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1. INTRODUCCION

Hylastinus obscurudarsham, es una especie perteneciente a la faSuldytidae.
Este insecto también llamado barrenador de la raiz y se alimenta en las raices de plantas
de trébol rosadoTfifolium pratensd..), forrajera de gran importancia en la zona @estir
de Chile. La infestacion que provoca este insefdota el rendimiento de la materia seca y

disminuye la persistencia de la pradera.

Dentro de los métodos de control que se han ulilizeara disminuir o erradicar
definitivamente la poblacién dd. obscurus se encuentra el control quimico, que ha sido
ineficaz debido a la ubicacidén del insecto en &rior de las raices y su largo periodo de

vuelo. Actualmente no existe un control eficaz paraiminacion de este insecto.

Por lo anterior, la busqueda de nuevos métodosod&rat alternativos tal como el
basado en la etologia del insecto plaga son néoesdra Etologia es el estudio del
comportamiento de los animales en relacion con @lionambiente. Especificamente se
refiere al uso de sustancias semioquimicas, tale® deromonas, atrayentes, repelentes u
otras formas de control que modifican el comporéama de las plagas ya sea atrayéndolas o
repeliéndolas. Dentro de las principales ventagassde control se encuentra su contribucion
al desarrollo de una agricultura acorde con bupnadicas agricolas, que se traducen en el
uso responsable de los recursos naturales (swegmscde agua y otros), de manera de formar
un sistema agricola sustentable, sostenible éengpo.

En relacidn a este tema, en el Laboratorio dedgtalQuimica de la Universidad de
La Frontera se han desarrollado diversos trabajaewstigacion, donde se han identificado,
entre otros, compuestos que actian como atrayertiehéxenal) y repelente (limoneno), de
este insecto bajo condiciones de laboratorio. Andmwspuestos podrian ser utilizados en el

control etolégico dé. obscurusen condiciones de campo.



Una siguiente etapa investigativa corresponde ainmplementacion de estos
compuestos a nivel de campo. Para ello, es necadasarrollar un sistema de aplicacion de

estos compuestos para ser utilizados en el cargtdl obscurus

La aplicacion de estos compuestos quimicos, sa hevabo mediante dispensadores,
gue se utilizan como “contenedores” de semioquisyigoque permiten su liberacion al
ambiente en un tiempo determinado. Estos disperssadson fabricados de diversos
materiales tales como goma, celulosa, polietilgnotros. Actualmente, existen diversas
investigaciones sobre el tema del uso de los desulemes en Chile pero con especies y
hospederos distintos al utilizado en este estudio.

Por lo tanto, para implementar el método de comtologico sobreéd. obscurus se
requieren estudios que proporcionen una compremséacabada del uso de semioquimicos
en condiciones de campo, especificamente en loisakdo a la seleccion de un dispositivo

adecuado y a su efectividad bajo condiciones dgpoam



1.1 Hipotesis

“La aplicacion de un sistema de liberacion conttalde semioquimicos bajo condiciones de

campo, permitira atraer y repeldylastinus obscurus”

1.2 Objetivo General:

Evaluar el efecto dE-2-hexenal y limoneno sobre la poblacién ldglastinus obscurydajo

condiciones de campo.

1.3 Objetivos Especificos:

1. Disefar un sistema de liberacion controlada de agunitinicos con tres tipos de dispensadores a

seis diferentes temperaturas.

2. Evaluar el efecto de la temperatura sobre la tastibéracion de cada semioquimico en los

diferentes dispensadores.

3. Determinar cual dispensador es mas eficiente paraitdizado en el control etolégico d¢

obscurus.

4. Evaluar el efecto d&-2-hexenal y limoneno dispuesto en el mejor disporsaobre la

poblacion deH. obscurus.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Antecedentes generales ddylastinus obscurus Marsham.

Hylastinus obscuruss un insecto considerado plaga en trébol rosagojmportante
especie forrajera cultivada en el sur de Chile,ocayaque reduce su persistencia y

productividad (Cisternas & Norambuena, 1991).

H. obscurustambién llamado barrenador de la raiz del trélsoyrecoledptero que se
distribuye en Europa, Estados Unidos, Canadéa wafiel Norte (Aguilera, 1989; Matamala,
1976) y cuya presencia en nuestro pais fue deteetiad 971 en la Regidn de La Araucania
(Matamala, 1976).

Diversos autores tales como Koehdtral. (1961) afirman que el dafio es producido
por los estados de larva y adulto, los cualesiseatan de tejidos radicales, corteza y a veces
del cilindro vascular, lo que provoca: 1) diston&s en el almacenamiento de carbohidratos
(Cisternas & Norambuena, 1991), y 2) un quiebrelesistema de transporte de nutrientes y
agua desde el suelo, lo que facilita la entradagiamtes patdogenos a la raiz y corona de la
planta (Pruess & Weaver, 1958).

Figura 1. Hylastinus obscuruslarsham (Fuente: Laboratorio Ecologia Quimica, UFRO
2010).



2.2Métodos de control existentes paral. obscurus.

Actualmente los métodos de control existentehan sido exitosos debido a multiples
razones, tales como: 1) largo periodo de vuelargcto, 2) ubicacion en el interior de las
raices de trébol y 3) elevado costo de insecticiddafios que puedan ocasionar al medio
ambiente. Por consiguiente, el control quimico (degroductos fitosanitarios) y biolégico
(uso de un depredador y/o controlador) no han tasdulser efectivos (Dariane & Morrison,
1957). El control natural ejercido por algunos ates, aves y hongos no juega un rol
significativo en el control déi. obscurus(Dariane & Morrison, 1957). El control cultural,
referido a la rotacion de la pradera tampoco esalteanativa de control para este escolitido
(Aguileraet al, 1996), debido principalmente al objetivo de fladera; el cual corresponde a

la persistencia del cultivo.

2.3 Ecologia Quimica y la utilizacién de compuestoslatiles en el Manejo Integrado de
Plagas (MIP).

La ecologia quimica es un campo de investigaciohidmaciplinaria que estudia la
estructura, funcion y biosintesis de compuestosmigos que tienen efecto sobre diversos
organismos, ya sea de atraccion o repelencia; partamcia en los diferentes niveles de la
organizacién ecolégica, su origen evolutivo y suicapion a las necesidades sociales
(Metclaf & Metcalf, 1992a). Los compuestos que ragdan las interacciones quimicas entre
los organismos y su ambiente son conocidos com@geaimicos (del griego semeon: sefial)
(Law & Regnier, 1971). Los semioquimicas son doidi de acuerdo al tipo de interaccion en
que participan. En primer lugar se encuentran éasnionas (del griego pherein; llevar o
transferir, horman; excitar o estimular) que medésrelaciones intraespecificas. En segundo
lugar estan los aleloquimicos, que median las ant@ones interespecificas (Barrexiaal,
2006).



La caracteristica mas importante de las sustase@soquimicas para el MIP, es su
especificidad, ya que son muy Utiles para monitoagas cuando estas son bioactivas.
Aunque estas sustancias semioquimicas no son amad capacidad de control es evidente
por su condicidbn de generar cambios en el compatdm de los insectos tales como,
agregacion, disrupcion de la copula, o para atragyl disminuir su poblacion debido a la

asociacion de kairomonas con pesticidas quimicodrfBuez & Niemeyer, 2005).

2.3.1 FeromonaskEn general, las feromonas sexuales de insectosssstancias activas,
altamente especificas si se considera que produarespuesta en el comportamiento de
individuos de una misma especie. Ademas su utibraco presenta efectos adversos contra
insectos benéficos y no han sido relacionadas aoapéhricion de resistencia en insectos
(Haynes & Baker, 1988).

Las feromonas sexuales presentan varias aplicacieneprogramas de MIP, se ha
reportado su utilizacion en la deteccion de poblees de insectos mediante el uso de
trampas, su combinacién con esterilizantes o itééas y su empleo para producir la
confusion sexual en machos y la disminucion dedpula (Pedigo, 1996). Esta ultima
aplicacion es conocida como la técnica de interéupcle la copula, la cual consiste en
introducir en el ambiente mdltiples fuentes emisorde una feromona en altas
concentraciones, que puede ser liberada mediar@m@leo de dispensadores colocados en
campo o a través de la aplicaciéon de una feromonagpersion, esto con el propésito de
saturar el ambiente y mantener constante una@tizeatracion de feromona en el campo. De
esta manera, se genera confusion sexual en losomamhjetivos, enmascarandose la
feromona real liberada por las hembras en el aa¢@da, con la consecuente interrupcion de
la copula y la disminucién gradual de las poblaesmposteriores (Ogawa, 1997). Sin
embargo, factores intrinsecos como extrinsecoayfl en la eficiencia de las feromonas
para ser utilizadas en la deteccidon y captura skectns. Dentro de los primeros se encuentran
los componentes de la feromona y el nUmero de,gloeza y tasa de liberacion. En el
segundo grupo se encuentran: disefio de la tramipra® de liberacion (dispensadores),
altura y localizacion de las trampas; ademas denak) factores ambientales, como
temperatura y humedad (American Chemical Soci&y61Minks, 1997).



