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1. INTRODUCCION

Trébol rosado (Trifolium pratense L.) (Fabaceae) es una de las especies forrajeras mas
importantes en las zonas templadas del mundo, y es reconocida por su capacidad de producir gran
cantidad de forraje de alta calidad (Demanet, 2008). En Chile, su importancia radica tanto por la
superficie sembrada, cercana a las 100.000 ha (alrededor de 20% de las praderas sembradas), asi
como por las exportaciones de semilla, que oscilan entre 700 y 1.700 toneladas al afio. En la
ultima década ha representado mas del 70% del total de semillas forrajeras exportadas, y la

mayor parte de los semilleros se encuentran en la Regién de La Araucania (Ortega, 2009).

Historicamente T. pratense se ha utilizado solo o asociado a ballicas bianuales o cereales
(avena o triticale), constituyéndose en uno de los principales forrajes suplementarios de alta
produccion de verano. Dentro de sus usos se encuentra el pastoreo invernal y elaboracion de
ensilaje en primavera y ocasionalmente heno en verano. Es de facil establecimiento y con
rendimiento superiores a 12 ton ms/ha. Con el incremento de la elaboracion de ensilajes
premarchitos y el uso de aditivos biolégicos, el ensilaje de trébol rosado es cada dia mas comun
en la zona sur del pais. Ademas, constituye una fuente de proteina de excelente calidad para los
sistemas ganaderos y se complementa bien con los sistemas de rotacion que incluyen el

establecimiento de cereales de grano pequefio (Demanet, 2008).

El Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) Carillanca desde la década del 60, inicid
el desarrollo nacional del trébol rosado y las exportaciones de semilla se han basado en gran
medida en cultivares creados por esta institucion (Ortega, 2009). A la fecha, INIA cuenta con
cultivares tales como Quifiequeli INIA, Redqueli INIA y recientemente Superqueli INIA. Estos
dos ultimos han demostrado superar en algunos aspectos agrondmicos a Quifiequeli INIA, como

son sobrevivencia de plantas, rendimiento de materia seca y persistencia productiva. Todo lo



anterior como resultado del mejoramiento genético que ha llevado a cabo INIA Carillanca
(Ortega et al., 2012).

Uno de los factores bioticos que se ha visto involucrado en la disminucion del rendimiento y
persistencia de T. pratense es la presencia de Hylastinus obscurus Marsham (Coleoptera:
Curculionidae). Segun diversos autores este insecto ataca generalmente al segundo afio de
establecimiento del trébol rosado y puede dafiar entre un 70 a 100 % de las plantas (Ortega et al.,
1991; Aguilera et al., 1996).

Es por ello que se han utilizado distintos métodos para disminuir o controlar esta plaga, tales
como el control quimico y cultural. EI método quimico no ha sido efectivo debido a que el mayor
dafio en la pradera es producido en la raiz por el estado larval del insecto. Para el control cultural
se aconseja no realizar siembras adyacentes a potreros que tengan un mayor tiempo de

establecimiento.

Una alternativa para disminuir las poblaciones de H. obscurus en trébol rosado, es escoger
cultivares que presenten mayor resistencia al ataque de este insecto, por sobre aquellas que tienen
mayor susceptibilidad. En este sentido, Granados & Paliwal (2001) definen resistencia al ataque
de insectos como la cantidad relativa de elementos heredables de la planta que influyen sobre el
darfio realizado por los insectos. El grado de resistencia de un cultivar a un insecto especifico, tal
como ocurre en el campo, puede ser evaluado comparandolo a otras variedades usualmente mas
susceptibles. Los mismos autores definen susceptibilidad como aquellas plantas que muestran

un dafio superior al promedio a causa del ataque de los insectos.

Las dietas artificiales son una herramienta Util a la hora de evaluar el efecto de distintas
sustancias como extractos vegetales-radicales, sustancias disuasivas o estimulantes de la
alimentacion, asi mismo, sustancias que actlan como insecticidas aplicadas al insecto. Con ello,
se podria determinar el comportamiento de vida, habitos de alimentacion, susceptibilidad y

resistencia a pesticidas quimicos y biologicos (Ahmed, 1983).



Es por ello que se ha planteado que extractos radicales de lineas experimentales de trébol
rosado incorporados en dieta artificial podrian ayudar a determinar mayor o menor preferencia o
consumo de H. obscurus hacia diferentes cultivares y lineas experimentales de trébol rosado,
evaluando la respuesta fagoestimulante o antiaimentaria que presente el insecto hacia estos
extractos. Al respecto, Fernandez & Cabrera—La Rosa (1999) definen fagoestimulante como
aquellas sustancias que estimulan los receptores gustativos de los insectos. Por otro lado un
compuesto antialimentario provoca que un insecto consuma poco o nada del alimento o sustancia
mientras vive, lo cual es importante ya que limitaria el dafio a la planta (Vazquez, 1992). Lo
anterior aplicado en diferentes dietas artificiales ha tomado importancia ya que han llegado a ser
una herramienta valiosa para el control de insectos, debido a que se puede evaluar material
genético vegetal en busqueda de resistencia varietal (Villacorta, 1971), y con ello se podria

conseguir una menor pérdida en el rendimiento.

Por lo tanto, para implementar un método de control que involucre la preferencia o disuasion
del consumo de H. obscurus, se requieren estudios que proporcionen informacion sobre la
respuesta fagoestimulante y/o antialimentaria de este curculionido hacia extractos radicales de
diversos cultivares y lineas experimentales de T. pratense. Los compuestos quimicos con
actividad fagoestimulante o antialimentaria, que se logren identificar podrian conducir, en el
futuro, al desarrollo de un método de control contra H. obscurus, inserto dentro de las estrategias
de Manejo Integrado de Plagas (MIP).

1.1 Hipotesis. Extractos radicales polares y apolares de dos cultivares y una linea experimental
de Trifolium pratense incorporados en una dieta artificial provocan una respuesta fagoestimulante

o antialimentaria sobre H. obscurus.

1.2 Objetivo general. Evaluar el efecto fagoestimulante o antialimentario provocado por
extractos radicales de cultivares y una linea experimental de T. pratense, suministrados en una

dieta artificial sobre H. obscurus.



1.3 Objetivos especificos

1. Determinar la respuesta alimentaria de H. obscurus hacia diferentes dietas artificiales.

2. Analizar el efecto fagoestimulante o antialimentario de extractos radicales de T. pratense

incorporados en una dieta artificial sobre la conducta alimentaria de H. obscurus.

3. Identificar los componentes quimicos de los extractos radicales de los cultivares y linea
experimental de T. pratense.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes generales de Trifolium pratense.

2.1.1 Origen de T. pratense. Ortega et al. (1991) mencionan que esta leguminosa se origind
probablemente en el Asia menor o en el Sureste Europeo. Wilsie (1966) sefialé que ademas de
tener ese origen, esta especie fue cultivada en Europa hace tres o cuatros siglos. Se conoci6 en
Espafia y Holanda en 1500 y 1550 respectivamente; tiempo después esta especie llegd a
Alemania, pais del cual se llevo la semilla hacia Inglaterra en 1650. Se cree que probablemente
colonos ingleses introdujeron la semilla a América. Actualmente su distribucion es amplia, lo que
ha significado ser un importante recurso forrajero en Europa, Centro Oeste de Asia, Estados

Unidos y Nueva Zelanda, entre otros.

En cuanto a su introduccion en Chile, Aguila (1992) menciona que la especie fue
introducida al pais en 1869, por Don Guillermo Délano, quien la sembraria por primera vez en la
provincia del Maule. Debido a que esta especie presenta una gran adaptabilidad a distintos suelos,

su distribucidn al resto del pais se realizo rapidamente.

2.2 Clasificacion botanica.

La descripcion taxonomica para el trébol rosado realizado por el USDA (Departamento de

Agricultura de USA), se muestra en Tabla 1.



Tabla 1. Clasificacion taxondmica Trifolium pratense L.

Reino Plantae

Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivision Spermatophyta (Plantas con semillas)
Division Magnoliophyta (Plantas con flor)
Clase Magnoliopsida (Dicotiledoneas)
Subclase Rosidae

Orden Fabales

Familia Fabaceae

Género Trifolium

Especie Trifolium pratense L.

Fuente: USDA (S/A).

2.3 Descripcion y caracteristicas botanicas.

El trébol rosado, es una planta herbacea, perenne de vida corta, de crecimiento erecto o
semipostrado. Aguila (1962) describe a los 6rganos de la planta botanicamente como follaje,

flores, semilla y raiz.

2.3.1. Follaje. Compuesto por numerosos tallos (Fig. 1A) que nacen de una corona gruesa, con
abundante ndmero de hojas, trifoliadas, grandes, alternadas. Cada foliolo de forma ovada, con
una descoloracion caracteristica en forma de mancha se encuentra unido a un gran peciolo. Las

hojas y peciolos se encuentran cubiertos de abundantes y finas vellosidades (Fig. 1B).



Figura 1. Follaje trébol rosado. A) aspecto del tallo. B) aspecto de foliolos.

2.3.2 Flores. Las flores son papilionadas, dispuestas en racimos densos de forma ovoide, con
hasta 200 flores (promedio 100-120), ubicadas al extremo de pedUnculos axilares, de color
rosado-violaceo (Fig. 2). Las vainas son pequefias y cortas, con una o dos semillas, que se abren

transversalmente.

Figura 2. Flor de Trifolium pratense.



2.3.3 Semilla. Estas son pequefias, ligeramente aplastadas, con una caracteristica proyeccion que
es formada por la radicula que varia en colores amarillo-verdoso al violeta cuando estas son
nuevas, y un tono café claro cuando son mas longevas (Fig. 3). La longitud varia de 1,5 a 2 mm,
con un ancho, en su parte mas amplia, entre 1 a 1,5 mm. El porcentaje que se estima de semillas
duras varia entre un 3 a 10% del total. EI nimero de semillas por kilogramo fluctta entre 500 a
600 mil.

Figura 3. Semillas de trébol rosado.

2.3.4 Sistema radicular. Estd formado por una raiz vigorosa, pivotante (Fig. 4), que puede
alcanzar hasta 1 m de longitud, concentrandose la mayor parte de las raices en los primeros 10
cm del suelo. Sin embargo, Demanet (2008) sefiala que las raices principales se concentran en los
primeros 15 cm de profundidad de suelo y en ella se encuentran nédulos con rizobios (Rhizobium
leguminosarum BV. trifolii (Frank)). Los nddulos que encierran las bacterias de la nitrificacion se
hallan en su gran proporcién sobre estas raicillas, y son de forma ovoide y de color blanco-rojizo
(Aguila, 1962). Dentro de las leguminosas esta especie es la que presenta menos nodulacion
(Torres & Dumont, 1991).



Figura 4. Aspecto de la raiz de Trifolium pratense.

2.4 Adaptacion y establecimiento de trébol rosado.

Demanet (2008) caracteriza a esta forrajera de habito de crecimiento erecto, con una raiz
pivotante y profunda. Ademas, posee muchas ramificaciones laterales, que le confiere resistencia
a los periodos de déficit hidrico; se adapta a una amplia gama de suelos y climas, siendo 6ptimos
los suelos fértiles, bien drenados pero con buena retencion de agua y pH entre 58 y 6,7. Sin
embargo, prospera relativamente bien en suelos acidos (pH 5,2 a 5,8) y en situaciones de exceso
de humedad invernal. Esta especie se desarrolla bien en climas templados con riego y

mediterraneo hiimedo.

El mismo autor sefiala que la época de establecimiento es entre febrero-marzo y
septiembre—octubre. Su emergencia es relativamente rapida variando entre 3-4 dias con

temperaturas de suelo de 10°C. Se puede establecer sola o asociada junto con ballica bianual o
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hibridas o también con avena. Segin Torres & Dumont (1991), la dosis de semilla varia entre 8-
12 k/ha, dependiendo de la otra especie con la que se mezcle. Demanet (2008) menciona algunas
dosis de trébol con otras especies asociadas, como por ejemplo para trébol rosado mas ballica de
rotacion se requieren entre 10 y 15 k/ha respectivamente; en el caso de trébol rosado mas ballica
y avena, las dosis serian de 10, 15 y 80 k/ha respectivamente.

2.5 Cultivares de trebol rosado creados por INIA.

2.5.1 Cultivar Quifiequeli INIA. Este cultivar diploide fue liberado al mercado en 1962 por
INIA (Ortega et al., 2003). Demanet (2008), caracteriza a este cultivar como poseedor de
floracion intermedia de alta heterogeneidad de plantas, de crecimiento erecto, y sus flores son
altamente variables en tamafio y coloracion. Las marcas en sus hojas igualmente presentan
variabilidad (Tabla 2). En cuanto a persistencia, este se ve afectado por distintos factores tales
como: 1) baja tolerancia al oidio del trébol (Erysiphe trifolii Grev), y 2) al ataque de H. obscurus,

el cual disminuye considerablemente la poblacién de plantas al tercer afio de establecidas.

