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1. INTRODUCCION

Las larvas de escarabeidos producen dafos iImportantes en
praderas y sementeras del sur de Chile. Las principales especies
que causan perjuicios en esta zona son Phytoloema herrmanni e
Hylamorpha elegans, de las cuales se han estudiado algunos
aspectos de su biologia, comportamiento y combate cultural
mediante insecticidas y organismos bioldgicos. Sin embargo, su
relacion con las plantas de las cuales se alimentan, tanto en la
respuesta de la planta a las larvas de escarabeidos, como el
efecto de las plantas sobre las larvas, ha recibido una atencién
menor. Algunos estudios sefialan que estas larvas presentan una
mejor condicién al alimentarse de raices de gramineas que
leguminosas (ROJAS, 1994) y otros estudios sefialan que estas
larvas son capaces de sobrevivir en suelo en la ausencia de
raices (FRESARD, 1992). Por otra parte, la relacion entre las
plantas y las larvas de escarabeidos, en estudios realizados en
laboratorio, no muestran una respuesta agregativa a la presencia
de plantas (PAPE, 2001; CARRILLO et al., 2004). Otros estudios
muestran que la sobrevivencia de las larvas en suelo con y sin
vegetacion es similar, aun cuando en presencia de raices de
plantas, las larvas presentan una mejor condicion.

Menos aun se conoce acerca de las interacciones entre
insectos en general y los exudados liberados por las raices de
plantas, tal como se ha comprobado que existe en otras especies
de animales y microorganismos, en forma similar a los fendémenos
alelopaticos planta-planta, aunque existen ensayos que hacen
pensar que el crecimiento y desarrollo de larvas de escarabeidos
pudiera ser afectado por compuestos quimicos presentes en el
suelo donde ellas habitan.

El estudio de las interacciones entre insectos subterraneos
y las raices de plantas ha permanecido como un campo inexplorado
de investigacion, que solo en los ultimos afos esta recibiendo
alguna atencién y el aislamiento y purificaciéon de los



compuestos ha estado ligado principalmente a la blsqueda de
nuevos ingredientes que aminoren o sustituyan las aplicaciones
de agroquimicos y la exploracién de nuevos farmacos para la
salud humana.

En este trabajo se estudia en primer lugar la respuesta de
larvas de tercer estadio de H. elegans y P. hermanni a la
aplicacion de exudados solubles en agua liberados por las raices
de distintas especies forrajeras, a fin de establecer si cumplen
una relaciéon en la interacciéon planta-insecto. En un segundo
lugar se determina la respuesta de larvas de segundo estadio de
P. herrmanni a la ausencia de raices y a una enmienda organica

del suelo en forma de estiércol.

Las hipdétesis formuladas en este estudio son las

siguientes:

1) Las larvas de tercer estadio de H. elegans y P. herrmanni son
afectadas en su peso y sobrevivencia, al ser expuestas a

exudados solubles en agua de diferentes especies forrajeras.

2) Las larvas de segundo estadio de P. herrmanni presentan mayor
peso y sobrevivencia en un suelo con enmienda organica que en el
mismo suelo con presencia de raices de distintas especies

forrajeras.

OBJETIVOS

Establecer la respuesta de larvas de tercer estadio de H.
elegans y P. herrmanni, a la aplicacién de exudados solubles en

agua liberados por las raices de distintas especies forrajeras.

Analizar la composicion de exudados radicales solubles en
agua, liberados por las raices de distintas especies de plantas.



Determinar la capacidad de distintos substratos para
retener exudados radicales solubles en agua, liberados por las

raices.

Establecer la respuesta de larvas de segundo estadio de P.
herrmanni a suelo con presencia de raices y con una enmienda

organica en forma de estiércol.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas generales de la familia Scarabaeidae

La familia Scarabaeidae pertenece taxonémicamente al orden
Coleoptera, suborden Polyphaga, serie Haplogastra y superfamilia
Scarabaeioidea (Blackwelder, citado por ETCHEVERRY y HERRERA,
1972). Los adultos son conocidos como escarabajos, sanjuanes y
pololos; mientras que las larvas son conocidas como gusanos
blancos, gallinas ciegas, gusanos del pasto, etc. (RITCHER,
1966; CORONADO y MARQUEZ, 1972).

2.2 Especies de escarabeidos presentes en praderas y sementeras
del sur de Chile.

En Chile, el problema de 1las larvas de escarabeidos
comprende exclusivamente especies nativas que han llegado a ser
dafiinas en zonas antes boscosas y que hoy estan dedicadas casi
totalmente a la agricultura (DURAN, 1952; 1954; 1976). ElI afio
1954, el mismo autor elabordé un listado de los escarabeidos
perjudiciales presentes en la zona sur de Chile indicando las
siguientes especies: Hylamorpha elegans (Burm.), de la
subfamilia Rutelinae y Phytoloema herrmanni Germ., Sericoides
germaini D.T., Schizochelus breviventris Phil. y Phytoloema
mutabilis (Sol.)todas ellas de la Subfamilia Melolonthinae.

De este complejo, las especies mas conocidas y mas
estudiadas en la zona sur de Chile corresponden a H. elegans
(pololo verde chico) y P. herrmanni (pololo café chico)(AGUILERA
y CISTERNAS, 1999), probablemente debido a las altas densidades
que alcanzan y su dafio.

2.2.1 Caracteristicas morfolégicas, ciclo estacional y otros
aspectos bioldogicos de Phytoloema herrmanni. Los adultos de este
pololo café presentan su cuerpo de color castano brillante,
miden aproximadamente 13 mm de largo, <con Jlos élitros

ligeramente mas claros (ARTIGAS, 1994), se caracterizan por no



alimentarse (RIVERA, 1904; DURAN, 1954 y 1976; CISTERNAS vy
CARRILLO, 2001).

En relacion a sus estados preimaginales, éstos, al igual
que otras especies presentes en la zona sur de Chile, han sido
descritos por CISTERNAS (1986). En general, P. herrmanni
presenta larvas de tipo escarabeiformes, cilindricas, formando
en reposo una tipica letra C, con tres pares de patas toraxicas.
Presentan 3 estadios larvales, que se diferencian entre si por
su tamafo, siendo las larvas del primer estadio de color blanco
traslidcido y amarillo péalido al término de su estado larval.
Estas larvas presentan el tergo del ultimo segmento abdominal
densamente cubierto por numerosas setas cortas, medianas y
largas, dirigidas hacia el extremo posterior. La abertura anal
presenta la forma de ’Y” con dos lI6bulos ventrales y uno dorsal
cubiertos por setas de diversos tamafios.

Con respecto a su ciclo estacional, CISTERNAS y CARRILLO
(2001) sefialan que su duracion es de un afio en el sur de Chile.
ElI insecto adulto vuela entre fines de septiembre hasta fines de
octubre, periodo durante el cual las hembras ponen sus huevos
preferentemente al colonizar nuevas praderas, en suelos con
reducida cubierta vegetal. De los huevos emergen pequefias larvas
de 5 mm de largo en un periodo aproximado de 30 dias. Estudios
anteriores sefialan que la actividad larval de esta especie puede
variar de 10 a 11 meses, apareciendo las larvas los primeros
dias de diciembre y en julio alcanzan todo su desarrollo,
comenzando a bajar hasta profundidades de 30 6 40 cm DURAN
(1954). ElI mismo autor sefiala que el estado de pupa dura un
periodo de 2 y eventualmente 3 meses.

Cuando las poblaciones sobrepasan las 1000 larvas por metro
cuadrado, el efecto del ataque se puede comenzar a ver temprano
en el otofo, alcanzando su maxima expresion desde mediados de
esta estacion hasta fTines de invierno (agosto) (CISTERNAS vy
CARRILLO, 2001).



2.2.2 Caracteristicas morfoldgicas, ciclo estacional y otros
aspectos bioldgicos de Hylamorpha elegans. ElI adulto del pololo
verde es de color verde claro o verde ceniciento (CISTERNAS,
1986) se alimenta de hojas de roble (DURAN, 1952 y 1976) y otras
especies forestales y frutales (GONZALEZ, 1989). Segun CISTERNAS
(1986) esta especie presenta 3 estadios larvales y al igual que
P_.herrmanni, la larva es del tipo escarabeiforme, cilindrica y
forma en reposo un tipica letra “C”, con tres pares de patas
toraxicas. Su color es blanco hialino durante los primeros
estadios tornandose amarillo palido al término del tercer
estadio. Estas larvas presentan el tergo del ultimo segmento
abdominal con el dorso pobremente cubierto por setas de
diferentes tamafos, dirigidos hacia la region posterior. La
abertura anal es curvada transversalmente y presenta dos l16ébulos
(uno dorsal y uno ventral) cubiertos por setas largas y cortas.
En el sur de Chile, el ciclo de vida de esta especie dura
aproximadamente 1 afio, ocasionado el mayor dafio entre los meses
de junio y agosto (DURAN, 1976; ARTIGAS, 1994). Segun DURAN
(1952), en la provincia de Cautin, el periodo de actividad
larval comprende desde mediados de enero a principios de
septiembre y el periodo de pupa abarca los meses de septiembre,
octubre y aun noviembre. Segin AGUILERA y CISTERNAS (1999) el
periodo de vuelo de esta especie en la IX regién comienza en
noviembre y finaliza aproximadamente a mediados de febrero.
Durante las primeras etapas larvarias este insecto no se
alimenta de las raices de plantas o al menos esta alimentacion
es insignificante. Sin embargo, en junio y julio en Cautin los
danos a las sementeras de cereales, especialmente de trigo y
avena, son evidentes (DURAN, 1952). Segun el mismo autor, las
larvas de esta especie viven superficialmente en terrenos
agricolas, no enterrandose mas alla de los 20 cm, ubicandose
generalmente entre los 5 y 10 cm de profundidad y el nivel
normal de poblacién seria 10 a 25 larvas/m?, pero se ha podido

encontrar poblaciones maximas de 300 larvas/m?.



2.3 Importancia econdtmica de los escarabeidos en praderas del
Sur de Chile.

Las larvas de escarabeidos son de iImportancia econdmica
debido a que se alimentan preferentemente de raices de plantas y
los adultos presentan una accion desfoliadora principalmente en
arboles y arbustos (RITCHER, 1958).

En Chile, OLALQUIAGA (1961) y NORAMBUENA y AGUILERA (1988)
seflalan que las especies que cobran mayor importancia para las
forrajeras son aquellas gue obstaculizan el establecimiento del
cultivo y reducen la productividad al alimentarse del sistema
radical, 1o que se traduce en [la apariciéon de manchas
amarillentas y posteriormente sectores de suelo desprovistos de
vegetacion

Segin RADCLIFFE (1971) las altas poblaciones de gusanos
blancos alteran marcadamente la composicidon botanica de las
praderas ya sea por la alimentacion selectiva de una o mas
especies o por la alimentacidén indiscriminada de todas las
especies.

ARTIGAS (1994) sefiala que el ataque de H. elegans junto a
otras especies del complejo de [los gusanos cortadores
subterraneos en las praderas del sur de Chile, produce pérdidas
permanentes, estimada en un séptimo de la carga anual por
hectarea, siendo considerada ademas una de las especies mas
dafiinas para el trigo en la VIII y X regiéon donde los ataques
severos llegan a ocasionar pérdidas de hasta el 80% de las
plantulas de trigo, obligando a resembrar totalmente. Por su
parte, en relacion al ataque producido por P. herrmanni,
CISTERNAS y CARRILLO (2001) informan que no se han establecido
claramente los niveles de dafio producidos por este insecto en
las praderas pero que afio a afio se conoce del ataque a vastas
extensiones, con la destruccién del 100% de las praderas en

algunos predios.



2.4 Relacion planta-insectos subterraneos.

En términos generales, la interaccién planta-herbivoro ha
sido objeto de una activa iInvestigacién ecolégica en los ultimos
afos. Sin embargo, la herbivoria por insectos subterraneos ha
sido virtualmente inexplorada. Aunque ha recibido considerable
atencion en la agricultura en la medida que muchas de las
especies constituyen plagas de importancia econémica( BROWN vy
GANGE, 1990).

Desde un punto de vista ecoldgico, VAN DER PUTTEN (2002),
indica que los herbivoros y patégenos de raices afectan Ilos
patrones espaciales y temporales en las comunidades de las
plantas, y si estos patrones son ciclicos o irreversibles
depende de las caracteristicas del herbivoro, las interacciones
con otros organismos bajo o sobre el suelo y la tasa de cambios
en el ambiente abidtico.

Los insectos que se alimentan de raices tienen que
mantenerse con una fuente alimenticia, la cual, aunque
abundante, puede ser de una calidad muy baja y como resultado
de ello, a menudo estos insectos tienen largos ciclos de vida y
por lo tanto tienden a ser residentes de comunidades vegetales
establecidas (BROWN y GANGE, 1990).

Segun WALKER et al., (2003), el estudio de |las
interacciones planta-insecto mediado por sefiales quimicas ha
estado muy confinado a las hojas y tallos, mientras que el
estudio de la comunicacién raiz-insecto ha permanecido
grandemente inexplorado debido a la complejidad de la rizosfera

y a la falta de sistemas experimentales apropiados.

2.4.1 Respuesta de las plantas al ataque por larvas de
escarabeidos. La remocién del tejido radical por insectos
herbivoros de suelo, puede resultar en una diversidad de
respuestas en sus plantas hospederas, que van desde cambios en
la raiz, proporcién de brotes, ubicaciéon del carbono vy

nitréogeno en la planta hasta la muerte de las mismas. Los



efectos de la herbivoria sobre las raices de la plantas no estan
restringidos a la pérdida del tejido radical. Asi por ejemplo,
en praderas mixtas, la alimentacidon de las raices puede reducir
la productividad primaria neta anual 16 veces mas que lo que
realmente es consumido (Ingham y Detling, 1990, citados por
HUNTER, 2001).

Los herbivoros de las raices pueden causar pérdidas de las
proteinas desde las raices, una reduccién en los carbohidratos
de reservas no estructurales de la raiz y subsecuentemente la
mortalidad de la planta (GODFREY et al., 1987). Sin embargo, las
plantas infestadas por 1insectos que se alimentan de raices
pueden también exhibir aumentos en el contenido de nitrdégeno de
la raiz y una reduccion en el contenido de nitrogeno foliar,
reflejando una redireccién del nitréogeno hacia las raices
(HUNTER, 2001).

Segun RIDSDILL-SMITH, (1977) la relacién entre la cantidad
de alimentacion por larvas de escarabeidos y el nivel resultante
de dafio econdémico generalmente es complejo, ya que estas
larvas se alimentan del sistema vradical de las plantas
forrajeras y la parte econdémicamente importante de ellas es el
follaje. EI mismo autor afirma que la pérdida de rendimiento en
la parte de la planta que es consumida puede ser proporcional a
la cantidad de insectos que se alimentan de ella, la planta
puede compensar las mermas producidas por el insecto mediante el
incremento en su tasa de crecimiento o bien las pérdidas por la
alimentacion pueden exceder el consumo efectuado por el insecto,
Por lo tanto, las pérdidas de rendimiento de follaje depende de
las relaciones entre el crecimiento radical y foliar y puede ser
igual ,menor o mayor que la pérdida en el rendimiento de
raices. Al respecto DAVIDSON et al., (1970) agregan que ciertas
plantas afectadas por larvas de escarabeidos son capaces de
perder sobre el 50% del sistema radical sin que se produzca una
disminucion significativa en el rendimiento de follaje. Algunos

experimentos en invernadero realizados por ROJAS (1994) indican



que algunas especies forrajeras a bajas densidades pueden
sobrecompensar el dafio efectuado a las raices por larvas de

escarabeidos.

2.4_.2 Compuestos de las raices que afectan la alimentacion de
larvas de escarabeidos. EI hecho que muchas especies de insectos
gque se alimentan de raices muestren preferencias por distintas
plantas hospederas sugiere que hay ciertos compuestos quimicos
en las raices de las plantas que aumentan o inhiben la
alimentacion larval (BROWN y GANGE, 1990). Ya en el afio 1965,
Beck postulaba que 1los requerimientos nutricionales de los
insectos no serian un factor determinante en la especificidad
por una determinada planta, debido a que todos los insectos
tendrian similares requerimientos nutricionales esenciales, por
lo que la especificidad del insecto y la resistencia de la
planta debiera estar basada en la presencia de substancias
bioquimicas secundarias (BECK, 1965).