2.3.2 Aleloguimicos Durante la busqueda de sitios de alimentacion,ndepotencial pareja
y/o sitios de oviposicion, los insectos usan corsmge volatiles emitidos por sus plantas
hospederas. Generalmente, se asume que insectosfagms y oligofagos utilizan
compuestos “tipicos” de sus plantas hospederasptmage que insectos polifagos usan

compuestos “generales” que se encuentran en unalyexrsidad de plantas (Stadler, 2002).

Los aleloguimicos se dividen en: 1) alomonas (ghoismo emisor se beneficia y el
receptor se perjudica), 2) kairomonas (el organiseweptor se beneficia y el emisor se
perjudica), y 3) sinomonas (ambos organismos, enyiseceptor, son beneficiados). De este
grupo los que han sido utilizados en el desardiatrayentes para el trampeo de insectos
plaga son las kairomonas (Metclaf & Metclaf, 1992Bpr otra parte, Mareggiani (2001)
afirma que las sustancias aleloquimicas, emitidaigantas, que tienen mayor importancia

en la seleccion del alimento por parte de una pkwalas kairomonas y alomonas.

2.3.3Kairomonas. Schoonhoveret al. (1998), indican que las kairomonas o atrayentes s
aquellos compuestos volatiles que provocan quensecio dirija sus movimientos hacia la
fuente de emision. Las kairomonas volatiles puad#izarse en el MIP como atrayentes de
alimentacion o de oviposicién de parasitoides,atgr@ra monitorear sus poblaciones como
para atraerlos hacia aquellos sitios donde su meesévorezca el control de una plaga (Hall
& Menn, 1999). Por ejemplo, algunos sistemas deitmi@o de coleOpteros plagas de granos
también utilizan kairomonas como cebos atrayen@seiig-Ofori, 1993). La emisiéon de
kairomonas por la planta favorece al insecto potgueienta hacia ella, o induce su alimento
u oviposicion, entre otros beneficios (MareggiéflQ1). Otra aplicacion importante de los
atrayentes es mediante su incorporacion en formames con bacterias y virus
entomopatdégenos que no actdan por contacto, derangue la presencia del estimulante, en
este caso alimentario, favorezca la ingestion thjyicida biol6gico y su efecto posterior
(Avé, 1995).

2.3.4Alomonas. Segun lo reportado por Mareggiani (2001) y Bern@@00); cuando el
aleloquimico emitido es una alomona, resulta fasidee la planta porque disminuye la
posibilidad de que un herbivoro generalista o pgtifpueda utilizar esa planta como fuente
de alimento, ya que lo repele, disuade la alimédtao la oviposicion, e interrumpe su
desarrollo, entre otros efectos, por el cual lasnahas actian como defensas quimicas

naturales contra los fit6fagos.



También son utiles en el MIP, debido a sus difeemhodos de accion: repelente,
fagodisuasivo, disuasivo de oviposicion y regulad@rcrecimiento, entre otros (Warthen &
Morgan, 1990). Por ejemplo, Frazier & Chyb (199B)encionan que muchos de los
repelentes identificados corresponden a cumaraidshidos, cetonas y alcoholes, siendo su
efectividad 6ptima, no obstante, presentan como lyratante la volatilidad (Bowers, 1993).
Sin embargo, esta dificultad se podria soluciortaa\a&s de estudios de cinética de liberacion
o liberacion controlada, lo cual podria aumentapédssistencia de estos compuestos en el
ambiente (Hall & Menn, 1999).

2.4 Métodos de trampeo de insectos plaga.

2.4.1 Trampas.Si bien las kairomonas y otros tipos de aleloguisiican sido utilizados en
la captura de insectos tales cogpothenemus hampEerrari (Curculionidae) YAcalymma
vittatum(F.) (Chrysomelidae) (Brust & Foster, 1995), undagefactores que mas influyen en
la eficiencia de captura, es el tipo de trampazatila, o cual resulta fundamental para el

éxito o fracaso del control etoldgico (Parra, 2009)

Una trampa se puede definir como una estructuiGaftpie posee caracteristicas que
le permiten atraer y capturar algun organismo eticpdar (Flores, 2003). En el caso de los
insectos existen formas muy variadas en el diseflagitrampas, el cual depende del tipo de
insecto que se desea capturar asi como de losvoBjgiara los que se establece el sistema de
trampeo (deteccion, monitoreo, control, entre Qtrd®e acuerdo a Muirhead-Thomson
(1991), entre los tipos de trampas mas utilizagosneuentran: 1) trampas de luz, dirigidas a
especies voladoras de habitos nocturnos; 2) trangasccion (aspiradores bucales) dirigidas
a especies voladoras de tamafio pequefio (mosquiédsios); y 3) trampas cebadas con
atrayentes sexuales, principalmente feromonas.ideiid del cuerpo de una trampa debe
combinar ciertas caracteristicas esenciales tales:c1l) un dispositivo donde colocar al
atrayente, el cual debe protegerlo de las condésionedioambientales pero al mismo tiempo
permitir su liberacion efectiva y controlada, yt@her una estructura propia (cuerpo) de la
trampa, que debe dar forma y soporte a los compesi@nteriormente mencionados (Barrera
et al, 2006). Ademas los mismos autores mencionan qeféciancia de cualquier sistema de
trampeo también esta influenciada por la naturadietalispensador o liberador en el cual va

contenido el atrayente, ya que juega un papel mppitante en la tasa de liberacion y el

8



tiempo que éste puede durar activo en el campo.ldPtanto, la tasa de liberacion del
atrayente dependera de: 1) propiedades quimicasodgbuesto, 2) propiedades fisicas, 3)
quimicas de la matriz del liberador, y 4) condiei®@mmbientales tales como la temperatura y

velocidad del viento.

La eficiencia de un sistema de trampeo dependaanrgedida del conocimiento y
aplicacion adecuada de los principios de ecologianiga. Cuando se trata de detectar,
monitorear y/o controlar alguna especie de inseetamportancia econdmica, de manera
“ideal” se esperaria contar con un sistema de teamgue fuera especifico, eficiente,
economico, facil de establecer y manejar en el camgpn atrayentes que tengan larga
durabilidad y estabilidad bajo condiciones natiwéBarrereet al, 2006).

2.4.2 Factores que la afectan la eficiencia de unstema de trampeo.Los puntos
anteriormente descritos pueden definir por si msagunas de las principales limitaciones
que presentan los sistemas de trampeo en cuantaitilizacion en condiciones de campo.
Estas limitaciones pueden estar representadasnpactor individual, por la combinacién de
mas de un factor tales como disefio de la trampaayemte o por la interaccion de factores
inherentes al sistema de trampeo, entre las queerssentran las condiciones
medioambientales y la biologia del insecto (Baredral, 2006). Por otra parte, Ridgway

al. (1990) afirman, en el caso de las feromonas, q@didacia de la confusién sexual en el
control de plagas ha sido ampliamente demostraom, esbargo, la fabricacion de
dispositivos que liberen la cantidad necesaria galadad de la feromona en la estacion de

crecimiento ha sido una de las principales limaant

2.4.2.1 Factores ambientalesLos factores ambientales también pueden repereatita
eficiencia de los sistemas de trampeo. La temperataide de manera directa en la actividad
de los insectos y en la tasa de liberacion de t@g/entes. Las bajas temperatura pueden
ocasionar una tasa de liberacion menor, lo cualdifa el radio de accion del atrayente. Una
temperatura muy elevada podria ejercer una ac@dirazia, ocasionando un agotamiento
mas temprano de la fuente del atrayente, limitadele@esta manera su periodo de accion. De
acuerdo con Montoyat al (2002), las lluvias pueden influir negativameaste la tasa de
captura por trampa, probablemente debido a la mermilidad que los insectos presentan

bajo estas condiciones.



2.4.2.2. Factores biolégicod.as trampas deben ser colocadas sobre plantasdevapeuya

fenologia presente el estado en que es atacadamkrarpreferencial por la plaga. La altura y
el lugar de colocacion de la trampa en el hospe@enbién juegan un papel importante. Por
ejemplo, en el caso de moscas de la fruta (Dipt€eghritidae) se recomienda que las
trampas que utilicen atrayentes sexuales se catognela parte media de la copa de los
arboles y en areas semisombreadas (Bagtrl, 2006), ya que son los sitios donde las
moscas normalmente se aparean. En cultivos corodaigro, atacado por el gusano rosado
Pectinophora gossypiellf_epidoptera: Gelechiidae), las trampas se colgeaeralmente en

una estaca a la altura promedio que presentenldatap (Mitchel, 1981), porque es a esa
altura donde el insecto vuela en su estado adut® mpantiene activo. A pesar que muchos
insectos son buenos voladores, algunos puedernr eatranando a las trampas, por lo cual
también se sugiere poner las trampas al ras d& soeno es el caso dehynchophorus

palmarum(Coleoptera: Curculionidae) (Oehlscha¢rl, 1993).