2.5.2 Cultivar Redqueli INIA. Este cultivar es sintético diploide proveniente de plantas
seleccionadas de Quifiequeli INIA a fines de la década de los 90. Se cre6 por medio de un
policruzamiento de siete plantas madres: 3 plantas seleccionadas de Quifiequeli INIA, dos de
cultivares introducidos de Estados Unidos (Prosper | y Tristan) y dos de colectas de la Region de
La Araucania (Demanet, 2008). Este segundo cultivar creado por INIA, destacé por presentar
mayor produccion de forraje, persistencia y mayor produccién de semillas, ademas de presentar
moderada resistencia a oidio del trébol (Erysiphe trifolii Grev.). En cuanto a sus caracteristicas
morfoldgicas, estas se describen en Tabla 2. Estas descripciones estan realizadas en base a
directrices realizadas en 2001 por la Union Internacional para La Proteccion De Las Obtenciones
Vegetales (UPQOV).
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2.5.3 Cultivar Superqueli INIA. Es un cultivar sintético, que hasta la fecha no posee semilla
comercial. Fue creado con la finalidad de mejorar el rendimiento de forraje y persistencia en
relacion con Quifiequeli INIA y Redqueli INIA. Este cultivar fue reportado por Ortega & Levio
(2011a) quienes mencionan su origen y descripcién morfologica, ademas del comportamiento
agrondmico en la Region de La Araucania. Para la obtencion de este cultivar se cruzaron 7
plantas madres (genotipos), provenientes de cuatro familias. Segun lo reportado por los autores,
este cultivar se caracteriza morfolégicamente por presentar un marcado foliar mayor (Tabla 2)
pero de menor intensidad, semillas mas claras y cotiledones de mayor tamafio. En cuanto a
sobrevivencia de plantas, rendimientos de forraje y persistencia productiva, es superior a los otros
cultivares (Ortega & Levio, 2011b).

Tabla 2. Principales descriptores morfolégicos de Superqueli INIA y de cultivares testigos
nacionales.

Redqueli INIA Quifiequeli INIA Superqueli INIA
Ploidia Diploide Diploide -
Inicio floracién Mediana Mediana Mediana
Largo tallo Mediano Mediano Mediano
Largo hoja Mediana Media-larga Mediana
Ancho hoja Mediana Media-larga Mediana
Forma hoja Ovalada Ovalada Ovalada
Densidad vello en Mediana Baja Mediana
tallos
Longitud cotiledon Media Media Larga
Ancho del cotiledon Media Media Ancha
Frecuencia de 75-85% 85-95% 95-100%
marcas en hojas
Intensidad marca Mediana Mediana Débil
Color semilla Multicolor Multicolor Multicolor
% semillas amarillas 24-27 32-40 48-51

Fuente: Ortega & Levio (2011a).
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2.6 Distribucién geografica de T. pratense.

2.6.1 Distribucion mundial. El trébol rosado, se adapta a una gran variedad de climas y suelos,
lo que permite que su distribucion geografica mundial sea diversa. Se ha extendido a regiones
mas templadas del mundo, desde el Mediterraneo al norte de Escandinavia, la antigua URSS en
Eurasia, a América del Norte desde el sur de Florida y Texas a Canada y Alaska. También se
encuentra en Nueva Zelanda y Australia, ademas del norte de China y Japén. En el Centro y Sur
de América se puede encontrar esta especie en México, Perd, Argentina y Chile (Taylor &
Quesenberry, 1996).

2.6.2. Distribucién nacional. Torres & Dumont (1991) mencionan que esta forrajera se
encuentra desde Santiago hasta Llanquihue, distribucién que ha variado con el tiempo. Segun lo
sefialado por el VII Censo Nacional Agropecuario y Forestal (I-CET, 2007), la superficie agricola
con forrajeras permanentes a nivel nacional corresponde a 18.053.104,35 ha, siendo la superficie
explotada de 51.695.732,45 ha, la que corresponde a 301.376 explotaciones. Las regiones con
mayor superficie agricola se muestran en Tabla 3. Cabe sefialar que en los resultados del VII
Censo Nacional Agropecuario y Forestal se define explotacién agropecuaria como, todo terreno
con actividad agricola, ganadera y/o forestal explotada por un productor(a), sin consideracién de
tenencia o tamafio. La explotacion puede comprender parte de un predio, asi como uno o varios
predios colindantes o separados, ubicados en una misma comuna y siempre que en conjunto

formen la misma unidad técnica (I1-CET, 2007).



Tabla 3. Regiones con mayor superficie agricola y explotaciones en forrajeras permanentes.

Superficie Agricola

Numero de explotaciones

10 0, (0)
Region (ha) % (ha) %
Region de Aysén del
General Carlos Ibafiez del 4.484.578,97 248 4.002 1,3
Campo
Region de Los Lagos 2.881.888 46 16,0 35.717 11,9
Region de Magallanes y
de la Antartica Chilena 2.479.130,90 13,7 1.392 0,5
Region del Biobio 2.049.942,98 11,4 62.797 208
Region de La Araucania 1.667.658,22 9,2 58.069 193

Fuente: I-CET (2007).

13

La misma fuente sefiala que la superficie nacional para trébol rosado, se ha dividido en

riego y secano, la que comprende 15.657,34 y 17.748,15 ha respectivamente, dando un total

nacional de 33.405,49 ha. Las regiones que poseen mayor superficie de trébol rosado se indican

en tabla 4.
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Tabla 4. Regiones con mayor superficie de trébol rosado en condiciones de riego y secano.

Region Total (ha) Riego (ha) | Secano (ha) lintc]
Region de La Araucania 12.786,80 850,90 11.935,90 38,3
Region del Biobio 9.870,70 7.342.95 2.527,75 29,5
Region del Maule 6.411,29 6.371,69 39,60 19,2
Region de Los Rios 2.354,70 2,50 2.352,20 7,0
Region del Libertador
General Bernardo 1.195,60 807,70 387,90 3,6

O'Higgins

Resto de Regiones
(excluyendo Region de
Magallanes y la Antartica
Chilena, Regién de Arica 786,40 281,60 504,80 2,4
y Parinacota, Region de
Tarapacd y Region de
Antofagasta)

Fuente: I-CET (2007).

2.6.3 Distribucion regional. En 2007 la Regién de La Araucania contaba con 1.667.658,22 ha,
de superficie agricola en forrajes permanente (9,2 % nacional). En cuanto a superficie explotable
se estimd en 2.899.691,57 ha y 58.069 explotaciones (Tabla 3). En el VI Censo Nacional
Agropecuario de 1997 se menciona que el nimero de explotaciones agricolas correspondia a
63.036 con una superficie explotable de 2.993.828,30 ha, siendo la superficie agricola de
1.849.569,50 ha. Al comparar estos datos con el Gltimo censo, claramente se muestra que entre el

periodo 1997 al 2007, la superficie y explotaciones del trébol rosado han disminuido.

En cuanto a la superficie con trébol rosado como se muestra en Tabla 4, la region posee la
mayor superficie a nivel nacional, y ésta se presenta principalmente en condicion de secano. En el
Censo Agropecuario de 1997, se informa que la Region de La Araucania es la que cuenta con
mayor superficie con trébol rosado con un total de 22.154,20 ha, seguidas por las regiones del

Biobio y del Maule. Esto indica que en 10 afios hubo una disminucion de un 42,3% de superficie
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sembrada con esta leguminosa. En cuanto a la comparacion entre condiciones de riego y secano,
para 1997 se indica que hubo 1.549,40 hay 20.604,80 ha respectivamente, lo cual comparado con
el 2007 (Tabla 4) indica un aumento en la superficie con riego y una disminucion en la condicion

de secano.

A nivel provincial, Cautin lidera la superficie agricola de forrajeras permanentes con
890.263,71 ha, su numero de explotaciones corresponde a 44.077 y su superficie explotable es de
1.609.801,13 ha. En cuanto a la Provincia de Malleco esta posee una superficie agricola con
forrajes permanentes de 777.394,51 ha, su nimero de explotaciones es de 13.992, con una
superficie explotable de 1.289.890,44 ha.

En cuanto a la superficie con trébol rosado, la Provincia de Cautin comprende 10.921,40
ha, (415,50 ha de riego y 10.505,90 ha de secano). En Malleco, la superficie total con trébol
rosado corresponde a 1.865,40 ha, la que se divide en riego (435,40 ha) y secano (1.430,00 ha).
En Tabla 5 se indica la superficie con trébol rosado por comuna para la Provincia de Cautin
(riego y secano). Se puede observar que existen sectores tales como Galvarino, Gorbea, Teodoro
Schmidt, Toltén y Cholchol, en los cuales no se registra el uso de riego. Ademas, en todos los
sectores, es mayor la superficie sembrada en condiciones de secano que en riego. Por el contrario,
las comunas de la Provincia de Malleco presentan algunos sectores en que la superficie que
cuenta con riego es mayor que la de secano. Entre estas se encuentran Angol, Purén y Renaico
(Tabla 6).



Tabla 5. Superficie de trébol rosado para las comunas de la Provincia de Cautin.

Comuna Riego (ha) Secano (ha) Total (ha)
Temuco 2,00 94,60 96,60
Carahue 12,30 1.186,70 1.199,00
Cunco 42,10 379,60 421,70
Curarrehue 24,30 226,70 251,00
Freire 78,80 891,00 969,80
Galvarino - 43,80 43,80
Gorbea - 973,10 973,10
Lautaro 4,00 877,70 881,70
Loncoche 1,00 180,90 181,90
Melipeuco 91,80 143,60 235,40
Nueva Imperial 20,20 448,10 468,30
Padre las Casas 32,40 810,20 842,60
Perguenco 21,00 68,10 89,10
Pitrufquén 15,00 930,10 945,10
Pucon 3,50 138,70 142,20
Saavedra 2,50 329,30 331,80
Teodoro Schmidt - 1.603,10 1.603,10
Toltén - 135,40 135,40
Vilcun 21,60 690,40 712,00
Villarrica 43,00 337,60 380,60
Cholchol - 17,20 17,20
Total 415,50 10.505,90 10.921,40

Fuente: I-CET (2007).
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Tabla 6. Superficie de trébol rosado para las comunas de la Provincia de Malleco.

Comuna Riego (ha) Secano (ha) Total (ha)
Angol 163,50 11,70 175,20
Collipulli 14,00 7,40 21,40
Curacautin 6,80 481,30 488,10
Ercilla 10,10 95,20 105,30
Lonquimay 20,20 6,00 26,20
Los Sauces 41,90 107,00 148,90
Lumaco 3,60 51,20 54,80
Purén 55,20 8,50 63,70
Renaico 67,10 3,70 70,80
Traiguén 43,00 56,00 99,00
Victoria 10,00 602,00 612,00
Total 435,40 1.430,00 1.865,40

Fuente: I-CET (2007).

2.7 Utilizacion, importacion y exportacion de trébol rosado.

17

Demanet (2011) sefiala que el uso que se puede dar al trébol rosado es variado. Debido a

su concentracion en el periodo de primavera-verano gque abarca cerca del 70% y a su crecimiento

erecto, permiten gque su utilizacion sea destinado principalmente a la conservacion de forraje en

forma de ensilaje, henilaje y heno. Squella (2002) coincide con el autor anterior, pero ademas

menciona que es utilizado en forma secundaria en pastoreo rotativo solo o asociado a ballica.

La importacién de semillas de trébol rosado para el 2012, segun lo informado por el

servicio de aduanas del Servicio Agricola y Ganadero (SAG), no alcanza valores significativos y

no representan importancia a nivel nacional como otras especies. Caso contrario, corresponde a la

exportacion de semillas la que ha tomado fuerza en los Ultimos afos, es asi como en las especies
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forrajeras, el trébol rosado en la temporada 2011, represent6 un 55,3%, seguido por la alfalfa con
un 25,3% vy la avena forrajera con un 14,5%, lo que demuestra la importancia comercial que ha
adquirido esta leguminosa. Si bien es cierto, no se encuentra entre las especies mas relevantes

para el mercado nacional, si lo es para la exportacion (ODEPA, 2012).

En el I-CET (2007), se indica que el nimero de explotaciones nacional de semilleros para

forraje permanente alcanza los 301.376, con una superficie de explotaciones de 51.695.732,45 ha.

En el caso del trébol rosado para el 2007, segun lo sefialado en el mismo censo, la Region
de La Araucania es la Unica a nivel nacional que presenta semilleros para trébol rosado, falaris y
trébol ladino. EI nimero de explotaciones con semilleros de forraje a nivel regional es de 58.069
ha, con una superficie de explotaciones de 2.899.691,57 ha, y superficie agricola de 1.667.658,22
ha. De esta superficie 114,00 ha, son de trébol rosado. A nivel de provincia la superficie con
semillero de trébol rosado se encuentra principalmente en Cautin con 112 ha, y Malleco solo
posee 2 ha. En Tabla 7 se observa en detalle la superficie con que cuenta los semilleros con trébol
rosado para las comunas de la Provincia de Cautin entre las que destacan Cunco y Gorbea. En el
caso de la Provincia de Malleco la comuna de Traiguén es la Unica con registro de superficie de

semillero de trébol rosado.