Los compuestos quimicos involucrados en las respuestas
conductuales de los iInsectos que se alimentan de raices pueden
ser fagoestimulantes, atrayentes, e inhibidores (BROWN y GANGE,
1990), de tal manera que los insectos Tfitéfagos localizan los
hospederos por respuestas de orientacidén hacia el hospedero mas
que por movimientos aleatorios (SUTHERLAND, 1972; DOANE et al.,
1975; BRANSON, 1982). A continuacién se presenta una breve
revision de los compuestos fagoestimulantes, atrayentes e
inhibidores informados en algunos trabajos, muchos de ellos aun
no estudiados en detalle para larvas de escarabeidos, pero que
podrian estar involucrados en sus relaciones con sus plantas
hospederas. En general estos compuestos pueden presentar
respuestas diversas por parte de los herbivoros, relacionado
esto a sus rangos de hospederos, es decir, un mismo compuesto
puede ser toxico o inhibidor de 1la alimentacion para una
especie de insecto, pero ser estimulante para otra. Por otra

parte, muchas veces las respuestas de un determinado insecto
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pueden estar afectadas por compuestos que actuan de forma

conjunta.

2.4.2.1 Compuestos fagoestimulantes. El almacenaje de
carbohidratos en los tejidos subterraneos de la planta promueve
un suministro alimenticio con un alto contenido energético
(BROWN y GANGE 1990). Segun Dadd, 1977, citado por CHAPMAN
(2003), los azucares son Tagoestimulantes para todos los
insectos fitofagos estudiados y las células en una o0 mas
sensilas del aparato bucal de larvas y adultos de colebpteros,
dipteros y lepidopteros, responden a ellos, principalmente Ila
sacarosa. Pruebas con un gran numero de carbohidratos puros,
aminoacidos, vitaminas y sales inorganicas han indicado que la
ingestion es regulada por una respuesta gustatoria positiva a
algunos de ellos (SUTHERLAND y HILLIER, 1974 a y b). LADD (1988)
sefiala que las larvas de tercer estadio de Popillia japonica es
estimulada en su alimentacién por la sacarosa, maltosa glucosa y
trehalosa, mientras que SUTHERLAND (1971) inform6 que Ila
sacarosa constituia el 50 % del contenido de azucares solubles
totales en las raices de Lolium spp. y demostré6 que este
compuesto era un fagoestimulante importante para larvas del
escarabeido Costelytra zealandica (White). EI mismo autor
informa que tanto las larvas de Heteronychus arador (Burm.) como
de C. zealandica son estimuladas por fructosa sacarosa, glucosa
y maltosa. La sacarosa, maltosa y glucosa también han sido
identificadas como estimulantes alimenticios para las larvas del
escarabeido australiano Sericesthis geminata (Boisduval)(Wensler
y Dudzinski citados por LADD, 1988).

Por otra parte, SUTHERLAND y HILLIER (1974a) indican que
las larvas de tercer estadio de C. zealandica también son
estimuladas por varios aminoacidos entre los cuales se sefalan
al acido L-aspartico, L-glutamico y L-serina. El &cido ascérbico
también fue un fuerte estimulador de la alimentacidon e inducia

una fuerte respuesta en combinacién con la sacarosa.
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2.4.2.2 Compuestos atrayentes. El CO, parece ser uno de los
principales compuestos quimicos mediante los cuales los iInsectos
que se alimentan de raices se orientan en el suelo. Este es un
metabolito primario liberado desde las raices durante el proceso
de respiracion (BROWN y GANGE, 1990), por la materia organica en
descomposicion en el suelo, asi como por las raices de plantas
vivas. Los insectos fitéfagos y saprofagos pueden usar el CO,
para localizar su fuente alimenticia (VILLANI y WRIGHT, 1990).
Complementario a esto, BERNKLAU y BJOSTAD (1998 a y b) informan
que el CO, es atractivo a un gran numero de invertebrados del
suelo incluyendo larvas de insectos, iInsectos adultos, acaros,
nematodos y bacterias. Por ejemplo, ROBINSON (1995) encontré que
varios nematodos son atraidos a gradientes de flujo de CO, y
STRNAD et al., (1986) y Bjostad, 1988, citado por ANDERSEN,
(1987) sefalan la atraccion por el compuesto en escarabajos
del género Diabrotica spp hacia las raices. También en C.
zealandica, SUTHERLAND (1972) vy GALBREATH (1988) 1indican la
existencia de esta respuesta. DOANE et al., (1975), en relacioén
a un trabajo previo realizado por Klinger, el afo 1975, sefialan
que la aparente respuesta de larvas de elatéridos Agriotes spp
al CO, demostrada por Klinger, el afio 1957 tiene implicancias
importantes para la orientacion y conducta alimenticia,
fisiologia, biologia general, ecologia y control de esas larvas.
Adicionalmente, otros estudios han permitido confirmar que el CO,
es el Unico compuesto atractivo a larvas de Diabrotica virgifera
virgifera Le Conte a las raices de maiz (BERNKLAU y BJOSTAD 1998
ay b), 1o que sugiere la posibilidad de obtener un nuevo método
de control a través del desarrollo de formulaciones que generen
CO, aplicadas al suelo, para causar la desorientacidon y prevenir
la localizacion de las raices por las larvas (BERNKLAU y BJOSTAD
1998 a).

VILLANI 'y WRIGHT (1990), sefalan que el CO, no es
especifico a una fuente alimenticia en particular, por lo que

los insectos con rangos de hospederos mas restringidos deben
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depender de compuestos quimicos vegetales adicionales mas
especificos, mezclas quimicas o sefiales no quimicas que el
insecto encuentra una vez dque iIntenta alimentarse sobre la
planta. Para insectos con un amplio rango de hospederos, tales
como larvas de escarabeidos y gusanos alambre, el CO, quizas en
combinacion con exudados no especificos de las raices de las
plantas podria ser adecuado para encontrar al hospedero (JONES y
COAKER, 1978). Segun estos mismos autores, la atraccién al CO, y
otros metabolitos primarios seria una caracteristica primitiva
comun a muchos 1Insectos saprofagos subterraneos y que la
evolucién hacia especialistas fitdéfagos estaria asociada con la
habilidad de estos ultimos para orientarse hacia compuestos

guimicos vegetales secundarios.

2.4.2.3 Compuestos inhibidores de [la alimentacién. Existen
evidencias que la herbivoria subterranea afecta negativamente el
potencial bidtico de las plantas, 1o que se demuestra por el
hecho que los tejidos subterraneos contienen frecuentemente
metabolitos que pueden actuar como inhibidores alimenticios
(MCKEY, 1979).

Segun RUSSELL et al., (1979) las plantas contienen una
diversidad de compuestos sin un rol obvio en el metabolismo
primario, los que son Ilamados metabolitos secundarios, la
funcidon primaria de estos compuestos es mantener la integridad
de la planta frente a competidores, depredadores y patégenos por
lo que, en muchos casos, la presencia de estos compuestos
toxicos que inhiben la alimentacién, se relaciona con la
resistencia de las plantas.

Muchos metabolitos secundarios parecen tener multiples
funciones (SEIGLER y PRICE, 1976; EINHELLIG, 1996; SEIGLER,
1996), los cuales pueden servir como compuestos antiherbivoros,
antifungicos, antiparéasitos, antibacterianos, como fitotoxinas,
reguladores internos del crecimiento y desarrollo, estimuladores

de la germinaciéon de semillas, etc., pero todo lo anterior,
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sumado a la presencia de interacciones y la presencia en una
planta de mas de un compuesto activo, hacen muy dificil la
interpretacidén de resultados en experimentos basados en un sélo
compuesto (SEIGLER, 1996). Por ejemplo, en algunos estudios de
alelopatia se ha encontrado que algunas especies de sorgo
contienen glucésidos cianogénicos, taninos, flavonoides y una
serie de A&cidos fendlicos, todos ellos tienen actividad
inhibitoria y la mayoria de ellos producen diferentes lesiones
bioldgicas (Einhellig, 1995, citado por ZENG et al., 2001). Por
otra parte, ROSENTHAL y JANSEN (1979) indican que en general los
compuestos quimicos hocivos para insectos pueden variar desde
moléculas simples tales como el &acido oxalico y cianida a
glucoésidos cianogénicos complejos, alcaloides, lipidos téxicos,
terpenoides, saponinas, flavonoides, taninos y ligninas.

Con relacion a lo anterior, RAMOS et al., (1998) indican
gue los compuestos secundarios frecuentemente se agrupan segun
las substancias quimicas que los constituyen en: compuestos
fendlicos (taninos, fitoestrégenos y cumarinas); toxinas
nitrogenadas (alcaloides, glucésidos cianogénicos,
glucosinolatos, aminoacidos toxicos, lectinas e inhibidores de
las proteasas); terpenos (lactonas sesquiterpénicas, glucésidos
cardiacos, saponinas); hidrocarburos poliacetilénicos Yy
oxalatos. Entre estos compuestos, los compuestos fendélicos han
sido los mas estudiados en relacion a su fitotoxicidad (Putnam,
1985, citado por CHUNG et al., 2001).

El hecho que la conducta alimenticia de insectos pueda ser
regulada por metabolitos secundarios, tales como los
flavonoides, sugiere que los iInsectos son capaces de percibir
estos compuestos (SIMMONDS, 2003). Por ejemplo, las larvas de
lepidopteros tienen receptores sensoriales en las neuronas de
sus sensilas maxilares estilocdénicas que responden tanto a los
fagoestimulantes como a los inhibidores alimenticios
(Schoonhoven, 1982, citado por SIMMONDS, 2001). La misma autora

sefiala que aunque existe evidencia que algunos ortopteros vy
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lepidépteros tienen receptores del sabor que responden a los
fenoles, aun se desconoce mucho sobre la especificidad de estos
receptores y si ellos diferencian entre diferentes grupos de
flavonoides, tales como, chalconas, flavonas, flavonoles, e
isoflavonas.

Los metabolitos secundarios presentes en el follaje de las
plantas y que actian como inhibidores de la alimentacién en
insectos pueden también estar presentes en el sistema radical
(MCKEY, 1979; BROWN y GANGE, 1990).

Existe muy poca informacidén acerca de las respuestas de
larvas de escarabeidos a estos metabolitos. Sin embargo, los
estudios sobre la base quimica de 1la resistencia de Lotus
pedunculatus Cavanilles al escarabeido C. zealandica realizados
por GNANASUNDERAM y SUTHERLAND (1986) llevaron al aislamiento de
un grupo de compuestos alifaticos identificados como el triéster
caracina y los diésteres coronarina y cibarina, los cuales junto
a varios otros ésteres del acido nitropopidénico habian sido
seflalados previamente como inhibidores de 1la alimentacién vy
toxicos a larvas de tercer estadio de este escarabeido. Por su
parte RUSSELL et al., (1984) informaron de la presencia de dos
2-arilbenzofuranos presentes en Onobrychis viciifolia I1lamados
sainfurano y metilsainfurano, los cuales presentaban actividad
inhibidora de la alimentacion para larvas de C. zealandica.
Otros experimentos con larvas del mismo escarabeido han
demostrado que de 36 isoflavonoides, 1incluyendo isémeros
opticos, probados para determinar su efecto inbhibitorio de la
alimentacién, 18 Tfueron activos. De éstos, la Taseolina vy
rotenona Tfueron particularmente activos a concentraciones tan
bajas como 1 ng/g (LANE et al., 1985).

2.4.3 Aleloquimicos en la relacion raiz-insecto. Se denominan
aleloquimicos a aquellos compuestos quimicos liberados desde las
plantas que presentan un efecto alelopatico (KRUSE et al.,
2000) .
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ElI término alelopatia fue introducido por Molisch en 1937 y
se deriva de las palabras griegas “allelon” una a la otra y
“pathos” dafio y significa el efecto dafino de uno sobre el otro
(Rizvi et al., 1992, citado por KRUSE et al., 2000). Sin
embargo, actualmente se acepta que el término cubre efectos
tanto estimulatorios como inhibitorios de una planta sobre otra
(RICE, 1984). Desde tiempos de Molisch, el concepto de
alelopatia se ha extendido para incluir cualquier interaccioén
organismo-organismo mediada por la liberacién y subsiguiente
recepcidn de compuestos organicos (aleloquimicos) que resultan
en alguna consecuencia beneficiosa o perjudicial al receptor. De
este modo, las interacciones planta-animal superior y planta-
insecto han 1llegado a ser incluidas en publicaciones sobre
alelopatia (STURZ y CHRISTIE, 2003). Acerca de esto mismo,
KRUSE et al., (2000) informan que algunos usan el término en un
sentido mas amplio, por ejemplo los entomélogos, quienes
incluyen los efectos de los compuestos secundarios sobre las
interacciones planta-insecto. Por su parte, ANAYA y CRUZ-ORTEGA
(2001) indican que la udltima definicién de alelopatia fue
postulada en el Primer Congreso Mundial de Alelopatia, realizado
en CAdiz, Espafia e intenta abarcar la vastedad y complejidad del
fenbmeno describiéndolo como: “la alelopatia se refiere a
cualquier proceso que involucre metabolitos secundarios
producidos por plantas, algas, bacterias y hongos, que influya
sobre los sistemas biolégicos™.

En una revision de la alelopatia en sistemas agricolas,
SEIGLER (1996), agrega que 1la alelopatia resulta cuando los
organismos vivos producen moléculas bioactivas, las cuales
pueden entrar al ambiente y producir efectos directos o
indirectos sobre el crecimiento y desarrollo de individuos de la
misma o de otras especies. Uno de los ejemplos mas cléasicos de
alelopatia es el del efecto inhibitorio en la germinacion de
semillas y el crecimiento de otras plantas cultivadas, tales
como el tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) y la lechuga
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(Lactuca sativa L.), por diferentes especies del género Juglans,
cuyo compuesto activo se piensa que es la naftoquinona juglona
(RICE, 1984; SEIGLER, 1996).

En muchos experimentos de laboratorio ha sido posible
demostrar que varios metabolitos secundarios de las plantas
tienen profundos efectos fisioldgicos en otras plantas, hongos y
bacterias y otros ensayos tanto de campo como de laboratorio
han demostrado que un gran numero de plantas 1inhiben el
crecimiento de otras plantas pero es dificil identificar los
compuestos relacionados a estas respuestas y establecer que el
compuesto realmente entra al ambiente y se moviliza bajo las
condiciones imperantes (SEIGLER, 1996).

NIEMEYER (1988), senala que los acidos hidroxamicos son
glucésidos presentes en todas las partes de las plantas de
centeno, maiz y trigo que han sido asociados con la resistencia
de cereales a insectos, hongos y bacterias, detoxificaciéon de
herbicidas y con efectos alelopaticos de los cereales.

La inhibicién alelopatica resulta tipicamente de la accioén
combinada de un grupo de aleloguimicos que interfieren
colectivamente con varios procesos Fisioldgicos (EINHELLIG,
1996). Los aleloguimicos pueden ser selectivos en su accidén o
las plantas pueden ser selectivas en sus respuestas (ZENG et
al., 2001). La mayoria de los aleloquimicos se clasifican como
metabolitos secundarios y son elaborados como productos
colaterales de las vias metabdlicas primarias de las plantas. A
menudo, su funcidén en la planta es desconocida, pero se sabe que
algunos de ellos tienen TfTunciones estructurales (por ejemplo
como intermediarios de lignificacién) o juegan un rol en la
defensa general contra herbivoros y patégenos vegetales (KRUSE
et al., 2000).

Los aleloquimicos pueden estar presentes en varias partes
de la planta (raices, hojas, rizomas, tallos, polen, semillas y
flores) y son liberados en el ambiente por la exudacién de las

raices, lixiviacion desde la parte aérea y volatilizacién y/o
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por descomposiciéon del material vegetal (RICE, 1984). Sin
embargo, algunos compuestos, tales como los fenoles, pueden no
ser exudados o lixiviados desde las plantas bajo condiciones
naturales, por lo cual, para establecer la real participaciéon de
estos compuestos en estudios de alelopatia, es deseable colectar
informaciéon sobre 1) la concentracidén bioactiva de los fenoles
en el medio (es decir si las concentraciones a las cuales ellos
son activos, se presentan en realidad en el ambiente); 2) el
tiempo de permanencia y su disponibilidad y 3) la actividad
aditiva o parcialmente antagonica de los compuestos fendlicos
(INDERJIT, 1996).

Algunos informes sefialan que, aunque la alelopatia parece
estar basada genéticamente, para una aplicaciéon o6ptima de este
fenémeno bajo condiciones de campo, es necesario considerar que
la produccidén y liberacidon de aleloquimicos se ve influenciada
por factores bidticos y abiodticos, tales como, edad de Ila
planta, temperatura, luz y condiciones del suelo, microflora,
estado nutricional y tratamientos con herbicidas (Duke, 1985;
Hoagland y Williams, 1985, citados por OLOFSDOTTER, 2001).

