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1. INTRODUCCION

Los afidos (Hemiptera: Aphididae) son insectos de gran impacto econémico debido al
dafo directo e indirecto que causan a su hospedero, lo que se traduce en una disminucion del
rendimiento agrondémico. El dafio directo se genera por la incorporacion de saliva toxica y la
extraccion de savia, lo cual trae como consecuencia clorosis y muerte de hojas. El dafio indirecto
se relaciona con la transmision de virus. En Chile y el mundo, las plantas hospederas de afidos
de mayor relevancia agricola son especies pertenecientes a las familias Poaceae, Solanaceae y
Leguminosae. Dentro de esta ultima destaca el trébol rosado (Trifolium pratense L.), la cual es
una especie forrajera muy cultivada en Chile tanto por su forraje como por la exportacién de su
semilla.

Desde hace décadas el Instituto de Investigaciones Agropecuarias INIA Carillanca, ha
desarrollado una linea de investigacion enfocada al Fitomejoramiento de esta forrajera de
acuerdo a parametros agronémicos tales como, rendimiento de materia seca (MS), calidad de
semilla, sobrevivencia y cobertura de plantas, a partir de lo cual se han creado lineas
experimentales de trébol rosado entre las que se encuentran Syn Il Pre 111, Syn Int IV, Syn Int V
y Syn Int VI (Superqueli INIA) que han presentado mejores rendimientos en el tiempo
comparado con el cultivar Quifiequeli INIA y al méas reciente Redqueli INIA. Debido a esta
razén, algunas de estas lineas experimentales se encuentran prontas a salir al mercado. Tomando
en cuenta: 1) el fitomejoramiento del trébol rosado, 2) el impacto de los afidos sobre la
agricultura y en especial sobre esta forrajera, y 3) recientes observaciones de fuertes ataques en
La Araucania (Ortega, 2011-12%) tanto en primavera como en periodo estival, se plantea la
siguiente pregunta de investigacion: ¢Existen diferencias en el desempefio de los afidos entre los
cultivares y lineas experimentales de trébol rosado en la Regién de La Araucania®.

Para la Region de La Araucania se han reportado en trébol rosado las especies de afidos

Therioaphis trifolii (Monell) y Brachycaudus helichrysi (Kaltenbach) (Aguilera, 1990; Aguilera

! Dr. Fernando Ortega, 2011-2012. Fitomejorador de Forrajeras, INIA Carillanca, Temuco, Chile. Comunicacién
personal.



y Ortega, 1994). Sin embargo, no existen reportes sobre densidad poblacional de afidos en trébol
rosado, nivel de dafio econdmico, especies presentes actualmente, fluctuacion poblacional por
temporada y desempefio en los distintos cultivares presentes en La Araucania.

El desempefio es la respuesta del insecto al alimentarse de su hospedero, la cual varia
dependiendo de su susceptibilidad o resistencia. Esto se evalia mediante la antibiosis y
antixenosis. La antibiosis es la resistencia de la planta que afecta la biologia del insecto
(reproduccién, mortalidad, peso), mientras que la antixenosis afecta el comportamiento del

insecto (no preferencia).

1.1 Hipdtesis
El desempefio de &fidos varia en los distintos cultivares y lineas experimentales trébol

rosado.

1.2 Objetivo general

Evaluar el desempefio de afidos en tres cultivares y tres lineas experimentales de trébol
rosado.

1.3 Objetivos especificos

I.  Establecer la fluctuacidn poblacional de afidos en trébol rosado.

Il.  Determinar y cuantificar la especie de afido que se encuentra en mayor proporcion sobre

cultivares y lineas experimentales de trébol rosado.

I1l.  Evaluar la respuesta de antibiosis del afido encontrado en mayor proporcion, bajo
condiciones de laboratorio, en tres cultivares y una linea experimental (Syn Int V) de

trébol rosado.

IV. Determinar la respuesta de antixenosis del &fido encontrado en mayor proporcion, hacia

volatiles de la parte aérea del cultivar Quifiequeli INIA versus Superqueli INIA.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Descripcién del trébol rosado

El trébol rosado (Trifolium pratense L.) pertenece a la familia Leguminoseae y es
considerada una de las especies forrajeras mas importantes en las zonas templadas del mundo. Se
caracteriza por su capacidad de producir gran cantidad de forraje de alta calidad (alto contenido
de proteina y buen contenido mineral) principalmente en el periodo estival (Demanet, 2008). Es
una especie perenne de vida corta, con una duracion de 2-3 afios. Es una planta que permite
disminuir los costos en fertilizantes, por su capacidad fijadora de nitrégeno, la que ademas tiene
un efecto residual para el proximo cultivo. Los rendimientos del cultivo son altos, especialmente
en el segundo afio de establecida, habiéndose logrado experimentalmente 15 ton MS/ha (Torres
& Dumont, 1991).

Presenta un habito de crecimiento erecto, con numerosos tallos, que nacen de una corona
gruesa, alcanzando hasta 60 cm de altura. Sus hojas son trifoliadas y pubescentes. La
inflorescencia es un capitulo globular con flores de color rosado a purpura (Fig. 1). La raiz es
pivotante profunda, con muchas ramificaciones laterales, que le confiere resistencia a los
periodos de deficit hidrico. Las raices laterales se concentran en los primeros 15 cm de
profundidad, y en ellas se encuentran los nddulos con los rizobios, los cuales permiten la fijacion

bioldgica de nitrogeno (Demanet, 2008).



Figura 1. Trébol rosado (T. pratense) en estado de plena floracién (22 de febrero de 2013).

2.2 El trébol rosado en Chile

En Chile, el trébol rosado es la especie forrajera en la cual se ha desarrollado
mejoramiento genético con mayor énfasis, desarrollando cultivares nacionales cuya semilla no
solo es producida para el consumo nacional sino también para exportacion, principalmente a
paises de América Latina. Ademés de Quifiequeli INIA y Redqueli INIA que ya son cultivares
publicos en Chile, recientemente se registrod el cultivar protegido Superqueli INIA (Ortega y
Levio, 2011a,b). Esta especie forrajera en la zona sur es ampliamente utilizada principalmente en

sistema de rotacion para pastoreo invernal y conservacion de forraje (Demanet, 2008).

2.2.1 Cultivar Quifiequeli INIA. EIl Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), realiz6
un trabajo de fitomejoramiento de trébol rosado, el cual permiti6 en 1962, liberar al mercado este
cultivar (Avendafio, 1965). Creado por un grupo de investigadores liderado por el Doctor Radl
Avendafio, fue el primer cultivar de trébol rosado del pais. Este cultivar es diploide de floracion
intermedia de alta heterogeneidad de plantas y baja tolerancia a la enfermedad “oidio del trébol”.
Una desventaja que presenta este cultivar es su baja persistencia (3 afios) producto de la

susceptibilidad a enfermedades del tallo, hojas y coronas, junto con los frecuentes ataques de



Hylastinus obscurus, lo cual se traduce en una baja poblacién de plantas en la segunda a tercera
temporada (Demanet, 2008).

2.2.2 Cultivar Redqueli INIA. Este cultivar sintético fue creado en INIA Carillanca (Temuco,
Chile) utilizando un método de fitomejoramiento avanzado que da lugar a cultivares
denominados genéticamente como sintéticos. El cultivar se cred policruzando siete plantas
madres: tres plantas provenientes de Quifiequeli INIA, dos de cultivares introducidos desde
Estados Unidos (Prosper | y Tristan) y dos colectas realizadas en diferente localidades de la
Region de La Araucania. El objetivo principal de la creacion de este cultivar sintético fue
incrementar el rendimiento, persistencia y poblacion de plantas en el tercer afio de produccion
comparado a Quifiequeli INIA (Ortega et al., 2003). Ademas presenta una resistencia mayor a
enfermedades foliares como oidio del trébol (Erysiphe trifolii Grev.) y radicales comparado con
Quifequeli INIA (Ortega et al., 2003).

Este cultivar sintético diploide se diferencia morfologicamente de Quifiequeli INIA por
presentar plantas de corona mas ancha, mayor nimero de tallos, menor porcentaje de plantas con

marcas en las hojas y menor proporcion de plantas con flores rosado claro.

2.2.3 Cultivar Superqueli INIA. Este cultivar sintético fue creado a partir de la continuidad del
programa de fitomejoramiento de forrajeras de INIA, como resultado de distintas evaluaciones
en diversas localidades en la Region de La Araucania. Este cultivar fue generado en el cuarto
ciclo del programa a partir de la seleccion de plantas con el objetivo de mejorar parametros
agrondémicos como el rendimiento de forraje y persistencia en relacion con el cultivar Quifiequeli
INIA y Redqueli INIA. Para obtener Superqueli INIA se cruzaron siete plantas madres
(genotipos) provenientes de cuatro familias. En cuanto a las caracteristicas morfologicas, se
diferencia de los cultivares antes mencionado por una mayor frecuencia en la marca foliar pero a
su vez una menor intensidad, color de la semilla mas claro y cotiledones de mayor tamario, inicio

de floracion intermedia, largo de tallos y entre nudos mediano (Ortega y Levio, 2011a).



