/-0,3 16+/-5 5,3+/-1,1
01-jul HG 1,8+/-9,8 16+/-5 7,0+/-1,6
06-jul HG 1,8+/-0,3 16+/-5 8,2+/-0,9
25-jun NG1 1,7+/-0,4 0 6,7+/-0,1
01-jul NG1 1,5+/-0,3 0 8,0+/-1,6
06-jul NG1 1,3+/-0,2 0 8,2+/-1,1
25-jun NG2 1,9+/-0,2 0 6,3+/-1,1
01-jul NG2 1,7+/-0,3 0 6,6+/-2,1
06-jul NG2 1,1+/-0,1 0 7,5+/-0,5
Tabla 3. Distribucion de glandulas de gosipol en botones florales en funcion de diametro, estadio y genotipo, registro realizado en junio-
julio del 2010.
Comparaciones P =valor Genotipo e Ecuacion de ajuste P=valor
HG vs NG1 0,2553 HG 0,48 y=-3,8x+73,92 0,002
HG vs NG2 0,6165 NG1 0,59 y=-5,42x+80,35 0,001
NG1 vs NG2 0,5479 NG2 0,5 y=-4,5-x+72,83 0,0017

Tabla 4. Parametros estadisticos de comparacion entre las pendientes de los distintos genotipos HG, NG1y NG2, correspondientes a
las regresiones entre el diametro de los botones florales y el nimero de glandulas en 1 mm?, aquellos valores de probabilidad menores
a 0,05 indican diferencias significativas.
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Figura 1. A. Prueba de antibiosis correspondiente al experimento realizado en septiembre de 2009 con tres genotipos uno high glanding
(SP 26 hg) y dos normal glanding (NG1y NG2), con botones florales de 6,5 mm de diametro (E1: edad1). El peso de larvas en mg corres-
ponde al registro efectuado 7 dias posteriores al contacto insecto-estructura floral. B. Prueba de antibiosis similar a las descriptas en A,
pero con botones de 9 mm de diametro (E2: edad 2). Letras distintas representan diferencias significativas p<0,05.

que los tejidos con mayor densidad de glandulas contienen Teniendo en cuenta estos conceptos, se podria deducir
mas gosipol por unidad de masa, este compuesto es uno  que los botones florales de menor tamafio son mas re-
de los factores de mayor importancia en la antibiosis obser-  sistentes, ya que en estos fue observado, para todos los
vada en algodon. genotipos, el mayor nimero de glandulas en la unidad de
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Figura 2. A. Antibiosis expresada en peso de larvas en mg para dos edades de botones florales E1=6,5 mm y E2=9,5 mm en HG. B.
Antibiosis expresada en peso de larvas en mg para dos edades de botones florales E1=6,5 mm y E2=9,5 mm en NG1. C. Antibiosis
expresada en peso de larvas en mg para dos edades de botones florales E1=6,5 mm y E2=9,5 mm en NG2. Letras distintas representan
diferencias significativas p<0,05. Datos correspondientes al experimento realizado en septiembre 2009.
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Figura 3. A. Prueba de antibiosis correspondiente al experimento realizado en junio de 2010 con tres genotipos uno high glanding (SP 26
hg) y dos normal glanding (NG1 y NG2), con botones florales de 6,5 mm de diametro (E1: edad1). El peso de larvas en mg corresponde
al registro efectuado 7 dias posteriores al contacto insecto-estructura floral. B. Prueba de antibiosis similar a las descriptas en A, pero con
botones de 9 mm de diametro (E2: edad 2). Letras distintas representan diferencias significativas p<0,05.

area considerada de 1 mm?. Se deduce que existe relacion
significativa entre el tamafio de los botones florales, que a
su vez esta relacionada con la edad de dichas estructuras,
y la resistencia frente a los lepidopteros plaga.

La relacion diametro:nimero de glandulas observada en
los tres genotipos considerados demuestra que en SP 26
hg la disminucion de glandulas por unidad de superficie en
funcioén de la edad fue significativamente mayor en compa-
racion con NG1 y NG2, aunque no hubo diferencias entre
las pendientes de los genotipos normal-glanding (tabla 2).
Si bien la pendiente fue mayor en SP 26 hg, el numero final

TCACH, M.A.%; FOGAR, M.N.%

de glandulas para botones mas grandes fue mayor en rela-
cion con los controles normal glanding (tabla 1).

Bioensayos con Spodoptera frugiperda S.

En funcion de los resultados obtenidos a partir de los
bioensayos realizados con larvas de S. frugiperda se
pueden destacar algunos aspectos sobresalientes. Si
bien las repeticiones inicialmente estuvieron integradas
por 6 larvas neonatas, solo un 70,3% de estas fueron
recuperadas a los 7 dias en el ensayo realizado en sep-

RIOS, R.D.3; ACUNA, C.A.
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Figura 4. A. Antibiosis expresada en peso de larvas en mg, para dos edades de botones florales E1=6,5 mm y E2=9,5 mm en HG. B.
Antibiosis expresada en peso de larvas en mg para dos edades de botones florales E1=6,5 mm y E2=9,5 mm en NG1. C. Antibiosis
expresada en peso de larvas en mg para dos edades de botones florales E1=6,5mm y E2=9,5 mm en NG2. Letras distintas representan
diferencias significativas p<0,05. Datos correspondientes al experimento realizado en junio-julio 2010.