En relacion a la especificidad de los compuestos
aleloquimicos, se ha demostrado que varios de ellos poseen un
amplio espectro de actividad. Es el caso de los resultados
obtenidos por Wink y otros el afio 1998 con mas de 70 alcaloides,
indicando que la mayoria de estos compuestos son téxicos O
inhibidores a mas de wun grupo de organismos, incluyendo
plantulas, bacterias, insectos y mamiferos, para lo cual
concluyen que los alcaloides se pueden considerar como
multipropésito debido a su amplio rango de actividad (KRUSE et
al., 2000; ANAYA y CRUZ-ORTEGA, 2001). Referido a esto mismo, en
estudios previos acerca de la base de resistencia de la cebada a
afidos, CORCUERA (1993), sefiala que el alcaloide gramina es
toxico a mamiferos, bacterias, hongos fitopatégenos y plantas,
lo que se explicarfa por sus efectos en el metabolismo

energético al inhibir los mecanismos de la foto-fosforilacion.
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Otro experimento que ha confirmado la existencia de Ila
alelopatia es el trabajo de BAIS et al., (2003) quienes
confirman que las plantas de Centaurea maculosa Lam., exudan
desde sus raices la substancia Tfitotéxica(-)-catequina, a la

cual se atribuye la gran capacidad invasora de esa maleza.

2.4.3.1 Exudados radicales. Se denominan exudados radicales a
los compuestos quimicos secretados en el suelo por las raices de
las plantas, los cuales pueden cumplir importantes roles como
atrayentes y repelentes quimicos en la rizésfera (estrecha zona
de suelo que rodea inmediatamente el sistema radical) (Bais et
al., 2001, citado por WALKER et al., 2003). Aunque la definicion
mas comun de exudado radical se refiere a las substancias que
son liberadas en el medio circundante por raices de plantas
sanas e intactas, algunos autores distinguen entre exudados Yy
secreciones, siendo los exudados aquellos compuestos liberados
pasivamente y las secreciones aquellos compuestos liberados
activamente (HENRY, 2003).

Los exudados radicales se han agrupado tradicionalmente en
compuestos de bajo y alto peso molecular (TU et al., 2004). Sin
embargo, no se ha realizado un estudio sistematico para
determinar la complejidad y composicion quimica en diversas
especies de plantas. Se cree que los compuestos de bajo peso
molecular, comprenden la mayor parte de los exudados radicales,
estos incluyen aminoacidos, &cidos organicos, fenoles, y varios
otros metabolitos secundarios, mientras que los exudados de alto
peso molecular, incluyen los mucilagos (polisacaridos de alto
peso molecular) y las proteinas (BAIS et al., 2002b; WALKER et
al., 2003; SULLIVAN, 2004). Por su parte, DAKORA 'y PHILLIPS
(2002) sefialan que los exudados de las raices de plantas
consisten en una mezcla compleja de &cidos organicos,
fitosideréforos, azlcares, vitaminas, purinas, nucledtidos,
iones inorganicos (por ejemplo HCO;”, OH™, H"), moléculas gaseosas

(CO,, Hy), enzimas y células del borde de las raices que tienen
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importantes efectos directos o indirectos en la adquisicién de
nutrientes minerales requeridos para el crecimiento de la
planta. Algunos de los compuestos detectados en exudados
radicales de plantulas de alfalfa han sido el acido citrico,
malico y succinico (LIPTON et al., 1987).

Segun EISSENSTAT y YANAI (1997) los azucares, aminoacidos y
acidos organicos de los exudados radicales son solubles en agua,
mientras que las células de la caliptra, mucilago y restos de
paredes celulares son insolubles en agua. Los compuestos
fendlicos son ubicuos en materiales vegetales y han sido objeto
de muchos estudios alelopaticos (INDERJIT, 1996). En relacién a
los acidos organicos, aquellos que tienen un grupo hidroxilo (-
OH) en sus carbonos alfa se llaman o -hidroxiacidos (HUANG et
al., 2002), algunos de estos &cidos son el &cido tartarico,
malico, lactico y citrico (MASAR et al., 2001).

Se ha informado que los &cidos p-hidroxibenzoico,
vainillico, p-cumarico vy Tferulico, son todos compuestos
alelopaticos comunes en las plantas (Rice, 1987, citado por
CHUNG et al., 2001).

Los acidos fendlicos son compuestos fendlicos de la familia
no TfTlavonoide, biosintetizados a través de la via del acido
shiquimico. Existen dos principales grupos de acidos fendélicos:
los acidos hidroxibenzoicos y los hidroxicinamicos. Los primeros
tienen una estructura general de tipo Ce-C; con el anillo
benzoico derivado directamente del acido benzoico y difieren de
acuerdo con las hidroxilaciones y metoxilaciones en el anillo
aromatico. Los acidos hidroxicinamicos (Ces-C3) derivan del acido
cindmico (BUDIC-LETO y LOVRIC, 2002). En adicion a los
conocidos terpenoides volatiles, los compuestos fendlicos
téxicos solubles en agua, tales como los fenoles simples, los
acidos hidroxibenzoicos y los &cidos hidroxicindmicos pueden
servir como compuestos alelopaticos (Strack, 1997, citado por
HAKKINEN, 2000).
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2.4.3.1.1 Rol de los exudados radicales y mecanismos de
liberacién. Se sabe que a través de la exudacién de una amplia
variedad de metabolitos secundarios, las raices pueden regular
la comunidad microbiana del suelo en su vecindad iInmediata,
manejarse con los herbivoros, estimular simbiosis benéficas,
cambiar las propiedad quimicas y fisicas del suelo e inhibir el
crecimiento de especies de plantas competidoras (VIVANCO y BAIS,
2004).

La comprension de la biologia del proceso de exudacién
radical puede contribuir a idear nuevas estrategias para mejorar
las propiedades de 1la planta y al aislamiento de nuevos
compuestos de valor agregado encontrados en los exudados
radicales. Aunque la exudacién de las raices representa un costo
significativo a [la planta, los mecanismos y los procesos
regulatorios que controlan la secrecion radical solo
recientemente han comenzando a ser examinados (WALKER et al.,
2003).

Los exudados radicales a menudo incluyen fenilpropanoides y
flavonoides sintetizados presumiblemente en la superficie del
citoplasma del reticulo endoplasmatico (Winkel-Shirley, 2001,
citado por WALKER et al., 2003).

2.4.3.1.2 Respuestas de 1insectos de suelo a los exudados
radicales. En general, los estudios del efecto de los exudados
radicales sobre otros organismos estan circunscritos casi
exclusivamente al efecto de ellos sobre otras plantas,
existiendo escasa informacion sobre su efecto en la herbivoria
por insectos y esta informacién es nula para el caso de larvas
de escarabeidos. Sin embargo, a continuacién se citan algunos
ejemplos para confirmar que las raices exudan compuestos a la
rizosfera y éstos pueden afectar Qlas respuestas de otros
organismos presentes en el suelo, ademds de otras plantas. Se ha
demostrado que varios aleloquimicos poseen un amplio espectro de
actividad. Es el caso de los resultados obtenidos por Wink y
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otros con mas de 70 alcaloides de donde indican que la mayoria
de estos compuestos son téxicos o inhibidores a mas de un grupo
de organismos, incluyendo plantulas, bacterias, insectos Yy
mamiferos KRUSE et al., 2000.

EBANA et al., (2001) sefialan que existe un efecto
alelopatico de extractos solubles en agua y que algunas plantas
liberan aleloquimicos desde sus raices. En ensayos recientes, se
ha encontrado que el compuesto aleloquimico momilactona B se
encuentra presente en los exudados de raices de arroz, la cual
es liberada desde sus raices al ambiente (KATO-NOGUCHI, 2004).
Los exudados radicales producidos por sorgo contienen un
compuesto bioldgicamente activo conocido como sorgoleone
(CZARNOTA et al., 2001), el cual actuaria como inhibidor
mitético sobre otras plantas (HALLAK et al., 1999).

Elad y Baker (1985) y Elad y Chet (1987), citados por AZIZ
et al., (1997) informaron que las fuentes de carbono
suministradas ya sea por substancias sintéticas o excretadas por
las raices de plantas podrian estar involucrados en la
germinaciéon de clamidosporas y oosporas de Fusarium oxysporum
Schlecht Yy Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp.
respectivamente. Por otra parte, se ha sefialado que los exudados
radicales y los componentes quimicos de la rizésfera pueden
estimular la eclosién de huevos de nematodos y actuar como
estimulo para la orientacion de juveniles hacia las raices. Por
ejemplo, los extractos de raices de cucurbitaceas contienen
compuestos que actuan como atrayentes y repelentes a juveniles
de Meloidogyne incognita (Kofoid y White)(CASTRO et al., 1990),
y altas concentraciones de sales, incluyendo las sales de la
solucién de Hoagland pueden ser repelentes a  juveniles de
Meloidogyne javanica (Treub)(Prot, 1978, citado por CASWELL et
al., 1991).

Un ejemplo de estudios con insectos es el experimento
realizado por SAXENA et al., (1999) en el cual demostraron que

las toxinas Bt son liberadas en el suelo de la rizésfera en el
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exudado de las raices desde maiz Bt. Por otro lado, BAIS et
al.,(2002a), 1informaron 1la presencia de dos alcaloides B-
carbolina en los exudados radicales de Oxalis tuberosa Mol.,
denominados como harmina (7-metoxi-1-metil- p-carbolina) vy
harmalina (3,4-dihidroharmina). Estos exhiben una fuerte
toxicidad contra Trichoplusia ni (Hubner), y esta actividad
insecticida estaria ligada a su fotoactivacion (Larson et al.,
1988, citado por WALKER et al., (2003). Estos investigadores
sugieren que la luz ultravioleta que penetra al suelo podria
fotoactivar los alcaloides p-carbolina secretados por las

raices de oca para crear una respuesta de defensa insecticida.

2.5 Relaciones entre larvas de escarabeidos, raices y materia
organica.

La materia organica del suelo tiene una composicion
muy compleja y heterogénea y estad generalmente mezclada o
asociada con los constituyentes minerales del suelo para formar
los agregados del suelo (Delgaldo et al., 2003, citado por
HUYGENS et al., 2005). Estad constituida por los residuos de
plantas y animales en diferentes estados de descomposiciéon y la
masa microbiana y se relaciona estrechamente con la propiedades
fisicas, quimicas y bioldogicas del suelo (ZAGAL y CORDOBA,
2005) .

La materia organica del suelo a menudo se divide en
materiales humificados y no humificados. Las substancias no
humificadas son los compuestos de plantas y otros organismos
tales como carbohidratos, aminoacidos, proteinas, lipidos,
acidos nucleicos y ligninas. Estos compuestos estan usualmente
sujetos a reacciones de descomposicién y degradacién y algunas
veces pueden ser adsorbidos por los componentes inorganicos del
suelo, tales como las arcillas. La fraccidén humificada se conoce
como compuestos humicos o materia humica (TAN, 1998). Con la
humificaciéon, 1los residuos de plantas son transformadas en
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formas mas estables (humus) a través de procesos Tfisicos,
quimicos y biolégicos (CHEFETZ et al., 2002).

Algunos autores asignan una mayor recalcitrancia a
aquellas materias organicas en que predomina el humus, siendo
la recalcitrancia el nivel de resistencia de una molécula a la
ruptura microbiana y enzimatica (HUYGENS et al., 2005).

Segin  ZUNINO 'y BORIE (1985), la materia organica
estabilizada del suelo o humus constituye aproximadamente el 85%
del total de la materia organica y el humus puede ser separado
en tres fracciones principales segun la solubilidad en acidos o
alcalis: acidos humicos, acidos fulvicos y huminas. Las huminas
no son solubles en alcalis ni en &cidos diluidos (0,1 a 0,5N),
los acidos humicos son solubles en alcalis pero precipitan con
acidos (pH 1,0 a 2,0) y los acidos fulvicos son solubles tanto
en alcalis como en &cidos. Stevenson, 1994, citado por LI vy
BRUNE (2005) indica que el humus estd compuesto por tres
componentes alimenticios principales: 1) polimeros residuales
derivados desde los restos vegetales lignocelulésicos, 2)
biomasa microbiana de hongos sapréfitos y bacterias, y 3)
materia organica del suelo en diferentes estados de
descomposicion

En suelos volcanicos se ha encontrado que los residuos
derivados de celulosa vy lignina son mas  fuertemente
estabilizados por el alofan que la glucosa, lo que dificulta su
descomposicion por microorganismos (ZAGAL et al., 2002). Como
las arcillas minerales estdn estrechamente asociadas con
componentes de la materia organica, se pueden formar complejos
estables metal-humus-arcilla (HUYGENS et al., 2005).

La localizacion de los residuos también afecta la tasa de
descomposicidon y se ha observado que los residuos incorporados
estan sometidos a temperaturas y humedades mas homogéneas que
residuos sin incorporar al suelo y estan en intimo contacto con
los microorganismos, lo que lleva a una rapida descomposicion,

aunque esto puede ser durante un periodo inicial relativamente
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corto (ZAGAL et al., 2002). EI maximo crecimiento y actividad de
los microorganismos ocurre en el rango de temperatura de 20-
40°C, lo que coincide con las tasas maximas de descomposicién de
la materia organica (ZAGAL et al., 2002).

La materia organica del suelo usualmente es de bajo valor
nutritivo, por lo que la macrofauna del suelo requiere ingerir
grandes cantidades para compensar este déficit. Sus principales
componentes son los polimeros estructurales celulosa,
hemicelulosa y lignina, ademas de otros componentes menores
como proteinas, lipidos, almidon y pectinas (ZHANG et al.,
1993).

RITCHER (1958) inform6 que las larvas de Melolonthinae se
alimentan de humus y tejido de plantas vivas. DAVIDSON (1969),
indicéo que las larvas de escarabeidos incrementaban su peso al
aumentar la materia organica del suelo y que el dafo a plantas
forrajeras era disminuido al agregar materia organica en forma
de estiércol al suelo. Por su parte, KAIN y ATKINSON (1977)
sefialaron que no estaba claro si el menor dafio producido a
plantas forrajeras por parte de Hlarvas de escarabeidos era
producto del estimulo que el estiércol producia en el
crecimiento de las plantas o si el estiércol en si era una
fuente alimenticia para las larvas.

Segin Miller citado por SUTHERLAND (1971) las larvas de
escarabeidos pueden ser criadas sobre humus en ausencia de
material vivo, mientras que RADCLIFFE (1970) observo que al
agregar materia organica en forma de estiércol de vacuno ocurria
menor dafo a la planta. KAIN Y ATKINSON (1977), sugieren que las
larvas son altamente selectivas en sus habitos alimenticios,
pero que pueden existir sobre materia organica en ausencia de
tejido vivo.

Las larvas de Sericesthis nigrolineata Boisduval ingirieron
selectivamente la materia organica del suelo y cuando se criaron
en raices vivas en el suelo las larvas mostraron un incremento

en la proporcion de materia organica en sus intestinos
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anteriores, asi como en la cantidad de materia organica
asimilada y en el crecimiento larval (RIDSDILL SMITH, 1975;
RIDSDILL SMITH y ROBERTS, 1976).

RIDSDILL SMITH, (1975) sefala que si bien muchas especies
de escarabeidos pueden alimentarse tanto de materia organica
como de raices de plantas vivas, su habilidad para seleccionar
una en lugar de otra es poco entendida. Segun este autor,
cuando las raices vivas no estaban presentes, las larvas fueron
capaces de alimentarse y crecer a una tasa reducida por largos
periodos de tiempo sobre la materia organica muerta. EI mismo
estudio sefiala que cuando las larvas de S. nigrolineata se
mantuvieron en un suelo Ebor de una pradera mejorada sin
plantas, con un contenido de 17-18% de materia organica, ellas
no ingirieron tanto material y no crecieron tan bien como las
larvas que se habian alimentado de un suelo Chiswick de una
empastada nativa que contenia s6lo un 3-4% de materia organica,
por lo tanto, no encontrd evidencia de que el mayor contenido de
materia organica en el suelo Ebor permitiera crecer mejor a las
larvas. El mismo autor sefiala que la calidad o tipo de materia
organica, posiblemente relacionada con la actividad microbiana,
puede ser mas importante que la cantidad de materia organica
presente en el suelo.

Los estudios actuales han revelado que las Ilarvas de
escarabeidos se caracterizan por la presencia de un intestino
medio fuertemente alcalino con actividad de enzimas hidroliticas
y un intestino posterior con procesos de fermentacién microbiana
El alto pH intestinal facilitaria la desercidn de substancias
hiumicas desde la matriz mineral dejando accesible los compuestos
organicos a la digestidon enzimatica (LEMKE et al., 2003; JI y
BRUNE, 2004).

Se ha encontrado altas concentraciones de productos de
fermentacion microbiana y una comunidad microbiana diversa tanto
en el intestino medio como en el posterior del escarabajo

humivoro de [la subfamilia cetoniinae Pachnoda ephippiata
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Gerstaecker; las actinobacterias dominan el intestino medio mas
alcalino, en tanto que en el intestino posterior dominan los
miembros del Phylum CFB (Cytophaga\Flavobacter\Bacteroides)
EGERT et al., (2003).