Tabla 7. Superficie de los semilleros en las comunas de la Provincia de Cautin.

Comuna Superficie (ha) % Regional
Cunco 46,00 40,4
Gorbea 35,00 30,7
Nueva Imperial 25,00 219
Pitrufquén 1,00 0,9
Teodoro Schmidt 5,00 4.4

Fuente: I-CET (2007).
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2.8 Principales problemas fitosanitarios que afectan al trébol rosado.

Tanto fitopatdgenos como plagas pueden resultar en una disminucion en la produccion y
calidad del forraje. En el caso de los fitopatdgenos, Galdames (1991) menciona que la mayoria de
los organismos causales de enfermedades corresponden a hongos, los que pueden atacar cualquier
organo de la planta tales como raices, tallos, hojas, flores y semillas. Entre estos hongos se

encuentran Fusarium spp. y Septoria compta Sacc.

En cuanto a plagas Cisternas & Norambuena (1991), sefialan que el trébol rosado es
hospedero de mas de una docena de especies de insectos fitdfagos, entre los cuales se destacan
Dalaca pallens Blanchard (Lepidoptera: Hepialidae) junto con Hylastinus obscurus Marsham.
Carrillo y Mundaca (1974), mencionan que este Ultimo insecto es una plaga introducida

especifica, de origen paleartico (Europa) que fue reportado por primera vez en Chile en 1971.

El largo periodo de vuelo de H. obscurus y su ubicacion en el interior de las raices
representa una limitante a la hora de realizar un control, ya que segun lo sefialado por Aguilera et
al. (1996), se han probado diversos insecticidas, formulaciones y épocas de aplicacién que no han
sido eficaces en el control de este insecto. Como manera preventiva se recomienda el uso del
control cultural tal como evitar sembrar en lugares adyacentes a plantaciones antiguas de trébol;

también se menciona la rotacion de cultivos como un método de control cultural.

En el ultimo tiempo se ha estado investigando métodos alternativos de control de H.
obscurus, tales como el uso de semioquimicos (sefiales quimicas) que modifican la conducta del
insecto. Es asi como se ha propuesto el uso de atractantes y repelentes de esta plaga para ser

incorporados en estrategias de control integrado (Tapia et al., 2007; Quiroz et al., 2005).

Otra alternativa es la identificacion de cultivares o lineas experimentales de trébol rosado

resistentes al ataque de H. obscurus. Alarcon et al., (2010) sugerieron la existencia de lineas
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resistentes y susceptibles de trébol rosado al ataque de H. obscurus. Debido a que el insecto se
alimenta y vive la mayor parte de su ciclo de vida al interior de las raices del trébol rosado, el
estudio de las caracteristicas fagoestimulantes o antialimentarias de extractos radicales de trébol
rosado es una herramienta rapida y de bajo costo para determinar resistencia y susceptibilidad.
Estos extractos pueden ser incorporados en dietas artificiales para su estudio y evaluacion.

2.9 Compuestos fagoestimulantes, antialimentarios y dietas artificiales.

Se entiende por fagoestimulante a sustancias que estimulan los receptores gustativos del
insecto (Fernandez & Cabrera—La Rosa, 1999). Estos compuestos por lo general son nutrientes, y
especialmente azUcares (sacarosa y fructosa). También actian como fagoestimulantes algunos

amino&cidos pero en menor grado en relacion a los azucares (Bernays & Chapman, 1994).

La célula vegetal contiene un gran nimero de diferentes productos quimicos, muchos de
los cuales tienen la capacidad de estimular los quimiorreceptores de contacto ubicados en el
aparato bucal del insecto. Algunos de estos podrian actuar como fagoestimulantes y otros como
disuasivos o0 antialimentarios. Estos ultimos tienen como funcién inhibir o impedir la
alimentacion del insecto; se estima que muchos compuestos quimicos de las plantas se
encuentran involucrados en la disuasion, siendo algunos de ellos alcaloides, fenoles o flavonoides
los cuales han sido reportados en ordenes tales como Orthopthera, Hemiptera y Lepidoptera
(Bernays & Chapman, 1994). Es conveniente y necesario considerar que la respuesta de los
insectos depende de los receptores gustativos y que estos reciban la mezcla total de los

compuestos quimicos (Chapman, 2003) las que pueden ser medida a través de dietas artificiales.

Las dietas artificiales se utilizan para proveer una fuente de alimento facil de manejar,
eliminandose de esta manera el problema de trabajar con la planta huésped o con partes de la
misma, dejando de lado los riesgos de contaminacidn de la dieta Etzel & Legner (1999).
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2.10 Dieta Artificial.

Se entiende por dieta artificial a cualquier alimento que no es natural para el insecto. Estas
dietas se han utilizado como: 1) técnica de cria para insectos entomofagos utilizados como
agentes de control bioldgico y tecnologias estériles, 2) alimento para otros animales, 3) bioreactor
para la elaboracién de productos farmacéuticos y otras proteinas recombinantes y, 4) alimento
para las personas. Sin embargo, uno de sus usos mas importantes es la investigacion en todas las

areas de Entomologia y otras ciencias biologicas (Cohen, 2003).

Las dietas artificiales son proporcionadas a los insectos para buscar una alternativa a su
alimentacién natural, por ausencia o por razones de comodidad para su manejo en laboratorio.
Mantener colonias de insectos en dietas artificiales presentan ventajas porque su uso posibilita la
cria continla de los insectos aun cuando el alimento natural no se encuentra disponible
considerando la estacionalidad de los cultivos; asi mismo permite uniformidad nutricional y

bioldgica (Gomez et al., 2009).

Es asi como las dietas artificiales facilitan los estudios masivos de insectos, ya sea en el
area de crianza del insecto o probar diferentes compuestos quimicos o naturales sobre una alta
poblacion, en que se requiere tener un alimento homogéneo como ya se mencioné anteriormente.
Si bien las dietas artificiales poseen como ventajas la utilizacion de un mayor nimero de insectos
y la utilizacion de menor espacio fisico, también posee desventajas las que se basan
principalmente en que estas dietas exigen altas condiciones higiénicas, para evitar la

contaminacion, e infraestructura y equipo apto para el desarrollo del estudio (Lagos, 2009).

2.11 Extractos vegetales. Son productos obtenidos por concentracion de una disolucion de
algunas sustancias vegetales, que es utilizada para aprovechar las sustancias activas de una

planta. Esto se logra a través de la incorporacion del 6rgano vegetal a estudiar, al que se le agrega
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un solvente (frio o caliente) y el producto resultante puede ser una solucién concentrada o espesa
en funcidn de la sustancia de origen, o espesarse por propio interés en base a la aplicacion que se

le vaya a dar (Gonzales, 2004).

Tradicionalmente el uso de extractos vegetales se encuentra relacionado al area de plantas
medicinales, sin embargo, Ultimamente el uso de extractos naturales para el control de
enfermedades y plagas de importancia agricola es cada vez méas aceptado debido a la necesidad
de emplear compuestos eficaces que no provoquen efectos negativos para la salud y el ambiente
(Chirinos, 2009).

La revalorizacion de la planta como fuente de sustancias con propiedades insecticidas data
de los dltimos 35 afios. Estas se encuentran constituidas de diferentes sustancias quimicas,
algunas provocan diferentes interrelaciones entre organismos, tal como, planta-insecto. Es asi
como estas sustancias que intervienen en la comunicacion quimica entre organismos se
denominan semioquimicos (del griego semeon, que significa sefial) los cuales son metabdlitos
secundarios derivados de la planta y pueden tener diferentes actividades bioldgicas frente al
insecto tales como fagoestimulantes o fagodisuasion, regulacion del crecimiento, inhibicion de la

oviposicion e insecticida (Mareggiani, 2001).

Para evaluar la actividad bioldgica que tienen los extractos vegetales sobre insectos, se
han utilizados métodos en que estos extractos son aplicados en dietas artificiales, utilizando esto

altimo en plagas, hospederos y control bioldgico (Do nacimiento et al., 2008).

Para conocer los compuestos presentes en la planta, la fitoquimica se ha encargado de
desarrollar una serie de métodos para la deteccion preliminar de los constituyentes quimicos de
las plantas, que han sido basados en la extraccion de estos, con solventes apropiados de distinta

polaridad y en la aplicacion de pruebas colorimétricas (Lock de Ugaz, 1994).
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2.12 Planteamiento del problema.

T. pratense es una forrajera de gran importancia, ya sea por la exportacién de semillas o
por la capacidad de producir forraje de calidad. Si bien es una especie perenne, la persistencia de
esta leguminosa se ha visto perjudicada por diversos factores, siendo uno de ellos H. obscurus, el
cual se alimenta de la raiz de esta especie forrajera, ocasionando con esta accion mermas en la
produccion de forraje y semilla. Este insecto fitofago causa los mayores dafios a la planta en su
estado larval.

Actualmente los métodos de control utilizados (quimico-cultural) no han sido efectivos,
debido a que el insecto se encuentra al interior de las raices durante la mayor parte de su vida. Por
otra parte el control cultural solo da recomendaciones preventivas, que se basan en rotacion de

cultivos, las que no son aplicables para la produccion de semilleros de trébol rosado.

Es por ello que se hace necesario idear nuevas estrategias para controlar al barrenador del
trébol rosado, que sean parte de un Manejo Integrado de Plagas (MIP). Entre estas tacticas se
encuentra el Control Etologico, el cual se basa principalmente en estudiar el comportamiento de
un individuo, en este caso H. obscurus. El uso de extractos vegetales aplicados en dietas
artificiales ha sido una herramienta til para determinar la actividad biologica de estos extractos
sobre los organismos plaga tal como insectos, siendo ésta, una alternativa de menor riesgo y costo

econémico.

Evaluar la respuesta alimentaria de H. obscurus hacia extractos radicales polares y
apolares de cultivares y lineas experimentales de T. pratense, creados por INIA Carrillanca,

permitiria obtener informacion relevante sobre la conducta y preferencia de este insecto.
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Ademas, los compuestos identificados en los extractos ya mencionados, podrian conducir

en el futuro al desarrollo de métodos de control etoldgicos contra H. obscurus.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Obtencion de Hylastinus obscurus.

Los insectos fueron obtenidos de plantas de trébol rosado que se colectaron desde parcelas
experimentales ubicadas en el Instituto de Investigaciones Agropecuarias INIA Carillanca. Con
ayuda de una pala metélica (32 x 18 cm) se realizaron perforaciones en el suelo para extraer
cuidadosamente las plantas y evitar el dafio de sus raices. Luego, las plantas fueron almacenadas
en bolsas de papel para posteriormente ser trasladadas al Laboratorio de Quimica Ecolégica de la
Universidad de La Frontera para su procesamiento. Una vez identificadas las raices con presencia
de insectos, estos se extrajeron con ayuda de pinzas punta roma y se depositaron en discos de
Petri (1,5 cm x 6 cm) en cuyo interior se coloc6 un trozo de papel absorbente humedecido. Los
insectos fueron mantenidos durante 24 horas privados de alimentacion, previos a los ensayos de

consumo.

3.2 Componentes de las dietas artificiales.

Se evaluaron dos dietas artificiales. La primera descrita por Faccoli & Schlyter (2007),
para Ips typographus L. (Coleoptera: Curculionidae) y la segunda para Ips pini Say (Coleoptera:
Curculionidae), propuesta por Sallé & Raffa (2007). La primera dieta denominada también como
dieta compuesta, posee un 87,6% de agua, 2% de celulosa, 2,6% de glucosa, 4,3% de almidon y
3,5% de agar. Por su parte, la dieta descrita por Sallée & Raffa (2007) o también sefialada mas

adelante como dieta agar, consistio solo de agar (3,5%) y agua (96,5 %).
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3.3 Preparacion de dietas artificiales.

La elaboracion de las dietas para ambos casos fue de manera similar. El proceso comenzé
con el pesaje de los componentes de las dietas en una balanza analitica de precision
(marca Radwag, modelo AS 220/C/2). Luego, los ingredientes se vertieron en frascos
Shott de 100 mL de capacidad, para preparar 20 mL de dieta, en cuyo interior contenian el
volumen de agua destilada correspondiente a cada dieta a evaluar (Tabla 8). Estos frascos
se depositaron dentro del autoclave (Marca All American, modelo 25x-2) para su
esterilizacion. Una vez finalizado el proceso se dejo enfriar los frascos con las dietas

durante 15-20 min.

Tabla 8. Ingredientes utilizados en dietas artificiales.