Este cultivar se caracteriza agrondmicamente por presentar evidente superioridad,
principalmente en cuanto a sobrevivencia de plantas, rendimiento de forraje y persistencia

productiva (Ortega y Levio, 2011b).

2.3 Fitomejoramiento del trébol rosado en La Araucania

Segun Ortega (2009), el crecimiento sustentable de la produccién bovina y ovina en el
contexto del modelo agroexportador chileno debe basarse en gran medida en el mejoramiento de

su base forrajera.

Con el objetivo de mejorar y optimizar la produccién de trébol rosado en La Araucania,
este programa ha desarrollado desde hace algunas décadas una linea de investigacion orientada al
fitomejoramiento de esta planta para superar la produccion de los cultivares ya existentes: el
antiguo cultivar Quifiequeli INIA (Avendafio, 1965), el cultivar Redqueli INIA (Ortega et al.,
2003) y el més reciente cultivar Superqueli INIA (Ortega y Levio, 2011a,b).

Los parametros agrondmicos utilizados para el fitomejoramiento de esta forrajera son
rendimiento de materia seca (MS), sobrevivencia y cobertura de plantas, y rendimiento de
semilla. En cuanto a los resultados de esta investigacion se han obtenido diversas lineas
experimentales de trébol rosado, entre las cuales estan: Syn Il Pre I, Syn Int IV, Syn Int V y
Syn Int VI (actual Superqueli INIA). Estas lineas han presentado mejores resultados de acuerdo a
los pardmetros agronomicos evaluados en el tiempo comparado al antiguo cultivar Quifiequeli
INIA y a Redqueli INIA. EI programa ha cumplido importantes objetivos, en primera instancia
por la reciente creacion y proteccion de una de estas lineas experimentales Superqueli INIA y en
segunda instancia, la existencia de otras lineas experimentales que se encuentran en etapas

finales de evaluacion.



2.4 Plagas y enfermedades del trébol rosado

La principal plaga que afecta a esta leguminosa en el mundo, es el insecto barrenador de
la raiz Hylastinus obscurus (Steiner & Alderman, 2003), al cual se le atribuye la baja persistencia
de este cultivo. Entre las enfermedades que se describen de mayor importancia se encuentran
hongos que atacan la corona (Graham & Newton, 1959; Carrillo & Mundaca, 1974). Sin
embargo, existen otras plagas y enfermedades que afectan este cultivo en determinados periodos

del afio que de una u otra forma disminuyen el rendimiento (Fig. 2).

Figura 2. A) Presencia de oidio en plantas de trébol, enero 2011, B) presencia de &fidos en tallos
de trébol rosado, febrero, 2012.

Los afidos (Fig. 2B) son uno de los grupos de insectos que afectan a diversos cultivos
como es el caso del trébol rosado disminuyendo su rendimiento debido al dafio directo e
indirecto que causan en la pastura (Dughetti, 2012), la disminucién del rendimiento en trébol
rosado se atribuye principalmente a la transmision de virus (Smith y Maxwel, 1971; Khadhar et
al., 1984; Bowen y Plumb, 1979). Ademas, debido al aumento en las temperaturas, que es uno de

los factores abidticos mas determinantes en desarrollo poblacional de los afidos, sumado a



recientes observaciones en terreno (Ortega, 2011-12%), se vislumbra que el aumento de las
poblaciones de afidos podria causar fuertes dafios en la pradera debido a fuertes ataques de estos

insectos en primavera y periodo estival.

2.5 Antecedentes generales de los afidos

Los afidos son un grupo numeroso de especies que se caracterizan por presentar una
estructura llamada corniculos o sifones, por la cual emiten una sustancia cerosa que actla como
feromona de alarma. Cuando un individuo es molestado por un depredador, emite esta feromona
y el resto de la colonia, por medio de los receptores dispuestos en las antenas, quedan en estado
de alerta. Ademas se caracterizan por la expulsion de miel o sustancia azucarada por medio del
ano, la cual impregna a su hospedero y capta particulas que lo ensucian. También existen hongos
del género Capnodium y otro conocido como “fumagina”, que se desarrollan en ese sustrato
(Artigas, 1994).

2.5.1 Dafos que causan los afidos a su hospedero. Al succionar la savia de sus hospederos,
incorporan saliva tdxica, produciendo variadas alteraciones tales como, manchas localizadas,
clorosis (Fig.3.A), marchitez, e incluso deformaciones de la planta (Fig.3.B). Por otra parte,
numerosas especies estan directamente relacionadas con la transmision de virus fitopatogenos
(Aguilera et al., 1996).

! Dr. Fernando Ortega, 2011-2012. Fitomejorador de Forrajeras, INIA Carillanca, Temuco, Chile. Comunicacién
personal.



Figura 3. Sintomatologia de virosis en plantas de trébol rosado. A) Clorosis (enero, 2012), B)
Deformacion (Febrero, 2013).

2.5.2 Descripcion morfolégica general de los afidos. Se les reconoce por su cuerpo
globoso y frégil, con un par de corniculos o sifones en el dorso posterior del abdomen. Los
adultos de esta familia son de tamafio pequefio, de 1,1 a 5,0 mm de largo, en algunos casos el
cuerpo esta cubierto de pruinosidad blanca o secreciones algodonosas. Los corniculos estan
desarrollados en todos los afidos, aunque en algunos su desarrollo es moderado. La cabeza es
pequefia bien implantada en el protdrax, mas ancha en su base; las antenas son variables pero en
general setiformes, de entre 3 y 6 segmentos. El ultimo segmento a menudo con areas o bandas

transversas, alargadas o circulares de 6rganos sensoriales (Fig. 4) (Artigas, 1994).
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Figura 4. Esquema general de un afido aptero (izquierda) y un individuo alado (derecha)
(Original-B.P.A.).

2.5.3 Ciclo bioldgico de los afidos. Su ciclo bioloégico es complejo en el cual se involucran
diferentes fendmenos reproductivos tales como, partenogénesis, oviparidad, viviparidad y
generaciones donde los machos pueden ser muy escasos 0 simplemente no existir (desconocidos)
(Artigas, 1994). Los afidos presentan un amplio potencial bidtico; se reproducen rapidamente
formando numerosas colonias en plantas que les sirven de albergue y alimento. Su forma
particular de reproducirse, con generaciones partenogenéticas, sexuadas, apteras y aladas
favorece notablemente su dispersion, sobre todo cuando son ayudados por vientos suaves y
calidos (Aguilera et al., 1996).

2.5.4 Afidos plagas en especies forrajeras. Para Chile se mencionan varias especies de afidos
en plantas forrajeras. Entre estas se encuentran Metopolophium dirhidum (Walker),
Acyrthosiphon kondoi (Shinji), A. pisum (Harris), Rhopalosiphum maidis (Fich), R. padi (L.),
Shizaphis graminum (Rond) y Sitobion avenae (Fab.), Aphis craccivora (Koch), A. fabae (Scop),
A. gossypii Glover, Brevicoryne brassicae (L.), Macrosiphum euphorbiae (Thomas) y
Therioaphis trifolii (Monell). Algunas de estas especies viven de preferencia en gramineas, otras
en leguminosas, y algunas habitan indistintamente en ambos grupos de plantas (Aguilera et al.,
1996).
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Segln Blackman & Eastop (2000) en el trébol (Trifolium ssp.) se describen las siguientes
trece especies mas comunes de afidos; Acyrthosiphon pisum; Aphis craccivora, A. coronillae,
Aulacorthum solani; Brachycaudus helichrysi; Myzus ornatus; Nearctaphis bakeri, N.
crataegifoliae; Sitobion akebiae; Subacyrthosiphon cryptobium; Therioaphis brachytricha, T.

luteola, T. trifolii.

Las especies de afidos reportadas hasta la fecha para la Region de La Araucania en trébol
rodado son: Therioaphis trifolii (Monell) y Brachycaudus helichrysi (Kaltenbach) (Aguilera,
1990; Aguilera y Ortega, 1994).

2.6 Descripcion de los afidos presentes en trébol rosado en La Araucania

2.6.1 Therioaphis trifolii (Monell). Este afido es originario de Europa. Se report6 en Chile por
primera vez en 1988, comuna de Vilcin, Provincia de Cautin, Region de La Araucania
(Aguilera, 1990).

2.6.1.1 Dafo. Es realizado de forma directa sobre los foliolos por la accion mecénica de su
aparato bucal picador chupador. Con esta accién introduce al torrente savial de la planta una

toxina, produciendo manchas en las hojas (Aguilera et al., 1996).