L1 y BRUNE (2005a,b)demostraron experimentalmente que las
larvas de P. ephippiata pueden usar no sélo la celulosa, sino
también la biomasa bacteriana y fungica y sus componentes, tales
como, proteinas, peptidoglicanos y quitina, como Tfuente de
nutrientes y energia. Ademas, ellos indican que la utilizacioén
de esta masa microbiana y sus componentes estructurales
compensan la deficiencia de nitrégeno 1iInherente a una dieta
puramente Tfibrosa. Otros estudios, en la misma especie P.
ephippiata, usada como modelo, LI y BRUNE (2004) han demostrado
gue estas larvas humivoras digieren selectivamente los péptidos
y polisacaridos de las substancias humicas mientras que sus
componentes aromaticos no constituyen una fuente importante de
nutrientes y energia.
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3 MATERIAL Y METODO

3.1 Respuesta de larvas de Hylamorpha elegans y Phytoloema
herrmanni a los exudados solubles en agua, liberados por las
raices de diferentes especies pratenses.

Se realizaron cuatro experimentos en invernadero, para
determinar el efecto de los exudados radicales de especies
forrajeras sobre la variacidon de peso y sobrevivencia de larvas
de tercer estadio de ambas especies de escarabeidos. El primer
experimento midié la respuesta de 6 larvas de tercer estadio de
H.elegans al riego con agua percolada de 10 plantas por macetero
de cuatro especies Tforrajeras mas un tratamiento con agua
percolada desde macetas con suelo sin plantas. ElI segundo
experimento midid la respuesta de 10 larvas de tercer estadio de
P. herrmanni al riego con agua percolada de las mismas especies
forrajeras establecidas para el experimento 1, mas un
tratamiento de riego con el agua percolada de un suelo sin
plantas y un tratamiento de riego con agua destilada. El tercer
y cuarto experimento evaluaron Qla respuesta de larvas de
P.herrmanni mantenidas individualmente en suelo y arena al
riego con el agua percolada obtenida desde maceteros con plantas
de las especies forrajeras en estudio cultivadas
hidroponicamente en arena y en lana de vidrio. La utilizacién de
larvas individuales en este tipo de experimentos ha sido
considerada una metodologia adecuada en ensayos de resistencia
de especies forrajeras a larvas de escarabeidos (GAYNOR et al._,
1986; VAN DEN BOSCH et al., 1995). Los cuatro experimentos
fueron complementados con el analisis quimico de los exudados
lixiviados desde las raices de las diferentes especies
forrajeras en los distintos tratamientos en tres fechas de

colecta.
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3.1.1 Materiales utilizados en los experimentos. Los materiales
utilizados en los diferentes experimentos fueron los que se

indican a continuacion.

3.1.1.1 Ubicacion de los ensayos. Todos los experimentos fueron
realizados en el invernadero del Programa de Certificacion de
Semillas del Laboratorio Regional Osorno del Servicio Agricola y
Ganadero (SAG), ubicado a 3 Km al este de la ciudad de Osorno,
ubicada en los 40° 36 de latitud sur, con 73° 4~ de longitud

oeste, en la Décima regién de Chile.

3.1.1.2 Caracteristicas de las parcelas. Cada parcela en los
experimentos 1 y 2 consistido en maceteros de polietileno de alta
densidad de 25 cm de diametro superior, 18 cm de diametro
inferior y 26 cm de altura, mientras que para los experimentos 3
y 4 cada parcela consistié en maceteros de polietileno de alta
densidad de 10 cm de diametro superior, 7 cm de diametro

inferior y 10 cm de altura.

3.1.1.3 Caracteristicas de los sustratos. Para los experimentos
1y 2 se utilizd como sustrato una mezcla de suelo y arena en
proporciéon 1:1 (v/v). El suelo correspondié a un tipo trumao
obtenido de la Estacién de Prueba del Laboratorio Regional SAG
Osorno de un lugar no sometido a practicas agricolas en los
ultimos cinco afios y la arena fue proveniente de rio. El suelo
es de la clase Andisoles y se caracteriza por ser de origen
volcanico, dominado por aléfanos o complejos Al-hdmicos,
generalmente ricos en materia organica (SCHLATER et al., 2003).
Posee un amplio horizonte A que puede alcanzar 80 6 mas cm de
espesor y su contenido de C organico que varia usualmente entre
12-16% (BESOAIN, 1985). Contiene grandes cantidades de alofan,
un silicato de aluminio amorfo, junto con minerales secundarios

semejantes al alofan y oOxidos de Tfierro y aluminio BORIE vy
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RUBIO, 2003) y posee una alta capacidad de retencidon de fésforo
(BONOMELLI et al., 2003; BORIE y RUBIO, 2003)

Para los experimentos 3 y 4, se utilizaron dos sustratos
distintos: arena de rio y lana de vidrio respectivamente. La
realizacion de estos experimentos estuvo basada en que varios
estudios han demostrado que la absorcién de los compuestos
fendlicos aumenta linealmente con el aumento de los niveles de
materia organica en el suelo. De esa forma, en la medida que
aumenta el contenido de materia organica hay una mayor absorcioén
de los compuestos liberados desde residuos los cuales
disminuirian el nivel de respuesta observada en los ensayos
(OHNO y DOOLAN, 2001). Debido a lo anterior estos investigadores
usaron arena para permitir la determinacion de los efectos de
fitotoxicidad sin ser confundidos por 1los efectos de Ila
absorcion del suelo por la materia organica. Al respecto, HENRY
(2003) seiiala que la lana de vidrio provee condiciones de
crecimiento 6ptimas para un sistema de cultivo axénico. La misma
autora agrega que la arena es similar a la lana de vidrio pero
menos costosa y tiene menor superficie reactiva que el suelo o
la arcilla semicalcinada y que [la arena como medio de
crecimiento permite la remocion completa de la solucidén de la

zona radical sin adsorcién de los compuestos.

3.1.1.4. Material bioldégico. El material bioldégico utilizado en
el experimento 1 consistio en 300 larvas de tercer estadio de H.
elegans y 40 plantas de cuatro especies fTorrajeras: Lolium
perenne L. cv. Napoledn, Medicago sativa L. cv. California,
Trifolium repens L. cv. Huia y Trifolium subterraneum L. cv.
Denmark. Tanto L. perenne como T. repens constituyen importantes
componentes de Ulas praderas de la zona sur de Chile y el
cultivar Napoledon de ballica se eligio en base a su ausencia de
endofito, para evitar alguna interferencia de este fTactor
(KOPPENHOFER et al., 2003) en los ensayos. En el caso de T.

subterraneum, esta especie fue poco afectada en estudios previos
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(ROJAS, 1994) y en el caso de M. sativa, algunos ensayos
preliminares sugieren que sus exudados pudieran tener algun
efecto detrimental sobre larvas de escarabeidos nativos*.

ElI material biologico utilizado en el experimento 2
consistio en 600 larvas de tercer estadio de P. herrmanni y las
mismas 40 plantas de las cuatro especies forrajeras utilizadas
en el experimento 1. El material bioldégico para el experimento 3
y 4 fueron 30 y 42 larvas de tercer estadio de P. herrmanni
respectivamente y 5 plantas de las cuatro especies forrajeras
utilizadas en los experimentos 1 y 2 por cada tratamiento en que
se utilizaron los exudados provenientes de estas plantas.

Las plantas para todos los experimentos fueron obtenidas a
partir de semillas proporcionadas por Agricola Nacional SACI vy
el Laboratorio de Semillas del Servicio Agricola y Ganadero,

Osorno, Décima Regiodn.

3.1.1.5 Fertilizantes. Los fertilizantes aplicados al sustrato
al inicio del experimento 1 fueron salitre sédico, superfosfato
triple y sulfato de potasio, mientras que en el caso del
experimento 3, la fertilizaciéon fue realizada mediante el riego

con solucion completa de Hoagland.

3.1.1.6 Otros materiales. Para los distintos experimentos en
invernadero fueron necesarios otros materiales e instrumentos,
tales como, agua destilada, pizetas, pipetas, propipeta
automatica, probetas, tubos de ensayo, tamices, palas, frascos
de vidrio, bolsas de polietileno, balanza analitica, etiquetas,

pinzas, gradillas.

*Carrillo, R. 2003.Ing. Agr.,M.Sc.,Ph.D. Instituto de Produccion y Sanidad

Vegetal, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Austral de Chile. Valdivia.

Comunicacioén personal
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3.1.2 Métodos utilizados en los experimentos. A continuacién se
indican los métodos utilizados en los diferentes ensayos. Estos
métodos Ffueron similares en los experimentos 1 y 2, con las

diferencias que se detallan en cada uno de ellos.

3.1.2.1 Duraci6n de los experimentos. En el experimento 1, las
semillas de las especies forrajeras fueron sembradas el 30 de
enero de 2004. La incorporaciéon de las larvas de tercer estadio
de H. elegans a las parcelas respectivas en suelo sin plantas
fue realizada el 20 de marzo, a partir de esta fecha se dio
inicio al riego con 1los exudados en cada uno de los
tratamientos. La cosecha y evaluacién de las larvas de este
experimento fue realizada el 20 de abril de 2004.

En el experimento 2, se utilizaron las mismas plantas
establecidas para el experimento 1. La incorporacion de las
larvas de tercer estadio de P. herrmanni a las parcelas
respectivas en suelo sin plantas fue realizada el 12 de mayo y
las evaluaciones de este experimento fueron realizadas en tres
fechas : 12 de junio, 12 de julio y 6 de septiembre de 2004.

En los experimentos 3 y 4, las semillas fueron sembradas el
30 de enero de 2004. La incorporacion de las larvas de tercer
estadio de P. herrmanni a las parcelas respectivas en suelo sin
plantas y arena sin plantas fue realizada el 3 de mayo e incluyo
4 fechas de evaluaciones, éstas fueron el 3 de junio, 23 de
junio, 12 de julio y 12 de agosto del mismo afio 2004.

3.1.2.2 Preparacion de los sustratos. Para el establecimiento de
las especies forrajeras de los experimentos 1 y 2 se utilizé
suelo y arena tamizados con harneros de 9 mesh, para eliminar
restos de vegetales e insectos presentes en el sustrato.
Posteriormente, ambos  sustratos  fueron  transportados al
invernadero donde se mezclaron en partes iguales en volumen de
suelo con arena (1:1), con el propésito de obtener una mayor
capacidad de lixiviacién de los exudados liberados por las
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raices de las diferentes especies forrajeras, mientras que para
el establecimiento de las parcelas con las larvas del
experimento 1 y 2 se utilizé como sustrato solamente suelo
tamizado, para simular de manera mas precisa las condiciones
naturales del suelo en que habitan Ulas larvas de |los
escarabeidos estudiados. En los experimentos 3 y 4, en cambio,
para el establecimiento de las parcelas con larvas se utilizo
arena limpia, la cual fue lavada primero con agua corriente y

posteriormente enjuagada con agua destilada.

3.1.2.3 Establecimiento de las parcelas. Para la obtencidon de
las plantas del experimento 1, las cuales fueron posteriormente
utilizadas en el experimento 2, el 30 de enero de 2004, se
sembraron 50 semillas por macetero de cada especie forrajera,
dejando 10 plantas por cada macetero, el 5 de marzo del mismo
aflo, totalizando 10 maceteros por cada una de Hlas cuatro
especies forrajeras, mas 10 maceteros con suelo sin plantas.
Para el establecimiento de las parcelas con larvas de este
experimento, se utilizé un total de 50 maceteros, conteniendo
cada uno de ellos 6 larvas de tercer estadio de H. elegans en
suelo sin plantas.

En el experimento 2, se utilizaron las mismas plantas
establecidas en el experimento 1 y para el establecimiento de
las parcelas con larvas de este experimento se utilizaron 60
maceteros conteniendo cada uno 10 larvas de tercer estadio de P.
herrmanni.

En los experimentos 3 y 4 se dejaron cinco plantas por
macetero el 15 de febrero de 2004 en 1la totalidad de las
parcelas con especies forrajeras en ambos sustratos.

Los tratamientos utilizados para el caso del estudio de la
respuesta a lixiviados desde plantas en arena como sustrato

(experimento 3) fueron los siguientes:
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AAARAR: Una larva en una maceta con arena regada con el agua
percolada desde una maceta con plantas de alfalfa

cultivadas en arena.

TSARAR: Una larva en una maceta con arena regada con el agua
percolada desde una maceta con plantas de trébol

subterraneo cultivadas en arena.

TBARAR: Una larva en una maceta con arena regada con el agua
percolada desde una maceta con plantas de trébol blanco

cultivadas en arena.

BIARAR: Una larva en una maceta con arena regada con el agua
percolada desde una maceta con plantas de ballica

inglesa cultivadas en arena.

ARAR: Una larva en una maceta con arena regada con el agua

percolada desde una maceta con arena.

Por otro lado, realizado en forma simultanea, los tratamientos
utilizados para medir la respuesta a los exudados contenidos en
la solucién percolada desde plantas cultivadas en lana de vidrio

como sustrato (experimento 4) fueron los siguientes:

AALVAR: Una larva en una maceta con arena regada con el agua
percolada desde una maceta con plantas de alfalfa
cultivadas en lana de vidrio.

TSLVAR: Una larva en una maceta con arena regada con el agua
percolada desde una maceta con plantas de trébol

subterraneo cultivadas en lana de vidrio.
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TBLVAR: Una larva en una maceta con arena regada con el agua
percolada desde una maceta con plantas de trébol blanco

cultivadas en lana de vidrio.

BILVAR: Una larva en una maceta con arena regada con el agua
percolada desde una maceta con plantas de ballica
inglesa cultivadas en lana de vidrio.

LVAR : Una larva en una maceta con arena regada con el agua
percolada desde una maceta con lana de vidrio sin

plantas.

SuU : Una larva en una maceta con suelo sin plantas regada con
agua destilada.

SUSU : Una larva en una maceta con suelo sin plantas regada con
el agua percolada desde una maceta con suelo sin

plantas.

3.1.2.4 Fertilizacion. Se utilizo una fertilizacion a la siembra
de las especies forrajeras equivalente a 60 U de N/ha como
salitre sbédico, 200 U de P,0s/ha a la forma de superfosfato
triple y 80 U de K;0/ha como sulfato de potasio. Con esta
fertilizacion se obtuvo un buen desarrollo de todas las
especies TfTorrajeras en estudio, durante todo el periodo de
cultivo para los experimentos 1 y 2. Para los tratamientos en
las parcelas de suelo con larvas no recibieron aplicacién de
fertilizantes en ninguno de los experimentos, eliminando de esa
forma el posible efecto directo de los fertilizantes sobre las

larvas.
3.1.2.5 Riego y control de malezas. En los experimentos 1 y 2,

el control de malezas se realizé en forma manual diariamente,

eliminando toda especie vegetal que no correspondia a las
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especies en estudio en los tratamientos con plantas e impidiendo
el desarrollo de cualquier especie vegetal en los suelos sin
cubierta vegetal con larvas. El riego a las especies forrajeras
y sustratos sin vegetacién consistio en la aplicaciéon de 1000 ml
de agua destilada semanalmente para permitir la obtencidén de
aproximadamente 500 ml de agua percolada en bandejas de
polietileno de alta densidad colocadas debajo de los maceteros,
para ser aplicada a suelo sin vegetaciéon con larvas de acuerdo a
los distintos tratamientos. En los experimentos 3 y 4 se
aplicaron 10 ml de solucién completa de Hoagland cada dos dias
en la totalidad de las parcelas con plantas, a partir de los 10
dias posteriores a la germinacion. En este mismo experimento,
tanto los tratamientos con plantas como los con sustratos sin
plantas fueron regados con agua destilada suficiente para
obtener 100 ml de agua percolada en bandejas de polietileno de
alta densidad colocadas debajo de cada macetero. El liquido asi
obtenido fue aplicado a los maceteros correspondientes que

contenian una larva de tercer estadio de P. herrmanni.

3.1.2.6 Colecta, seleccidn e incorporacién de las larvas en las
parcelas. Tanto las larvas de tercer estadio de H. elegans como
las de P. herrmanni, fueron colectadas en una pradera mixta de
la Estacion Experimental Santa Rosa de la Universidad Austral de
Chile y mantenidas individualmente en frascos pequefios de
tereftalano de polietileno (2 cm de diadmetro superior e inferior
y 3 cm de altura). Las larvas fueron cubiertas con suelo y
trasladadas al Laboratorio Regional SAG Osorno para su
seleccién, pesaje e incorporaciéon a los maceteros. En el
laboratorio, las larvas fueron mantenidas en sus frascos
individuales durante 24 horas, eliminando 1las que estaban
enfermas, dafiadas o0 presentaban un tamafio muy diferente y se
descartaron aquellas que no correspondian a la especie. En los
experimentos 1, 2, 3 y 4 se incluyeron 6, 10, 1 y 1 larva por

maceta respectivamente. Estas larvas fueron previamente pesadas
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e 1incorporadas a los maceteros debidamente identificados, los
cuales fueron regados con el agua percolada desde las plantas o

del sustrato sin vegetacion.