Ingredientes | Faccoli & Schlyter (2007) | Sallé & Raffa (2007)
Agua (mL) 17,52 19,3

Agar (9) 0,7 0,7
Celulosa (g) 0,4 -
Glucosa (g) 0,52 -
Almidon (g) 0,86 -

El siguiente paso consistio en el llenado de campanas de vidrio transparentes (6 mm de
diametro x 25 mm de longitud) con las dietas bajo una camara de flujo laminar (marca Zhicheng,
modelo ZHJH1112C). Cada campana fue llenada con 400 pL de dieta.
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3.4 Eleccion de la dieta artificial.

Para esta actividad se realizaron ensayos de consumo con ejemplares adultos de H.
obscurus. Para ello, los curculionidos fueron pesados (peso inicial = Pi) en una microbalanza
Sartorius (modelo CP2P). Luego, fueron incorporados individualmente a cada campana con
los diferentes tratamientos (dieta compuesta y dieta agar) (n=30). Finalmente, cada campana
fue sellada con un trozo de teflon y parafilm dejando un pequefio orificio para permitir el
intercambio gaseoso. Ambos tratamientos fueron mantenidos a temperatura ambiente y en
oscuridad. Como controles se utilizaron campanas solo con dieta (n=10) y con insectos
(n=10). Estos ensayos se evaluaron diariamente, hasta llegar al dia 9 de montado el
experimento (Fig. 5). Al finalizar este periodo se pesaron nuevamente los insectos (peso final
= Pf). Estos pesos fueron utilizados para evaluar el porcentaje de incremento de peso segun la

metodologia reportada por Hernandéz-Lopez (2002) (Fig. 6).

Figura 5. Dieta artificial con insecto. A) Dieta descrita por Faccoli & Schlyter (2007), flecha
indica presencia galeria en dieta, B) Dieta descrita por Sallé & Raffa (2007).
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Incremento peso (%) = Pf-Pi x 100
Pf

Figura 6. Formula de incremento de peso (%) del insecto.

3.5 Obtencion de extractos radicales de T. pratense.

3.5.1 Obtencion del extracto apolar. Para esta actividad, se colectaron plantas de trébol rosado
de los cultivares Quifiequeli INIA, Superqueli INIA y una linea experimental (Syn Il Pre Il1) de
1,5 afios de edad a fines de marzo de 2013, desde parcelas experimentales ubicadas en INIA
Carillanca (Fig. 7A). Luego, estas plantas fueron trasladadas al Laboratorio de Quimica
Ecoldgica para su procesamiento. Los extractos radicales se prepararon de acuerdo a la
metodologia descrita por Tapia et al. (2005) y Manosalva et al. (2011) con algunas
modificaciones. El proceso comenzd con el lavado de las plantas para luego separar la parte
radical de la foliar a nivel de corona (Fig. 7B). Posteriormente se pesaron 70 g de raiz de cada
cultivar y linea experimental en una balanza digital (marca Belltronic, modelo ES-300HA) (Fig.
7C), las que fueron depositadas en Tubos Falcén (Fig. 7D), y se dejaron durante 24 h en un
freezer a -80°C (Fig. 7E). Posteriormente, las muestras congeladas fueron llevadas a un
liofilizador (marca Christ, modelo Alpha 1-2), y se mantuvieron durante 48 h (Fig. 7F).

La extraccion se realiz6 agregando 400 mL de diclorometano (CH,Cl,, 99% de pureza) a
los 70 g de raices liofilizadas contenidas en un frasco Shott de 500 mL de capacidad (Fig. 7G).
Estos frascos fueron cubiertos con papel aluminio y mantenidos durante 24 h a 18°C (Fig. 7H).
Para obtener la primera extraccion se filtro el contenido del frasco Shott y se deposité en un
nuevo frasco de 500 mL (Fig. 71). Este frasco fue nuevamente cubierto con papel aluminio para
evitar que la luz influyera en la composicion de la muestra. La segunda extraccion consistio en
agregar 400 mL de diclorometano al frasco Shott que contenia las raices de trébol rosado (Fig.
7J) siguiendo la misma metodologia utilizada para la primera extraccion. Finalizado este proceso,
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ambas extracciones se mezclaron y llevaron a sequedad en un evaporador giratorio (Marca

Heidolph, modelo VVVV2000) a 40°C para asi obtener un extracto crudo.

Este proceso de sequedad comenzd depositando la muestra (= mezcla de las dos
extracciones) en un balén Shott de 1 L de capacidad (marca Duran) el cual se coloc6 en el
evaporador giratorio a 40°C. Cuando el volumen original llegd aproximadamente a 50 mL, este
contenido se traspaso a otro balon Shott de 100 mL, previamente pesado, para facilitar el manejo
de la muestra (Fig. 7k). Para evitar que quedara muestra del extracto adherida a las paredes del
balén se agregd 5 mL de diclorometano, los cuales fueron extraidos con una pipeta de 10 mL y
depositadas en el balon de 100 mL. Este balon fue llevado al evaporador giratorio a la misma
temperatura (Fig. 7L). Una vez seca la muestra (Fig. 7M), esta se pesd (peso balon + muestra)
(Fig. 7N), y se reconstituyd con 4 mL de diclorometano. Este volumen fue depositado en frascos

ambar de 8 mL de capacidad (Fig. 7N), y se almacen6 a -10°C (Fig. 70).

El peso final de la muestra se obtuvo al calcular la diferencia de peso entre ambos balones
(balén vacio y balén con muestra). Este procedimiento fue realizado para los dos cultivares y

linea experimental de trébol rosado.
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- AR .
Figura 7. Esquema de obtencion de extracto apolar de raices de T. pratense. A) Parcelas
experimentales de trébol rosado (INIA Carillanca), B) Lavado y separacion de raices, C) Pesaje
de raices, D) Raices pesadas y rotuladas en Tubos Falcon, E) Freezer -80°C, F) Liofilizacion de
raices, G) Raices en diclorometano, H) Mantencién de las muestras en oscuridad, 1) Filtrado de
la muestra, J) 1° y 2° extraccion, K) Pesaje balon 100 mL, L) Concentracion total (1° y 2°) en
baldén de 1 L, M) Balon de 100 mL con muestra llevada a sequedad, N) Peso de la muestra mas
balon, N) Reconstitucion de la muestra, O) Extracto crudo almacenado en frasco &mbar.
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3.5.2 Obtencion del extracto polar. Las mismas raices con las que se extrajo la fase apolar, se
utilizaron para extraer la fase polar. Para ello, se agreg6 400 mL de etanol (EtOH, 99% de
pureza), a las raices y se dejo reposar por 24 h a 18°C. Se utilizd el mismo procedimiento tanto
en filtrado, sequedad y almacenamiento de la muestra que fue usado para la extraccién con
diclorometano. Este procedimiento fue repetido para los dos cultivares y la linea experimental de

trébol rosado.

3.6 Ensayos de consumo.

Para estos bioensayos se utiliz la dieta compuesta y una variacion de la metodologia
propuesta por Faccoli & Schlyter (2007).

La preparacion de la dieta fue similar a los descrito en 3.4 con la diferencia que a cada
campana con dieta (Fig. 8A) se agregd 10 pL del extracto apolar o polar (Fig. 8B). Este extracto
fue homogeneizado en la dieta con la ayuda de una pipeta Pasteur (Fig. 8C). Luego, estas
campanas se dejaron sin sellar en posicion vertical durante 1 h a 21°C para permitir la
evaporacion de los solventes (Fig. 8D). Pasado este periodo, se colocd un adulto de H. obscurus
previamente pesado (Pi) (Fig. 8E) en cada campana las que fueron selladas con teflon y parafilm

dejando un pequefio orificio para permitir el intercambio gaseoso (Fig. 8F).

Se utilizaron tres concentraciones para ambos extractos de cada cultivar y linea
experimental, los que correspondieron a 1000, 100 y 10 ppm. Se realizaron 20 repeticiones por
cada tratamiento. Como controles se utilizaron: 1) campanas con dieta + diclorometano + H.
obscurus (n=10), 2) campanas con dieta + etanol + H. obscurus (n=10) y, 3) campanas con dieta
+ H. obsurus (n=10).

La evaluacion de todos los ensayos fue realizado a los 5 dias para lo cual cada insecto fue
extraido de su campana con ayuda de una pinza metalica y fue pesado nuevamente (Pf).
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Figura 8. Proceso elaboracidn ensayos de consumo, A) Llenado de campanas con dieta artificial,
B) Incorporacion 10 pL de extracto correspondiente, C) Homogeneizacion de mezcla mas
extracto, D) Bloque correspondiente a Syn Il Pre Ill, diclorometano, 100 ppm E) Balanza de
precision utilizada para obtener Pi y Pf de los insectos, F) Ensayo montado para evaluar a los 5
dias.

3.7 Sexaje de H. obscurus. Una vez finalizado los ensayos de consumo, cada insecto fue
almacenado y conservado en Tubos Eppendorf de 1 mL en cuyo interior contenia 0,5 mL de
solucién Kahle. El sexaje fue realizado de acuerdo a la metodologia propuesta por Carrillo et al.
(1978), la cual consistié en ubicar un insecto bajo una lupa binocular (Olympus, SD30), y con
ayuda de puntas metalicas se removié el exoesqueleto mediante un corte transversal para el

reconocimiento de los érganos reproductivos femeninos y masculinos.

3.8 Caracterizacion quimica de los extractos polares y apolares.

3.8.1 Caracterizacion quimica de extractos polares. Para determinar las familias de
compuestos orgéanicos presentes en los extractos polares, se utilizaron las técnicas de
Cromatografia en Capa Fina (CCF), Cromatografia en Columna (CC) y Pruebas Colorimétricas.



33

3.8.1.1 Determinacion de los solventes para CC. El objetivo de esta etapa, fue separar el
extracto de acuerdo a su polaridad. Para ello, primero se realiz6 una prueba de CCF, la que
consistio en “sembrar” o depositar el extracto etandlico crudo de los dos cultivares y linea
experimental, sobre una lamina de gel de silice (60 Fzs4, Merck) con distintos solventes y en
distintas proporciones. Para el caso de la linea experimental Syn Il Pre Il se utilizd hexano
(Merck, 99% pureza); para Quifiequeli INIA se usé hexano-acetato de etilo (Merck, 99,5%
pureza) (75:25) al igual que para el cultivar Superqueli INIA pero en diferente proporcion
(50:50).

Los solventes que tuvieron mayor poder eluyente sobre la muestra, fueron los utilizados
en Quifiequeli INIA y Superqueli INIA. Estas mezclas de solventes, en conjunto con la serie

eluotropica universal de solvente, fueron utilizados en CC.

3.8.1.2 Cromatografia en Columna. En esta etapa se utilizé la muestra de extracto etanolico
crudo del cultivar Superqueli INIA, debido a que se ha reportado que posee una mayor
sobrevivencia de plantas y persistencia productiva en comparacion a otros cultivares de INIA
(Ortega y Levio, 2011b).

De acuerdo al solvente determinado anteriormente, la serie eluotrépica para ser usada en
la elucion de compuestos en CC fue formada por los siguientes solventes (para analisis); hexano,

acetato de etilo, acetona y metanol, en diferentes proporciones (Tabla 9).

La cantidad de mezcla o solvente utilizado correspondi6 a 100 mL de acuerdo a la
proporcidn designada, es asi como para la mezcla hexano-acetato de etilo 50:50, se utiliz6 50 mL
de hexano y 50 mL de acetato de etilo. Lo mismo ocurrié para las otras mezclas o solventes de

acuerdo a la proporcién sefialada.



Tabla 9. Solventes utilizados con la proporcion correspondiente para CC.

Apolar / \ Hexano-acetato de etilo

Solvente Proporcion

50:50

Hexano-acetato de etilo 25:75
Acetato de etilo 100

Acetato de etilo-acetona 75:25

Acetato de etilo-acetona 50:50

Acetato de etilo-acetona 25:75
Acetona 100

Acetona-metanol 75:25

Acetona-metanol 50:50

v Acetona-metanol 25:75
100

Polar Metanol

Como primera etapa para la CC, se debié preparar una columna cromatografica. Para
ello, se comenz6 con una reduccion del volumen original de la muestra desde 4 a 2 mL

aproximadamente mediante concentracion con corriente de nitrégeno (20 mL /min durante 30
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min). Luego, se adiciond 2 mL de hexano a la muestra y se homogenizo6 en un vortex (Scilogex,

modelo MX-S) (Fig. 9A), para posteriormente ser depositada en un vaso precipitado de 50 mL

cuyo interior contenia 20 g de gel de silice 60 (70-230 Mesch 0,063-0,200 mm) (Fig. 9B). El vaso

precipitado se colocd sobre un agitador magnético digital (Scilogex, modelo MS-H-PRO) a 45°C
con el objetivo de secar la muestra (Fig. 9C). Sin embargo, la muestra no quedo completamente

seca, por lo que se agregd 2 mL de acetona y se repitio el proceso de secado dejando la muestra

en condiciones de ser agregada a la columna.
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.