2.6.1.2 Descripcion morfoldgica. Es un afido de cuerpo pequefio de 1,5 mm de largo, de color
amarillo palido, café muy claro o café amarillento. Ojos rojizos, antenas casi del mismo largo del
cuerpo. Patas del mismo color del cuerpo; el tercio inferior de las tibias mas obscuro, al igual que
el tarso. Alas con venacion poco abundante pero muy marcada. En las formas aladas el torax es
mas desarrollado. El abdomen tiene en el dorso seis hileras de manchas obscuras. Las dos hileras
centrales, hasta la mitad anterior del abdomen son més grandes y llevan dos cerdas tipo roma a

diferencia de las otras méas pequefias que levan solo una cerda. Esta especie se caracteriza por
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presentar cerdas en forma individual o en pares, las cuales se montan sobre un diminuto o
pequefio tubérculo respectivamente. Los sifones en esta especie son muy poco notorios. El
abdomen, termina en una cauda la cual evidencia dos cerdas largas en su extremo apical. A
ambos lados de la cauda se encuentran las placas anales con tres cerdas cada una. Los estadios
ninfales por lo general son méas claros que sus progenitores y a medida que avanza su desarrollo

se van obscureciendo y marcando las manchas del abdomen (Fig. 5) (Aguilera, 1990).

2.6.1.3 Ciclo de vida y habitos. Es una especie principalmente partenogenética, vivipara,
existiendo hembras apteras y aladas. Los ejemplares prefieren ubicarse en el envés de la hoja,
cercanos a la nervadura central, aunque a veces se encuentran individuos en el haz de las hojas.
El desarrollo es variable y depende de la temperatura: a 27°C constante, el ciclo se cumple en
cinco dias. Con variaciones de 8 a 34°C, el ciclo vital demora el doble. Los ciclos en periodo
estival son mas cortos, en cambio en invierno se alargan hasta 45 dias bajo condiciones
naturales, de tal manera que la especie puede presentar unas 15 generaciones al afio (Aguilera,
1990).

0,5 mm

/ ALA

ANTERIOR

\ HEMBRA 0,5 mm
FORMA APTERA

— HEMBRA
FORMA ALADA

CAUDA DE
HEMBRA ALADA

Figura 5. Therioaphis trifolii (Monell) (Pulgon manchado de la alfalfa) (Tomado de Aguilera et
al., 1996).
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2.6.1.4 Hospederos. En la Region de La Araucania las poblaciones mas altas se han detectado en
trébol blanco entre febrero y marzo; algo en trébol rosado y rara vez en alfalfa (Aguilera et al.,
1996).

2.6.2 Brachycaudus helichrysi (Kaltenbach). Reportado por Aguilera y Ortega (1994), en
trébol rosado, trébol blanco y alfalfa en la Region de La Araucania (Fig. 6). Fue observado en
ensayos aislados de casetas cubiertas con plastico y paredes de tul blanco, para produccion de
semilla, entre 1992 y 1993. Estos autores también observaron esta especie, bajo condiciones de

invernadero y campo, a fines del verano y comienzos del otofio en alfalfa en 1992,

2.6.2.1 Dafio. Importante transmisor de virus no persistente del tipo mosaico.

2.6.2.2 Descripcion morfoldgica. Los adultos no alados miden entre 0,9 a 2,0 mm, son de color
verde amarillento o café amarillento dependiendo de la época del afio. EI abdomen de los
individuos no alados es inmaculado pero con pelos cortos, no capitados, dispuestos dorsalmente
en dos hileras y antenas cortas proporcionalmente no sobrepasan la mitad del cuerpo. Los
ejemplares alados miden entre 1,1 a 2,2 mm, presentan cabeza, antenas, térax y corniculos mas
obscuros que los no alados. La superficie abdominal en las formas aladas es manchada. En los
ejemplares alados las antenas sobrepasan la mitad del cuerpo. Esta especie se caracteriza por
poseer una cauda, vista dorsalmente, de forma lenguada, tan larga como ancha; plato anal entero.
Ambos con cerdas (Fig. 6.E) (Aguilera y Ortega, 1994).
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Figura 6. Brachycaudus helichrysi (Kaltenbach). A) Ultimo segmento antenal, B) Vertex, C)
Alas, D) Caudas y sifon, y E) Cauda vista lateral (Adaptado de Aguilera y Ortega, 1994).

2.6.2.3 Hospederos. Este afido se ha mencionado en Chile frecuentemente como huésped de
especies frutales (Prunus persica L., P. salicina L., P. domestica L.), horticolas (Lycopersicon
esculetum M.) y florales (Crysantemun morifolium R.) (Klein y Waterhouse, 2000). Cuando se
encuentra presente en Trifolium y quizas en otras leguminosas, segin Aguilera y Ortega (1994),

es usualmente visto como una forma distinta (=warei Theobald).

2.7 Métodos de control de afidos

2.7.1 Control quimico. El control quimico de los afidos es realizado a través del uso de
insecticidas, los cuales deben poseer las siguientes caracteristicas: 1) Selectividad; ingrediente
activo con accion especifica para los afidos, excluyendo a los insectos polinizadores e insectos
benéficos, 2) Mecanismo de accion sistémica; estos insecticidas son incorporados al torrente
savial y asi intoxican a los afidos debido a sus caracteristicas succionadoras del floema de la
planta huésped. Esta propiedad permite mantener un control por un medio a largo periodo

disminuyendo el nimero de aplicaciones y protegiendo asi de transmisién de virosis; 3) Largo
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efecto residual; se refiere a que el producto puede proteger mas alla de 21 dias del ataque de
pulgones desde el momento de aplicacion del insecticida y; 4) Baja toxicidad; esto debido a que
el insecticida afecta a la planta al incorporarse al torrente savial, por tanto, podria producir
fitotoxicidad (Estay, 2003).

2.7.2 Control cultural. Estas précticas son de caracter preventivo y no implican mayores gastos
econdmicos, en algunos casos se beneficia ademas del control de afidos indirectamente a otras

plagas, que conllevan a mejores rendimientos del cultivo.

Control de malezas; debido a que estas las malezas son hospederas de pulgones es
necesario un control antes y después del establecimiento del cultivo. Este control puede ser
quimico, mecanico o utilizando una alta densidad de plantacion o siembra. De la ultima manera,
se realiza indirectamente un control de las malezas ya que no tienen espacio suficiente para

colonizar y se evita por lo tanto un desarrollo excesivo de malezas en el cultivo.

Uso de cultivares resistentes a afidos; esto evita una proliferacion excesiva de la

poblacion de &fidos o bien disminuye los efectos perjudiciales de estos insectos en el cultivo.

Uso de cultivares resistentes a virosis; debido a que los &fidos son los principales
transmisores de virosis, una planta resistente a este patdgeno evitaria mayores preocupaciones
por la presencia de &fidos ya que los virus causan importantes pérdidas en el rendimiento de los
cultivos y especialmente en trébol rosado. Por otra parte, debido a que muchos virus pueden ser
transmitidos por las semillas, estas deben ser certificadas (la semilla es potencialmente una

fuente principal de virus para el cultivo) (Undersander et al., 1914).

2.7.3 Control biologico. El control biologico implica la utilizacion de un enemigo natural de
estos insectos entre los cuales se distinguen dos grupos; los depredadores y los parasitoides.
Depredadores; 1) chinitas (Coleoptera: Coccinellidae), tanto al estado de larva, como el adulto

consume afidos; 2) sirfidos (Diptera: Syrphidae), cuya larva se alimenta de afidos y, 3) el
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neuroptero Chrysoperla sp., (crisopa), que en su estado de larva. Parasitoides;
microhimenodpteros o microavispas de los géneros Praon y Aphidius. Estas especies colocan un
huevo en el interior del cuerpo del pulgdn, de alli eclosa una larva la que se alimenta del afido

provocandole la muerte.

En general en Chile, el control bioldgico de los pulgones se da en forma natural, pero
tienen la desventaja de que aparecen tarde en la temporada del cultivo, cuando las poblaciones de
pulgones son muy altas y el dafio ya esta hecho. En invernadero es posible controlar los pulgones
liberando enemigos naturales, en forma periodica. Esta liberacion es conocida como control

biol6gico inundativo o aumentativo (Estay, 2003).

También existen entomopatdgenos que se presentan en condiciones naturales. Es el caso
de especies de hongos del género Entomophthora, los que acttan al aire libre, en un periodo de
humedad y temperaturas altas (Estay, 2003).

2.7.4 Control integrado. Este control se refiere a la utilizacion de mas de uno de los controles
anteriormente mencionados o bien la suma de estos para un control eficiente y sustentable de los

afidos.

2.8 Control de afidos en forrajeras

En alfalfa los &fidos son controlados dependiendo del nivel de dafio que se aprecie en el
cultivo y el estado de desarrollo de este siendo mas sensible el estado de plantula o bien
utilizando cultivares resistentes al ataque de este grupo de insectos (Aguilera et al., 1996).

En el caso de trébol rosado en la Region de La Araucania, no existen reportes cientificos

de un control quimico de las poblaciones de afidos, sin embargo, en semilleros cuando los
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niveles poblacionales a simple vista son muy altos y el dafio es evidente se realiza un control

aplicando Pirimor (Pirimicarb) (Ortega, 2013").