3.1.3 Evaluaciones. Las evaluaciones del experimento 1
fueron realizadas al mes siguiente de ser agregadas las larvas a
los maceteros. Para ello, cada macetero fue llevado a la sala de
crianza del Laboratorio SAG Osorno, alli, el suelo de los
maceteros conteniendo las 6 larvas, fue esparcido cuidadosamente
sobre un mesén cubierto con plastico para extraer las larvas.
Estas larvas fueron colocadas individualmente en tubos de
ensayo, evitando la luz directa, identificandolas y llevandolas
de inmediato al laboratorio para ser registradas y pesadas a las
24 horas de haber sido colectadas en una balanza analitica. En
el experimento 2, la metodologia fue similar a la utilizada en
el experimento 1, pero en este caso, una vez pesadas, las larvas
fueron devueltas al mismo macetero desde donde se habian
extraido haciendo orificios de cinco centimetros de profundidad
y transportadas en sus maceteros al invernadero, para una
posterior evaluacidon al siguiente mes. Este experimento Fue
finalizado el 6 de septiembre momento en que se observé el
primer individuo adulto, la 1idea inicial era determinar la
respuesta con relacién a la formaciéon de pupas, pero como se
muestra en la presentacién y discusion de este experimento se
obtuvo tanto larvas pupas y adultos, las cuales fueron evaluadas
en el total de 1insectos recuperados y por cada uno de los
estados de desarrollo.

En los experimentos 3 y 4, las larvas de cada macetero en
los distintos sustratos fueron extraidas en distintas fechas
para determinar la sobrevivencia larval y su variacion de peso,
pesandolas individualmente en una balanza analitica y devueltas

al sustrato correspondiente en forma similar al experimento 2.
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3.1.4 Obtencidn de exudados para analisis. Las fechas de colecta
de exudados para los correspondientes analisis fueron el 17 de
marzo, 20 de abril y 23 de julio. Para la obtencion de los
exudados, en la totalidad de los experimentos, después de 2
horas de haber realizado el riego a los maceteros, se colectaron
con una propipeta automatica, aproximadamente 10 ml de agua
percolada obtenida individualmente desde las bandejas pléasticas
dispuestas bajo cada macetero. Posteriormente tomando en
consideracién la totalidad de maceteros de cada tratamiento, se
procedié a juntar el agua percolada de la mitad de Ilos
maceteros, obteniendo asi dos repeticiones por cada uno de los
tratamientos. Posteriormente, los liquidos fueron filtrados con
filtros miliporo de 2um, obteniendo un volumen final de 20 ml
por cada repeticién, el cual fue alicuotado en tubos Eppendorf y
mantenido a -20°C hasta su analisis en el Laboratorio de
Fitoquimica de [la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Austral de Chile. La filtracion del agua percolada
tuvo como objetivo remover la biomasa microbiana, de tal forma
que la concentracion de carbono organico disuelto reflejara solo
el carbono organico soluble en agua, tal como lo sefialan OHNO y
DOOLAN (2001).

3.1.4.1 Preparacién de las muestras para analisis. Se analizd en
los liquidos percolados, los exudados solubles del tipo fenoles,
hidratos de carbono e hidroxiacidos. En forma previa a todos los
analisis fue necesario concentrar estos liquidos mediante
liofilizacion. Para este proposito, las muestras de agua
percolada de cada repeticiéon (mantenidas a -20°C) fueron
descongeladas, dispensando 15 ml en un tubo Falcon estéril de 50
ml de capacidad. Cada tubo Fue tapado con una lamina de
aluminio, realizando un pequefio orificio en el centro de la
cubierta y congelado a -20°C para su posterior liofilizacion.
Una vez realizado este procedimiento, los tubos fueron colocados

en gradillas plasticas al interior de un liofilizador Labconco
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Lyph-Lock 12 durante 24 hrs. Al término de este periodo el
residuo obtenido en cada uno de los tubos fue resuspendido en 5
ml  de agua Dbidestilada estéril, agitado vigorosamente vy
alicuotado en tubos Eppendorf. Estos tubos fueron mantenidos

congelados a -20 °C hasta el momento del analisis respectivo.

3.1.4.2 Determinacién de Tfenoles solubles totales. Para la
determinaciéon de la concentraciéon de los compuestos fendlicos
totales contenidos en el agua percolada de las dos repeticiones
de cada tratamiento, se usé una adaptacién del método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu descrito por Box, 1983,
citado por OHNO y DOOLAN (2001). A un tubo de ensayo de 5 ml de
capacidad se agregaron 250 ulL de muestra, luego se agregdé 1,25
mL del reactivo Folin-Ciocalteau diluido 1:10. Esta mezcla fue
agitada e iIncubada a temperatura ambiente por 5 min.
Posteriormente, se agregé a la mezcla 1 mL de Na,CO; al 7,5 % y
se agitd vigorosamente. La reaccion fue dejada en incubacién a
temperatura ambiente por 2 horas y posteriormente se leydé su
absorbancia a 740 nm en un espectrofotémetro Milton Roy
Spectronic 3000 Array utilizando agua destilada como testigo. Se
utilizé 4cido galico para generar [la curva estandar con
concentraciones desde 2 a 20 ppm y las concentraciones de
fenoles totales fueron expresadas en unidades equivalentes de

acido galico.

3.1.4.3 Determinacion de azucares solubles totales. La
determinacion de los azucares totales fue realizada mediante el
método colorimétrico de la antrona (DUBOIS et al., 1956; WANG et
al., 2002). En un tubo de ensayo de 5 ml de capacidad se coloco
1 ml del reactivo antrona (9(10H)-antracenona; 9,10-dihidro-9-
oxoantraceno), luego se agrego 500 ML de muestra.
Simultaneamente, los tubos fueron depositados en vasos de acero
inoxidable con hielo en su interior. Una vez que los tubos

estaban frios se agitaron en un vortex por aproximadamente 20
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segundos. Luego se llevaron a bafio Maria durante 15 min, se
dejaron enfriar durante una hora y se ley6é la absorbancia a 625
nm en el espectrofotémetro Milton Roy. A los testigos s6lo se

agregé 500 ul de agua destilada

3.1.4.4 Determinacién de &cidos organicos solubles. Mediante
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RPLC)
se analizé el contenido, en los liquidos percolados, de &cido
citrico, fumarico, malico, maldnico y succinico, segun Ila
metodologia propuesta por CAWTHRAY (2003). La separacion fue
realizada en una columna Alltima C18 (250 mm X 4.6 mm, 1.D.) con
un tamafio de particula de 5 mm. Todos los datos fueron
procesados con el software Star Chromatogrphy Workstation
version 5.3. La absorbancia se leyé en un detector UV- VIS Merck
Hitachi modelo L- 4250 programado a 210 nm. La fase moévil
consistio en 70% 25 mM de KH,PO, ajustado a pH 2,5 con acido
ortofosforico concentrado y 7% metanol a una tasa de flujo de
0,5 mi/min con [la bomba Merck Hitachi modelo L-6200A. La
separacion se realizo a temperatura ambiente de 20+ 2°C y las
inyecciones se realizaron con el inyector automatico
(autosampler) Merck Hitachi modelo L- 7200. A la totalidad de
las muestras y estandares se adiciond 20 pyL de HCI 0,5 N.

La presencia de los acidos organicos Tfueron identificados
por sus tiempos de retencién con los estandares. Las
concentraciones fueron calculadas mediante la comparacion de las
areas de los picos de Qlas muestras con aquellas de los
estandares.

Para la presentacion de los resultados de los distintos
tratamientos se han usado siglas que deben ser interpretadas

como se indica a continuacion:

SUAL: agua percolada desde suelo con alfalfa, aplicada a suelo

con larvas.
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SUTS:

SUTB:

SUBI :

SUSU1:

ARAL:

ARTS:

ARTB:

ARBI:

ARAR:

SUSu2:

LVAL:

LVTS:

LVTB:

LVBI:

LVAR:

agua percolada desde suelo con trébol subterraneo,
aplicada a suelo con larvas.
agua percolada desde suelo con trébol blanco, aplicada a
suelo con larvas.
agua percolada desde suelo con ballica inglesa, aplicada a
suelo con larvas.

agua percolada desde suelo sin plantas, aplicada a suelo
con larvas
agua percolada desde arena con alfalfa, aplicada a arena
con larvas.

agua percolada desde arena con trébol subterraneo,
aplicada a arena con larvas.
agua percolada desde arena con trébol blanco, aplicada a
suelo con larvas.
agua percolada desde arena con ballica inglesa, aplicada a
arena con larvas.
agua percolada desde arena desnuda, aplicada a arena con
larvas.

agua percolada desde suelo sin plantas, aplicada a suelo
con larvas
agua percolada desde lana de vidrio con alfalfa, aplicada
a arena con larvas.

agua percolada desde lana de vidrio con trébol
subterraneo, aplicada a arena con larvas.

agua percolada desde lana de vidrio con trébol blanco,
aplicada a arena con larvas.
agua percolada desde lana de vidrio con ballica inglesa,
aplicada a arena con larvas.

agua percolada desde lana de vidrio desnuda, aplicada a

arena con larvas.
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3.2 Respuesta de larvas de segundo estadio de P. herrmanni a la
presencia de raices de distintas especies forrajeras y una
enmienda organica al suelo.

Se realizaron dos experimentos (experimento 5 y 6) en
invernadero, para determinar la sobrevivencia y variacion de
peso de larvas de segundo estadio de P. herrmanni, a fin de
dillucidar el rol que juegan las raices de diferentes especies
forrajeras y una enmienda organica en su crecimiento vy
desarrollo, en comparacién a un suelo sin plantas. Se utilizaron
larvas de segundo estadio para tener un periodo de evaluacioén

prolongado.

3.2.1 Materiales utilizados en los experimentos. Los materiales
utilizados en los experimentos 5 y 6 fueron similares a los

utilizados a los experimentos de exudados.

3.2.1.1 Ubicacidon de 1los ensayos Yy caracteristicas de las
parcelas. Ambos ensayos fueron ubicados en el mismo invernadero
del Laboratorio Regional SAG Osorno. Para el caso del
experimento 5 se utilizaron macetas iguales a las usadas en el
experimento 1 y 2, mientras que para el experimento 6 se

utilizaron macetas iguales a las de los experimentos 3 y 4.

3.2.1.2 Material bioldgico. ElI material biolégico utilizado en
el experimento 5 consistid en 600 larvas de segundo estadio de
P. herrmanni y 10 plantas por macetero, obtenidas a los 15 dias
después de la siembra, de las cuatro especies forrajeras: Lolium
perenne L. cv. Napoleon, Medicago sativa L. cv. California,
Trifolium repens L. cv. Huia y Trifolium subterraneum L. cv.
Denmark.

ElI material biologico para el experimento 6 consistio en
108 larvas de segundo estadio de P. herrmanni y 5 plantas por
macetero de las cuatro especies forrajeras utilizadas en los

demas ensayos. Estas 5 plantas definitivas fueron dejadas a los
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15 dias después de su siembra. Se utilizaron Qlas mismas
semillas, fertilizantes y otros materiales necesarios detallados

en los experimentos 1 vy 2.

3.2.2 Métodos utilizados en los experimentos. Los métodos
utilizados en los experimentos 5 y 6 fueron los siguientes.

3.2.2.1 Duracién de los experimentos. El experimento 5 tuvo una
duracion de 107 dias, desde el 25 de febrero hasta el 10 de
Junio de 2005. El experimento 6 tuvo una duracién de 78 dias,

desde el 23 de febrero al 15 de mayo del mismo afo.

3.2.2.2 Preparacion de los sustratos. En ambos experimentos se
usé un suelo tamizado obtenido del mismo lugar en que habia sido
obtenido para los experimentos anteriores. Tanto en el
experimento 5 como en el 6 se agregdé un tratamiento con suelo
sin plantas y una mezcla de estiércol maduro de ovinos de un
afno, obtenido desde la pradera circundante al Laboratorio
Regional SAG Osorno, con suelo en proporciones iguales en

volumen suelo/estiércol 1:1.

3.2.2.3 Establecimiento de las parcelas. En ambos experimentos
la siembra de las semillas de las especies forrajeras se realizé6
el mismo dia en que se agregaron las larvas a las parcelas
correspondientes. En el experimento 5 se sembraron 50 semillas
por macetero de cada especie forrajera para dejar, al cabo de 15
dias, 10 plantas de cada especie. En el experimento 6 se
sembraron 20 semillas para dejar, al cabo de 15 dias, cinco

plantas de cada especie por cada parcela.
3.2.2.4 Fertilizacion. En ambos experimentos se usOé una

fertilizaciéon al momento de la siembra en la totalidad de las
parcelas, equivalente a 60 U de N/ha como salitre sodico, 200 U
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de P,0s/ha en la forma de superfosfato triple y 80 U de K;0/ha

como sulfato de potasio.

3.2.2.5 Riego y control de malezas. Estas labores culturales se
realizaron en forma manual, considerando la mantencién de una
humedad uniforme en los sustratos y eliminando diariamente las

malezas.

3.2.2.6 Colecta, seleccidn e incorporacién de las larvas en las
parcelas. Las larvas de segundo estadio de P. herrmanni, fueron
colectadas, transportadas, mantenidas y seleccionadas de forma
similar a lo efectuado en los experimentos anteriores. En el
experimento 5 se incluyeron 10 larvas por maceta, mientras que

en el experimento 6 se incluydé una Unica larva por maceta.

3.2.3 Evaluaciones. EIl procedimiento para la obtencidén de las
larvas, para evaluar su sobrevivencia y variacién de peso en
ambos experimentos, TfTue igual al empleado en experimentos
anteriores.

3.3 Disefio experimental de los ensayos. En el experimento 1 se
utilizé un disefio totalmente al azar con cinco tratamientos y 10
repeticiones (los tratamientos fueron las cuatro especies
forrajeras mas un tratamiento correspondiente a suelo sin
plantas).

En el experimento 2 se utiliz6 un disefio totalmente al azar
con seis tratamientos y 10 repeticiones (los tratamientos fueron
las cuatro especies forrajeras mas un tratamiento de suelo sin
plantas y un testigo regado con 500 ml de agua destilada). En el
caso de encontrar diferencias significativas en cualquiera de
los experimentos, estos analisis de varianza fueron sometidos a

la prueba de hipdtesis especifica de Tukey al 5% NS.
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En los experimentos 3 y 4 se utilizaron 5 y 7 tratamientos
respectivamente, para los cuales se aplicé un disefio totalmente
al azar, con los tratamientos detallados en el punto 3.2.3.

En el experimento 5 se utilizd un disefio totalmente al azar
con seis tratamientos y 10 repeticiones (los tratamientos fueron
las cuatro especies forrajeras mas un tratamiento con suelo sin
plantas y mezcla suelo/estiércol 1:1).

En el experimento 6 se utiliz6é un disefo totalmente al azar
con seis tratamientos y 3 repeticiones (los tratamientos fueron
las cuatro especies forrajeras mas un tratamiento con suelo sin
plantas y mezcla suelo/estiércol 1:1). Cada repeticion consistio

en seis macetas conteniendo cada una de ellas una larva.
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4 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

La presentacion y discusién de resultados de los distintos
experimentos desarrollada a continuacién, se ha ordenado por
experimentos. Asi, en primer lugar se presentan y discuten los
resultados obtenidos en el experimento 1 destinado a medir la
respuesta de larvas de H. elegans a los exudados solubles en
agua, liberados por las raices de distintas especies pratenses
(M. sativa, T.subterraneum, T. vrepens y L. perenne) y la
respuesta de estas larvas al riego con solucién percolada desde
un suelo sin plantas. En segundo lugar se presentan y discuten
los resultados obtenidos en el experimento 2 destinado a medir
la respuesta de larvas de P. herrmanni a los exudados solubles
en agua, liberados por las raices de 1las mismas especies
pratenses utilizadas en el experimento 1 y la respuesta de estas
larvas al riego con la solucidon percolada desde un suelo sin
plantas y al riego con agua destilada. Considerando que al
concluir el experimento 2 se obtuvieron larvas, pupas y adultos
de P. herrmanni estos resultados fueron evaluados en su
totalidad y para cada uno de los estados de desarrollo alcanzado
por los insectos. Posteriormente, se presentan y discuten los
resultados obtenidos en el experimento 3 y 4 en los cuales se
midiéo la respuesta de larvas de P. herrmanni a los exudados
solubles en agua, liberados por las raices de las diferentes
especies pratenses utilizadas en los experimentos anteriores;
pero en este caso, las plantas fueron desarrolladas en forma
hidropéonica tanto en arena limpia como en lana de vidrio en
varios tratamientos detallados en el material y método. En forma
posterior a estos tres experimentos se muestran los resultados
de los analisis quimicos, a Tfin de discutir si existen
diferencias en la composicidon de los exudados liberados por las
plantas utilizadas en los experimentos. Finalmente, se presentan
y discuten los resultados obtenidos en la evaluacién de la
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respuesta de larvas a la presencia de raices, ausencia de raices

y a una enmienda organica en forma de estiércol en el suelo.