Figura 5. Experiencia realizada con estructuras recolectadas a
campo para ajustar un ensayo preliminar durante enero de 2010.
Clasificacion: T1-T6 segun los siguientes genotipos y edades de
boton floral: T1 HG-E1 (high glanding edad 1), T2 HG-E2 (high
glanding edad 2), T3 NG1-E1 (normal glanding 1 edad 1), T4 NG1-
E2 (normal glanding 1 edad 2), T5 NG2-E1 (normal glanding 2
edad 1) y T6 NG2-E2 (normal glanding 2 edad 2).

tiembre de 2009 y un 81% en el de junio-julio de 2010,
lo que sugiere una de mortalidad similar en ambas ex-
periencias. Cabe destacar que en todas las repeticiones
fueron recuperadas, como minimo, 3 larvas. En la figura
5 se observan larvas criadas con botones florales obteni-
dos de los tres genotipos (HG, NG1 y NG2) en dos tama-
flos de estructuras. Esta experiencia fue parte del ajuste
de los bioensayos. En dicha experiencia se destacan las
diferencias de crecimiento de larvas. En funcion de los
resultados de los analisis de variancia, ambos ensayos
presentaron interacciones significativas, lo cual genero
la necesidad de analizar cada factor separadamente
para cada nivel del otro.

En la experiencia realizada en septiembre de 2009 se
observd, en los botones florales denominados E1 (edad 1),
que el peso de las larvas fue significativamente menor en
los genotipos HG y NG1 con relacion a NG2 (figura 1.A),
con pesos de 9,3 mg, 11,2 mg y 15,8 mg respectivamente.
En la edad E2, HG presentd diferencias significativas con
NG1 y NG2 (figura 1.B), registrandose pesos de 14,2 mg,
20,9 mg y 30,2 mg respectivamente. Se puede deducir que
las larvas consumieron menor cantidad de tejidos en SP
26 hg en la segunda edad respecto de ambos controles.
Considerando estos resultados, SP 26 hg fue el genotipo
que presentd mayor antibiosis en ambas edades.

El nimero de glandulas observado en los experimen-
tos anteriores permitié deducir que SP 26 hg presentaria
una menor pérdida de resistencia por efecto del incremen-
to de tamafio de las estructuras, ya que si bien tiene una
pendiente de dilucion significativamente mayor que NG1
y NG2, el nimero de glandulas en todos los estadios fue
mayor (tabla 1). Por lo tanto, el factor densidad de glan-
dulas que Hedin et al. (1992) relacionaron con la resisten-
cia a H. virescens presenta un comportamiento similar en
S. frugiperda.

En los graficos de la figura 2 se puede observar la re-
lacion existente entre la edad de los botones florales y el
grado de antibiosis para los tres genotipos, este es signi-
ficativamente mayor en botones E1 para los tres genoti-
pos ensayados. Estos resultados estan relacionados con
la pérdida de antibiosis ocasionada por la disminucién del
namero de glandulas en funcién del crecimiento de estruc-
turas reproductivas.

Los resultados de la experiencia realizada en junio de
2010 se presentan en las figuras 3 y 4. Estos correspon-
den a la segunda experiencia, la cual registré un comporta-
miento similar al descripto en el parrafo anterior. Para este
caso, para la primera edad de botones florales, el peso de

Resistencia de los botones florales del algodén Gossypium hirsutum L. a Spodoptera frugiperda Smith
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larvas no difiere significativamente entre los genotipos (fi-
gura 3). Por otro lado, al incrementar el tamafio de botones
florales en la segundad edad, el grado de antibiosis solo di-
fiere significativamente entre NG1y HG, NG1 y NG2 (figura
3). Posiblemente las diferencias entre experimentos se de-
ban a otros factores genéticos que inciden en la resistencia
de los tejidos a los lepidopteros. Al respecto, Scheffler et al.
(2012) encontraron variaciones en la resistencia a H. vires-
cens, en genotipos que presentaban similares concentra-
ciones de gosipol en hoja y semilla.

Con relacién a la pérdida de antibiosis observada en
funcion de la edad, en el experimento realizado durante el
afio 2010, se puede observar un comportamiento similar al
descripto en 2009 (figura 4).

Los resultados observados en S. frugiperda en este tra-
bajo presentan una estrecha similitud a los encontrados por
Mcauslane et al. (1997) en larvas de S. exigua, Parrott et
al. (1989), Hedin et al. (1992) en larvas de H. virescens y
Guangchao et al. (2010) en H. armigera. Los resultados de-
muestran una relacion estrecha entre la resistencia varietal
generada por las glandulas de gosipol, el genotipo y la edad
de las estructuras consideradas, de donde puede deducirse
que a medida que los botones florales crecen se vuelven
menos tolerantes al dafio causado por S. frugiperda.

Este comportamiento puede resultar similar en otras
especies de lepiddpteros que atacan las estructuras re-
productivas, como las del complejo Heliothis. Ademas, el
genotipo HG high glanding presentd resistencia varietal
frente a S. frugiperda similar a la observada por Parrott et
al. (1989) y Hedin et al. (1992) en H. virescens.

Por un lado, los resultados alcanzados en estos expe-
rimentos permiten una mejor comprension de las interac-
ciones de los lepidépteros con el cultivo, ya que durante la
floracién una gran proporcién de estructuras es mas vulne-
rable que en la prefloracion, caracterizada principalmente
por presentar estructuras jovenes. Por otro lado, la carac-
teristica high glanding podria permitir ampliar, en los geno-
tipos que la porten, el grado de tolerancia a los lepidopteros
del complejo Heliothis y a S. frugiperda.

CONCLUSIONES

Los resultados presentados demuestran que existe una
relacion entre el tamafo de los botones florales y la resis-
tencia de los tejidos a larvas de S. frugiperda. Este proceso
esti asociado a una disminucion en la densidad de glan-
dulas de gosipol en los tejidos por efecto del crecimiento.
Ademas, las evidencias observadas demuestran que el ca-

racter high glanding se comporta como un factor antibiético
en larvas de S. frugiperda.
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