2.9 Desemperio de afidos

Segun Artigas (1994) existe una adaptacion mutua planta-insecto, la cual involucra
integramente el genomio (Medredov, 2009) de ambos, de manera que la adaptacion es traspasada
de generacion en generacion, produciéndose naturalmente algunas alteraciones como efecto de
mutaciones y adaptaciones derivadas de la seleccion por largos periodos de tiempo. La
tecnologia actual permite realizar genética de alto nivel en plantas, en donde la ciencia ha
logrado sus mayores éxitos. La aspiracion de los genetistas vegetales es producir cultivares que
conjuguen una alta productividad, gran calidad, precocidad y resistencia a los insectos y
enfermedades. Sin embargo, los insectos que producen enormes cantidades de individuos al afio,
tienen la ventaja de ser sujetos de mas “experimentos naturales (adaptaciones genéticas)” que los

que logran efectuar los genetistas vegetales en el mismo tiempo (Artigas, 1994).

Segun Silva et al. (2007) ademas de la temperatura que es el principal factor abidtico que
afecta a los &fidos, también el nivel de infestacién depende del cultivar ya que las respuestas
pueden variar dependiendo del genotipo de su hospedero. Por lo tanto, conocer el desempefio de
los insectos en los distintos genotipos de hospederos cumple un rol fundamental en el momento
de eleccion de un cultivar, ya que saber codmo se comportan en cuanto a alimentacion de cada
genotipo permite discriminar o bien elegir aquel cultivar que presente caracteristicas de
resistencia y/o tolerancia a una plaga, en este caso que afecta el cultivo de trébol rosado.

Actualmente se ha observado que los afidos se encuentran presentes en este cultivo en

poblaciones que antes no se observaban en la Regién de La Araucania (Ortega, 2011-12%). A

! Dr. Fernando Ortega, 2013. Fitomejorador de Forrajeras, INIA Carillanca, Temuco, Chile. Comunicacién personal.
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pesar de la potencialidad de dafio que presentan los &fidos, no existen estudios enfocados a
determinar el desempefio de estos en trébol rosado.

2.10 Resistencia de las plantas frente a los insectos

La correcta eleccion de los cultivares de trébol a utilizar es un aspecto importante para los
sistemas de produccion que basan la alimentacion del ganado en esta leguminosa. Lo anterior
formaria parte de un Manejo Integrado de Plagas (MIP) mas completo. Esta eleccion deberia
estar sustentada en las caracteristicas de los cultivares y/o lineas experimentales con la
resistencia o susceptibilidad al ataque de plagas. De esta manera, se puede generar la mayor
informacidn sobre las posibles ventajas y desventajas de adaptacion ecoldgica de cada cultivar,
de manera de aconsejar su difusion sobre bases sélidas. Por lo tanto, el agricultor en base a la
informacion disponible decidira que cultivar elegir de acuerdo a las caracteristicas agroclimaticas
y adaptaciones mas Optimas para las plagas y enfermedades que afectan el trébol rosado
(Rossanigo, 1997).

Concepto de Plantas resistentes. Estas plantas se caracterizan por poseer caracteristicas
que les confieren un menor dafio al ser atacadas por una plaga. Estas caracteristicas son de
caracter cualitativo y heredables, ademas para referirse a un cultivar resistente se debe hacer
necesariamente una comparacion con otro cultivar de la misma especie que sea susceptible (sin
caracteristicas de resistencia) cuando se comparan en cuanto a la proliferacion poblacional de
insectos plaga. La resistencia por lo tanto, es relativa y se basa en la comparacion con plantas de

distintos cultivares en una misma especie (Teetes, 1996).

! Dr. Fernando Ortega, 2011-2012. Fitomejorador de Forrajeras, INIA Carillanca, Temuco, Chile. Comunicacion
personal.
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Concepto de Tolerancia de las plantas. Es la capacidad que posee la planta de soportar
o0 recuperarse de los dafios causados por la poblacion de insecto plaga comparado con la variedad
susceptible la cual no es capaz de recuperarse al ser afectada por la misma densidad de insectos
plaga (Teetes, 1996).

2.10.1 Comportamiento del insecto frente a la resistencia y susceptibilidad de la planta. Los
afidos poseen un comportamiento determinado frente a su hospedero lo que depende de las
adaptaciones de ambos. Esto se traduce en el desempefio del insecto al alimentarse de su planta
hospedante, tal desempefio se mide a traves de dos parametros; el primero es la antibiosis el cual
afecta la biologia del insecto y consiste en una reduccién de la capacidad reproductiva,
longevidad o sobrevivencia (menor dafio que en una planta susceptible) que presenta el insecto al
alimentarse de su hospedero, y la segunda es la antixenosis la cual afecta el comportamiento del
insecto y consiste en la no preferencia a través de sensores quimicos del insecto (visual, olfativa,

tactil y receptores gustativos) frente a una planta resistente (Teetes, 1996).

2.10.1.1 Antibiosis. Efecto adverso de la planta sobre la biologia del insecto. Esta modalidad de
defensa de la planta es utilizada para prevenir el dafio o bien detener la vida del insecto. Segln
Dethier (1951), esta forma de resistencia se divide en dos fases: a) las plantas son deficientes
como hospedadoras para el insecto y, b) las plantas presentan sustancias toxicas para el insecto.

2.10.1.2 Antixenosis. Este término segin Smith (2005) se define como una relacion planta
insecto en la cual la planta no sirve como anfitrion de un artrépodo, si no que una potencial plaga
elige seleccionando a su planta hospedera suplente. El termino de resistencia antixenosis fue
descrito por Kogan y Ortman (1978) quienes con mayor precision utilizan el termino de no
preferencia (Painter, 1951) de los insectos por una planta resistente, esto como un complemento
a la resistencia por antibiosis de los insectos. La resistencia de antixenosis de la planta frente al
insecto, implica la percepcion del insecto de su medio ambiente, por lo tanto, involucra factores
basicos de la percepcion e integracion de los estimulos externos detectados por el insecto, tales

como estimulos olfativos, visuales, tactiles y receptores gustativos. Los estimulos olfativos de la



20

planta son percibidos a través de las sencilas de los insectos, localizadas en las antenas; por otra
parte, las plantas producen volatiles fisiologicamente en todas sus estructuras (raiz, tallo, hojas,
frutas, flores). Especificamente, en el follaje es donde se localizan la mayor cantidad de volatiles
involucrados en la deteccion de la planta hospedera por parte del insecto (Guerin et al., 1983).
Estudios més recientes revelan que los insectos emplean el olfato para discriminar y determinar
la diferencia entre una planta resistente y una susceptible, aceptando como hospedero a las

plantas susceptibles por sobre resistentes (Lapis y Borden, 1993).

2.11 Fluctuacién poblacional de afidos en leguminosas

El nivel poblacional esta determinado por la interaccién entre el potencial reproductivo y
su resistencia ambiental. El equilibrio o “balance bidtico” que se logra, es fluctuante, pues tanto
el potencial reproductivo como la resistencia ambiental fluctdan en las diferentes estaciones del
afio y en diferentes afios. También varian segun areas geograficas. En las zonas templadas los
factores abidticos son mas importantes y en ocasiones determinantes del equilibrio bidtico
(Artigas, 1994). Las plagas y enfermedades en las plantas cultivadas son muchas y dependen de
una multiplicidad de factores tanto bidticos como abidticos. El estudio de cada uno de los
factores, dependiendo de su importancia, determinan tanto la persistencia (cuando se habla de
cultivos con baja persistencia) o bien la rentabilidad en el tiempo cuando los factores bidticos y

abidticos influyen en el cultivo.

Los niveles poblacionales de afidos en trébol rosado no han sido estudiados, debido a que
estos insectos no son los principales causantes de la baja persistencia de la pastura, incluso solo
podrian ser una plaga ocasional. Sin embargo, no deben ser dejados de lado debido a que estos
insectos si podrian influir significativamente en temporadas calurosas con altas poblaciones,
disminuyendo el rendimiento de materia seca (calidad), ya que existe una relacion entre el
periodo en que esta forrajera produce la mayor cantidad de materia seca de calidad y la mayor
infestacion reportada de este grupo de insectos. Por otra parte, también existe un dafio indirecto
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por la transmisidon de una gran variedad de virus entomopatogenos a las plantas, luego de la
infestacion masiva de afidos, ademas de los costos asociados a su control.

Segun Edwardson y Christie (1986) se han detectado treinta y cuatro diferentes virus en
trébol rosado, de los cuales solo siete son de mayor importancia: virus del mosaico amarillo del
frijol (BYMV), virus del enanismo del mani (PSV), virus del mosaico del trébol rojo vena
(RCVMV), virus del rayado del guisante (PStrV), virus del mosaico de la alfalfa (AMV), blanco
del virus del mosaico del trébol (WCMYV), y virus amarillo trébol (CYVV). En su mayoria

transmitidos por los afidos (Barnett y Diachun, 1985).