4.1 Respuesta de larvas de Hylamorpha elegans a los exudados
solubles en agua, liberados por las raices de diferentes
especies pratenses. Experimento 1.

El periodo de exposicion de las larvas al riego con los
exudados de los distintos tratamientos tuvo una duracidén de un
mes. A pesar de la corta duracién de este ensayo, las larvas
recolectadas durante este periodo (mes de marzo) se encontraban
en un periodo de alimentacidén activo, por lo cual era probable
obtener una respuesta si los posibles compuestos alelopaticos
exudados por las raices fueran ingeridos a través del sustrato
que las larvas consumian. Segun Carrillo (1999) el mayor dafio de
H. elegans se produce en el tercer estadio larval, estadio que
corresponde al utilizado en este experimento. No obstante el
mayor dafio de estas larvas durante este estadio, estaria
asociado a una accion mecanica de cortar las raices al moverse
en el suelo (DURAN, 2002), siendo posible que las larvas de este
estadio no requieran alimentarse de las raices de las plantas
para sobrevivir, pudiendo desarrollar su ciclo de Vvida
alimentandose de la materia organica del suelo (Carrillo, 2001,
citado por PAPE, 2001). Los parametros de sobrevivencia vy
variacion de peso larval medidos en este experimento sobre
macetas con suelo, si bien pueden verse afectados por la falta
de raices de plantas como suministro alimenticio, este efecto
debiera ser parejo, permitiendo medir los posibles efectos
alelopaticos de los diferentes exudados aplicados como riego al

suelo donde permanecian las larvas consumiendo materia organica.

4.1.1 Sobrevivencia. La sobrevivencia de las larvas de tercer
estadio de H. elegans fue similar en los distintos tratamientos,
no existiendo diferencias estadisticamente significativas. Los

valores promedios de sobrevivencia obtenidos en cada uno de los
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tratamientos de este experimento (Cuadro 1, Anexo 32) son
inferiores a los obtenidos por PALMA (2004) para esta especie,
al usar suelo con plantas, determinando al cabo de 3 meses un
54% de sobrevivencia larval en suelo con plantas de L. perenne
mantenidas a razon de 10 larvas por maceta. Por su parte ROJAS
(1994) determindé que larvas de tercer estadio de H. elegans
mantenidas durante 3 meses sobre distintas especies pratenses
presentan alrededor de un 70% de sobrevivencia.

Si se considera que las larvas de H.elegans presentan bajos
niveles de competencia intraespecifica, se descarta que esta
baja sobrevivencia se deba a factores de competencia (ROTHMANN,
1994). Por lo anterior, la baja sobrevivencia larval promedio
obtenida en este experimento sobre suelo sin plantas en todos
los tratamientos (39%), comparada a la obtenida por ROJAS
(1994) y PALMA (2004) en presencia de especies forrajeras, hacen
suponer que si bien las larvas de H. elegans pueden sobrevivir
en ausencia de raices, consumiendo la materia organica del
suelo, aparentemente las raices constituirian un aporte
importante a los requerimientos alimenticios de estas larvas
favoreciendo asi su sobrevivencia. En ensayos de laboratorio se
ha determinado que la condicién corporal, medida a través del
peso de larvas, mantenidas con suelo y plantas de L. perenne era
mayor a la con suelo y sin plantas*.

Esta falta de respuesta puede deberse por una parte a que
las diferentes especies forrajeras utilizadas en este
experimento exudan cantidades de compuestos solubles en agua muy
pequefias, 1o cual fue demostrado en esta investigaciéon al
realizar los analisis fitoquimicos a estos exudados (Cuadros 13
al 19).

*Carrillo, R. 2005.Ing. Agr.,M.Sc.,Ph.D. Instituto de Produccion y Sanidad

Vegetal, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Austral de Chile. Valdivia.

Comunicacion personal.
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Al respecto Fitter, 2003, citado por WEIR et al. (2004),
sefiala que una de las dificultades en 1los estudios de
alelopatia en plantas es que los compuestos téxicos que son
transportados de wuna planta a otra probablemente no se
encuentran suficientemente concentrados para tener un efecto
sobre la otra planta, y estos compuestos s6lo se encontrarian en
concentraciones mucho mayores alrededor de 1la planta que lo
produce, esta situaciéon puede extrapolarse a la relaciéon que

pudiera presentarse entre plantas y larvas.

CUADRO 1 Sobrevivencia de larvas de tercer estadio de H.
elegans en suelo regado con el agua percolada desde
macetas con plantas de diferentes especies pratenses y

suelo sin plantas.

Tratamiento Sobrevivencia (%)
M. sativa 36,67 a
T. subterraneum 40,00 a
T. repens 43,33 a
L. perenne 36,67 a
Suelo sin plantas 38,33 a
Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segun test de Tukey (P <
0.05).

Otra posible razén que explica esta falta de respuesta es
gque los compuestos en la solucidon percolada se encontraban tan
diluidos (los niveles de fenoles y &cidos organicos fueron
menores a 1 ppm) que no afectaron la sobrevivencia larval de
esta especie de escarabeido, considerando que para la obtencién
de la solucidn percolada fue necesario saturar con agua el suelo
que contenia las especies forrajeras en estudio de tal manera de
obtener suficiente cantidad de solucidén para el riego de las

macetas con larvas. Por otra parte, el periodo de exposicién de
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las larvas a estos compuestos (1 mes) pudo haber sido
insuficiente para obtener una respuesta. Otra razén es que los
compuestos liberados por las raices hayan permanecido adsorbidos
a los coloides del suelo, tomando en cuenta que estos debido a
Su escaso tamafio poseen una gran superficie por unidad de
volumen, 1o cual 1les proporciona una dran capacidad de
adsorcién, y mantencién de los nutrientes vegetales, sean
aniones 0 cationes, restringiendo su pérdida por lixiviacion
(PRASAD y POWER, 1997). En suelos de origen volcanico, como el
utilizado en estos experimentos, se ha informado que
aparentemente los mecanismos quimicos estabilizan rapidamente el
material organico, formando complejos organo-minerales (ZAGAL y
CORDOBA, 2005). Ademas de las arcillas, también son importantes
las substancias humicas, las cuales adsorben compuestos
organicos a través de uniones temporales por puentes hidrégeno,
asociaciones i6nicas o fuerzas de van der Waals o por uniones
mas permanentes de los compuestos organicos a las substancias
hiumicas por la TfTormacién de enlaces covalentes. Ejemplos de
compuestos organicos que pueden unirse covalentemente a &cidos
himicos iIncluyen aminoacidos, péptidos, proteinas, compuestos

aromaticos y polisacaridos (TATE, 2000).

4.1.2 Variacion de peso. En el caso de la variacion en el peso
de las larvas de H. elegans, al ser regadas con el agua
percolada de los maceteros que contenian las distintas especies
forrajeras, tampoco se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, aunque se observd un aumento de peso en el
tratamiento consistente en el riego de las larvas con los
exudados liberados por las raices de plantas de ballica y la
mayor variacion negativa de peso en el caso del riego con el

agua percolada desde el suelo sin plantas (Cuadro 2, Anexo 33).
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CUADRO 2 Variacié6n de peso de larvas de tercer estadio de H.
elegans en suelo regado con el agua percolada
desde macetas con plantas de diferentes especies

pratenses y suelo sin plantas.

Tratamiento Variacion de peso (Q)
M. sativa -0,005 a
T. subterraneum -0,002 a
T. repens -0,005 a
L. perenne 0,009 a
Suelo sin plantas -0,009 a
Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segun test de Tukey (P <
0.05).

Si  bien en todos los tratamientos las larvas se
encontraban en un suelo sin plantas, es posible asumir que la
aplicacion de las soluciones percoladas de las especies
forrajeras en estudio, pudieran tener en el caso de algunas
especies de plantas un efecto benéfico sobre el incremento de
peso larval, comparado con el agua del suelo. Al respecto BROWN
y GANGE (1990) sefialan que los compuestos quimicos involucrados
en las respuestas conductuales de los insectos que se alimentan
de raices pueden ser fagoestimulantes, atrayentes, e
inhibidores. Asi los exudados liberados por las raices de las
plantas podrian contener azulcares, acidos organicos, Yy
compuestos fendlicos (DAKORA Y PHILLIPS, 2002), substancias que
pueden constituir fuentes nutritivas promotoras del crecimiento
larval favoreciendo el desarrollo de las poblaciones de insectos
en el suelo.

Debido a que este efecto no fue estadisticamente
significativo, posiblemente a las mismas razones expuestas para
el caso de la sobrevivencia, se sugiere alargar el periodo de
exposicion de las larvas a estas soluciones percoladas en

futuros experimentos, con esta especie de escarabeido.
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Si la corta duracién de esta experimento hubiera sido la
limitante principal por la cual la respuesta fue similar para
los distintos tratamientos tanto en sobrevivencia como variacion
de peso, cabria esperar una respuesta mas pronunciada al
realizar un segundo experimento con un periodo de exposicidn
larvario méas prolongado a esta solucién conteniendo los

diferentes analitos.

4.2 Respuesta de larvas de P. herrmanni a los exudados solubles
en agua, liberados por las raices de diferentes especies
pratenses. Experimento 2.

Este experimento tuvo una duracién mas prolongada que el
experimento 1 realizado con H. elegans. Se debe considerar que
P. herrmanni pertenece a otra subfamilia de escarabeidos
(Melolonthinae) con larvas que, segun la literatura, se
alimentan principalmente de raices de plantas en comparacion a
la subfamilia Rutelinae, a la cual pertenece H. elegans, con
larvas que se alimentan de residuos organicos, pero que en
ausencia de éstos son capaces de consumir raices (RITCHER,
1966). Por lo anterior, las respuestas de esta especie de
escarabeido no necesariamente van a ser similares a las
obtenidas en el experimento 1. A continuacion se presentan los

resultados obtenidos para el experimento 2.

4.2.1 Sobrevivencia. La sobrevivencia larval durante las dos
primeras evaluaciones (1 y 2 meses) no presentd diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos
(Cuadro 3, Anexo 34). En el Cuadro 3 se observa que Ila
totalidad de las larvas, independiente del tratamiento,
tuvieron sobrevivencias que fueron disminuyendo con el
transcurso del tiempo. El porcentaje promedio de sobrevivencia
obtenido en todos los tratamientos a los 2 meses de evaluacioén

(55,8%) es considerado alto, por lo que el suelo sin plantas
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constituiria un sustrato aceptable para la vida de esta especie

de escarabeido en el suelo.

CUADRO 3 Sobrevivencia de larvas de tercer estadio de P.
herrmanni en suelo regado con el agua percolada
desde macetas con plantas de diferentes especies

pratenses, suelo sin plantas y agua destilada.

Tratamiento Sobrevivencia (%)
12/06/04 12/07/04

M. sativa 79 a 53 a

T. subterraneum 80 a 64 a

T. repens 77 a 51 a

L. perenne 77 a 54 a
Suelo sin plantas 83 a 53 a
Suelo regado con agua destilada 88 a 60 a
Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segun test de Tukey (P <
0.05).

Cabe senalar, ademas, que al primer periodo de evaluacion
(1 mes) el porcentaje promedio de sobrevivencia de P. hermanni
en todos los tratamientos (80,7%) Tfue muy superior al obtenido
en igual periodo de tiempo y bajo las mismas condiciones por H.
elegans en el experimento 1 (45,0%). Esta diferencia podria ser
atribuida a que normalmente las larvas de H.elegans se presentan
en menores densidades poblacionales que P. herrmanni en el
suelo, presentando aparentemente menores niveles de
sobrevivencia en el suelo. Al respecto NORAMBUENA Y AGUILERA
(1988) sefialan que las poblaciones de H.elegans pueden alcanzar
niveles maximos de 300 larvas/m? mientras que para P. herrmanni
mencionan densidades maximas de 1.056 larvas/m?.

En este caso tampoco se observa un efecto de los exudados
sobre larvas, 1o cual puede deberse, entre otros, a las bajas

concentraciones de exudados presentes (Cuadros 11-19).
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4_.2.2 Variacién de peso. En relacidon a la variaciéon en el peso
de las larvas, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en ninguno de los tratamientos, determinandose al
primer y segundo mes de evaluacion una disminucion del peso
larval en todos los tratamientos (Cuadro 4, Anexo 35). Este
efecto puede ser debido, por una parte, a que la solucidn
percolada desde las raices de las especies forrajeras en
estudio, asi como el agua percolada del suelo sin plantas no
aporté suficientes nutrientes para obtener un aumento de peso
larval, y por otra parte a que estos exudados, asi como el agua
percolada del suelo sin plantas aplicada directamente sobre las
macetas con las larvas, no tendrian los analitos en cantidades o
concentraciones suficientes para producir toxicidad en las
larvas de escarabeidos, lo cual se habria expresado en una
disminucién de 1la sobrevivencia de estas larvas, lo que no
ocurrié en este experimento. También es posible que las larvas
ya al inicio del ensayo hayan acumulado las reservas
alimenticias suficientes para alcanzar su desarrollo completo,
utilizandolas durante el periodo en que transcurrié el
experimento.

Un estudio realizado en laboratorio por RIDSDILL-SMITH
(1975) demostré6 que si bien las larvas del escarabeido S.
nigrolineata 1ingieren materia organica desde un suelo sin
plantas, la presencia de raices vivas produce un mayor
incremento en la cantidad de materia organica removida desde el
intestino de las larvas y en la tasa de crecimiento larval, por
lo cual la materia organica del suelo consumida por estas larvas
en los diferentes tratamientos de este ensayo, seria
insuficiente para obtener un incremento de su peso, lo cual
concordaria con lo encontrado. Estos resultados sugieren ademas
la necesidad de realizar experimentos a fines de dilucidar la
respuesta de ambas especies de escarabeidos a la presencia de
distintas fracciones de materia organica asi como a la presencia

de estiércol ya que se ha sefialado en estudios realizados en el
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extranjero que Qlas larvas de C. zealandica pueden vivir
alimentandose de materia organica, en ausencia de tejido vegetal
vivo (RADCLIFFE, 1970; FARREL Y SWENEY, 1972; 1974 a, b; KAIN Y
ATKINSON, 1977; PRESTIDGE et al., 1985), lo cual pudiera ser el
caso de los escarabeidos presentes en las praderas de la zona
sur de Chile.

CUADRO 4 Variacion de peso de larvas de tercer estadio de P.
herrmanni en suelo regado con el agua percolada
desde macetas con plantas de diferentes especies
pratenses, suelo sin plantas y agua destilada en

dos fechas de evaluacion.

Tratamiento Variacion de peso (g)
12/06/04 12/07/04

M. sativa -0.0352 a -0.0015 a

T. subterraneum -0.0373 a -0.0228 a

T. repens -0.0503 a -0.0016 a

L. perenne -0.0432 a -0.0146 a

Suelo sin plantas -0.0455 a -0.0018 a

Suelo regado con agua destilada -0.0468 a -0.0121 a

Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segun test de Tukey (P <
0.05).

Cabe mencionar que este experimento se inicid el 12 de
mayo del afio 2004, periodo considerado de activa alimentacién
por parte de las larvas y, por lo tanto, de dafo para las
praderas en Qla zona sur de Chile, pero que en realidad
corresponde al fin del periodo de alimentacidon de raices de las
larvas de acuerdo a lo observado por PALMA (2004), 1o que hace
pensar que estas larvas presentarian muy buenas condiciones
adaptativas a la falta de alimento por periodos prolongados, lo

cual fue posible comprobar con las mediciones efectuadas en el
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experimento 3. Al respecto, estudios hechos en trigo, con esta
especie de escarabeido, muestran una ausencia de dafo de las
larvas desde mediados de mayo en adelante (SURBER, 2001).

La disminucidén en el peso de las larvas en la totalidad de
los tratamientos no fue obstaculo para que las larvas lograran
alcanzar el estado adulto, lo cual se muestra en detalle en el
analisis de los resultados obtenidos en la evaluacion final de

este experimento.

4_.2_.3Sobrevivencia final experimento 2. La sobrevivencia de P.
hermanni en todos los tratamientos, al cabo de aproximadamente 3
meses y medio (6 de septiembre de 2004), fue en general baja,
variando entre 7 y 18 por ciento. Esta evaluacion considerd la
totalidad de los ejemplares recuperados fueran éstos larvas,
pupas o0 adultos y cada estado de desarrollo del insecto por

separado.

CUADRO 5 Sobrevivencia final de larvas de tercer estadio de P.
herrmanni en suelo sin vegetacidén, regado con el agua
percolada desde macetas con plantas de diferentes

especies pratenses, suelo sin plantas y agua

destilada.
Tratamiento Sobrevivencia final () por estado de
desarrollo

Larva Pupa Adulto Total
M. sativa 6 a 4 a 2 a 12 a
T. subterraneum 2 a 4 a 1a 7 a
T. repens 6 a 4 a 1 a 11 a
L. perenne 5 a 5 a 0 a 10 a
Suelo sin plantas 10 a 4 a 4 a 18 a
Agua destilada 3 a 5 a 0 a 8 a
Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segun test de Tukey (P <
0.05).
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Si se analiza esta sobrevivencia final obtenida en el
experimento 2 por cada uno de los estados de desarrollo del
insecto (Cuadro 5), se observa aparentemente una mayor
recuperacion de ejemplares al estado larval y adulto en el
tratamiento que fue 1irrigado con la solucién percolada desde
suelo sin plantas. Sin embargo, el analisis estadistico no
arroj6 diferencias significativas entre este tratamiento y los
restantes.