2.5. Dispensadores

Algunos ejemplos de dispensadores/liberadorezatiéis en el control o monitoreo de
insectos, lo constituyen diferentes dispositivobase de polimeros (pastillas, laminas),
membranas, septas de hule, piezas de plasticopy @akeret al, 1997). Lo ideal es que
estos materiales liberen el atrayente homogéneamanttravés del tiempo. Incluso
actualmente, se habla de liberadores “inteligentps® permitirian liberar el atrayente
solamente en el periodo cuando los insectos estivos, trayendo en consecuencia un
ahorro del compuesto quimico utilizado (Mafra-N&td@aker, 1996). Por otra parte, Zhang
(2005) indica que desde el punto de vista de matejplagas de insectos, es conveniente
disponer de un dispositivo que pudiese liberaisEmioquimicos a un ritmo constante. En la
actualidad, desde una perspectiva econdmica y adorma de liberar el compuesto al
ambiente, los dispositivos mas populares para liaaapn de semioquimicos siguen siendo
los clasicos dispositivos de liberacion controlaiddes como plastico, caucho, laminados,
microcapsulas, cuerdas, entre otros. Investigasioeaizadas para evaluar la efectividad de
un dispensador sugieren: examinar el contenidaluaki(pérdida de peso o el analisis de
extraccion con disolvente) de las muestras expsiestal laboratorio o campo que es, entre
otros, el método mas utilizado para obtener la d@samision. Sin embargo, la desventaja de
este método clasico es que se requiere mucho tig@povestigacion (meses o afos) para
obtener resultados (Wartheat al., 1998a, Wartheret al., 1998b). Finalmente, la tasa de
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liberacion de un ingrediente activo es un factdétioer que puede afectar la eficacia de los
dispensadores de semioquimicos en el manejo dasplag

2.5.1 Seleccidon de dispensadores mediante la ecoacde Arrhenius. Para determinar la
liberacion de un compuesto quimico desde un enasoeste caso los dispensadores, se debe
recurrir a la cinética quimica. Esta area de ladiguimica se relaciona con la capacidad de
medir la velocidad de una reaccion; de como seadih&n compuesto 0 como reacciona
dependiendo de factores tales como temperatursemquia de catalizadores y concentracion,
entre otros.

Asimismo, las reacciones se pueden clasificar coenrimer, segundo y tercer orden.
El orden de la reaccion lo define el exponente e ecuacion dada, como resultado de la
misma. Para cuantificar la liberacion de los comspge desde los tres dispensadores

estudiados, se utilizé la ecuacion de Arrheniugadarmula se define como:

K(T) = A-e &

donde:

k(T): constante cinética (dependiente de la tempexatur

A: factor pre-exponencial o factor de frecuencidldgela frecuencia de las colisiones.
Ea energia de activacion, expresada en J/mol.

R: constante universal de los gases. Su valor 48,3 K- mof*

T: temperatura absoluta [K]

La ecuacion de Arrhenius se utiliza para comprdbavelocidad de una reaccion
quimica dependiente de una constante cinética dideld) a través del tiempo, la cual
requiere de una energia minima de activacion. &siacion permite calcular las constantes
de velocidad para cada temperatura mencionadascamente, y con ello conocer la cinética
de liberacion de compuestos con diferentes efestibseH.obscurugales comde-2-hexenal
y limoneno (capitulo 2.6) desde los dispositivosogglos para esta investigacion. Para
graficar los resultados se utiliz6 el grafico deh&nius, el cual se expresa como:

In(k) = In(A) ‘% (;ﬁ)

11



Esta formula permite graficar a través de coordasaartesianas el logaritmo de las
constantes de velocidad de los semioquimicos aniéel al tiempd. La expresioén gréafica se

representa como una linea recta con pendienteiveegatcual se observa en la figura 2.

2 NO; = 2NO +0O:

w
wn

w

N
o,

N

In{k [10 -“*cm®*molls1])
-
wn

=

0.5

0 v . v v v v
0,0015 0,00155 0,0016 0,00165 0,0017
/T [1K]

Figura 2. Representacion de la ecuacion de Arrhenius.

Los resultados graficados acorde a la ecuaciodrdeenius permitiran conocer y

escoger el mejor dispensador para ser utilizadogjeoplo, en un experimento de campo.

2.6. Antecedentes quimicos-ecolégicos sobre la maecion de H. obscurus — trébol

rosado.

El grupo de Ecologia Quimica, perteneciente al bapeento de Ciencias Quimicas y
Recursos Naturales de la Universidad de La Frongecargo de profesor Dr. Andrés Quiroz,
ha desarrollado desde hace varios afios diversasstigaciones relacionadas con la
interaccionH. obscurus -trébol rosado, a través de proyectos FONDECYT clesles han
reportando importantes antecedentes sobre esteidrelduésped-hospedero, como son:
identificacién de volatiles obtenidos desde extralg raices, determinacion de la aceptacion
de hospedero por parte del insecto en cuanto dad del cultivar de trébol rosado, entre

otros.

En estudios realizados por este grupo de invesigase han identificado dos
compuestos relevantes en cuanto a la selecciomgucta del hospedero por parte e

obscurus.
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Quiroz et al. (2005), reportaron una respuesta olfatométricatide@on por parte de
de H. obscurushacia volatiles de trébol rosado liberados dedaetas de 1,5 a 2,5 afios de
edad.

Segun lo reportado por Tapméal. (2007), desde los extractos de raiz, se identifica
benzoato de metilo #-2-hexenal responsables de la atracciorHdebscurusy limoneno,
que actudé como repelente. La cuantificacion detwspuestos activos desde raices de trébol
rosado reveld una reduccion significativa de laceotracionE-2-hexenal a partir de 2,12 a
0,76 ul/ml y un aumento en la concentracion de limonea®@6 a 0,68l/ml en plantas de
1,5 afos, frente a plantas de 2,5 aflos de edgcte@mente. Este resultado explica la falta

de respuesta del barrenador hacia plantas de redgdr

Por otra parte, Alarcéet al. (2010) demostraron en estudios con cultivares gan
experimentales de trébol rosado, que la infestgoidrparte este escolitido se inicia a los seis
meses de edad de las plantas. La evaluacion geulametros biologicos permitié finalmente
discernir una linea tolerante Syn Pre | y tres po&des nuevas variedades; Syn Pre lll, Syn
Int V, y Syn Int VL.

13



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del lugar donde se realizo el estudi

Los ensayos se efectuaron en el Laboratorio deoBilQuimica (L.E.Q) del
Departamento de Ciencias Quimicas y Recursos Nesuerteneciente a la Universidad de
La Frontera, Regién de La Araucania. El periodceda&luacion estuvo comprendido entre

Enero y Diciembre de 2011.

3.2. Disefio e implementacion de un sistema de lilaeion controlada de semioquimicos.

Para el estudio, se disefié e implemento un sistlideracion controlada para los
compuestos limonenoBr2-hexenal. Para ello se utilizé6 una camara dévoutharca Selecta,
modelo Hot-Cold GL, con programador de temperatirantercambiador de calor, cuyo
volumen es de 0,41 m3. Ademas se disefid un sisdenvantilacion para la camara con una
entrada (ventilador) y salida (manga de aluminapmbtener un flujo de aire constante en su

interior y permitir con ello simular las condicianée campo (Fig. 3).

Para poder determinar una relacion entre la vehocdel viento real y el flujo de aire
al interior de la camara, se hicieron medicionedegreno sobre parcelas de trébol rosado
establecidas en el Instituto de Investigacionepgcuarias INIA Carillanca de las cuales se
obtuvo un promedio de 6,9 m/s entre el periodoisere-noviembre de 2010. Asimismo, se
midio la velocidad de flujo de la camara, que arirada del ventilador fue de 5,8 m/s y a la

salida de la manga de aluminio 4,9 m/s.
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Figura 3. Sistema de liberacion controlada de semioquimigp€amara de cultivo, B) Tubo
de ventilacion conectado hacia una campana deceidra y C) Ventilador.

3.2.1. DispensadoresSe utilizaron tres tipos de dispensadores: Disukmsa (esponja de
celulosa de 2 x 2cm, marca 3M), Dispensador 2 gseéptgoma roja= Rubber Septum, Sigma
Aldrich, Stenheim, Alemania) y Dispensador 3 (eg$pate celulosa marca 3M, de 2 x 2cm,
inserta en bolsa de polietileno) (Fig. 4). Previsuautilizacion, los dispensadores fueron
sometidos a un lavado con solvente (diclorometaoo@4 h, y luego secados bajo campana
por 48 h.

Figura 4. Dispensadores utilizados en el estudio: A) Dispdor 1, B) Dispensador 2, y C)
Dispensador 3.

3.2.2 Semioquimicos. Los compuestos probados en los diferentes disperesad
correspondieron a limoneno (repelentel-2-hexenal (atrayente). ElI volumen aplicado de
cada compuesto por dispensador fue delS0Estos compuestos fueron utilizados en este
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estudio, previas investigaciones en las cuale®fuiglentificados como repelente y atrayente,

respectivamente (Tapé&t al, 2007).

3.2.3 Disefio Experimental.Los ensayos realizados bajo condiciones de labaratee
establecieron con un disefio experimental de blogoesleatorizados para cada compuesto.
Se efectuaron seis tratamientos (temperaturas)iresmrepeticiones cada uno durante siete

dias. El detalle de cada tratamiento se muestiakla 1.

Tabla 1. Temperatura y nimero de dispensadores utilizadasgaala compuesto.