Figura 9. Proceso secado muestra para columna. A) homogenizacion muestra mas solvente
volatil, B) silica gel 60 (70-230 Mesch 0,063-0,200 mm) en vaso precipitado C) Muestra sobre
agitador magnetico digital con calefaccion a 45°C.

La columna de vidrio (2,5 mm de didmetro y 31,5 cm de longitud) con llave de paso de
teflon, se armo de la siguiente manera: se fijo a un soporte metalico con una pinza y nuez,
dejando esta columna a una altura que permitiera colocar un vaso precipitado para recoger
solvente y luego colocar un matraz, que en su interior contenia un tubo de ensayo para recoger
fracciones. Posterior a ello, se colocd en el interior de la columna, lana de vidrio en los primeros
5 cm desde la base. Luego se agregé 5mL de hexano para compactar la lana de vidrio.
Posteriormente se agregd 60 g de gel de silice y nuevamente 10 mL de hexano, a la vez que se
abrid la llave de teflén para que cayera solvente sobre el vaso precipitado. Posterior a esto, se
realiz6 un corte circular a un papel filtro n° 1 (Whatman) y se deposito al interior de la columna.
Cuando el solvente se elimino totalmente se cerré la llave y se aplico la muestra de la forma mas

homogénea posible, proporcionando pequefios golpes a la columna para que esta se compactara.

Finalmente, se comenz6 a agregar, a través de un embudo, la primera mezcla de solvente
que correspondié a hexano-acetato de etilo (50:50) (Tabla 9) 100 mL, hasta la capacidad limite
de la columna abriendo de inmediato la llave de teflon y llenando los tubos de ensayo hasta 10
mL con el eluato (Fig. 10A).
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Al terminar de agregar los 100 mL de la primera mezcla, se esperd hasta que el volumen
de la ultima mezcla, llegase a 2 mm por sobre la muestra, para agregar la segunda mezcla de
solvente el cual correspondié a hexano-acetato de etilo (25:75), extrayendo nuevas fracciones
(Tabla 10), con ayuda de un embudo se complet6 hasta la capacidad limite de la columna y se
prosiguié con la misma metodologia (Fig 10B y C). En los casos en que el o los tubos de ensayos
no se hayan completado (10 mL) y se debia cambiar de solvente, se mantuvo el tubo de ensayo
hasta completar este volumen, independiente de que las mezclas de distintas proporciones se

hayan juntado.

Figura 10. Extracto de trébol rosado fraccionado eluidos en diferentes solventes. A) Muestra
aplicandole primera mezcla de solventes, B) Muestra descendiendo por la columna provocado
por la polaridad de solventes, C) Columna finalizada.

Los tubos de ensayos fraccionados fueron rotulados, colocados en gradillas a temperatura
ambiente y se almacenaron en oscuridad con el objetivo de que la luz no afectara a los

compuestos quimicos presentes en dichas fracciones.

Tabla 10. Fracciones extraidas de CC con su solvente y proporcién correspondiente.
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Solvente Proporcion N° tubo de ensayo
Hexano-acetato de etilo 50:50 1-9
Hexano-acetato de etilo 25:75 9-19

Acetato de etilo 100 20-28
Acetato de etilo-acetona 75:25 29-36
Acetato de etilo-acetona 50:50 37-47
Acetato de etilo-acetona 25:75 47-56

Acetona 100 57-65

Acetona-metanol 75:25 66-75

Acetona-metanol 50:50 75-93*

Acetona-metanol 25:75 93-101
Metanol 100 102-110

*Se realiz6 doble extraccion con la misma mezcla solvente, lo que no repercute en el
ensayo debido a que se extraeria los mismos compuestos de la misma polaridad.

3.8.1.3 Cromatografia Capa Fina. Obtenidas las fracciones se procedio a agruparlas, a través de
CCF. Para ello se utilizaron laminas de gel de silice (60 Fz54, Merck) (10x10 cm). A 1,5 cm de la
base de la lamina se trazd una linea horizontal con lapiz grafito, sobre la cual se sembraron las
muestras. Las muestras fueron escogidas por intervalos de 3 tubos de ensayos; es asi como se
sembré el tubo de ensayo o fraccion N°1, N°3, N°6, y asi sucesivamente. Las muestras se
sembraron con capilares de vidrios en los puntos marcados, asegurandose que esta quedara bien

concentrada.

Una vez sembradas las muestras, se utilizaron dos cubetas de vidrio (largo: 7,8 cm; alto:
15 c¢cm, ancho: 5 cm) a las cuales se les agrego con ayuda de una pipeta Pasteur, solvente hasta
llegar a la altura indicada en la cubeta (1,5 cm de la base). En cada cubeta de vidrio se deposito el
respectivo solvente o mezcla de ellos correspondiente a la elucion realizada en la columna
cromatografica respectiva. Es asi como en una cubeta se deposito la placa de silice gel, sesmbrada
con las fracciones 1, 3, 6 y 9, y el solvente para este caso se coloco en los recipientes de vidrio,

hexano-acetato de etilo (75:25) que es de menor polaridad. Una vez colocada la placa sembrada,
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en las cubetas o frascos de vidrio con el solvente designado se procedid a tapar con placas de

vidrio para evitar que los solventes se volatilicen (Fig. 11A). Este procedimiento se realizo para

las fracciones escogidas con su solvente o mezcla de ellos correspondiente (Tabla 11).

Tabla 11. Fracciones utilizadas en CCF, con su solvente de extraccion en CC y solvente de

dilucion en CCF.

Solvente de . > Fracciones Solvente dilucion . >
roporcion roporcion
dilucién en CC . utilizadas CCF =
Hexano-acetato de 5050 1-3-6-9 Hexano-acetato de 755
etilo ' etilo '
Hexano-acetato de _ 12-15-18- Hexano-acetato de _
etilo 25:75 etilo 50:50
Acetato de etilo 100 21-24-27 Hexan%-tail::;tato de 25:75
Acet:(t:gtgiaetllo- 75:25 30-33-36 Acetato de etilo 100
Acetato de etilo- 5050 39-42-45 Acetato de etilo- 7595
acetona ' acetona '
Acetato de etilo- . 48-51-54 Acetato de etilo- .
acetona 25175 acetona 50:50
Acetona 100 57-60-63 Acetato de etilo- 25:75
acetona
Acetona-metanol 75:25 66-69-72-75 Acetona 100
Acetona-metanol 50:50 78-81-84-87-90-93 | Acetona-metanol 75:25
Acetona-metanol 25:75 96-99 Acetona-metanol 50:50
Metanol 100 102-105-108 Acetona-metanol 25:75

Al sellar las cubetas de vidrio que contenian las placas cromatografias con el solvente, se

procur6 que el eluyente alcanzara s6lo hasta 2 cm del tope de la placa, para ello se trazd6 una

linea horizontal con lapiz grafito. Esto se realizd para posteriormente calcular el factor de

retencion (RF), mediante la division de la distancia recorrida por el compuesto y la distancia

recorrida por el eluyente (cm).

Luego de marcar las zonas para calcular el RF, se observaron las placas en una camara

UV (Fig. 11B), la que consiste en una caja en que una de las caras posee una cortina de plastico
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color negra (para evitar la entrada de luz) y en cuya tapa se coloca una lampara UV (marca
Heraus, modelo 5301). La funcién de esta lampara es la deteccion de compuestos que absorben
energia luminica a 254 y 310 nm. De esta forma es posible detectar manchas (“spot” en inglés)
correspondientes a compuestos puros o mezclas de compuestos. El objetivo de sembrar la mayor
cantidad de fracciones es llevar a cabo su posterior agrupacion por medio de los valores de RF
obtenidos bajo las mismas condiciones de elucién. En algunos casos fue necesario sembrar
fracciones que no habian sido analizadas, con el objetivo de incluirla en algun grupo de

fracciones con valores de RF similares.

Figura 11. Aspecto de CCF y muestras en UV, A) Placa cromatdgrafica en cubeta de vidrio con
solvente, B) Vista placa CCF bajo luz UV.
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3.8.1.4 Pruebas Colorimétricas. Se sembraron las fracciones obtenidas en 3.8.1.2 de la misma
forma ya mencionada, en placas de gel de silice, utilizando cuatro cubetas de mayor tamafio (8,5
cm ancho, 27 cm alto, 29 cm largo) con solvente de menor polaridad siguiendo la metodologia
presentada en Tabla 10. Cada fraccion total obtenida se sembrd 11 veces en la placa de gel de

silice a una distancia de 2 cm cada una.

Todas las placas de la fraccion 1 fueron depositas en la cubeta con el solvente
correspondiente (Fig. 12A) de acuerdo a Tabla 10. Cada faccion fue recortada verticalmente a lo
largo de la placa; este corte se realizd en el punto medio de separacion entre cada fraccion

sembrada para poder aplicar los diferentes reveladores quimicos.

Los reactivos utilizados fueron acetato de plomo basico, acido fosférico, acido nitrico,
cloruro de aluminio, cloruro de hierro, Folin-Ciocalteu, hidroxido de potasio, ninhidrina,
permanganato de potasio, timol y Dragendorff (Fig. 12B). La metodologia para revelar se llevo a
cabo siguiendo el manual de reactivos de Merck (1972) con algunas modificaciones de Lock de
Ugaz (1994) (Anexo 1).

Ademas, se realizé un control de azucares, alcaloides y flavonoides. Estos son conocidos
por ser grupos bastante comunes dentro de los metabolitos secundarios. Con ello se compard las

fracciones con los controles para distinguir la intensidad y similitud de los colores (Anexo 1).
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Figura 12. Proceso revelado fracciones; A) Grupo de una fraccion eluidas en solvente, utilizando
cubetas grandes, B) Revelado con reactivo de Dragendorff, en todas las fracciones y control.

3.8.2 Caracterizacion quimica presente en extractos apolares. Los extractos de diclorometano
de los cultivares Quifiequeli INIA, Superqueli INIA y Syn Il Pre I1I utilizados en 3.5.1 fueron
inyectados en un cromatografo de gases (Focus GC; Thermo Electron Corporation) acoplado a un
espectrometro de masas (GC-MS) (DSQ; Thermo Electron Corporation). Las separaciones fueron
realizadas utilizando una columna capilar BP-1 (30 mm x 0.22 mm x 0,25 um). El Helio fue
utilizado como gas de arrastre (1,5 mL/minuto). La temperatura inicial del horno fue programada
a 40° C, la cual aument6 en un gradiente de 5° C/min hasta llegar a los 250° C, permaneciendo a
esta temperatura por 5 min. Las temperaturas del inyector y de la interface fueron de 250° C, la
temperatura del detector fue fijada a 200° C y la energia del haz de electrones en 70 eV. Se
inyectaron alicuotas de 1 uL de soluciones de diclorometano de los extractos a una concentracién
entre 45.000 y 77.000 ppm. La identificacion de los principales componentes de cada uno de los
extractos se llevo a cabo mediante la busqueda en una biblioteca de espectros de masas usando un
algoritmo de comparacion con una técnica de busqueda reversa que verifica que los picos

principales de los compuestos de referencia estén presentes en el espectro de masas problema.
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3.9 Analisis estadistico y disefio experimental.

Para determinar la dieta artificial idonea para H. obscurus, se utiliz6 la prueba regresion
lineal simple. En cuanto a la respuesta alimentaria de H. obscurus, hacia los extractos radicales
polares y apolares de los cultivares y linea experimental de T. pratense, se utilizo el andlisis
estadistico no paramétrico de Kruskall-Wallis seguida de la prueba de Conover-Inman, con un
nivel de significancia de P >0,05. Por otra parte, para establecer diferencias entre ambos sexos
del insecto, se utiliz6 el analisis no paramétrico de U de Mann-Whitney. En cuanto al disefio

experimental este correspondio a bloques completamente al azar.

Para determinar los grupos quimicos del extracto radical etandlico se realiz6 un analisis
cualitativo, cuyo criterio fue la observacion de la intensidad del spot (mancha), y la cantidad de
estas distribuida en las placas reveladas. De acuerdo a lo mencionado anteriormente se determino
una escala de abundancia de compuestos: a) (+++) significa spot muy intensa; b) (++) spot
medianamente intensa; c) (+) escasa presencia del spot; (-) Nula presencia del spot. Los spot

observados en cada placa fueron sefializados con las letras a, b, c, d, etc.



4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Respuesta de Hylastinus obscurus hacia dos tipos de dietas artificiales.