2.12 Planteamiento del problema

El trébol rosado es una forrajera muy importante en la zona sur de Chile, de acuerdo a lo
cual en las Gltimas décadas se ha realizado mejoramientos genéticos, obteniéndose lineas
experimentales que pronto saldran al mercado, como es el caso de Superqueli INIA. Por otra
parte, en terreno se ha observado que los afidos se encuentran en poblaciones poco habituales
(aumento poblacional), los cuales podrian estar causando dafios tanto directos como indirectos en
este cultivo; sin embargo no se tienen referencias que indiquen cual seria el dafio econémico.
Ademas, no existe informacidn sobre los niveles poblacionales de las especies presentes en las
nuevas lineas experimentales, ni tampoco en los diferentes cultivares que existen
comercialmente en La Region de La Araucania. Por lo anterior, este trabajo plantea un estudio de
desempefio de &fidos, con el fin de seleccionar los cultivares y/o lineas experimentales ya
existentes entre resistentes y susceptibles. Por lo tanto, la pregunta de investigacion es; ¢ Existen
diferencias en el desempefio de los afidos entre los cultivares y lineas experimentales de trébol

rosado en la Region de La Araucania?
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Muestreos de afidos en terreno

Los muestreos de afidos en terreno para la determinacion de especies y niveles
poblacionales en trébol rosado se realizaron en el Instituto de Investigaciones Agropecuarias

INIA Carillanca, Region de La Araucania.

La metodologia correspondid a una adaptacion de lo propuesto por Gyenge et al. (1999) y
Almeida et al. (2007). Para ello, se realizaron muestreos en terreno desde febrero de 2012 hasta
enero de 2013, cada 30 a 45 dias, en parcelas experimentales (1,4 m x 4m) de tres lineas
experimentales (Syn Int V, Syn Int IV y Syn Il Pre Ill) y tres cultivares (Quifiequeli INIA,
Redqueli INIA 'y Superqueli INIA) de trébol rosado dispuestos en bloques completamente al azar
con 4 repeticiones (Fig. 7 A). Se colectaron cinco brotes por parcela (120/muestreo), los que se
depositaron en bolsas herméticas rotuladas (Fig.7 B) y almacenadas en un recipiente plastico
para su posterior traslado al Laboratorio de Quimica Ecoldgica de la Universidad de La Frontera.

Figura 7. A) Ensayo de trébol rosado INIA Carillanca, B) Muestreo en parcelas experimentales.
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3.1.1 Identificacion y conteo de afidos en laboratorio provenientes de terreno. Con ayuda de
una lupa estereoscopica (WF10X) se contabilizaron y determinaron las especies de &fidos

presentes en las muestras (Figs. 8A, By C).

Figura 8. Materiales de trabajo en Laboratorio para conteo de &fidos bajo lupa, A) Mesén y
materiales de trabajo, B) vista de afidos en tallo de trébol rosado, C) vista de afidos en hojas de
trébol rosado.

Los afidos colectados se guardaron en alcohol al 95% por un tiempo superior a tres

semanas, para su posterior conservacion definitiva en preparacion permanente.

3.1.2 Protocolo preparacion permanente para conservacion y posterior identificacion de

especies.

La preparacion permanente consistid en realizar una pequefia puncion con un alfiler, en la
region ventral del abdomen del &fido. Posteriormente, se colocd en un tubo de ensayo el cual
contenia hidréxido de potasio al 10% con el objetivo de aclarar el cuerpo del afido; luego, se
coloco el tubo de ensayo sobre un mechero para ser calentando poco a poco evitando una
reaccion fuerte o que aclare demasiado. Se revisé al microscopio estereoscopico (Fig.9.A) hasta
haber obtenido s6lo el exoesqueleto del insecto. Posteriormente se deshidraté con alcoholes
graduales al 30°, 50°, 60°, 70° y alcohol absoluto, con un tiempo de permanencia del organismo
en cada alcohol de un minuto, escurriendo el exceso de alcohol entre cada cambio. Se
transparenté con xilol para eliminar la opacidad provocado por el alcohol, y se montaron con
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resina sintética en un porta objetos el cual se cubrié con el cubre objetos, para finalmente rotular
(Figs. 9B, C) (Méarquez, 2005).

Figura 9. A) Microscopio estereoscopico, B) Microscopio estereoscoOpico con muestra
etiquetada, C) Vista objetivo afidos montado en preparacion permanente.

3.1.3 Determinacién de especies de afidos presentes en trébol rosado. Para la determinacion
de las especies colectadas se realizaron distintas metodologias dependiendo de la disponibilidad
de literatura adecuada. Acyrthosiphon pisum fue determinada de acuerdo a las claves descritas
por Artigas (1994), al igual que la especie Acyrthosiphon kondoi. La especie Therioaphis trifolii
se determiné de acuerdo a las claves descritas por Aguilera (1990). (Determinacion confirmada
por el Dr. Ramo6n Rebolledo, Universidad de La Frontera). Nearctaphis bakeri (Cowen) fue
determinada de acuerdo a claves descritas por Blackman y Eastop (2000), para especies de afidos
presentes en trébol rosado (determinacion confirmada por el Dr. Eduardo Fuentes, Universidad
de Talca).
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3.1.4 Analisis estadistico. Una vez realizados los muestreos mensuales desde febrero 2012 hasta
enero 2013, y determinadas las distintas especies de &fidos identificadas, se realizaron dos tipos
de analisis de datos no paramétricos. El primero no consideré el sistema de blogues, no haciendo
distincion entre cultivares y lineas experimentales, y se compararon las especies de afidos
colectadas en trébol rosado. Estos datos se analizaron a través del test de Kruskal Wallis (P <
0,05). El segundo andlisis estadistico considerd el disefio de blogues y se compararon las
especies de afidos presentes en cultivares y lineas experimentales, para lo cual se utilizé el test
de Friedman (P <0,05).

3.2 Ensayos de desempefio de Nearctaphis bakeri en trébol rosado en condiciones de

laboratorio.

Previamente se realizd una crianza de N. bakeri (especie encontrada en mayor
proporcién), para posteriormente obtener generaciones cronolégicamente uniformes en edad en
la cantidad de individuos requerida en el ensayo de desempefio. Para ello, se aplicé una
metodologia de crianza adaptada de las propuestas por Flynn et al. (2004), Verdugo et al. (2012)
y Ramirez (2013%).

3.2.1 Crianza de afidos. Se utiliz6 aproximadamente 640 individuos de tercera generacion (F3)
criados bajo condiciones de laboratorio, con la finalidad de obtener una poblacion final uniforme
en edad (dias).

!Dr. Claudio Ramirez, 2012. Doctor en Ecologia. Laboratorio Interacciones Insecto-Planta. Instituto de Biologia
Vegetal y Biotecnologia. Universidad de Talca. Comunicacion personal.
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3.2.1.1 Siembra cultivar Quifiequeli INIA. El sustrato utilizado fue vermiculita, la cual fue
lavada antes de su utilizacion. Este cultivar fue sembrado en almacigueras semirrigidas
(spleedlings) con 105 cavidades. Las siembras del cultivar Quifiequeli INIA se realizaron cada
dos semanas aproximadamente, para obtener plantas nuevas para cada generacion de afidos a

replicar (Fig. 10).

Figura 10. Plantines (spleedlings) de trébol rosado, A) 2 dias después de siembra, B) 4 dias
después de emergencia, C) 7 dias después de emergencia, D) tres plantines con diferente fecha
de siembra, E) plantines listo para trasplante a maceta.

3.2.1.2 Transplante. Las plantulas emergidas con una edad de 15 dias, fueron transplantadas a
macetas de 0,3 litros de capacidad, y se mantuvieron por aproximadamente 10 dias para su
recuperacion, previo a la infestacion con afidos (Fig. 11).
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Figura 11. Plantas de trébol rosado en macetas, previo a la infestacion con &fidos.

3.2.1.3 Riego. Las macetas fueron regadas diariamente de forma manual con aproximadamente

20 mm en almacigueras y 200 mm en macetas.

3.2.1.4 Fertilizacion. Las plantas fueron fertilizadas desde el dia 15 cada 15 dias, sustituyendo el
riego con solucion de Long Ashton adaptada segun protocolo descrito por Douglas (1976). Ver

detalles en anexos 1y 2.

3.2.1.5 Condiciones ambientales de la cAmara de cultivo. Las condiciones de crecimiento
fueron; fotoperiodo de 16 horas luz/8 obscuridad, temperatura de 25 °C y 50 % humedad
relativa. Se realizaron movimientos entre macetas diariamente de tal forma que cada maceta
recibiera la misma cantidad de luz, al hacer la sumatoria de dias. Ademas, se tomaron registros
de temperatura y humedad relativa con un equipo Data Logger con el propdsito de verificar que
no existieran variaciones significativas de dichos parametros ambientales. Los datos registrados

por el instrumento se pueden observar en el anexo 3.

3.2.1.6 Infestacién de afidos. Se utilizaron plantas de 25 a 35 dias de edad lo que significa
segun Bowley et al. (1984) el comienzo del crecimiento secundario, del hypocotilo y la raiz,
respectivamente. Los afidos madre colectados desde plantas de trébol rosado (cultivar
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Quifequeli INIA) fueron inoculados en 10 macetas (0,3 Litros c/u), conteniendo 4 plantas de
trébol rosado del cultivar Quifiequeli INIA (Fig. 12) de 20-25 dias de edad.