Limoneno E-2-hexenal

Temperatura °C Dispensadorl Dispensador2 Dispensado  r3 | Temperatura °C Dispensador 1  Dispensador 2 Djspe nsador 3
10 21 21 21 10 21 21 21
15 21 21 21 15 21 21 21
20 21 21 21 20 21 21 21
25 21 21 21 25 21 21 21
30 21 21 21 30 21 21 21
35 21 21 21 35 21 21 21

Dispensadores 126 126 126 Dispensadores 126 126 126

Limoneno 378 E-2-hexenal 378
Total dispensadores 756

Semanalmente se introdujeron 21 muestras por diaden a la caAmara de cultivo a
una temperatura determinada (Fig. 5). Posteriomnem@ida 24 h se extrajeron tres muestras
por dispensador, lo cual fue repetido durante wermaasa. Las temperaturas utilizadas se
encuentran en un rango promedio que ocurre en Ha rzentro-sur del pais, durante la

temporada primavera-verano.
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Figura 5. Distribucion de los diferentes dispensadoreséenaca de cultivo.

3.3 Seleccidn del dispensador mas eficiente mediargl uso de la ecuacion de Arrhenius

3.3.1 Determinacion de la cantidad residual de seoguimico. La cantidad residual de
semioquimico en el dispositivo de liberacién cdaila sera el parametro experimental a
introducir en las ecuaciones cinéticas que perdmitgeleccionar el dispositivo mas eficiente.
Para ello, diariamente se sacaban 3 dispositivasda tipo desde la camara y se depositaban
en 3 viales de 20 ml, a los cuales se adicionabbde hexano, permaneciendo en este estado
por 7 dias, para luego ser almacenadas a -2°C.oLdegina semana, las muestras fueron
agitadas por un minuto en un vértex para luege@ecentradas con corriente de nitrégeno a
100 pul. Para determinar la concentracion,ull de cada muestra fue inyectado en un
cromatografo de gases (Focus GC; Thermo Electrompdtation) acoplado a un
espectrometro de masas (DSQ; Thermo Electron Catipo), provisto de una columna
apolar HP-1 Ultra (25m x 0,2 mm x 0, 8&1). El cromatdgrafo de gases fue programado con
una gradiente de temperatura que se iniciaba e@ p6f 1 minuto, para luego subir hasta
250°C a una razon de 5°C/min. La temperatura delcior fue fijada en 250°C y el flujo de
Helio fue de 1,5 ml/min. La energia de ionizacidnet espectrémetro de masas se fijo a 70
eV, la temperatura de la interface entre el crograf6é y el espectrémetro de masas la de la
fuente idnica fueron fijadas en 200°C. La determirade la concentracion de semioquimico

fue realizada mediante la elaboracién de curvaslhleracion.
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3.3.2 Determinaciéon de la constante de velocidad i@acada temperatura evaluada.La
velocidad de una reaccién quimica de cinética dengororden se expresé mediante la

siguiente ecuacion:

% - kC Ecuacion 1

Donde:
k es la constante de velocidad del proceso
C es la concentracion del compuesto

t es el tiempo

El signo negativo indica que el compuesto desapares decir, la concentracion va
disminuyendo en el tiempo en el dispensador a raegict se incrementa la temperatura a
través del tiempo (Ecuacién 1). Posteriormenteg estiacion se debe reordenar para poder
integrarla y despejar la constante de velocidad egienecesaria para poder predecir la
velocidad de la reaccion asi como el dispensades efiwiente para ser usado en el

experimento de campo. Reordenando la ecuaciorohitemne:

—Td[? = kdt Ecuacion 2

Integrando la ecuacion 2, se obtiene

Cde
— — = J.Im{t
Co C
In (C/Co) =-kt Ecuacién 3

Esta ecuacion permitira calcular la constanteadecidad asociada a cada temperatura
parakE-2-hexenal y limoneno y corresponde a una ecua@da lnea recta (y= mx+b) siendo

b en este caso igual a cero. Por lo tanto:

y = ln':—':';J y mx = -kt, siendo k la pendiente de la recta ¢n)la variable independiente

tiempo.
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El gréfico para esta ecuacion corresponde a:

In—
Co

S
>

t (dia)

Figura 6. Grafica de la ecuacion de la recta.

Por medio de este desarrollo, se obtendran lasedifies constantes de velocidad a

diferentes temperaturas.

3.3.3 Determinacién de la vida media del dispositiv de liberacion. Una importante
propiedad de la cinética de primer orden es elgenhe vida mediap. Este, es el tiempo
requerido para que la concentracion de semioquidigminuya en un 50% en relacion al
valor inicial. El tiempo de vida media de cinétiades primer orden es dependiente de la

concentracion. Es decir,

ty2 = t, cuando [C] = [@2] Ecuacioén 4

Recordando que: In (G)E kt

y reemplazando la ecuacion 4 tenemos que:
In [(Co/2)/C] = Kty

tio = In (2)/k

t1o = 0,693/k Ecuacién 5
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3.3.4 Determinacion de la energia de activacion miaghite la ecuacién de ArrheniusLa
relacion entre la constante de velocidad (k) yelageratura absolutd)( fue propuesta por

Arrhenius:

k = A¢FRT Ecuacion 6

Donde A es un factor de frecuendiagorresponde a la constante de los gdses, la energia

de activacion ¥ es la temperatura absoluta.

Aplicando logaritmo natural a la ecuacion 6, séepke la siguiente ecuacion:

In (k) = E/RT+ In (A)
In (k) = -E/R(L/T) +In (A) | Ecuacion 7

La ecuacion 7 corresponde a la ecuacion de la lieeta donde In (k) es la variable
dependiente, H/R) es la pendiente, T/es la variable independiente y In(A) es el intptoe
Si la funcion In (k) es graficada en funcién d&,1la energia de activacion es igual a la
pendiente de la linea recta para varias tempegtltaa vez determinada la energia de
activacion E), la constante de velocidad (k) a cualquier tempea puede ser calculada por

la ecuacion de Arrhenius:

In(ka/ky) = E/R (To-Ty/T;T1) | Ecuacion 8

3.4 Implementacion de un experimento de campo

Después de realizado el experimento de laboratoradbtenido los resultados que
indicaron cual dispensador fue el mas eficienta gar utilizado en terreno, se procedio a la

implementacion del experimento de campo el cualetad en Enero de 2011.

Las parcelas de trébol rosado utilizadas enxpsrementos se establecieron el 26 de
septiembre de 2010. Para ello, se dispuso de efalide parcelas divididas o bloques de 7 x
9 m con subparcelas de 7 x 3 m del cultivar QuigkgNIA y las lineas experimentales del
INIA Syn Int VI 'y Syn Il Pre lll (Fig. 7). La doside semilla fue de 2,1 g/surco, la cual fue
tratada con inoculante especifico. La fertilizacida en base a fosforo y potasio aplicandose
los productos Superfosfato Triple y Sulpomag, ersislode 160 y 150 unidades,

respectivamente.
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En tres de las nueve parcelas que componian elriegrdo se dispusieron
dispensadores con el atrayente o kairom&d2-fiexenal). En otras tres parcelas se dispuso la
alomona o repelente (limoneno), mientras que simmges tres fueron utilizadas como control
(dispensadores sin semioquimicos). Para ello Beantin estacas de fierro estriado A-44 de 8
mm de diametro x 1,20 m de largo (Fig. 8A). Logpdissadores escogidos fueron las septas
rojas de goma, las cuales fueron colocadas a 2@ecaitura, desde el suelo (Fig. 8B). El
objetivo de las estacas y su longitud fue ir alpaladpostura de los dispensadores a medida
que se incrementaba el desarrollo de las planta®blel rosado (Fig. 8C). A cada septa se le
agrego 5Qul de cada compuesto, las que fueron cambiadassostgadias. En cada parcela se
dispusieron 15 dispensadores, estableciéndossalrdée 135 dispensadores para el ensayo.

E-2-hexenal Control Limoneno
K K|K K|K K C C|C C|C C A A|JA Al A A
K K K C C C A A A
K K|K K|K K C C|C C|C C A AJA Al A A
Limoneno E-2-hexenal Ceontrol
A AlA Al A A K KK K|K K C C|C C|C C
A A A K K K C C C
A AlA A A A K K|K K|K K C Cc|C C|C C
j 10m
Control Limoneno E-2-hexenal
l C C|C C|C C A AlA A| A A K K|K K|K K
10m
m| ¢ C C |@p| A A A K K K
T C C|C C|C C A AlA A| A A K K|K K|K K
—>3m<—-
> 9m <

K: Kairomona (£-2-hexenal)
A: Alomona (limoneno)
C: Control

Figura 7. Distribucion de los semioquimicos sobre parcelasrébol rosado compuestas por
el cv Quifiequeli-INIA y las lineas experimentalgsm 3 Pre 11l y Syn Int VI establecidas en
la Estacion Experimental INIA Carillanca.
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Figura 8. Experimento de campo. A) Parcelas experimentakestrédbol rosado con
dispensadores dispuestos en estacas de fierro, sBicé& con dispensador ubicado en
subparcela de trébol rosado, y C) Septa utilizadaocdispensador en el experimento.
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3.5 Evaluacién de poblacion dédylastinus obscurus colonizando raices y en periodo de

vuelo

La poblacién déd. obscurudue evaluada en las raices de trébol rosado miemsioize
desde Enero a Diciembre de 2011. Un promedio deld@tas de cada cultivar y linea
experimental fueron aleatoriamente seleccionadsdedeada sub-bloque y por triplicado. Las
plantas fueron extraidas completas (parte aérealigal) desde el suelo con ayuda de una
pala; luego fueron depositadas y rotuladas en asgapel y finalmente se transportaron al
L.E.Q. de la Universidad de La Frontera. En diakgal, se separé la parte aérea de la radical
y con ayuda de un bisturi se fueron cortando costiente las raices para evaluar la
presencia deH. obscurusen sus diferentes estados, ya sea embrionariordjue post-
embrionario (larva, pupa y adulto). Esta evaluacdmenzé cuando las plantas tenian cuatro

meses de edad.