El andlisis de las dietas artificiales fue realizado a través de la prueba de regresion lineal
simple (Figs. 13 y 14). La dieta descrita por Faccoli & Schlyter (2007) arrojé un valor r =
0,335896 (Fig. 13). A pesar del bajo valor de r, la gréafica indica que los insectos mantienen
estable su peso. Por el contrario, la dieta descrita por Sallé & Raffa (2007) obtuvo un valor r = -
0,976341 (Fig. 14) donde se observé una disminucion significativa del peso del insecto desde el
inicio del bioensayo. Si bien, el valor de la dieta compuesta esta alejado de ser positivo perfecto
(Fernandez & Diaz, 1997), la finalidad del bioensayo fue seleccionar una dieta idonea a través de
la cual se pueda evaluar el efecto fagoestimulante y/o antialimentario de extractos radicales de

trébol rosado aplicados en ella
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Figura 13. Analisis de regresion para la dieta compuesta propuesta por Faccoli & Schlyter
(2007). Valor r = 0,335896 (n=10).
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Figura 14. Analisis de regresion para la dieta propuesta por Sallé & Raffa (2007). Valor r = -
0,976341 (n=10).

Los resultados obtenidos se encuentran directamente relacionados con los componentes de
cada dieta. De acuerdo a Villacorta (1971) y Toledo (1999), los carbohidratos (CHO) (almidon y
glucosa) proporcionan la energia necesaria para el adecuado crecimiento y desarrollo metabdlico
del insecto. Cohen (2003), sefiala que los insectos fitéfagos no se desarrollan bien en dietas que
sean bajas en CHO (menor a un 50%) variando de acuerdo a cada herbivoro. La importancia de
los CHO en la dieta radica mas alld del desarrollo y crecimiento debido a que estos son
componentes de glucoproteinas que poseen diversas funciones dentro del insecto tales como, 1)
reconocimiento de proteinas que sirven como canales y receptores de movimiento intra e inter

celular y 2) proporcionar la estabilidad estructural tal como ocurre con la quitina (Cohen, 2003).

Si bien la celulosa también es un CHO, no puede ser metabolizado por los insectos. Sin

embargo, es utilizado para proporcionar textura a las dietas artificiales. Caso similar ocurre con el
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agar, el cual no posee funciones nutritivas, pero es de gran importancia para insectos
masticadores, ya que es una sustancia que retiene agua y permite que la formacion de galerias por
parte de los insectos sea realizada con mayor éxito dentro de las dietas artificiales (Villacorta,
1971).

Debido a lo anterior, la dieta que produjo una respuesta alimenticia por parte de H.
obscurus correspondi6 a la compuesta. Byers (1974) probo diferentes dietas para la mantencién
de H. obscurus, las cuales correspondieron a: 1) dieta Vanderzant (lecitina de soya, inositol y &c.
ascorbico, entre otros), 2) dieta compuesta maiz-soya-leche (MSL) y 3) dieta control a base de
alphacel (celulosa pura). Estas dietas contenian los mismos aditivos pero en diferentes
proporciones de CHO, celulosa, vitaminas y conservantes. Este autor determin6 que ambas dietas
proporcionan una respuestas significativa sobre H. obscurus comparado con el control. Cabe
destacar que estas dietas no presentaron diferencias significativas entre si, lo que concluye que las
dietas enriquecidas nutricionalmente poseen mayores efectos para la mantencion de insectos
comparadas con dietas basadas solo en agar, llegando incluso a mantener insectos vivos por sobre

200 dias, contra 70 dias promedio de la dieta control.

4.2 Respuesta alimentaria de H. obscurus hacia extractos radicales polares y apolares de

cultivares y linea experimental de T. pratense, suministradas en dieta artificial.

Los resultados de la respuesta alimentaria de H. obscurus, muestran que al comparar de
forma separada los extractos polares y apolares con los respectivos controles, se observo que los
extractos radicales apolares (Fig. 15) presentaron diferencias significativas en las distintas
concentraciones evaluadas. La concentracion de 10 ppm (Fig. 15A) muestra que a excepcion del
control solo dieta, existe una disminucion del peso del insecto, destacandose el cultivar
Superqueli INIA que presenta diferencias significativas por sobre los demas tratamientos. En la
concentracion de 100 ppm (Fig. 15B) la linea experimental Syn Il Pre 111 y los controles CH,CL,

y dieta sola, fueron los Unicos que incrementaron el peso del insecto por sobre los demés
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tratamientos. En cuanto a la concentracion de 1000 ppm (Fig. 15C) se observ6 una disminucion
del peso de los insectos con los dos cultivares y linea experimental, a diferencia de sucedido con

los controles que incrementaron el peso de H. obscurus.

En cuanto a los extractos polares (Fig. 16), estos también presentaron diferencias
significativas, pero solo en concentraciones de 10 y 100 ppm (Fig. 16A, B). Se destaca, para
ambos casos, una disminucién en el peso del insecto en todos los tratamientos, a excepcion del
control dieta. Contrariamente, a pesar de no obtener diferencias estadisticamente significativas,
las concentraciones de 1000 ppm, presenta una tendencia positiva en cuanto al incremento de

peso del insecto en todos los tratamientos evaluados.

Chapman (2003) menciona que los receptores gustativos de los insectos se encuentran
relacionados con la respuesta alimentaria de estos, categorizandolos como alimentos
fagoestimulantes o disuasivos. Las estructuras encargadas de reconocer estos compuestos
presentes en los alimentos se denominan sensillas, y se ubican en el aparato bucal y antenas de
los individuos. Cuando un insecto se alimenta, la sensillas de las piezas bucales se impregnan en
el liquido que sale del alimento alcanzando a las dendritas y obteniendo respuesta por parte de las
neuronas, quienes clasificaran al alimento como estimulante o disuasivo de la alimentacion. Estas
respuestas dependen de la proporcion en que se encuentren presentes estos compuestos quimicos.
Es asi como en todos los ensayos con extractos radicales a distintas concentraciones hubo
respuesta por parte de H. obscurus, lo que concuerda en parte con lo reportado por Novo et al.
(1998) quienes evaluaron el efecto antialimentario de extractos de cuatro plantas sobre Anticarsia
gemmatalis Hub. (Lepidoptera: Noctuidae), utilizando extractos de etanol, cloroformo y hexano.
Cabe destacar que las familias de las plantas utilizadas por estos autores no correspondieron a la
familia Fabaceae, sin embargo, la respuesta alimentaria de este ndctuido al extracto etandlico a
mayor concentracion (5% p/v) fue antialimentaria. Lo anterior no concuerda con los resultados
obtenidos ya que con el extracto etandlico a mayor concentracion (1000 ppm), que si bien no

presento diferencias significativas tiene una tendencia a provocar una respuesta fagoestimulantes
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tanto en los cultivares como linea experimental. Sin embargo, a menores concentraciones (10 y

100 ppm) se observo la respuesta antialimentaria descrita por el autor.

En cuanto a los cultivares y linea experimental, no existen reportes de respuestas
alimentarias del insecto a estos, sin embargo, esta respuesta se encuentra estrechamente
relacionado con la persistencia de las plantas de trébol rosado que pueden verse afectadas en
parte por el ataque de H. obscurus. Es asi como Ortega & Levio (2011b) reportaron a Superqueli
INIA, como un cultivar creado para mejorar la persistencia en relacion a otros cultivares
provenientes de INIA. Las figuras 15 y 16, no concuerdan con lo anteriormente expuesto ya que
Superqueli INIA tendié a una respuesta antialimentaria por parte del insecto estadisticamente
igual que Quifiequeli INIA. Sin embargo, el extracto radical apolar de la linea experimental Syn
I Pre 111, en concentraciones de 100 ppm, presentd una respuesta fagoestimulante superior a los

cultivares, lo cual indicaria que esta linea podria ser susceptible al ataque del insecto.
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Figura 15. Incremento de peso (%) de H. obscurus al evaluar extractos radicales apolares de los
cultivares (Quifiequeli INIA y Superqueli INIA) y linea experimental (Syn 11 Pre I11) a distintas
concentraciones. A) 10 ppm, B) 100 ppm, C) 1000 ppm. Letras diferentes indican diferencias
significativas segin la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis seguida de la prueba de
Conover-Inman (P > 0,05).
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Figura 16. Incremento de peso (%) de H. obscurus al evaluar extractos radicales polares de los
cultivares (Quifiequeli INIA y Superqueli INIA) y linea experimental (Syn Il Pre 111) a distintas
concentraciones. A) 10 ppm, B) 100 ppm, C) 1000 ppm. Letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis seguida de la prueba de
Conover-Inman (P > 0,05).
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De acuerdo a los resultados anteriores, se determiné la conducta alimentaria por sexo. Las
hembras mostraron diferencias significativas hacia los extractos apolares (Fig. 17) de los
cultivares y linea experimental en las diferentes concentraciones evaluadas. Se puede observar
una tendencia antialimentaria similar a la presentada en el analisis por especie (Fig. 15) para las
concentraciones de 10 y 100 ppm. Por el contrario, a 1000 ppm, ocurre un cambio en la respuesta
antialimentaria del insecto, cambiando de antialimentaria a fagoestimulante cuando se alimento
con el extracto apolar de la linea experimental. Los machos de H. obscurus no presentaron
diferencias significativas hacia los extractos radicales apolares de los cultivares y linea
experimental a concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm (Fig. 18). Sin embargo, se destaca un
cambio en la respuesta del insecto al cultivar Superqueli INIA a 100 y 1000 ppm, donde presenta
una tendencia fagoestimulante lo cual no coincide con la respuesta antialimentaria de este

extracto a nivel de especie (Fig. 15).

En cuanto a la respuesta alimentaria de hembras de H. obscurus, hacia extractos radicales
polares de los cultivares y linea experimental (Fig. 19), estas presentaron diferencias
significativas en las concentraciones de 10 y 100 ppm, lo cual coincide con la conducta de este
insecto a nivel de especie (Fig. 16). Al igual que las hembras, los machos presentaron similares
significancias en ambas concentraciones a excepcion del control etandlico (Fig. 20B).

De acuerdo a lo sefialado, los resultados no concuerdan con lo informado por Faccoli et
al. (2005) quienes mencionan que el consumo de la dieta se encuentra relacionado con tres
factores: sexo, concentracion y composicion quimica. Esto fue concluido al evaluar compuestos
de diferentes plantas hospederas y no hospederas en funcion del sexo del curculionido Ips
typographus, a diferentes concentraciones en la misma dieta compuesta que fue utilizada para los
ensayos con H. obscurus. Si bien, los Gltimos factores mencionados por estos autores, fueron una
determinante para los ensayos realizados en este trabajo, no lo fue el sexo del insecto ya que no
se encontraron diferencias significativas entre ellos. Sin embargo, el hecho de que la respuesta
alimentaria presentada para machos de H. obscurus, no haya sido significativa hacia extractos

radicales apolares a 10 ppm, puede ser atribuible a la proporcion de sexo del insecto que pudo
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existir en los ensayos realizados, ya que, no existié una uniformidad en cuanto a la proporcion de
hembras y machos de H. obscurus. La diferencia en cuanto a la proporcion de machos y hembras
evaluados fue significativoa en Quifiequeli INIA y linea experimental Syn Il Pre Il a

concentraciones de 10 ppm, y Quifiequeli INIA a 100 ppm.
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Figura 17. Incremento de peso (%) de hembras de H. obscurus al evaluar extractos radicales
apolares de dos cultivares y una linea experimental de trébol rosado. A) 10 ppm, B) 100 ppm, C)
1000 ppm. Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis, seguida de la prueba de Conover-Inman (P > 0,05).
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Figura 18. Incremento de peso (%) de hembras de H. obscurus al evaluar extractos radicales
polares de dos cultivares y una linea experimental de trébol rosado. A) 10 ppm, B) 100 ppm, C)
1000 ppm. Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis, seguida de la prueba de Conover-Inman (P > 0,05).
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Figura 19. Incremento de peso (%) de machos de H. obscurus al evaluar extractos radicales
apolares de dos cultivares y una linea experimental de trébol rosado. A) 10 ppm, B) 100 ppm, C)
1000 ppm. Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis, seguida de la prueba de Conover-Inman (P > 0,05).
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Figura 20. Incremento de peso (%) de machos de H. obscurus al evaluar extractos radicales
polares de dos cultivares y una linea experimental de trébol rosado. A) 10 ppm, B) 100 ppm, C)
1000 ppm. Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis, seguida de la prueba de Conover-Inman (P > 0,05).
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4.3 Caracterizacion quimica del extracto radical polar de Superqueli INIA.

4.3.1 Obtencion de fracciones totales.

El extracto etanolico purificado mediante cromatografia en columna dio un total de 110

fracciones. Las fracciones con perfiles similares de spots visualizados bajo la luz UV se

combinaron. Asi, al agrupar las fracciones mencionadas en la seccion 3.7.1.2, se obtuvieron 10

fracciones finales (Tabla 12).