Figura 12. Infestacion de afidos a plantas de macetas. A) Mesa de trabajo para infestacion, B)
Infestacion de un &fido.

Una vez obtenida una poblacion minima de 40 afidos proveniente de la primera
generacion en laboratorio (F1), se procedié a infestar plantas nuevas de trébol rosado del cultivar
Quifiequeli INIA de 20-25 dias de edad, siguiendo la metodologia descrita anteriormente. Este
procedimiento se repitidé hasta obtener una poblacién de 640 &fidos de tercera generacion (F3)
(Fig. 13) (Anexo 4).
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Figura 13. Afidos criados en laboratorio, A) ninfa F1 en Quifiequeli INIA, B) F1 antes de
infestar nuevas plantas, C) F2 alado y no alados y D) afidos F3 en Quifiequeli INIA antes de
infectar los cultivares.

3.2.1.7 Aislaciones. Inmediatamente luego de la infestacion individual de cada maceta, estas se
aislaron con un cono cilindrico plastico cuya parte superior fue cubierta con una tela semi-
transparente para permitir la aireacion de las plantas y de los afidos. Ademas se aislaron
grupalmente las macetas infestadas con el objetivo de evitar una contaminacion de afidos desde

fuera o hacia dentro del experimento en la cAmara de cultivo (Fig. 14).
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Figura 14. Macetas de plantas Quifiequeli INIA en camara de cultivo. A) Macetas con aislacion
individual, B) macetas con aislacion grupal.

3.2.2 Evaluacion de antibiosis de N. bakeri, sobre tres cultivares y una linea experimental
de trébol rosado

3.2.2.1 Siembra. Se sembraron tres cultivares y una linea experimental de trébol rosado, con el
mismo procedimiento utilizado para plantas del cultivar Quifiequeli INIA, para posterior
transplante a macetas siguiendo la metodologia detallada en 2.2.1.2. Se utiliz6 una bandeja de
speedling por cultivar. En el caso de la linea experimental se utilizaron dos bandejas debido a su

bajo porcentaje de germinacion en comparacion con los cultivares.

3.2.2.2 Diseflo experimental. Este consistio en un disefio completamente al azar, con nueve
maceteros por tratamiento (Quifiequeli INIA, Superqueli INIA, Syn Int V, Redqueli INIA) y
cuatro plantas en cada maceta. La infestacion consistio en colocar 10 afidos en cada maceta de
tal forma de infestar simultaneamente los cuatro tratamientos. Una vez dentro de la cdmara de
cultivo, cada maceta fue dispuesta al azar (Fig. 15). La linea experimental Syn Int V fue
seleccionada para realizar este ensayo (ademas de los cultivares), ya que en terreno fue la que
presentd las mas altas poblaciones de afidos por brote en comparacién a cultivares y lineas

experimentales (Fig. 21y 22).
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Figura 15. Ensayo desempefio de afidos en trébol rosado.

3.2.2.3 Infestacion. Se infestaron las macetas con una poblacion inicial de 10 afidos, estas se
criaron bajo las mismas condiciones de temperatura, humedad, fotoperiodo, fertilizacion y riego

antes mencionadas.

3.2.2.4 Cuantificacion de la poblacién final de N. bakeri. Las poblaciones finales se
cuantificaron con la metodologia descrita para conteo poblacional de especies provenientes de
terreno, con la diferencia de que en este caso se procedio a cortar desde la base del tallo cada

planta y posteriormente se contaron los individuos.

Segun la metodologia descrita por Verdugo et al. (2012) para evaluar el desempefio de
los afidos se utilizo la formula (PGR) descrita por Gotelli (2001), la cual indica la tasa
reproductiva que tuvo la poblacion de afidos evaluada en un tiempo determinado. Esta formula
es igual a (In N° final — In N°inicial)/ N° dias donde N° final, se refiere a la cantidad de afidos al
final del experimento, N° inicial, se refiere a la cantidad inicial de afidos y N° dias, corresponde

numero de dias que duro el experimento.
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3.2.2.5 Anélisis estadistico. El andlisis estadistico para comparar la tasa reproductiva de los
afidos N. bakeri fue realizado a través de un test no paramétrico de Kruskal-Wallis (P < 0,05).

3.2.3 Evaluacion de la antixenosis. Para la evaluacion de antixenosis se realizaron ensayos de

no preferencia de voldtiles de la parte aérea de plantas de distinto cultivar de trébol rosado.

3.2.3.1 Crianza de N. bakeri para ensayos olfatométricos. Los afidos (N. bakeri) fueron
criados bajo condiciones de laboratorio (anexo 3) hasta la obtencion de individuos F3 (tercera
generacion) en plantas del cultivar Quifiequeli INIA, siguiendo la metodologia propuesta por
Quiroz y Niemeyer (1997). Las plantas infestadas fueron cubiertas por un tela semitransparente

para impedir contaminacion de afidos entre plantas o bien externa al experimento (Fig. 16).

. =

Figura 16. Plantas para crianza de afidos en laboratorio.

3.2.3.2 Plantas para ensayos de preferencia de volatiles. Un grupo de plantas de trébol rosado,
muestreado en el campo experimental con pala, correspondientes a los cultivares Quifiequeli

INIA 'y Superqueli INIA fueron trasladados desde el campo experimental hasta el Laboratorio de
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Quimica Ecolodgica y se mantuvieron bajo condiciones de laboratorio por una semana para su

aclimatacion en macetas de 4 litros (suelo original) antes de su utilizacion.

3.2.3.3 Experimentos olfatométricos. Las plantas fueron introducidas en una campana de vidrio
conectada a un olfatometro (Fig. 17.A) (Quiroz et al., 2005) para determinar el comportamiento
individual de afidos adultos &pteros hacia volatiles liberados desde la parte aérea de las plantas.
El olfatometro esta dividido en 5 partes: 4 de las cuales contienen aire enriquecido con volatiles
de la parte aérea de las plantas de trébol rosado, 2 de ellos fueron enriquecidos con volatiles de
Quifiequeli INIA, mientras que los otros 2 brazos con volatiles de Superqueli INIA, y la zona
central llamada zona de decision (ZD), el olfatometro esta constituido por 3 placas de acrilico, la
inferior se cubre con papel filtro, la central que forma una cavidad la cual constituye las 5
divisiones antes descritas y por ultimo la placa superior la cual se conectd a una bomba que
genera un flujo negativo de 200 ml/min de aire. Cada individuo fue escogido al azar para
someterlo al experimento, tomando como criterio solo el estado de desarrollo (tamafios
similares). En el experimento se utiliz6 una champa de plantas Quifiequeli INIA y una champa
de plantas Superqueli INIA, de tal forma de evaluar la no preferencia del insecto frente a uno de
los dos cultivares, el tiempo de evaluacion olfatométrica por cada individuo fue de 20 minutos,
esto se repitié hasta completar un numero de 15 individuos. Para cada repeticion se utilizd un
olfatometro limpio, esterilizado con etanol. Estos experimentos fueron realizados en agosto de
2012 (Pacheco et al., 2012) (Fig. 17).
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Figura 17. Ensayo olfatométrico. A) Sistema olfatométrico completo B) Olfatometro de cuatro
brazos, C) &fido en olfatometro.

3.2.3.4 Analisis estadistico. El analisis estadistico de la respuesta olfatométrica de los afidos N.

bakeri fue realizado a través de un test no paramétrico de Kruskal-Wallis test (P < 0,05).
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Poblaciones de afidos provenientes de ensayos de terreno

4.1.1 Fluctuacion poblacional de afidos. Tal como se puede observar en la figura 18 los
aumentos poblacionales ocurren principalmente en primavera y finales del periodo estival, esto
coincidente con aumentos de la temperatura en ambos periodos (Fig. 18) y disminucion de la
pluviometria (Fig. 19). En Febrero-2012 se obtuvo un promedio de 43,5 afidos por muestra, en
marzo un promedio de 21,8 afidos por muestra y a finales de primavera (noviembre) un
promedio aproximado de 18,9 afidos por muestra. Las poblaciones mas bajas se presentaron en
los meses de mayo, junio (invierno) y enero (verano) con un promedio de 0,7 afidos, este Gltimo

se atribuye a la aplicacion de insecticidas para el control de afidos.
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Figura 18. Fluctuacion poblacional de afidos en trebol rosado y temperatura (minima, maxima y
media promedio) en la Regién de La Araucania durante el periodo de muestreo. JFecha de
aplicacion de quimica para control de afidos.
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Figura 19. Fluctuacién poblacional de afidos en trébol rosado y pluviometria en la Region de La
Araucania durante el periodo de muestreo. \ Fecha de aplicacién de quimica para control de
afidos.