Ademas de evaluar la poblacion #k obscurusde cada planta muestreada, se
analizaron parametros agronomicos tales como lathgie raiz y diametro de corona, con el
objetivo de estudiar el desarrollo y crecimientolak distintas lineas y cultivar de trébol
rosado. El objetivo de esta actividad fue regisgraomparar caracteristicas relacionadas con
el establecimiento, crecimiento y acumulacion deemeas en la raiz, y como ello pudiese
incidir en la resistencia y capacidad de sobreviemle las plantas hacia el ataque de

herbivoros.

Los adultos déd. obscurusen periodo de vuelo fueron evaluados mediants@Ide
trampas pegajosas (Fig. 9) adaptadas de las @sspat Rutheet al. (2000) y Quirozt al
(2007). Estas trampas consistieron en una placacdéico (15 x 20 cm) cubierto de
pegamento inerte (Adesivo X-135, 3M, Brasil) conarificio central (5 x 5 cm), las que
fueron sostenidas por dos cadenas colocadas easbopdiestos. La cadena superior estaba
unida a un soporte metalico y la inferior enterradael suelo. Este disefio permitié que la
trampa girara segun la direccion del viento. Lallea@on deH. obscurusadheridas a esta
trampas fue realizada durante el periodo de vuelaondecto (Septiembre 2011 — Diciembre
2011). Cuatro trampas fueron colocadas en cada dendos cuatro bordes del sitio
experimental a una altura de 30 cm del suelo. W por semana durante los meses de
estudio, se contabilizé y sacaron con ayuda deapinzetalicas, los insectos de las trampas.

Esta actividad se realiz6 entre 11:00 y 16:00 hdg@ide muestreo.
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Figura 9. A) Trampa adhesiva utilizada para el monitoredidebscurusen trébol rosado, en
la Estacion Experimental INIA Carillanca, Region lde Araucania. B) Revision de trampa
adhesiva. C) Toma de muestras de plantas de t@tedo, desde parcelas experimentales.
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4. RESULTADOS

4.1 Determinacion de las curvas de calibracion

La figura 10A y 10B muestra la curva de calibbacobtenida para limonenoB¢2-

hexenal respectivamente.
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Figura 10. Curva de calibracion para limoneno (AEy2-hexenal (B)
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Mediante estas curvas de calibracion fue posidduar la cantidad de semioquimico
presente en las diferentes muestras. Estas coacemes fueron usadas para calcular la

constante de velocidad (k) para cada temperattipm yle dispositivo.

4.2 Determinacion de la constante de velocidad paada temperatura evaluada y para
cada dispositivo

Las constantes de velocidad fueron calculadasoedabo graficos de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

In (C/Co) =-kt

4.2.1 Limoneno. Las curvas de regresion lineal para limoneno salbet diferentes
temperaturas de cada uno de los tres dispositvosugstran en las figuras 11, 12 y 13. Las
pendientes de estas curvas corresponden a lasaet@sstle velocidad, las que se presentan
resumidas en la tabla 2. Estas constantes de datbsieran usadas para calcula la energia de
activacion. Un analisis inicial de las curvas masés en las figuras 11-13, indica que el
dispositivo 2 (septa de goma) seria el que mejamosgporta como dispositivo de liberacién

controlada para limoneno.
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Figura 11. Curvas para obtener la constante de velocidadgka disminucion de limoneno
en el dispositivo 1 (esponja) para diferentes teatpeas.
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Figura 12. Curvas para obtener la constante de velocidadgKka disminucion de limoneno

en el dispositivo 2 (septa = rubber septum) pdexehtes temperaturas.
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Figura 13. Curvas para obtener la constante de velocidadgka disminucion de limoneno
en el dispositivo 3 (esponja con polietileno) pdifarentes temperaturas.
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Tabla 2. Constantes de velocidad a diferentes temperapanaslimoneno depositado en los
tres dispositivos. D1= esponja; D2= septa de g@3a; esponja en bolsa de polietileno.

Temperatura k

(°C) D1 D2 D3
10 -0,89 | -0,30 -0,31
15 -0,67 | -0,24 -0,57
20 -0,31 | -0,38 -0,40
25 -0,89 | -0,44 -0,66
30 -0,45| -0,66 -0,22
35 - -0,92 -0,19

4.2.2 E-2-hexenal.Las curvas de regresion lineal pd&#2-hexenal sometido a diferentes
temperaturas de cada uno de los tres dispositvosugstran en las figuras 14, 15y 16. Las
pendientes de estas curvas corresponden a lasaotesside velocidad, las que se pueden
observar resumidas en la tabla 3. Estas constdateslocidad seran usadas para calcular la
energia de activacion. Un analisis inicial de las/as mostradas en las figuras 14-16, indica
que el dispositivo 2 (septa de goma) seria el qapmse comporta como dispositivo de

liberacion controlada pai2-hexenal.
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In(C/Co) 3 10°C (r2: 0,281; In(C/Co) 15°C (r2: 0,152;

p=0,2211) Y1 ¢ p=03873)
,1,05 © .o,g—: o
.1,5j > »1,3—_ .
] (e}
: - i 2 - °
257 m= -0720 -2,1—: m= '0,11 °©
e 20°C (= 0,603; e 25°C (P= 0,704:
: p=0,0399) ! p=0,0182)
_2,35 m=-0,25 ° _3,5_5 m= -0,26 °
Ini(CiCo) 30 (E (r2= 0,78; |n/(C£)o_) 35°C (r2= 0,12: .
] ° p=0,0082) ] p=0,4387)
1| m=-066 o | m=044 °

Figura 14. Curvas para obtener la constante de velocidadi€k)a disminucién dée-2-
hexenal en esponja para diferentes temperaturas.
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wiico 10°C (r2: 0,78; 1o 15°C (r2: 0,90;
, p=0,0088) | . p=0,0011)
041 ] 5 -0,5-] o
m= -0,4¢ m=-0.42
] o
|n/(§/7cso_) 20°C (r2= 0,82; In/(C(;C70_) 25°C (rz: 0,90;
] p=0,0049) ] p=0,0011)
J o 2
0,007 o T
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] ° -l,Sj
-1, i O ° S °
] o 2,3
-2,25—: m: _0!42 ] m= '0,51
eico 30°C (r2: 0,57; P 35°C (r2= 0,72;
] p=0,0501) ] p=0,0158)
1 ° 1 °
_1_- S —1,50—- °
2 ° o -2,75: o
] m=-0,37 ° ] m=-0.59

Figura 15. Curvas para obtener la constante de velocidadi€k)a disminucion dé&-2-
hexenal en septa (rubber septum) para diferentgset@turas.
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In/(CICo) 10°C (r2: 0,86, In/(CICo) . 150C (r2: 0,88,

3,5 3]

. o p=0,0025) ] p=0,0018)
o .
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1 | m=-0,59 | m=-0,80
o Q. E o O o
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_ ] o
i o 2,3 o o
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1 ° o 1) i o
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1 p=0,0253) p=0,8404)
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2,44 ’2'- o
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Figura 16. Curvas para obtener la constante de velocidadi€ék)a disminucion dé-2-
hexenal en esponja con polietileno para difereiet@peraturas.
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Tabla 3. Constantes de velocidad a diferentes temperapaiaE-2-hexenal depositado en
los tres dispositivos. D1= esponja; D2= septa deaggd>3= esponja en bolsa de polietileno.

Temperatura k
(°C) D1 D2 D3
10 -0,20 | -0,45 -0,59
15 -0,11 | -0,42 -0,80
20 -0,25 | -0,42 -0,55
25 -0,26 | -0,51 -0,44
30 -0,66 | -0,37 -0,41
35 - -0,59 -

4.3 Determinacion de la energia de activacion medhite la ecuacion de Arrhenius

Las energias de activacion fueron determinadasamieda ecuacion de Arrhenius:

In (K) = -E/R(LIT) + In (A)

La pendiente de la grafica que relaciona In @¥psus 1/T correspondera a la energia

de activacion.

4.3.1 Limoneno

Tabla 4. Constantes de velocidad de limoneno transformadasforma logaritmica.