Tabla 12. Fracciones obtenidas del extracto etandlico de Trifolium pratense (cultivar Superqueli

INIA).
Fr;ccién Tubos de ensayo Solvente dilucién CCF Proporcion

1 1-3 Hexano-acetato de etilo 75:25
2 4-8 Hexano-acetato de etilo 75:25
3 9-19 Hexano-acetato de etilo 25:75
4 20-31 Hexano-acetato de etilo 25:75
5 32-39 Acetato de etilo 100

6 40-47 Acetato de etilo-acetona 75:25
7 48-56 Acetato de etilo-acetona 50:50
8 57-63 Acetato de etilo-acetona 25:73
9 64-85 Acetona 100

10 86-110 Acetona-metanol 75:25
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4.3.2. Reacciones colorimétricas.

Las fracciones finales obtenidas fueron sometidas a diferentes reacciones con reveladores
colorimétricos, con la finalidad de determinar la presencia de las principales familias de
compuestos quimicos organicos. Los resultados muestran que el extracto etanodlico presenta una
abundancia de flavonoides, lo que fue revelado con acetato plomo basico y cloruro de aluminio.
Otras familias quimicas identificadas correspondieron a esterinas y esteroides, cumarinas,
glucésidos de antraquinona, alcaloides y acidos carboxilicos aromaticos. Por el contrario, hubo
grupos quimicos que no se encontraron en todas las fracciones tales como fenoles, acidos

hidroxamicos y azucares (Tabla 13).

Para el caso de los alcaloides, se observaron variaciones en su presencia de acuerdo al
revelador utilizado. Solo en la fraccion 10 se determind la presencia de aminas. En cuanto a la
abundancia, las fracciones 2, 7 y 9 presentaron la mayor cantidad de grupos quimicos. Por el
contrario, la fraccion 1 fue la que presentd una menor abundancia de estos grupos, destacando la

presencia de acidos carboxilicos aromaticos (Tabla 13).

Posterior a la determinacion de familias de compuestos quimicos, se calculé el factor de
retencion (RF) para cada mancha (“spot”) localizada (Tabla 14). Se observé que los mayores
valores de RF lo presentan las fracciones 2, 7 y 9, lo cual significaria que presentan un mayor

nimero de grupos quimicos.

Caso contrario sucede con la fraccion 1, la cual presentdé un bajo numero de grupos
quimicos y un valor RF sobre 0,5, lo que significa que existe una mayor afinidad por el eluyente,

mencionado en tabla 13.

La importancia de los valores RF radica en que entregan informacion importante para la

seleccidn de disolventes y su polaridad, para asi separar grupos quimicos (Ganatra et al., 2013).
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En un estudio realizado por Ganatra et al. (2013), se determind una gran presencia de
flavonoides, terpenoides, quinonas y fenoles en plantas Fabaceae mediante el uso de CCF, lo que
concuerda en parte con los resultados obtenidos en este estudio. De acuerdo a estos autores, los
grupos quimicos mencionados fueron localizados en los extractos de acetona y acetato de etilo.
Mientras que en los resultados informados en esta investigacion los flavonoides, acidos
carboxilicos aromaticos, quinonas y esteroides, fueron identificados en todas las fracciones
evaluadas. Por el contrario, los fenoles solo se observaron en las fracciones 2, 5, 6, 7y 9, las
cuales contenian mezcla de hexano: acetato de etilo, acetato de etilo: acetona y acetona: metanol
(Tabla 12). Lo anterior se debe principalmente a la polaridad de los grupos quimicos y de los
solventes utilizados. Lock de Ugaz (1994) menciona que los compuestos fendlicos son
relativamente polares y tienden a ser solubles en agua, lo que explicaria su mayor presencia en las
fracciones que contienen solventes de mayor polaridad. Dentro de los fenoles, las isoflavonas,
son constituyentes importante del trébol rosado segun lo sefialado por Saviranta et al. (2010),

cuya principal funcion es la proteccion de la planta.

La determinacion de alcaloides fue realizada con los reveladores acido nitrico y reactivo
de Dragendorff. Los resultados fueron opuestos, es decir, la reaccion fue positiva utilizando el
primer revelador y negativa cuando se aplico la segunda prueba. Esto podria ser explicado debido
a la gran heterogeneidad de los alcaloides, resultando en que la prueba colorimétrica sea positiva
frente a ciertos grupos de estos metabolitos secundarios (Dominguez, 1973). EI mismo autor
reporta que la funcién de los alcaloides podria estar relacionada a la regulacién del crecimiento y

a la repelencia o atractancia de insectos.

La determinacion de aminas, aminoacidos y aminoazUcares fue positiva para la fraccion
10, correspondiente a la fraccion mas polar. Se puede sefialar que el revelador ninhidrina ha sido
reportado como especifico para aminas primarias, las cuales son altamente polares (Moliner,
2005; Novo et al. (S/A)). Asi mismo, carbohidratos como azlcares, son solubles en agua

(Dominguez, 1973), lo que explicaria la presencia de azlcares sélo en las fracciones méas polares.



Tabla 13. Analisis fitoquimico cualitativo del extracto etandlico de Trifolium pratense (cultivar Superqueli INIA).
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i . : . Cumarinas
Acidos carboxilicos | Alealoidesy Annina o . - . :
" . , L, Azucares glucosidos de Esterinasy Fenolesyacidos | Fenoles | Flavonoides | Flavonoides
aromaticos aInina s Alcaloides Aminod cidos L o . S ,
. : (Timoldcido | antragquinona esteroides lidroxamicos (Folin- [ (Acetato plomo | (Cloruro de
(Permangamatode | (Acdo | (Dragendorff) | Aminoazucares | L - . . . L o
) . o Cin sulfiirico) (Hidroxidode | (Acido fosforico) | (Cloruro delderro) | Ciocalte) | basico) aluminia)
potasioalcalino) | nitrico) (Ninhidrina) ,
potasio)
Fit + + ++ + +
it +44 it t4t + +44 ++4+ it
Fit +44 +4 t4t +H4 +4
it ++ + + ++ +4 ++
Fit +4 +4 t4t + +4 +4
Fit ++ +4 +4 +4t + +4 it
+4 ++ ++ +4 ++ + + ++4+ ++
+4 + +H4 +4 +4 +H4 +4
it +44 ++4+ it t4t ++ ++4+ it
Fit + + +4 Fit +4 +4 +
Simbologia:

Spot muy intensa (+++); spot medianamente intensa (++); escasa presencia del spot (+) y spot no presente (-).
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Tabla 14. Valores RF para los spots que reaccionaron positivamente con cada uno de los reveladores de familias de compuestos quimicos.

Fraccion
A:0,04
BO.11 oo A:0.28 s
0.64 €:0.23 B.0A1 0.49 0.71 0.98 B:0.46 B0.83 0.95 40,06
D037 o cn 0,61 o B.0.90
E:0.52 D:0.96
F:0.68
A.010
B:0.25
A:0,58 047 A:0.19 A:0,22 A:0,19 A:0,23 A0.44
A047 B:0.35 A:0.21
B:0.68 D:0.53 B:0.90 _ B:0.37 0.35 B:0.59 _ B:0.86 _
i1 E:0.70 1 B:0.96 C046 i1 cg_'f6 C:0.94 B:0,99
F-0.84 :
Gl
A022 A018 020 023
b.65 B:0.34 B:0.29 A:0.50 A:018 Bond o an A0.13 A:0.78 A:0.80
C: 040 0,91 B:0.95 B:0.65 o o Bl B:0.95 B:0.90
D: 0.61 D:0.96
A:0,21 A:0.28 A:0.07
050 B:0.28 A:0.19 0,32 A-0.61 B0 s A:0.36 A0723 A0.73 oo e
C.044 B.0.76 B1 00 B.0.96 B.0.61 B.0.96 o
D:0.59
A.0.09
- ho1s - - - - 0.29 - 0.04 -
A:0,28 A:0.4
B B:0.45 B B 0.2 0.5 0.6 B B:0.9 B
40,08 A:0.13 A:0.17
055 B:0.21 Bos0 o4 A:012 A:0.18 02 A:0.20 A:0.26 A:0.39
C.047 N B1 B.0.35 030 B.0.78 B.0.96 B.0.81
D:0.63
A:0.06
) B B ) B B ) B ) B:0.23
A.0.39 A0.30 A.0.26 02
B:0.70 B:0.38 A:0.28 A0.43 B.042 B0 A:0.61 A0.35 A:0.61 A10.25
C-0.84 046 B:0.99 B-0.97 092 004 B:0.90 B:0.99 B:0.98 B-0.90
D:0.99 D.0.97 D.0.97
A-0.36 A-0.01
- - - 0.04 - 0.25 o4y 0.40 5086 0.26




4.4 ldentificacion quimica de los extractos radicales apolares de cultivares y linea

experimental.

Los compuestos quimicos presentes en los extractos de diclorometano de los cultivares
Quifiequeli INIA, Superqueli INIA y linea experimental Syn 1l Pre 111, muestran que para los tres
extractos se identificaron con un alto porcentaje de area, en los tiempos de retencion 34,69
minutos el acido 9,12-Octadecadienoico (acido linoleico) (2,66 - 6,98%) seguido por el
compuesto Maackiaina (67,89 - 81,47%) con un tiempo de retencion de 43,59 min. Otros
compuestos identificados pero en menor proporcion correspondieron a tetradecano (0,03 —
0,04%) identificado a los 19,34 minutos y a hexadecano (0,04 — 0,05%) identificado a los 24,11
min (Tabla 15).

Para el caso de Quifiequeli INIA se identifico con mayor porcentaje de area el compuesto
Maackiaina (81,47%), un isdbmero del compuesto anterior (5,02%), aflatoxicol (5,01%) y &cido
linoleico (2,66%). Por el contrario, se encontr6 en bajo porcentaje el acido miristico y tetradecano
(0,03%) (Tabla 15).

En Superqueli INIA, se destaco la presencia del compuesto Maackiaina (67,89%), un
isdmero del compuesto anterior (7,13%) y el &cido linoleico (6,98%) que presenta mayor
porcentaje de area que en los demas tratamientos. Por el contrario, se identificd tetradecanal
(0,7%) y hexadecano (0,05%) en bajos porcentajes (Tabla 15).

Para la linea experimental Syn Il Pre Ill, los compuestos identificados en mayor
proporcion fueron Maackiaina (69,8%), un isomero de Maackiaina (12,33%) y pterocarpina
(5,88%). Otros compuestos en menor proporcion fueron el tetradecano (0,03%) y hexadecano
(0,04%) (Tabla 15).
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Manosalva et al. (2011) analizaron quimicamente extractos radicales de cultivares y lineas
experimentales de plantas de T. pratense, entre ellos Quifiequeli INIA y la linea experimental Syn
Il Pre I1lI, utilizando cromatografia de gases (GC-MS). Estos autores observaron que la
composicion quimica no difirié entre cultivares y linea experimental. Entre los principales grupos
quimicos identificados se encontraron &cidos grasos (&c. palmitico, oleico y estearico o
octadecanoico), terpenos (limoneno y longipineno) y alcoholes (carveol, eucaliptol y 3-octanol).
La Unica similitud en los resultados de ese estudio con los obtenidos en esta investigacion, fue la
presencia del &cido estedrico en los cultivares Quifiequeli INIA, Superqueli INIA y linea
experimental Syn Il Pre 111. La edad fisioldgica de las plantas puede ser un factor determinante en
esta diferencia debido a que los autores identificaron estos compuestos en extractos radicales de
3,12 y 13 meses de edad, mientras que en el presente estudio se utilizaron plantas de 1,5 afios de
edad. Lo anterior es confirmado por De Moraes et al. (1998), quienes mencionan que mezclas de
volatiles liberados por plantas pueden ser especificas para algunas interacciones planta-herbivoro.
Ademas, factores como edad fisiologica de la planta, especie, tejido vegetal, y las especies de

herbivoros, pueden afectar a la composicion de la mezcla de volatiles.

Kadam et al. (1989) mencionan que las leguminas contienen entre 1-7% de lipidos. Los
principales acidos grasos que forman parte de esta estructura, son del tipo insaturado, destacando
los &cidos oleico y linolenico, lo que concuerda con lo informado ya que el acido linoleico se
encontrd en los tres extractos radicales. En menor cantidad se puede encontrar también acidos
grasos saturados como el hexadecanoico (palmitico) o el octadecanoico (esteédrico). La
importancia de estos acidos grasos en insectos, es el requerimiento alimenticio que tienen hacia
los acidos poli insaturados, donde se ha demostrado que el &cido linoleico satisface esta
necesidad nutricional (Canavoso et al., 2001).

Con respecto al alto porcentaje del compuesto maackiain encontrado en los dos cultivares
y linea experimental de trébol rosado, Dewick (1974) lo menciona que como una fitoalexina del
tipo pterocarpanos, que es producida por Trifolium pratense, cuando esta es sometida al ataque de

fitopatogenos.
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En cuanto a la preferencia que tienen los insectos hacia los &cidos grasos presentes en
raices de plantas, Bernklau & Bjostad (2008), mediante bioensayos conductuales, evaluaron una
mezcla de compuestos aislados de raices de Zea maiz, que se han identificado como
fagoestimulantes para larvas neonatas de Diabrotica virgiferavirgifera (Coleoptera:
Chrysomelidae). Estos autores reportaron que el &cido linoleico provoc6 un incremento del

consumo de larvas desde un 40% hasta un 92%, al adicionar este acido.