Aunque algunos autores mencionan que ocurren variaciones en la fluctuacién poblacional
de los afidos cada afio (Artigas, 1994; Nifio et al., 2001; Mazzuferi et al., 2011), estos resultados
dan una primera aproximacién de la variacién anual que ocurre con estas poblaciones en la
region y ademas podria convertirse en una herramienta para posteriores estudios sobre la
presencia de estos afidos en trébol rosado. Por otra parte, entrega datos de cuando iniciar (mes)
un monitoreo de las poblaciones, para un posible control. Tal como se muestra en la figura 19, la
poblacién méas abundante se present6 en periodo estival, lo que es coincidente con Nifio et al.
(2001) en donde las curvas poblacionales aumentan en periodos secos (verano) en cultivo de
papa. Estos resultados de fluctuacion poblacional (fig.18, 19) son coincidentes con lo descrito

para el afido Myzocallis coryli (Goeze) en La Region de La Araucania (Aguilera et al., 1994).
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4.1.2 Cuantificacion de especies de afidos presentes en trébol rosado y su abundancia
relativa en cada cultivar y linea experimental. Las especies presentes en trébol rosado
correspondieron a Acyrthosiphon pisum, A. kondoi, Therioaphis trifolii y Nearctaphis bakeri,

siendo esta Ultima encontrada en mayor proporcion (Fig. 20 y 23).
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Figura 20. Promedio poblacional por especie de afidos presentes en trébol rosado. Letras
diferentes indican diferencias significativas segln la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la
prueba de Conover-Inman (P < 0,05) N=264.

Estos resultados (Fig. 20) indican que el &fido N. bakeri fue el mas abundante comparado
con las otras especies de afidos colectadas en trébol rosado. Ademas, es el primer reporte de esta
especie en la Region de La Araucania, lo cual difiere con lo informado por Aguilera (1990) y
Aguilera y Ortega (1994) debido a que no reportan este insecto para la region. Segun Stary et al.
(1993), Stary et al. (1994) y Fuentes et al. (1997) este afido ha sido colectado en la zona central
de Chile en especies leguminosas (Medicago sativa y Trifolium repens). Debido a estos reportes,
se puede inferir que este afido probablemente llego hace pocos afos a la region y posiblemente

el trébol rosado podria ser un hospedero adecuado para su establecimiento. Sin embargo,
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diversos estudios, tales como prospecciones periddicas, son necesarios para confirmar esta

inferencia.

Los afidos presentes en trebol rosado (02/2012-01/2013) (Fig. 21) fueron
significativamente méas abundantes en el cultivar Redqueli INIA y la linea experimental Syn Int
V, mientras que el cultivar Superqueli INIA present6 una abundancia de &fidos
significativamente menor a Quifiequeli INIA, Redqueli INIA y Syn Int V. Por otra parte, se pudo
determinar a través de promedios acumulados durante el afio de muestreo, que N. bakeri presentd
una abundancia poblacional significativamente superior sobre el cultivar Redqueli INIA en
comparacion a los cultivares y lineas experimentales (Fig. 22), mientras que sobre Superqueli

INIA N. bakeri presenté una abundancia significativamente menor.
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Figura 21. Promedio acumulado (febrero-2012 a enero-2013) de las distintas especies de afidos
por cultivar y lineas experimentales de trébol rosado. Letras diferentes indican diferencias
significativas con la prueba estadistica de Friedman, seguida de Conover-Inman (P < 0,05).
N=44.
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Figura 22. Promedio acumulado (febrero-2012 a Enero-2013) de N. bakeri por cultivar y lineas
experimentales de trébol rosado. Letras distintas indican diferencias significativas segun la
prueba estadistica no paramétrica de Friedman, seguida de la prueba de Conover-Inman (P <
0,05). N=44.

La menor abundancia de afidos sobre el cultivar Superqueli INIA durante el afio de
muestreo podria sugerir que los afidos, principalmente N. bakeri, poseen un menor desempefio
sobre este cultivar en comparacion a los antiguos cultivares (Quifiequeli INIA y Redqueli INIA)
y lineas experimentales de trébol rosado a nivel de campo (Figs. 21 y 22). Por lo tanto este nuevo
cultivar (Superqueli INIA) podria ser mas resistente a la infestacion del insecto (N. bakeri). Esta
caracteristica de resistencia fue sugerida antes por Alarcén et al. (2010) quienes reportaron que
este nuevo cultivar presentaba el mayor rendimiento agronémico y la menor tasa de infestacion
del insecto Hylastinus obscurus en comparacion a los dos cultivares antiguos y varias lineas

experimentales.



40

50
i —=— N. bakeri
l —e— A. pisum
40 7 —a— A. kondoi
] —v— T. trifolii

Promedio mensual de afidos/especies

Figura 23. Fluctuacion poblacional mensual de &fidos por especies presentes en trébol rosado en
La Araucania. YvFechas de corte de forraje, \Fecha de aplicacion de quimica para control de
afidos.

Tal como se puede observar en la figura 23 el afidos N. bakeri se encuentra durante todo
el afio, mientras que los otros éafidos tuvieron una infestacion ocasional principalmente en
primavera. Cabe mencionar que a simple vista una poblacion de A. pisum y A. kondoi (tamafio
entre 3,2-4,5 mm) fue mas evidente que N. bakeri debido a que este ultimo, segun Dreves
(1990), posee un menor tamafio y se aloja principalmente en las axilas. Esto requirio de una
inspeccion detallada (abrir axilas) para su deteccion, lo que en muchos casos implico un dafio
para la planta examinada, esto es muy importante en el momento de determinar aplicaciones de
insecticidas ya que probablemente a simple vista la mayor poblacion de afidos no se pueda
apreciar o bien se realice un control cuando las poblaciones no son tan abundantes, tal como

ocurrio en este ensayo de trebol rosado (Fig. 23).
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Por otra parte, algunos autores mencionan que cada especie de afido posee diferentes
requerimientos de temperatura para reproducirse (Artigas, 1994; Hodgson, 2007), por lo tanto la
temperatura es un factor determinante del crecimiento y abundancia poblacional de cada especie
de afidos, es asi como las condiciones de invierno (bajas temperaturas) disminuyen o retrasan el

desarrollo de las poblaciones de afidos.

4.2 Evaluacion del desempefio de Nearctaphis bakeri

4.2.1 Evaluacién de la tasa reproductiva (antibiosis). El analisis estadistico de la tasa
reproductiva diaria de N. bakeri no mostrd respuesta significativa entre cultivares y linea
experimental de trébol rosado, por lo que se infiere que estas plantas no presentaron una
modalidad de resistencia de antibiosis cuando esta especie de afido se alimento6 de las plantas de
distintos cultivares y/o lineas experimentales (Fig. 24). Segun Mancia (1972), la antibiosis
parece ser en muchos casos el caracter mas deseable en la seleccién varietal, pero en muchos
cultivares de plantas otras modalidades de resistencia son tan importantes como esta. Debido a lo
mencionado por Mancia (1972) estos resultados de antibiosis no serian determinantes en la
seleccion de cultivares resistentes, debido a que este es s6lo uno de los componente que
interactGan en la resistencia de las plantas y ningin componente que interactla en la resistencia

de las plantas es absoluto.
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Figura 24. Respuesta reproductiva de N. bakeri en distintos cultivares y linea experimental de
trébol rosado. Ausencia de letras indica diferencias no significativas segin la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis (P < 0.05) N = 9. Las barras sobre las columnas indican error
estandar.

4.2.2 Ensayos olfatométricos (Antixenosis). Como se puede observar en la figura 25 los &fidos
fueron més atraidos hacia los volatiles liberados por el cultivar Quifiequeli INIA comparado con
los volatiles de Superqueli INIA. Los resultados de aceptacion o repelencia hacia distintos
cultivares son consistentes con estudios relacionados con la aceptacion de diferentes cultivares
contra &fidos en otros cultivos como la avena (De Zutter et al., 2012). Este ensayo entregdé como
principal resultado que el cultivar Superqueli INIA, presentdé una forma de resistencia de
antixenosis frente a N. bakeri, debido a que se observé una no preferencia significativa frente al
cultivar Superqueli INIA en comparacion al cultivar Quifiequeli INIA. Experimentos similares
con otras especies de insectos demuestran que no existe sesgo* debido al instrumento
(olfatometro), sino que la respuesta del insecto se atribuye exclusivamente a los tratamientos
evaluados (Hueichapan, 2011; Quiroz et al., 1998; Palma et al., 2012).

) Sesgar: Error sistematico (esta condicionado por algun factor distinto al azar).
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Figura 25. Respuestas olfatométrica N. bakeri adultos hacia volatiles de la parte aérea de dos
cultivares de trébol rosado. Letras diferentes indican diferencias significativas segin la prueba
estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba de Conover-Inman (P < 0,05).
Zona de decision (ZD). N = 15.