1/T x 1.000 (K) g
D1 D2 b3
3,534 -0,11653382 -1,2039728 -1,17118298
3,472 -0,40047757 -1,43969514 -0,56211892
3,413 -1,17118298 -0,97021907 -0,91629073
3,556 -0,11653382 -0,82782209 -0,41551544
3,300 -0,7985077) -0,4200712§ -1,51412773
3,247 ; -0,08012604 -1,66073121
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Figura 17. Resultado de las energias de activacion de linworen dispositivo 1 (A=
esponja), dispositivo 2 (B = septa de goma) y digpo 3 (C = esponja en bolsa de
polietileno).
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4.3.2E-2-Hexenal

Tabla 5. Constantes de velocidad #e2-hexenal transformadas a su forma logaritmica

1/T x 1.000 i
D1 D2 D3

3,534 -1,60943791| -0,7985077 -0,52763274
3472 -2,20727491| -0,86750057-0,22314355
3413 -1,38629436| -0,86750057 -0,597837
3,556 -1,34707365| -0,67334455-0,83098055
3,300 -0,41551544] -0,99425227-0,89159812
3,247 ] -0,52763274 -
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Figura 18. Resultado de las energias de activaciéon de E-@Aadxen dispositivo 1 (A=
esponja), dispositivo 2 (B = septa de goma) y digpo 3 (C = esponja en bolsa de
polietileno).
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4.4. Determinacion de la vida media del dispositivde liberacion.

La vida media de cada dispositivo a las diferemégsperaturas se puede evaluar
mediante la siguiente ecuacion:
t12 = 0,693/k

Como el dispositivo 2 (septa de goma) resultoesenejor durante los ensayos con
limoneno yE-2-hexenal, se determino la vida media de ambasjdhse muestra en la tabla 6

y 7 respectivamente.

Tabla 6. Vida media de limoneno en dispositivo 2 (septga®ma)

t (°C) k t1/2 (dias)
10 -0,3 -2,31
15 -0,237 -2,92
20 -0,379 -1,83
25 -0,437 -1,59
30 -0,657 -1,05
35 -0,923 -0,75

Tabla 7. Vida media dé&-2-hexenal en dispositivo 2 (septa de goma)

t(°C) k tuz (dias)
10 -0,45 1,54
15 -0,42 -1,65
20 0,42 1,65
25 -0,51 -1,36
30 -0,37 1,87
35 -0,59 1,17
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4.5. Determinaciéon de constantes de velocidad a utemperatura dada

Una de las aplicaciones del céalculo de la energiadlivacion es la posibilidad de
predecir la constante de velocidad (k) a cualqtéenperatura mediante la ecuacion de

Arrhenius:

In(Ka/ky) = E/R (To-To/T5Ty)

Por ejemplo, cual seria el valor de k para limonem la septa de goma a 28°C ? Para
contestar esta pregunta se necesita un valor deréspondiente a una temperatura superior,
por ejemplo k = -0,657 (Tabla 6), obtenida a 3(BCvalor de E es -4,36, que corresponde a
la pendiente de la recta mostrada en la figura RE®s la constante de los gases (1,987

cal/mol K)

In(-0,657/k) = (-4,36/1,987) (303-301)/303*301)

In(-0,657/k) = 4,8 x 10°
-0,657/k = 1,000048
k, = -0,6569

4.6 Evaluaciéon de poblacion dédylastinus obscurus colonizando raices y en periodo de
vuelo

Las tablas 8 y 9 muestran las evaluaciones deskepcia dél. obsucrusen las raices
de plantas de trébol rosado. No se observarontosea los bloques del cultivar Quifiequeli-
INIA, Syn In VI'y Syn Il Pre Il tratados con el relgnte limoneno, en cambio se observaron 2
insectos en las raices de Quifiequeli-INIA y SyhMhtratadas con el atrayene2-hexenal.

La tabla 10 muestra que durante el periodo de agi#nH. obscurusse encontraba en

periodo de vuelo, ya que las trampas pegajosaartmgatrapar tres individuos adultos.
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Tabla 8. Parametros evaluados en dos lineas experimentatesyltivar de trébol rosado, en parcetasadas con limoneno.

Syn Int VI Quinequeli-INIA Syn Il Pre lll
Fecha Dc'%rpoerfgo Longitud N° DC'%TOerf;O Longitud N° Dc'%rpoerfgo Longitud N°
Raiz (cm) | Insectos Raiz (cm) | Insectos Raiz (cm) | Insectos
(mm) (mm) (mm)

27/12/2010 4,07+0,16| 14,43+0,75 O 4,91+0,25| 15,26+0,87 O 4,92+0,25| 15,5+0,97 0
25/01/2011 5,36+0,32| 14,53+0,61 O 5,84+0,42| 13,95+1,11 O 5,87+0,45| 12,98+0,68 O
14/02/2011] 5,55+0,41| 16,760,865 O 5,93+0,60| 13,05+0,983 O 7,45+1,88| 14,81+1,28 O
23/03/2011 8,11+0,67| 14,96+0,98 O 7,90+0,51| 14,64+0,6/ O 7,64+0,61| 15,56+0,98 O
18/04/2011] 9,46+0,48| 17,86x1,4Y O 8,12+0,39| 16,93+1,46 O 9,98+0,50| 17,66+1,12 O
31/05/2011 10,34+1,03 19,91+1,20 0 10,68+1,42 19,29+1,58 0 11,54+1,02 19,51+1,37 0
30/06/2011| 13,88+1,53 16,50+0,95 0 11,72+0,92 17,26+0,98 0 12,66+1,4Q 16,67+1,66 0
10/08/2011] 10,85+0,59 19,41+1,51 0 8,7+0,45 | 16,26+1,0 0 10,75+0,820,36+2,12 0
14/09/2011| 16,66+1,16 15,59+2,14 0 18,18+0,71 9,58+0,83 0 23,42+2,8016,52+1,29 0
26/10/2011 12,00+0,82 17,44+1,07 0 14,31+1,99 15,79+0,86 0 16,9+1,42| 14,04+0,57 O
22/11/2011 11,61+1,06| 15,85+0,94 0 13,14+0,89 19,36+1,94 0 12,07+1,00 17,05+1,94 0
20/12/2011 10,35+0,58 13,68+1,24 0 7,94+0,38| 16,55+1,14 O 10,97+0,99 16,1+0,58 0
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Tabla 9. Parametros evaluados en dos lineas experimentalesyitivar de trébol rosado, en parcdtasadas coi-2-hexenal.

Syn Int VI Quinequeli-INIA Syn |l Pre 1l
Fecha Dc'%rpoerfgo Longitud N° Dclirpoer:;o Longitud N° Dc'%rpoerfgo Longitud N°
Raiz (cm) | Insectos Raiz (cm) | Insectos Raiz (cm) | Insectos
(mm) (mm) (mm)

27/12/2010 4,92+0,28| 16,15+0,71 O 3,95+0,20| 14,64+0,89 O 4,24+0,29| 15,90+1,02 O
25/01/2011 6,03+0,31| 16,17+1,45 O 5,75+0,28| 13,29+0,66 O 5,91+0,36| 14,00+0,556 O
14/02/2011] 6,48+0,61| 15,73+0,6V O 6,10+0,42| 14,08+1,00 O 6,38+0,23| 16,40+0,76 O
23/03/2011 8,48+0,93| 18,37+1,95 O 7,40+0,36| 15,02+0,96 O 7,94+0,78| 15,28+1,29 O
18/04/2011] 8,77+0,72| 17,231,083 O 8,61+0,22| 19,33+1,28 O 8,01+0,87| 17,76%1,18 O
31/05/2011 12,04+0,98 21,24+2,20 0 8,79+0,53| 17,59+1,49 O 10,96+0,90 18,00+0,85 0
30/06/2011| 11,86+0,82 17,09+1,65 0 10,21+1,01 15,10+0,80 0 13,89+1,82 15,20+1,03 0
10/08/2011] 10,28+0,85 16,84+1,45 0 8,88+0,45| 15,73+0,99 O 11,22+0,63 21,76%0,74 0
14/09/2011| 16,41+1,23| 14,26+1,02 0 17,16+0,99 11,67+1,12 0 20,66+1,29 14,62+0,90 0
26/10/2011 11,36+1,60 21,82+2,33 0 10,65+1,17 17,90+1,36 0 12,64+1,07 16,99+1,13 0
22/11/2011 14,23+1,40, 18,5+1,63 0 15,47+0,7521,35+2,82 0 14,5+1,03| 17,00+0,84 O
20/12/2011 12,51+1,10 14,15+1,37 1 0,74+0,66| 16,63+1,37 1 11,58+0,94 17,70+0,87 0
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Tabla 10. Monitoreo deH. obscurusen trampas pegajosas ubicadas en parcelas dé trébo
rosado, en la Estacion Experimental INIA Carillanca

e Trampa 1 Trampa 2 Trampa 3 Trampa 4
N° individuos | N° individuos | N°individuos | N° individuos
26-10-2011 0 0 1 1
04-11-2011 1 0 0 0
17-11-2011 0 0 0 0
09-12-2011 0 0 0 0
16-12-2011 0 0 0 0
29-12-2011 0 0 0 0
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5. DISCUSION

El manejo de plagas es una parte integral de ludigra moderna y su eficacia
puede, en muchos casos, hacer la diferencia dnésete o el fracaso de los agricultores. El
dafio causado por plagas se ha estimado entre \elB8% de todos los cultivos (Pimentel,
1991). ElI MIP (Kogan, 1998) y el manejo integrad® clltivos (ICM, sigla en inglés)
(Copping, 2001) son los principales conceptos emahejo de plagas, los cuales estan

relacionados con el desarrollo de una agricultarbientalmente mas amigable.