Lo anterior, sugiere que el suelo tendria buenas
condiciones para la mantencion de las larvas, lo que puede
significar que el ambiente en el cual se desarrollan estos
insectos, aunque no posee nutrientes en cantidades que hagan
subir de peso al 1insecto y en consecuencia optimizar su
desarrollo, si es capaz de satisfacer los requerimientos minimos
de nutrientes ya sea lavados desde el suelo y obtenidos de la
solucién del suelo, o bien obtenidos directamente desde el
suelo, a través de organismos simbiontes. A su vez, esto puede
indicar que las larvas son capaces de mantenerse en un suelo sin
presencia de raices, una vez que alcanzan un peso determinado a
principios de mayo y no son afectadas por los compuestos
contenidos en los exudados solubles en agua liberados por las
raices de las especies pratenses, pudiendo alcanzar el estado
adulto sin consumir tejido vegetal vivo. Ademas, estos
resultados muestran que los exudados radicales no afectaron la

sobrevivencia larval de P. herrmanni.

4.2.4 Peso alcanzado por los distintos estados de desarrollo de
P. herrmanni al Tfinal del experimento 2. Los pesos Tfinales
alcanzados por las larvas de P. herrmanni tampoco presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos

tratamientos (Cuadro 6, Anexo 37).
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CUADRO 6 Peso final por estado de desarrollo de P. herrmanni

Tratamiento Peso final (g) por estado de desarrollo
Larva Pupa Adulto
M. sativa 0.2763 a 0.2745 0.1724
T. subterraneum 0.2364 a 0.2006 0.149
T. repens 0.2272 a 0.2237 0.1446
L. perenne 0.2359 a 0.2673 | @ —————-
Suelo sin plantas 0.2726 a 0.2377 0.1174
Agua destilada 0.2534 a 0.2212 | = —————-

Letras distintas en la misma columna 1indican difrencias
significativas entre los tratamientos segun test de Tukey (P <
0.005). SoOlo se analizdé estadisticamente el peso final de las

larvas.

Al no existir diferencias entre los exudados de plantas y
el suelo sin plantas y agua destilada, los resultados indican
que no hubo respuesta a los exudados percolados desde los
diferentes tratamientos, lo cual no es extrafo, puesto que una
vez vrealizados 1los analisis quimicos a estos exudados se
comprobé que la totalidad de [los tratamientos con suelo
arrojaron lecturas de concentraciones muy pequefas en los
distintos compuestos analizados (Cuadros 14 y 17) y que esta
respuesta tampoco se produjo al obtener exudados de raices de
plantas mantenidas en lana de vidrio que si poseian mayores
niveles de exudados (Cuadros 12 y 13) y por lo tanto, era

esperable una respuesta mas clara.

4.3 Respuesta de larvas de P. herrmanni a los exudados solubles
en agua, liberados por Ilas raices de diferentes especies
pratenses cultivadas en condiciones hidropénicas. Experimentos 3
y 4.

En forma paralela al experimento 2 se realizaron dos

experimentos a Ffin de obtener una respuesta de larvas de P.
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herrmanni  al riego con el agua percolada desde macetas
conteniendo plantas cultivadas de Tforma hidropoénica tanto en
arena como en lana de vidrio. Considerando que el efecto de las
substancias 1inhibidoras es mas pronunciado en suelos arenosos
que en suelos ricos en materia organica, ya que la activacion y
destruccion de los exudados son mas lentas en suelos pobres, se
puede esperar una mayor influencia alelopatica en plantas en
suelos arenosos que en suelos ricos en microorganismos Yy
fracciones coloidales (Barcik, 1999, citado por DE PAULA et al.,
2000). En base a 1lo anterior, seria posible obtener una
respuesta mas precisa a los exudados solubles en agua liberados
desde las raices de los diferentes tratamientos aplicados sobre
macetas conteniendo las larvas en sustratos con cantidades muy
inferiores en materia organica, como son la arena lavada y lana
de vidrio. También, para aumentar la exactitud en los datos
obtenidos, se incluyé s6lo una larva por macetero, haciendo un
seguimiento del peso de cada una de ellas en los distintos
tratamientos. Estos tratamientos estan detallados en el punto

3.2.3 del material y método.

4.3.1 Respuesta de Qlarvas de P. herrmanni a los exudados
solubles en agua, liberados por las raices de diferentes
especies pratenses cultivadas en arena. Experimento 3. Los
valores de sobrevivencia y variacion de peso de las larvas se

presentan y discuten a continuacion.

4.3.1.1 Sobrevivencia. En el Cuadro 7, se observa que Ila
totalidad de los tratamientos presentaron sobrevivencias
similares, es decir, al cabo de tres meses s6lo quedaba una
larva viva (17%). Esta escasa sobrevivencia al usar arena como
sustrato sugiere que la presencia de materia organica humificada
del suelo sin vegetaciéon pueda contribuir de forma positiva en

la sobrevivencia larval, considerando que al encontrarse en
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niveles minimos en el sustrato (arena), se obtuvieron menos
individuos sobrevivientes que en el caso de un suelo sin
plantas. Este efecto se ve mas claramente al revisar la
sobrevivencia larval en suelo sin vegetacion presentada en el
Cuadro 9.

CUADRO 7 Sobrevivencia de larvas de tercer estadio de P.
herrmanni en arena regada con exudados solubles
desde macetas con plantas de diferentes especies

pratenses cultivadas en arena y arena sin cultivo.

Tratamiento Sobrevivencia (%) por fechas
13/05/04 |03/06/04 |23/06/04 |12/07/04 |12/08/04
AAARAR 100 83 a 67 a 33 a 17
TSARAR 100 100 a 50 a 33 a 17
TBARAR 100 100 a 100 a 33 a 0
BIARAR 100 100 a 83 a 50 a 17
ARAR 100 100 a 100 a 50 a 17
Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segun test de Tukey (P <
0.05). So6lo fueron analizados estadisticamente los promedios de
los tratamientos correspondientes a la fechas 03/06/04, 23/06/04
y 12/07/04.

Aunque la sobrevivencia fue baja, ésta lo fue para los
diferentes tratamientos, lo que 1indica que aparentemente no
existen factores de mortalidad distintos entre ellos. Sin
embargo, tampoco es posible descartar un efecto abrasivo de la
arena, 1o cual pudo haber incidido en un aumento de la

mortalidad larval™*.

*Carrillo, R. 2005.Ing. Agr.,M.Sc.,Ph.D. Instituto de Producci6n y Sanidad

Vegetal, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Austral de Chile. Valdivia.

Comunicacion personal.
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En el Cuadro 7 y Anexo 38, se observa que a los dos meses
de haber estado sometidas Qlas larvas a los distintos
tratamientos, la sobrevivencia habia bajado aproximadamente al
40%, considerando la totalidad de los tratamientos. Sin embargo,
un punto Importante es que las larvas soportaron un periodo muy
largo (tres meses) en condiciones de extrema TfTalta de
alimento, con mortalidades similares entre aquellas regadas con
la solucidon percolada desde maceteros con plantas y aquellas
regadas con Qla solucién percolada desde arena desnuda. Esto
pudiera indicar que las larvas de P. herrmanni son capaces de
sobrevivir a lo menos tres meses sin alimento o que obtendrian
una dieta minima de mantencién desde 01os microorganismos Yy/0
substancias liberadas por ellos, una vez alcanzado un peso
promedio de 3,87 + 0,7 g que fue el peso promedio inicial de
este ensayo. También esto corrobora que los exudados percolados
desde los distintos tratamientos con plantas no aportan
suficientes nutrientes que les permita obtener una mayor
sobrevivencia a las larvas, ni contienen principios toxicos a

las larvas que produzcan su mortalidad.

4.3.1.2 Variacién de peso. El peso de las larvas en general fue
disminuyendo con el tiempo, lo cual era lo esperado (Cuadro 8,
Anexo 39).

Cabe mencionar que al disectar el intestino de algunas larvas se
observé la presencia de arena en su interior. Estos resultados
confirman que los exudados percolados desde los distintos
tratamientos con plantas no aportan suficientes nutrientes que
les permita obtener un mayor peso a las larvas y que los
compuestos presentes en los exudados solubles en agua no tienen
principios desfavorables, ya sea a través de toxicidad o
inhibicién de [la alimentacidon, considerando que la arena
permitiria la lixiviacion de los exudados con una minima o nula

adsorcion de los compuestos.
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CUADRO 8 Variacion de peso de larvas de tercer estadio de P.
herrmanni en arena regada con el agua percolada
desde macetas con plantas de diferentes especies

pratenses cultivadas en arena y arena sin cultivo.

Tratamiento Variacion de peso (Q)

03/06/04 23/06/04 12/07/04 12/08/04
AAARAR -0.0294 a -0.0420 a | -0.0139 a -0.0200
TSARAR -0.0372 a 0.0092 a -0.0102 a -0.0599
TBARAR -0.0347 a -0.0270 a | -0.0756 a | ---—-—-
BIARAR -0.0185 a -0.0233 a | -0.0424 a -0.1137
ARAR -0.0255 a -0.0431 a | -0.0035 a | --—--—-
Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segun test de Tukey (P <
0.05). So6lo fueron analizados estadisticamente los promedios de
los tratamientos correspondientes a la fechas 03706704, 23/06/04
y 12/07/04.

4.3.2 Respuesta de larvas de P. herrmanni a los exudados
solubles en agua, liberados por las raices de diferentes
especies pratenses cultivadas en lana de vidrio. Experimento 4.
Considerando la escasa o nula capacidad de adsorcién de este
material y esperando que los exudados tuvieran menos problemas
de ser lixiviados por el agua aplicada en el riego, se evalu6 la
sobrevivencia y variacion de peso de larvas sometidas al riego
con el agua percolada desde plantas en macetas cultivadas en

forma hidropoénica, los resultados fueron los siguientes.

4.3.2.1 Sobrevivencia. Este experimento fue realizado
simultaneamente con el de respuesta de una larva mantenida en
arena al riego por la solucidén percolada desde cultivos en arena
y las condiciones del ensayo son las mismas a excepcion del
sustrato utilizado para la obtencién de las plantas, por ello
sus resultados son comparables a los observados en el
experimento con plantas en arena. En el Cuadro 9 y Anexo 40 se

presentan los resultados obtenidos. En ellos se observa que las
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larvas nuevamente obtuvieron sobrevivencias muy bajas al cabo de

tres meses, lo que confirma los supuestos realizados en el

analisis de los resultados para los tratamientos con las

especies cultivadas hidropdénicamente con arena lavada.

CUADRO 9 Sobrevivencia de larvas de tercer estadio de P.
herrmanni en arena y suelo regados con el agua
percolada desde macetas con plantas de diferentes
especies pratenses cultivadas en lana de vidrio,
suelo sin plantas y lana de vidrio sin cultivo

Tratamiento Sobrevivencia (%) por fechas
13/05/04 {03/06/04|23/06/04 {12/07/04|12/08/04
AALVAR 100 100 a 33 a 17 0
TSLVAR 100 100 a 67 a 33 0
TBLVAR 100 100 a 67 a 50 17
BILVAR 100 100 a 33 a 0 0
LVAR 100 100 a 67 a 17 0
Ssu 100 100 a 67 a 50 33
SUSU 100 100 a 87 a 50 17
Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segun test de Tukey (P <

0.05). So6lo fueron analizados estadisticamente los promedios de

los tratamientos la fechas 03706704, vy

23/06/04.

correspondientes a

En términos generales, al igual que en el experimento 3, se
observa que la sobrevivencia fue disminuyendo en la medida que
avanzaba el periodo de exposiciéon de las larvas a los distintos
del

individuos

tratamientos, pero en este experimento, al final periodo de

evaluaciones, s6lo  fue posible obtener que

sobrevivieron un periodo de tres meses en los tratamientos: en
que la larva se mantuvo en suelo sin plantas regado sélo con
agua destilada, en el regado con la solucién percolada a través
de un suelo sin plantas y en el que la arena fue regada con la
solucién percolada desde plantas de trébol blanco cultivado en

lana de vidrio.
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Estos resultados llaman la atencidén, puesto que aunque en
ninguno de los experimentos sometidos a analisis estadistico se
presenté diferencias estadisticamente significativas, el hecho
que la solucidén de suelo percolada desde un suelo sin plantas y
la solucién percolada desde plantas de trébol blanco produzca en
algunos casos una sobrevivencia mayor aunque no significativa
sugieren la posibilidad de que exista alguna respuesta positiva
de las larvas a los compuestos lixiviados en el suelo sin
cultivo y a los compuestos contenidos en los exudados solubles
en agua de raices de trébol blanco. Con respecto a esta
leguminosa, se ha indicado en numerosos estudios para los
escarabeidos nativos de Nueva Zelandia, que esta especie
forrajera es beneficiosa nutricionalmente para las larvas de
escarabeidos y susceptible al ataque de ellas. Sin embargo,
también se ha indicado que la graminea forrajera L. perenne es
susceptible y beneficiosa para el desarrollo de esas larvas,
pero esta respuesta no se observa en este caso del estudio del
efecto de los exudados solubles liberados por las raices. Una
explicacién a esta ausencia de respuesta es que las larvas
consuman  substancias presentes en las raices que no
necesariamente se encuentren en los exudados. El hecho de no
haberse encontrado diferencias estadisticamente significativas
podria no corresponder a diferencias reales sino a la gran
variabilidad entre los valores obtenidos entre las distintas
repeticiones y no corresponder a una respuesta de las larvas de

escarabeidos.

4.3.2.2 Variacion de peso. La variacidon en peso de las larvas
mantenidas en cultivos de las forrajeras en forma hidropoénica en
lana de vidrio fue en general negativa (Cuadro 10) y no se
encontraron diferencias entre 1los resultados de la primera
evaluacion (03706/04) que pudieron ser analizados

estadisticamente.
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CUADRO 10 Variacion de peso de larvas de tercer estadio de P.
herrmanni en arena y suelo regados con el agua
percolada desde macetas con plantas de diferentes
especies pratenses cultivadas en lana de vidrio,

suelo sin plantas y lana de vidrio sin cultivo

Tratamiento Variacion de peso (Q)

03706704 23/06/04 12/07/04 12708704
AALVAR -0.1024 a 0.0092 -0.0907 —_——
TSLVAR -0.0378 a 0.0243 -0.0808 —_——
TBLVAR -0.0007 a -0.0307 -0.0962 0.0275
BILVAR -0.0222 a -0.0509 -0.3484 —_——
LVAR -0.0781 a -0.0243 -0.0084 —_——
SuU -0.0781 a -0.0189 -0.0481 -0.0243
SUSuU -0.0857 a -0.0212 -0.0350 0.0254
Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segln test de Tukey (P <
0.05). S6lo fueron analizados estadisticamente los promedios de
los tratamientos correspondientes a la fechas 03/06/04.

Esto confirma que las larvas fueron sucesivamente agotando
sus reservas acumuladas probablemente en el periodo anterior al
inicio de estos ensayos y consecuentemente bajando su peso. Por
otra parte, si ellas hubieran necesitado sélo la presencia de
materia organica en forma de humus en el suelo para aumentar de
peso, se esperaba que las larvas en los tratamientos mantenidas
con suelo sin plantas aumentaran su peso consumiendo esta
materia organica del suelo, lo que no fue observado. En efecto,
los tratamientos con suelo sin plantas también presentaron
respuestas similares, por lo que se descarta que el suelo sin
plantas fuera suficiente para que estas larvas lograran una
ganancia de peso, al menos en el periodo considerado en este
experimento. No obstante 1o anterior, el suelo sin plantas
permitié que las larvas se mantuvieran vivas en una mayor
proporcioén durante el experimento.

La gran mortalidad encontrada en los distintos tratamientos
era esperable para el caso de las larvas que fueron mantenidas

en arena, pero se esperaba encontrar alguna diferencia

65




importante en comparacién a las larvas mantenidas en suelo sin
plantas, 1o cual no fue observado. Tanto la arena como la lana
de vidrio aportarian wuna minima cantidad de compuestos
utilizables como fuentes alimenticias por las larvas y este
aporte pudiera estar relacionado a la presencia de
microorganismos en los diferentes sustratos, los cuales serian
capaces de modificar la calidad y cantidad de 1los exudados
presentes en la rizésfera. Por esto se sugiere realizar este
tipo de experiencia en condiciones estériles, a fin de estimar
el efecto de los compuestos independientes del sustrato. Este
tercer experimento fue mas riguroso en relacion a medir la
respuesta de las larvas a la aplicacion directa de los exudados,
pero presenta importantes limitaciones por la falta de un mayor
nimero de observaciones Yy repeticiones que pudieran ser
sometidas a analisis estadistico.