La presencia de acido linoleico (fagoestimulante) podria ser contrarrestada o enmascarado
por la presencia de otros compuestos que se encuentran en mayor proporcion de Superqueli INIA
0 que solo se encuentra en este cultivar por ejemplo; metil eugenol o heptadecanol reportado por

Ishaaya et al (1991) como repelente hacia varios insectos.

Tabla 15. Compuestos identificados en el extracto de diclorometano de la parte radical de plantas
de trébol rosado (Trifolium pratense).

Tiempo
de uifiequeli  Syn Il Pre  Superqueli

retencion Nombre ° INIC,]A g i ?N SA

(min)
% Area

6,26 1,2,3,4,5-Pentametil-ciclopentano 0,39 0,51 0,36
6,96 3,7-Dimetil-1-octeno 0,49 0,6 0,44
18,64 Metil eugenol 0,05 0,06 0,45
19,34 Tetradecano 0,03 0,03 0,04
23,96 Tetradecanal 0,1 0,09 0,17
24,11 Hexadecano 0,05 0,04 0,05
26,22 Pentadecanal 0,95 0,94 1,65
27,52 Acido tetradecanoico 0,03 0,09 0,15
28,43 Hexadecanal 0,08 0,11 0,19
29,69 9,17-Octadienal 0,06 0,1 0,75
31,65 Acido hexadecanoico 0,93 1,62 2,7
33,35 Acido heptanoico 0,08 0,2
34,69 Acido 9,12-octadecadienoico 2,66 3,96 6,98
35,22 Acido octadecanoico 0,32 0,55 0,74
39,86 Homopterocarpina 0,3
40,45 Heptadecanol 0,72
41,02 Medicarpina 2,37 1,46 4.64
41,7 Pterocarpina 5,88 1,07
43,59 Maackiaina 81,47 69,08 67,89
44,14 Isémero de compuesto en 43,59 min 5,02 12,33 7,13

46,43 Aflatoxicol 5,01 2,47 3,38



5. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion y segin los objetivos

planteados, se puede concluir:

1. La dieta idénea para H. obscurus, correspondio a la compuesta debido a que cumplié con la

finalidad de mantener constante el peso del insecto durante el periodo de evaluacion.

2. La composicion de la dieta es determinante al momento de evaluar cualquier actividad
conductual o alimentaria en insectos, ya que es necesario que sea nutricionalmente
equilibrada, y que sus componentes se encuentren relacionadas en funcion de la actividad

estudiar.

3. Se observo diferencias significativas en la respuesta alimentaria de H. obscurus, hacia los
extractos radicales apolares de los cultivares Quifiequeli INIA, Superqueli INIA y la linea

experimental Syn Il Pre 111 en las tres concentraciones evaluadas (10, 100 y 1000 ppm).

4. Se observo diferencias significativas en la respuesta alimentaria de H. obscurus, hacia los
extractos radicales polares de los cultivares Quifiequeli INIA, Superqueli INIA y la linea

experimental Syn Il Pre 11, solo en concentraciones de 10 y 100 ppm.

5. A concentraciones de 10 ppm, tanto los extractos polares y apolares de los cultivares como la
linea experimental, provocaron una disminucion en el peso de H. obscurus, actuando como

antialimentario para este insecto.

6. A concentraciones de 100 ppm, los extractos polares y apolares de los cultivares Quifiequeli

INIA, Superqueli INIA y el extracto polar de la linea experimental, provocaron una respuesta
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antialimentaria en H. obscurus. A diferencia del extracto apolar de la linea experimental la

cual actu6 como fagoestimulante para el insecto.

A una concentracion de 1000 ppm, los extractos apolares de los cultivares y linea
experimental disminuyeron el peso de H. obscurus, contrario a los sucedido con los extractos
polares, que si bien, no presentaron diferencias significativas tendieron a aumentar el peso del

insecto.

Las hembras de H. obscurus, mostraron respuestas significativas hacia concentraciones de 10
y 100 ppm en los extractos radicales polares y apolares de los cultivares Quifiequeli INIA y
Superqueli INIA, siendo en ambos casos la respuesta similar a la descrita a nivel de especie.
Por otro lado, en machos solo el extracto polar de los cultivares y linea experimental

evaluados a 10 y 100 ppm, actuaron como antialimentario.

De acuerdo a la caracterizacion quimica realizada para el extracto polar del cultivar
Superqueli INIA, este presentd una abundancia de flavonoides, esterinas y esteroides,

cumarinas, glucésidos de antraquinona, alcaloides y acidos carboxilicos aromaticos.

El analisis cromatografico en GC-MS de los extractos apolares de Quifiequeli INIA,
Superqueli INIA y linea experimental Syn Il Pre I1l, muestra que los principales compuestos
identificados correspondieron a maackiaina y acido linoleico.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, se acepta la hipétesis planteada:
“extractos radicales polares y apolares de dos cultivares y una linea experimental de Trifolium
pratense incorporados en una dieta artificial provocan una respuesta fagoestimulante y/o

antialimentario sobre H. obscurus”.



6. RESUMEN

Trifolium pratense o trébol rosado, es una leguminosa forrajera que tiene diversos usos como
pastoreo, produccion de forraje y produccion de semilla para exportacion. Debido a esto, el
Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA-Carillanca) ha desarrollado un programa de
mejoramiento forrajero. Actualmente, INIA-Carillanca ha desarrollado tres cultivares Quifiequeli
INIA, Redqueli INIA y el mas reciente Superqueli INIA, estos dos ultimos han mostrado mejor
persistencia productiva y sobrevivencia de plantas que Quifiequeli INIA. Sin embargo, esta planta
se ve afectada por diversos factores, tales como hongo e insectos. No obstante, el barrenador de
trébol rosado, H. obscurus, es el principal agente causal de la disminucion de la persistencia de T.
pratense. Este insecto causa un dafio importante, atacando al segundo afio de establecida la
pradera y puede causar entre un 70 a 100% de dafio en praderas. Debido a que no existe un
control efectivo para esta plaga, se han desarrollado nuevas estrategias. Una de ellos es el control
etologico, que estd basado en el estudio del comportamiento del insecto. Otro enfoque es la
busqueda de nuevos cultivares con resistencia o rasgos tolerantes contra H. obscurus. El estudio
de las caracteristicas fagoestimulantes y antialimentaria de un nuevo material vegetal es una
poderosa herramienta para el descubrimiento de cultivares resistentes. H. obscurus se alimenta de
las raices de trébol rosado, por lo tanto, el estudio de la conducta alimentaria cuando los insectos
adultos son alimentados con una dieta suplementaria con extractos radicales es un enfoque
habitual para la seleccion de materiales vegetales resistentes. Debido a estos antecedentes, el
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto fagoestimulante o antialimentario de los
extractos radicales de dos cultivares y una linea experimental de T. pratense, proporcionados en
una dieta artificial sobre H. obscurus. En este trabajo los extractos radicales polares y apolares de
T. pratense (cv. Quifiequeli INIA, Superqueli INIA y linea experimental Syn Il Pre 11l) fueron
probados, en concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm. Los principales resultados sugeridos
indicaron que el extracto polar a altas concentraciones (100 ppm) provocd una respuesta
fagoestimulante en H. obscurus. Por el contrario, tanto los extractos apolares y polares a bajas
concentraciones (10 ppm) actuaron como antialimentarios. La caracterizacion quimica del

extracto polar de Superqueli INIA, mostro una abundancia de flavonoides, ésteres y alcaloides. El
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andlisis GC-MS, de los extractos apolares mostro la presencia maackiaina y &cido linoleico como
los compuestos principales encontrados en los cultivares y linea experimental. Finalmente, este
estudio entrega los primeros resultados respecto a la utilizacion de extractos radicales de trebol

rosado para el control de H. obscurus.



7. SUMMARY

Trifolium pratense or red clover is a legume that has various uses like grazing, forage and seed
production for export. Because of this, the Agricultural Research Institute (Instituto de
Investigaciones Agropecuarias INIA-Carillanca) has developed a breeding program of this
forage. Currently, INIA-Carillanca has developed three cultivars Quifiequeli INIA, Redqueli
INIA and most recently Superqueli INIA, the last two have shown better productive and
persistence than Quifiequeli INIA. However, this plant is affected by several factors such as fungi
and insects. However, the clover borer, Hylastinus obscurus, is the main causative agent of the
decreasing of the T. pretense persistence. This insect cause an important damage, attacking the
second year of established the pasture and can cause between 70-100% of damage on pasture.
Because there is no effective control for this pest, new strategies have been developed. One of
them is the ethological control, which is based on the study of the insect behaviour. Another
approach is searching new cultivars with resistance or tolerant features against H. obscurus. The
study of the antifeedant and phagostimulant characteristic of the new plant material is a powerful
tool for the discovering of resistant cultivars. H. obscurus feeds on red clover roots, therefore the
study of the feeding behaviour when adult insect are fed with a diet supplemented with root
extract is a usual approach for selecting resistant vegetal materials. Because of this background,
the objective of this research was to evaluate the antifeedant or phagostimulant effect of root
extracts of two cultivars and one experimental line of T. pratense, provided in an artificial diet on
H. obscurus. In this work polar and unpolar root extracts of T. pratense (cv. Quifiequeli INIA,
Superqueli INIA and experimental line Syn 11 Pre I1l) were tested, in concentrations of 10, 100
and 1000 ppm. The main results suggested indicated that the polar extracts at high concentration
(100 ppm) caused a phagostimulant response in H. obscurus. On the contrary, both polar and
unpolar extract at low concentration (10 ppm) acted as antifeedants. The chemical
characterization of the polar extract from Superqueli INIA showed an abundance of flavonoids,
esters and alkaloids. GC-MS analysis of the unpolar extract showed the presence of maackiain

and linoleic acid as the main compounds found in cultivars and experimental line. Finally, this
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study provided the first results about the use of red clover root extracts for controlling H.

obscurus.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Resumen reactivos utilizados para pruebas colorimétricas.

. Contenido solucién .
Revelador Determina reveladora Observacion
Acetato plomo Flavonoides Solucién de acetato de plomo bésico Manchas fluorescentes a la luz
basico (25% en agua destilada). UV de onda larga.
Luego de pulverizar, se debe
. . - L. calentar la placa por 15-30 min
Acido fosforico Esterln_as y Se diluye 1 vol. de &cido fosférico (120°C). Se observa manchas
esteroides (85%) con 1 vol. de agua.
fluorescentes a onda larga de
uUVv.
A - Alcaloides y 100 mL de etanol con 50 gotas de Calentar la placa 20 min (120°C).
Acido Nitrico . L P Se observa manchas
aminas acido nitrico (65%).
fluorescentes a UV onda larga.
Cloruro Aluminio Flavonoides Cloruro aluminio (1% en etanol). Fluorescencia amarilla a la luz
UV onda larga.
Cloruro de hierro Fzr::(?(ljzssy Cloruro de hierfo (1,5% en écido (Xc?gght?iz\r/(;?:rlﬁiscgg)m;:arz?JJIOo
clorhidrico 0,5%).

hidroxamicos verde (Fenoles).

Solucién I: carbonato de sodio (20% . -
Pulverizar sobre la placa solucion

Folin-Ciocalteu en agua).
Fenoless N g_,) I'y luego 11, se observa manchas
Solucion 11: solucién reserva en 3 .
negras visibles.
vol. agua.
Cumarinas S . .
. . s Hidréxido de potasio (5% en Manchas visibles y a luz natural
Hidréxido de potasio | Glucésidos de
metanol). 0 luz UV onda larga.

antraquinona
o Aminas 0,2 gr de Ninhidrina en 100 mide | Calentara 110°Cy se observa
Ninhidrina Aminoacidos etanol manchas rojas visibles a luz
' natural.

Aminoazucares

Solucién a: permanganato potasio

o X
Permanganato de ca;Eg;?i(I)iscos Squcién(t%'/OCZ?bignl;% de sodio Manchas fluorescentes en luz UV
potasio alcalino Py X de onda larga.
aromaticos (5%en agua).
Mezclar ambos en vol. iguales.
Timol — acido , Timol 0,5 gr en 95 mL de etanol + 5 Calentoar placa por 15-20 min
- Azlcares o P (120°C). Manchas rosadas
sulfdrico ml de &cido sulfdrico concentrado. visibles
Dragendorff segun Mezclar solucién de reserva con 100 Vql\{er a pulverizar con écido
Thies y Reuther . . e : sulfurico, se tornan manchas con
Alcaloides ml de 4cido acetico glacial y 240 mL ;
fondo oscuro con manchas rojo -

modifcada por
Végujfalvi

de acetato de etilo.

anaranjadas intenso.