4.2.3 Relacion entre antibiosis y antixenosis. Los resultados de desempefio no fueron una
combinacion de ambos parametros (antibiosis y antixenosis), lo cual se sustenta en la descripcion
realizada por O"Neal & Hodgson (2010) quienes describen que las plantas pueden presentar una
0 mas formas de resistencia frente a los insectos. Por otra parte, existen reportes en donde ambas
modalidades de resistencia se presentaron en conjunto como es el caso del afido del guisante
Acyrthosiphon pisum (Zeng et al., 1994) evaluado en diferentes cultivares de trébol rosado. Sin
embargo, cabe destacar que segin Mancia (1972), los componentes de resistencia de las plantas
son complejos y existen diversas interacciones entre diversos factores, lo que influye en que no
siempre las distintas formas de resistencia se comporten en sincronia. Por otra parte los
resultados de antixenosis son coincidentes con los datos obtenidos de terreno donde Superqueli
INIA presenta significativamente una menor abundancia de afidos en comparacién a los

cultivares y lineas experimentales (Fig. 22).
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5. CONCLUSIONES

Los aumentos poblacionales de afidos ocurren a finales de primavera y periodo estival.

Las especies determinadas en trébol rosado correspondieron a Acyrthosiphon pisum, A. kondoi,

Therioaphis trifolii y Nearctaphis bakeri.

La especie con mayor abundancia correspondié a Nearctaphis bakeri, mientras que las otras

especies presentarian solo una infestacion ocasional.

Los afidos evaluados no mostraron una respuesta de antibiosis frente a los cultivares y linea

experimental de trébol rosado.

El cultivar Superqueli INIA es menos infestado por el &fido N. bakeri bajo condiciones de

campo.

El cultivar Quifiequeli INIA podria tener una mayor susceptibilidad de ser infestado por N.

bakeri evaluados en ensayos de antixenosis bajo condiciones de laboratorio.

La modalidad de resistencia presente en las plantas de trébol rosado fue solo de antixenosis (no

preferencia) por el nuevo cultivar Superqueli INIA.

Antibiosis y antixenosis no se comportaron combinadamente en los cultivares de trébol rosado

evaluados frente a la infestacion del &fido N. bakeri.

Debido a los resultados de antixenosis y los muestreos de campo se acepta la hipotesis planteada

en este estudio.
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6. RESUMEN

El trébol rosado es una importante forrajera en la Region de La Araucania tanto por su
forraje como por la exportacion de su semilla. En los dltimos afios se ha observado aumentos
poblacionales de afidos en semilleros y ensayos experimentales (Ortega, 2011-12%). Los &fidos
son insectos perjudiciales para las plantas cultivadas debido al dafio directo e indirecto que
causan a su hospedero. Debido a esto se plante6 la siguiente pregunta de investigacion; ¢Existen
diferencias en el desempefio de los afidos entre los cultivares y lineas experimentales de trébol
rosado en la Regidon de La Araucania? Para determinar las especies de afidos presentes en
cultivares y lineas experimentales de trébol rosado y para evaluar el desempefio de estos mismos,
se realizaron muestreos periddicos en plantas de trébol rosado entre febrero 2012 y enero 2013,
para posteriormente realizar ensayos de antibiosis y antixenosis del &fido Nearctaphis bakeri el
cual se encontr6 en mayor proporciéon en los muestreos periodicos. Ademas, los muestreos de
terreno revelaron que los afidos se encuentran significativamente en menor poblacion sobre el
cultivar Superqueli INIA en comparacion a los cultivares y lineas experimentales. Los ensayos
de antibiosis demostraron que el afido N. bakeri no tuvo diferencias significativas en la tasa
reproductiva al alimentarse de los cultivares Quifiequeli INIA, Superqueli INIA, Redqueli INIA
y la linea experimental Syn Int V, mientras que en el ensayo de antixenosis el afido N. bakeri
mostrd una preferencia por el cultivar Quifiequeli INIA al compararlo con el cultivar Superqueli
INIA. Por lo tanto, el cultivar Superqueli INIA presentaria resistencia hacia el afido N. bakeri

por medio de un mecanismo de antixenosis.

! Dr. Fernando Ortega, 2011-2012. Fitomejorador de Forrajeras, INIA Carillanca, Temuco, Chile. Comunicacion
personal.
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7. SUMMARY

Red clover is an important forage in the Region of La Araucania because both forage and
seed production. In recent years, the aphid populations on red clover plants have increased in
seedbeds and experimental assays (Ortega, 2011-12%). Aphids are harmful insects to plant
growth because of both direct and indirect damage they cause to their host. Hence, this work
aimed to answer the following research question: Are there differences in the performance of
aphids among cultivars and experimental lines of red clover in the Region of La Araucania?
periodical sampling were developed between February 2012 and January 2013 with aims of: a)
determining the aphid species settling on cultivars and experimental lines of red clover plants, b)
studying the antibiosis and antixenosis effect on the main aphid identified in the field survey,
Nearctaphis bakeri. The results showed that Superqueli INIA was the red clover with the lower
N. backeri population than the rest of cultivars and experimental lines. Moreover, antibiosis
assays showed that the aphid N. bakeri had a similar reproductive rate on the cultivars
Quiriequeli INIA, Superqueli INIA, Redqueli INIA and the experimental line Syn Int V. On the
contrary antixenosis experiments revealed that N. bakeri showed a significant preference by
cultivar Quifiequeli INIA compared to Superqueli INIA. Therefore, the fact that Superqueli INIA
was the with lower aphid population in the field, and parallel did not select this cultivar
Superqueli INIA in laboratory experiment, suggest that Superqueli INIA present resistance to N.

bakeri through an antixenosis mechanism.

! Dr. Fernando Ortega, 2011-2012. Fitomejorador de Forrajeras, INIA Carillanca, Temuco, Chile. Comunicacién
personal.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de solucion nutritiva (Long Anshton), adaptada de acuerdo a los rangos de

concentracion optimos de cada nutriente segun Douglas (1976).
Recipiente para un VVolumen final de 10 litros (bidén)
Macroelementos;

Agregar por separado y asegurando su completa solubilizacién los siguientes compuestos en 5
litros de agua desmineralizada: 8,08 gramos de KNOs3; 9,44 gramos de Ca(NO3), x 4H,0; 1,62
gramos de NaH,PO,.

Posteriormente se adicionan 200 ml de agua desmineralizada conteniendo 3,68 gramos de

MgSQO, x 7H,0, de tal forma de evitar que precipite el sulfato de calcio.
Oligoelementos;

1) Se prepara una solucion de un litro en agua desmineralizada con los siguientes compuestos:
664 mg MnSO,4 H,0; 160 mg CuSO4 x 5H,0; 145 mg ZnSO,4 x 7H,0, 310 mg de H3BO3, 590
mg de NaCl.

2) Posteriormente se agregan 50 ml de solucién de molibdato de amonio (solucion 1).

3) Se completa a volumen de un litro.

4) 100 ml de la solucién de oligoelementos se adicionan a la solucién de macroelementos.
5) Se completa a un volumen final de 10 litros.

6) Finalmente se afiade 20 ml de la solucion de sulfato ferroso y se agita (solucion 2).

Solucion 1: En un matraz de litro diluir 1,12 mg de Molibdato de amonio (NH4)s Mo;0 24 4H,0

en 100 ml de agua desmineralizada, conservar en el refrigerador.
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Solucion 2: En un matraz aforado de 100 ml se prepar6 una solucion de fosfato ferroso
heptahidratado al 1 % (1 g diluir en 100 ml de agua desmineralizada).

Anexo 2. Concentracion final de cada nutriente (Macroelementos y oligoelementos) en solucion
nutritiva final (10 litros), en ppm.

260,06
160,00
74,83
75,29
312,00
104,05
0,41
0,55
8,12
2,16
0,03
0,33
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Anexo 3. Temperatura y humedad relativa en la cdmara de cultivo (datos tomados por data
Logger), crianza de afidos para olfatometrias (antixenosis).

- 22,08+6,95 08-08-2012 12-11-2012  Grados Celsius  0°C-35°C
(°C)
4515+11,90  09-08-2012 13-11-2012 Humedad 35-75%HR
relativa (%HR)
- 8,92+3,06 10-08-2012 14-11-2012 - -

Anexo 4. Resumen de fechas de actividades para evaluacion de desempefio bajo condiciones de
laboratorio, Quifiequeli INIA (Q), Redqueli INIA (R), Superqueli INIA (S) y Syn Int V (L1).

Q 3-mar 18-mar 28-mar 7-abr

Q 15-mar 28-mar 7-abr 17-abr -

Q 24-mar 7-abr 17-abr 27-abr -

Q 2-abr 17-abr 27-abr - 12-may
R 2-abr 17-abr 27-abr - 12-may
S 2-abr 17-abr 27-abr - 12-may
L1 2-abr 17-abr 27-abr - 12-may

Anexo 5. Temperatura y humedad relativa en la cdmara de cultivo (datos tomados por data
Logger), crianza y desempefio de antibiosis.

- 25,50+1,36 03-03-2012 12-05-2012  Grados Celsius 0-35°C
(°C)

48,99+ 4,59 03-03-2012  12-05-2012 Humedad 35-

relativa (%HR) 75%HR

- 13,89+2,02 03-03-2012  12-05-2012 - -



Anexo 6. Data Logger. Grafica original antes de trasladar datos a planilla exel.
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