Los semioquimicos (Nordlund, 1981) son usados krC& para monitorear
poblaciones de plagas, la mayoria insectiles, atngmto masivo y disrupcion de copula
(Bakke & Lie, 1985; Campioret al, 1985; Wall, 1985). Estas sustancias, en todss lo
métodos de aplicacién, son liberadas a la atmosiesde dispositivos que son esparcidos en
el campo. Entre los desarrollados para la liberaaidntrolada de semioquimicos se
encuentran septas de goma, diferentes dispensadaremes impregnados, fibras y tubos de

polietileno (Weatherstone, 1990), todos ellos aplas de manera manual.

En afios recientes se han desarrollado experimdretoampo a gran escala probando
semioquimicos relacionados con comunicacion sexfebmonas sexuales) (Mayer &
Mitchell, 1998). Se han usado una gran variedadigfgensadores basados en diferentes tipos
de polimeros y sustancias naturales (Yoshal, 2008), sin embargo existe una falta de
informacion relativa a mediciones fisico-quimicasalucradas en la liberacion de estas

sustancias desde los dispensadores.

Existe por lo tanto, una necesidad de estableaguligar modelos de velocidad de
liberacion del semioquimico desde los dispensadmaes asi poder comprender de una mejor
forma los mecanismos y limitaciones asociados toordrol y monitoreo de plagas.

Algunos autores han informado modelos predictiggesvelocidad de liberacion de
feromonas en funcién del tiempo o de los gradogAlimemard & Leblon, 1987; Loriatti y
Dalla Serra, 1992; Neuman, 1992; Charmillot & P&qul993), pero no han calculado
velocidades de liberacion instantaneas, descrgon@canismos involucrados, o predicho

tasas de liberacion bajo variadas condiciones.
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Uno de los principales factores que afectan laocidhd de liberacion del
semioquimico es la temperatura. Bradlgtyal (1995) propusieron uno de los primeros
modelos. Los autores usaron tubos de polietilemaocdispensadores y el modelo se baso en
la longitud de la columna de semioquimico en ebtdb polietileno. Los autores asumieron
gue la velocidad de liberacién era proporcionah ¢éohgitud del capilar y a la conductancia
térmica de la pared del dispensador de plastico.

La velocidad de la emision del ingrediente ac®@soun factor critico que afecta la
eficacia del semioquimico en el manejo de plaga&sdP un punto de vista del manejo de
plagas de insectos, es deseable tener un dispogitir pueda liberar el semioquimico a una
velocidad constante. En la practica, tal dispositpodria ser dificil de fabricar. Capilares de
vidrio como dispositivos de velocidad de liberacamntrolada han sido desarrollados desde
1980. Sin embargo, variados informes han indicagofipras cargadas con feromonas usadas
comercialmente en estrategias de control de insettemen un pobre desempefio en
comparacion con la predicha (Wheathergbnal, 1995). Los métodos mas ampliamente
usados para medir la velocidad de liberacion sodinma fase gaseosa y examinar el
contenido residual por medio de la medicién deigérde peso o analisis por extraccién con
solvente de las muestras expuestas en el labaratodampo. Sin embargo, la principal
desventaja es el tiempo que se ocupa en estosignaétiquiriendo meses o0 aun afos para

obtener resultados.

En este trabajo se usd el modelo cinético propugst Zhang (2005), en orden de
obtener de manera rapida la tasa de liberacion adquer temperatura. Ademas este
acercamiento fisico-quimico permite predecir el portamiento a diferentes temperaturas,
calcular la vida media del dispositivo con semiagjud y calcular constantes de velocidad a

una temperatura determinada.

Es asi como este trabajo se dividié en dos etapabjetivo de la primera fue buscar
el mejor dispositivo entre una esponja, una segtaga@ma y una esponja en bolsa de
polietileno; en un asegunda el objetivo fue prodlamejor dispositivo bajo condiciones de
campo.

El efecto de la temperatura tuvo una mayor in@@esobre los dispositivos basados
en esponja. Las mejores correlaciones linealesqidemer las constantes de velocidad fueron

obtenidas para el dispositivo de septa de goma leooneno (Fig. 12; ¥ > 0,9).
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Comportamiento parecido fue observado fahexenal (Fig.15), aunque los valores de r
fueron menores (0,57 %r 0,9). Estos resultados coinciden con lo informado Zhang
(2005), quien encontré que la septa de goma eradenies mejores dispositivos para ser

usado como sistema de liberacién controlada.

El calculo de la energia de activacion, nos daidea de la estabilidad del sistema. Si
la relacion entre la temperatura y la constanteedigcidad (ecuacion de Arrhenius) es lineal
(p<0,05), indica que el sistema es estable, y pde ees posible predecir comportamientos
fisico-quimicos. El analisis de este pardmetro sestna en las figuras 17 y 18. En ellas es
posible observar que la septa de goma es la ndtdegtara limoneno (Fig. 17B; p = 0,0068).
Esto no es muy claro paE2-hexenal ya que ninguno de los dispositivos sapootaron
estables (Fig. 18A-C; p>0,05). Esto podria serieagb debido a la alta presion de vapor de
este compuesto en comparacion con el limoneno. $gjeriria que se debiera aumentar la

densidad y/o disminuir la porosidad del disposifpanaE-2-hexenal.

La vida media de limoneno incorporado en las segeagoma es dependiente de la
temperatura (Tabla 6), variando entre 3 y 1 diague significa que la efectividad del
dispositivo variaria entre 6 y 2 dias. Este valmesta muy alejado del informado por Zhang
(2005), quien sefald que la vida media de disparlarferomona sexual de la polilla gitana,

incorporado en septa de goma era de 3,7 dias a 35°C

La efectividad de la formulacién semioquimico-sede goma fue probada en un
experimento de campo el cual contemplo la incoorade limoneno yE-2-hexenal en
septas de goma a una dosis deubOLa aplicacién se realiz6 sobre un disefio de gdasc
divididas las cuales contenian Quifiequeli-INIA wdimeas experimentales Sin Int VI'y Syn
Il Pre lll. EI cambio de septas fue cada siete ¢ida evaluacion de la presencia He
obscurusen campo experimental fue realizada mensualménteresultados después de un
afio de ensayo mostraron que no se encontrarondaods/ deH. obscurusen las parcelas
tratadas con limoneno (Tabla 8). Este compuest@hmabstrado caracteristicas de repelencia
hacia este curculiénido en experimentos de laboca{dapiaet al, 2007). En cambio, se
encontraron barrenadores en las parcelas tratamhaglatrayentde-2-hexenal, compuesto
gue habia mostrado esta propiedad bajo condicidadaboratorio (Tapi&t al, 2007). Al
respecto, Pureswamt al (2004) afirman que limoneno repele al escolitiZEndroctonus

brevicomis de esta manera la resistencia Riaus ponderosa la colonizacion por este
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escolitido esté correlacionada con un aumento deraentracion de limoneno en la resina
(Macias-Samano, 1998). Lex al (2001) y Tripathiet al. (2003) mencionan los efectos
ovicidas, inhibidor de oviposicion y el efecto txipara adultos de tres escarabajos de
productos almacenad&hyzopertha domini¢c&itophilus oryzageTlribolium castaneumEstos
antecedentes, ademas de la actividad en campdedeosspuesto sobid. obscurugpermite
sugerir su potencial uso como bioindicador de pkntsistentes a este curculiénido o su

aplicacion como repelente.

Por otro lado, la actividad atractante El2-hexenal bajo condiciones de campo, esta
soportado por datos de literatura que muestranegt® compuesto es una kairomona en
diferentes especies de coledpteros (Vissel., 1979; Prokopet al, 2001). Vrkocovaet al
(2000) hacen referencia a la actividad atrayent&-8ehexenal sobre el escolitiddcolytus

intricatus.

Por ultimo, el modelo aplicado en este estudiovgeolas bases para predecir la
probabilidad de la durabilidad de los dispensaderean periodo determinado. Ademas, los
parametros fisico-quimicos evaluados en este espugiden ser usados como estandares para
evaluar la diseminacion desde diferentes dispemsadde semioquimicos a diferentes

condiciones de temperatura.
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6. CONCLUSIONES

La evaluacion de la temperatura sobre la tasabéealtion de los semioquimicos fue
el punto clave para la eleccion del mejor dispenisado mas relevante de esta investigacion
fue la escasez de estudios relacionados con el fantar que hace mas complejo el estudio
ya que no se contd con una amplia fuente de cengait el desarrollo de esta tesis. Aln asi,
se lograron resultados que aportan importante®dogrla investigacion y sobre todo que
sugieren el uso de este experimento como modet glaestudio de otros sistemas que

potencialmente puedan ser incorporados en el Mdniggrado de Plagas (MIP).

La eficacia que presento el dispensador 2 (septpiha) en el estudio experimental a
través de la determinacidn de la curva de libérade los compuestos, permiten sugerir su

uso en métodos de control y monitoredHygastinus obscurus.

La determinacién de las constantes de velocidad pada temperatura resultaron
Utiles para definir el tiempo de vida media de $esnioquimicos y con ello definir cada

cuanto tiempo se debe hacer la nueva aplicaci@om@uestos.

Los datos reportados en las tablas 8, 9 y 10 eoafirla presencia del barrenador en
las parcelas establecidas para este experimergonteandose insectos a nivel de raices, en
aquellas que estaban tratadas Es®-hexenal (atrayente); sin embargo en las tratadas
limoneno (repelente) no se observé presencia gdiagg. Lo que permite aceptar la hipétesis
de trabajo planteadé&a aplicacion de un sistema de liberacion conttalde semioquimicos

bajo condiciones de campo, permitira atraer y egpé}lastinus obscurus”.

La fase primera de esta investigacion se basé fmrdel dispositivo mas eficiente
para ser utilizado en terreno y la posterior e@@amplementacion de un ensayo de campo
permiten cumplir con el objetivo principal de estais “Evaluar el efecto de-2-hexenal y
limoneno sobre la poblacién délylastinus obscurysbajo condiciones de campo”, dando

respuesta a este objetivo segun lo referido emfoéanterior.

El uso del control etologico, se presenta comognaa alternativa a la hora de
controlar plagas complejas, comrdoobscurugjue no han logrado ser controladas por los

métodos de control tradicionales. Lo méas impoeastdefinir el mejor sistema de monitoreo
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y control del insecto, ya sea atrayéndolo, repdbémo disuadiendo su conducta habitual, y
para ello, conocer todas las variables asociadsistama, y que de una u otra forma incidan
en el éxito final del proceso. Por tal motivo steenvestigacion previo al desarrollo de las
etapas de trabajo, se plantearon los puntos ghabian sido analizados en investigaciones
anteriores, asi como las debilidades a la horad&alar esta plaga, llegando a la conclusién
gue la forma de liberacién de los compuestos asbate la mejor fuente de emisién para los
mismos resulta fundamental a la hora de implememtarestrategia de control y/o monitoreo
de una plaga.
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7. RESUMEN

El trébol rosado es una forrajera de gran imporgaen la zona centro-sur de Chile.
Esta especie es afectada por huéspedes no desgadds, el principal de elladylastinus
obscurus Este insecto, que vive y se alimenta al intedtfas raices del trébol rosado, no ha
podido ser controlado de forma efectiva por métattosontrol tradicional, provocando serios
problemas en la persistencia de las praderas.

Actualmente se estan investigando nuevas técaigaspermitan obtener un control
efectivo que detenga o disminuya el dafio que peeste insecto. Uno de estos es el control
etoldgico, el cual se ha masificado en los Ultirmées, debido a su éxito en el control y
disminucién de la poblacion de diferentes espemesideradas plagas en la agricultura. Este
método se basa en el uso de sustancias quimicadifjulen al ambiente mediante
dispensadores que las liberan en forma controladage posteriormente son captadas por los

organos receptores de los insectos provocandomhbican su comportamiento.

Estudios anteriores realizados por el Laboratate Ecologia Quimica de la
Universidad de La Frontera, han permitido iderdifie-2-hexenal y limoneno que funcionan
como atrayente y repelente He obscurusrespectivamente. Esto se presenta como un gran
avance en la busqueda de métodos de control hsteiansecto. Sin embargo, su forma de
aplicacion en terreno, y la posterior liberacioniaesemioquimicos identificados es el punto

critico que se presenta en esta investigacion.

Para ello, se disefid un sistema de liberacionraenda de semioquimicos con el
objetivo de evaluar la tasa de liberacion El2-hexenal y limoneno desde tres diferentes
dispensadores: septa de goma, trozo de espomaoyde esponja en una bolsa de polietileno.
La primera parte del experimento se desarrolldl énEeQ. de la Universidad de La Frontera.
Para ello se disefié un sistema constituido porcaneara de cultivo con un flujo de aire en su
interior con temperatura controlada. Los 3 tiposdispensadores fueron sometidos a 6
temperaturas por 7 dias. Cada 24 horas se analipitenido dee-2-hexenal o limoneno en
los dispensadores mediante CG-EM. Los resultadososkearon que el dispensador que
resulté retener el compuesto y liberarlo en formés rhomogénea en el tiempo y a las

distintas temperaturas fue la septa de goma. dunsia parte de la investigacion consistié en
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la implementacion del experimento de campo. Sallasin los dispensadores de septa de
goma con los semioquimicos sobre parcelas de trébatlo y de forma periddica se evalué la
poblacion deHylastinus obscurus través de trampas pegajosas y muestreo de Plpata

identificar si habia o no colonizacion a nivel cadar.

Los resultados de esta investigacion permitiemmocer la tasa de liberacién de dos
semioquimicos importantes para el controHdebscurus Asimismo, permitieron conocer e
identificar el mejor dispensador para ser utilizadaerreno evaluando ademas la vida media
de los compuestos en el mismo dispositivo. En lasas etapas de dicha investigacion, se
encontraron insectos a nivel radicular en estaddt@g larval en las parcelas que contenian
el atrayenteE-2-hexenal. Lo contrario ocurrié con las parcelagattas con el repelente
(limoneno), no encontrandose presenciaHleobscurusen ninguno de sus estadios en
ninguna de las parcelas. Lo que permite inferir glugatamiento y su forma de aplicacion
fueron eficaces en el control del insecto. Estemrgia se basa en que habia presencia del
barrenador en el potrero donde estaban las partralaslas con semioquimicos ya que se
encontraron individuos dd. obscurusen las trampas pegajosas, las cuales fueron idatala

para el monitoreo de la plaga.

Finalmente, se concluye que el experimento ddtaimoreporta datos relevantes a la
problematica que presenta este insecto para laudtgra. Proponiendo asi su uso e
implementacion como sistema de monitoreo y comtedilylastinus obscurusytilizando los
semioquimico$-2-hexenal como atrayente para el monitoreo dedgaply limoneno como

repelente para ser incorporados en métodos de otomttegrado de la misma.
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8. SUMMARY

Red clover is an important forage culture in thet@d-southern of Chile. This species
is affected by several unwanted biotics agents;nlost important iHylastinus obscurus
This insect, which lives and feeds inside the ramftslover, it have not been effectively
controlled by traditional control methods, caussagious problems on the persistence of the

prairies.

Currently there are investigations about the dmiely of new techniques for reducing
the damage caused by this insect. One of theséeisethological control, which have
increased in recent years due to its success iesdh&ol and reduction of the population of
different pests for the agriculture. This methotdased on the use of chemicals that diffuse to
the environment from dispensers in a controlled wéeing captured by the receptor organs

of insects causing a change in its behavior.

Previous studies developed by the L.E.Q. of Usidiad de La Frontera, have
identified E-2-hexenal and limonene, acting as attractant epdllent towards$1. obscurus
respectively. This is considered as a great prsgiasthe searching for methods for
controlling this insect. However, the way how tglyan the field the semiochemical and the
subsequent releasing of semiochemicals from thgedser are the critical point studied in

this research.

To do this, we designed a release controlled systiesemiochemicals to evaluate the
release rate oE-2-hexenal and limonene from three different disees. sponge, rubber
septa, and sponge in a polyethylene bag. Thedastof the research was conducted at the
L.E.Q. of Universidad de La Frontera. A system ¢stimgy of a growth chamber with a flow
of air inside with temperature-controlled was deedy The 3 types of dispensers were
subjected to 6 temperatures for 7 days. Every 2&4shdhe residue in the dispenserte2-
hexenal or imonene was analyzed by GC-MS. Thdiseshowed that the dispenser resulting
to both retain and release the semiochemical meenlg over time and at different
temperatures was the rubber septa. The secondfpthe research was the implementation of

the field experiment. Rubber septa dispensers hedsemiochemicals were installed on
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clover plots and thelylastinus obscurupopulation flying and present in red clover rootsw
periodically evaluated by sticky traps and plamhghng respectively.

The results of this research allowed determinimg telease rate of two important
semiochemicals for the control f. obscurusAlso, allowed to know and identify the best
dispenser for being used in the field, and to eataluhe half-life of the dispenser with the
compounds. In the later stages of the investigatamult and larval insects infecting red
clover roots were found in the plots containing #tgactantE-2-hexenal. The opposite,
occurred in plots treated with the repellent (lirena), where it was not found the presence of
H. obscurugn any of its stages in any of the plots. Thesaltesuggest that the treatment
and the way of the application were effective fontrolling the insect. This suggestion is
based on the field observation that there werectedtying in the site of the experimentation,

because they were captured in sticky traps, whiefewnstalled to monitor the pest.

Finally, this research concludes that the expartndeveloped reports relevant data to
the agriculture in relation to this insect pesteTRsult suggest to study the incorporation of
this compounds in a system for monitoring and adlirig Hylastinus obscurusising the
semiochemical&-2-hexenal as an attractant to monitor the pestliamshene as a repellent

for controlling it.
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