Analizados en su conjunto, los resultados obtenidos en los
experimentos anteriormente discutidos conducen a rechazar Ila
hipétesis de que las larvas de tercer estadio de ambas especies
de escarabeidos sean afectadas en su peso y sobrevivencia al
ser expuestas a compuestos exudados por las raices de las

plantas forrajeras bajo las condiciones de estos experimentos.

4.4 Resultados de los analisis quimicos al agua percolada desde
los suelos con y sin plantas.

A partir de las muestras del agua percolada obtenida de los
distintos tratamientos, se determinaron los carbohidratos
totales, fTenoles totales y 1los acidos organicos: fumarico,

malico, maldénico, citrico y succinico.

4_.4_.1 Carbohidratos totales. Como ha sido sefialado previamente,
los analisis colorimétricos solo arrojaron resultados
comparables para los liquidos percolados colectados en la ultima
fecha (23/07/04). Las reacciones en las Tfechas anteriores
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(17/03/04 y 20/04/04) dieron lecturas poco confiables debido a
la formacién de precipitados de apariencia lechosa en varios
tratamientos por lo cual no son presentadas en este trabajo.
Esto pudo deberse a la presencia de sales en los lixiviados ya
sea por un lavado insuficiente de las macetas 0 una reaccidén con
las sales agregadas en forma de soluciodn nutritiva o las propias
del suelo. Al respecto HENRY (2003) sefala que las sales de
soluciones nutrientes interfieren en los analisis de exudados,
por ejemplo HPLC y prueba de la antrona. Por otra parte, WEIL et
al., (2003), han sefialado que la reaccién de la antrona esta
sujeta a la interferencia por constituyentes comunes del suelo
tales como Cl-, NO;~ y Fe™. También se ha informado acerca de la
interferencia de las substancias humicas en la determinaciéon de
azucares de suelos con otros métodos colorimétricos (GIZYBOUSKY
Y DUDZINSKA, 2004).

A pesar de las limitaciones para los anélisis de las
muestras colectadas en la primera y segunda fecha de muestreo,
descritas anteriormente, los analisis para la ultima Tfecha
fueron realizados sin problemas. Los resultados de estos
analisis se presentan por separado para cada uno de los
sustratos utilizados (suelo, arena y lana de vidrio). Para una
mejor comparacion de los resultados obtenidos, se incorporaron
en los Cuadros de los experimentos de arena y lana de vidrio los
valores de los tratamientos en suelo sin plantas.

Al analizar los resultados obtenidos utilizando suelo como
sustrato (Cuadro 11) se observa que los liquidos percolados del
trébol subterraneo presentaron el mayor contenido de azlcares
totales, mientras que Qlos percolados de alfalfa y ballica
inglesa presentaron niveles de azucares significativamente
inferiores a este, los otros tratamientos presentaron niveles

intermedios de azlUcares.
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CUADRO 11 Carbohidratos solubles totales Iliberados por las
raices de distintas especies pratenses cultivadas en
suelo y suelo sin plantas (23/07/04).

Tratamiento Carbohidratos solubles totales (ppm)
SUAL 0,84 b
SUTS 3,55 a
SUTB 1,78 ab
SUBI 0,97 b
Susul 1,67 ab

Letras distintas en la misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas a la prueba de Tukey (P <
0.05).

En el Cuadro 11 se observa también que los niveles de
azucares totales detectados en los liquidos percolados de los
distintos tratamientos de suelo fueron en general bajos, no
presentandose diferencias muy marcadas entre ellos. Lo anterior
podria deberse a distintas razones, las cuales se analizan a
continuacion.

Segun GREENLAND y OADES, (1975), los monosacaridos libres
son dificiles de detectar en muchos suelos debido probablemente
a la rapidez con que ellos son utilizados por |los
microorganismos. Ellos indican, ademas, que [la presencia de
carbohidratos en exudados radicales ha sido demostrada bajo
condiciones estériles, mientras que en condiciones no estériles
estos azucares tendrian menos posibilidades de ser detectados al
ser un suministro rapidamente disponible para los
miscroorganismos.

En relacidén a los suelos utilizados en este experimento, se
ha 1indicado que en general ellos presentan en condiciones
naturales wuna alta presencia de hongos vy actinomicetos
considerados los grupos de microorganismos mas activos del suelo
en cuanto a su capacidad de descomposicion y sintesis de

materiales organicos estables, tales como, &cidos fulvicos,
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himicos y polisacaridos (Martin y Haydee, 1971, citados por
ZUNINO et al., 1982)

Una situacion diferente se obtuvo al analizar los
resultados obtenidos utilizando arena y lana de vidrio como
sustrato (Cuadros 12 y 13).

CUADRO 12 Carbohidratos solubles totales liberados por las
raices de distintas especies pratenses cultivadas

en arena y suelo sin plantas (23/07/04).

Tratamiento Carbohidratos solubles totales (ppm)
ARAL 5,89 b
ARTS 5,41 b
ARTB 4,06 b
ARBI 23,00 a
ARAR 5,07 b
SUSU2 1,58 b

Letras distintas en [la misma columna 1indican diferencias
estadisticamente significativas a la prueba de Tukey (P <
0.05).

En el Cuadro 12 se puede observar que el contenido de
carbohidratos totales de los distintos tratamientos de los
percolados de arena presentaron diferencias estadisticamente
significativas, siendo los percolados de ballica inglesa los
con mayor contenido de azucares, en comparaciéon al resto de los
tratamientos. Esto seria indicativo que esta graminea libera mas
azucares al medio y podria asociarse este resultado a su mayor
preferencia por parte de las larvas, tal como ha sido demostrado
en experimentos en macetas por ROJAS (1994). Un estudio
realizado por TISDALL y OADES (1980)informé que el sistema
radical de esta especie pratense era mas eficiente que las
raices de trébol blanco para producir la estabilizacién de
agregados de suelo, debido a que sustentaba una mayor poblacidén

de hifas de micorrizas versiculo-arbusculares en el suelo, y
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mediante micrografias electronicas observaron que las hifas
estaban cubiertas con una capa de material amorfo, atribuida a
la presencia de polisacaridos, a los cuales las particulas de
arcillas parecian firmemente adheridas. Si lo anterior fuera
confirmado, entonces existiria la posibilidad que con el riego
estas secreciones fueran arrastradas y podria explicar en algun
grado la deteccién de estos compuestos en los lixiviados
analizados en este estudio. Un resultado similar se obtuvo en el
analisis del contenido de azucares totales de los percolados en
lana de vidrio (Cuadro 13).

En general, los analisis arrojaron diferencias
significativas entre la cantidad de azucares percolados desde
ballica inglesa, la cual fue mas alta en comparacion a las demas

especies y al suelo sin plantas.

CUADRO 13 Carbohidratos solubles totales Iliberados por las
raices de distintas especies pratenses cultivadas en

lana de vidrio y suelo sin plantas (23/07/04).

Tratamiento Carbohidratos solubles totales (ppm)
LVAL 2,92 bc
LVTS 5,79 b
LVTB 6,69 ab
LVBI 11,13 a
LVAR 5,07 b
SUsuU2 1,58 c

Letras distintas en la misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas a la prueba de Tukey (P <
0.05).

También se encontr6é una pequefia cantidad de azucares en los
sustratos sin plantas, lo cual puede atribuirse tanto a la
presencia de estos compuestos en la fraccidén organica del suelo
como a la presencia de microorganismos en el medio. En relacién

a los microorganismos, HENRY (2003), sefiala que la presencia de
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microbios en la rizdosfera puede cambiar la cantidad de exudados
radicales a través de su metabolismo y la composicion de estos
exudados a través de su degradacion parcial y se ha observado
que los microorganismos son capaces de aumentar su liberacion.
La misma autora sefiala que algunos de los mecanismos propuestos
para producir este aumento incluyen un mayor gradiente de
concentracién de exudados entre la superficie de la raiz y la
rizosfera con la degradacién microbiana o un aumento de Ila
permeabilidad de las membranas celulares radicales y el estimulo

de la liberaciéon de exudados por los metabolitos microbianos.

4.4_.2 Fenoles totales. Los resultados de los analisis de fenoles
totales presentes en la solucidén percolada de distintas
especies pratenses en suelo con plantas, sin plantas y plantas
cultivadas hidropdénicamente en arena y lana de vidrio, en las

tres fechas de colecta se presentan en los Cuadros 14 al 16.

CUADRO 14 Fenoles solubles totales liberados por las
raices de distintas especies pratenses cultivadas en

suelo y suelo sin plantas.

Tratamiento Fenoles totales (ppm) por fecha de colecta
17/03/04 20/04/04 23/07/04
SUAL 0,72 0,35 0,43
SUTS 0,46 0,28 0,33
SUTB 0,26 0,21 0,33
SUBI 0,31 0,19 0,27
SUSU2 0,36 0,33 0,60
PROM. TOTAL 0,42 0,27 0,39
Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segun test de Tukey (P <
0.05).
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CUADRO 15 Fenoles

solubles

totales

liberados

por las

raices de distintas especies pratenses cultivadas en

arena y suelo sin plantas.

Tratamiento Fenoles totales (ppm) por fecha de colecta
17/03/04 20/04/04 23/07/04
ARAL 0,39 a 0,43 b 0,66 ab
ARTS 0,24 a 0,47 b 1,09 a
ARTB 0,32 a 0,27 b 0,63 ab
ARBI 0,34 a 0,32 b 1,03 a
ARAR 0,54 a 1,04 a 0,56 ab
SUSU2 *n/d *n/d 0,15 b
PROM. TOTAL 0,36 0,52 0,69
Letras distintas en la columna indican diferencias
significativas entre tratamientos segun test de Tukey (P <
0.05). (* n/d = no determinado).
CUADRO 16 Fenoles solubles totales liberados por las

raices de distintas especies pratenses cultivadas en

lana de vidrio y suelo sin plantas.

Tratamiento Fenoles totales (ppm) por fecha de colecta

17/03/04 20/04/04 23/07/04

LVAL 0,57 a 0,40 a 1,45 ab

LVTS 1,01 a 0,42 a 1,06 b

LVTB 0,69 a 0,40 a 1,47 ab

LVBI 0,95 a 0,48 a 1,95 a

LVAR 0,55 a 0,31 a 1,23 ab

SuUsu2 *n/d *n/d 0,15 c
PROM. TOTAL 0,75 0,40 1,22

Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segun test de
0.05). (*n/d = no determinado).

Tukey (P <
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ElI' analisis de Tfenoles totales arrojé diferencias
estadisticamente significativas sélo en condiciones de cultivos
hidropénicos, tanto en arena como en lana de vidrio (Cuadro 15 y
16), estas diferencias se manifestaron principalmente en la
ultima fecha de colecta y el tratamiento de suelo sin plantas
presentdé niveles de fenoles significativamente inferiores a
todos los otros tratamientos. Esto pudiera estar confirmando la
capacidad del suelo de adsorber los compuestos fendlicos debido
a que en todos los tratamientos en que se utilizé este sustrato
se obtuvieron niveles muy pequefios de fenoles totales y confirma
por otro lado que tanto la arena como la lana de vidrio permiten
detectar estos compuestos, aunque no se puede distinguir
claramente si estos compuestos fendlicos son producto de
lixiviados, los microorganismos presentes en el sustrato o una
combinacion de ellos.

4.4.3 Acidos organicos. Al igual que en los analisis
colorimétricos de determinacién de azUcares totales con antrona,
los resultados de los 4&cidos organicos en las dos primeras
fechas de evaluacidon fueron escasos y erraticos. Por ello sélo
se consideraron las lecturas de la ultima fecha de colecta de
los liquidos percolados.

Ademas de las posibles razones comentadas en los analisis
anteriores, tampoco es posible descartar que en el proceso de
enjuague de las macetas hayan quedado trazas de detergente,
puesto que se ha sefialado que su presencia puede afectar un gran
nimero de técnicas analiticas muy sensibles tales como las
cromatografias y espectrometrias de masa (SWIDEREK et al.,
1997).
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CUADRO 17 Acidos organicos solubles

liberados por

las raices

de distintas especies pratenses cultivadas en suelo

y suelo sin plantas.

Tratamiento Acidos organicos (ppm) 23/07/04

Citrico | Fumarico |Malico Malénico | Succinico
SUAL 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SUTS 0,00 0,00 0,00 0,26 0,00
SUTB 0,00 0,00 1,87 0,00 0,00
SUBI 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00
SUSU1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segin test de Tukey (P <

0.05).

CUADRO 18 Acidos organicos solubles

liberados por

las raices

de distintas especies pratenses cultivadas en arena

y suelo sin plantas.

Tratamiento Acidos organicos (ppm) 23/07/04

Citrico | Fumarico |Malico Malénico | Succinico
ARAL 0,00 0,01 0,00 2,83 0,00
ARTS 0,46 0,00 4,69 5,65 0,00
ARTB 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ARBI 0,00 0,00 0,00 0,00 12,74
ARAR 2,89 0,01 0,00 2,57 0,00
SUSU2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segun test de Tukey (P <

0.05).

Al

colecta para

detectaron

diferencias estadisticamente significativas en
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contenido de ninguno de los &cidos organicos evaluados (Cuadros
17, 18 y 19).

Cabe sefialar que el nivel de acidos organicos obtenidos en
los liquidos percolados de plantas en suelo y suelo sin plantas
(Cuadro 17) no Tfueron detectados en la mayoria de los
tratamientos, lo que dificulta la interpretacién de estos
resultados.

En términos generales, los resultados de los analisis de
acidos organicos, muestran una escasa deteccidén de estos
compuestos en los exudados de los distintos tratamientos,
observandose mas lecturas en los tratamientos de plantas
cultivadas en Tforma hidropénica, pero mostrando una gran
variacion respecto a los tratamientos con suelo y arena. Basado
en estos resultados se sugiere a futuro, para este tipo de
estudios, un cambio en la metodologia de colecta de los exudados
que permita aumentar el volumen de agua colectada y sometida a
liofilizacion y/o aumentar el periodo de contacto entre las
raices y el agua de colecta, por ejemplo sumergiendo las raices
de plantas de edad conocida, cultivada en un sustrato que puede
ser arena de cuarzo, durante un periodo determinado en un
volumen de agua conocido.

Se descarta un mal procedimiento cromatografico mediante
HPLC, debido a que la lectura de los patrones, aun en muy bajas
concentraciones fueron bien separadas y sus tiempos de retencioén
claramente diferenciados, al 1igual que las presentadas por
CAWTHRAY, (2003), utilizadas como referencia en este estudio.

Los resultados obtenidos en estos analisis apoyan los
resultados discutidos en los experimentos 1 y 2 con larvas de
escarabeidos ya que, aparte de obtenerse cantidades muy pequefas
de &cidos organicos en los exudados, también es posible que los
compuestos hayan sido adsorbidos ya sea por el humus, la
fraccion coloidal o bien degradados por los microorganismos en

el sustrato.
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CUADRO 19 Acidos organicos solubles liberados por las raices
de distintas especies pratenses cultivadas en lana

de vidrio y suelo sin plantas.

Tratamiento Acidos organicos (ppm) 23/07/04

Citrico | Fumarico |Malico Malénico | Succinico
LVAL 6,97 a 0,00 a 0,65 a 6,99 a 0,00 a
LVTS 0,79 a 0,00 a 0,00 a 0,05 a 0,00 a
LVTB 0,00 a 0,01 a 0,00 a 2,21 a 0,00 a
LVvBI 0,00 a 0,01 a 0,00 a 8,37 a 0,00 a
LVAR 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,23 a 0,00 a
SUSU2 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segun test de Tukey (P <
0.05).

Cabe senalar, que los exudados radicales pueden ser
rapidamente utilizados por los microorganismos, por lo que la
estimacion cuantitativa de su produccidén puede ser hecha sélo si
las plantas son cultivadas bajo condiciones estériles, condicioén
qgue no se evalud en estos experimentos. Segun BARBER y GUNN,
(1974) un gran numero de observaciones indica que las cantidades
de exudados encontradas en condiciones axénicas (por ejemplo en
lana de vidrio o en arena) son distintas a aquellas producidas

en el suelo.

4.5 Respuesta de larvas de segundo estadio de P. herrmanni a la
ausencia de raices y aumento del contenido de materia organica
en forma de estiércol en el suelo. Experimentos 5 vy 6.

Estos experimentos tuvieron como objetivo evaluar la
respuesta, medida en base a la sobrevivencia y variacién de peso
de larvas de segundo estadio de P. herrmanni, a la presencia de
raices de las distintas especies pratenses utilizadas en los

experimentos anteriores, comparado con un suelo sin plantas y un
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suelo al cual se realizé una enmienda organica consistente en la

incorporacion de estiércol de oveja al suelo.

4_.5.1 Respuesta de larvas de segundo estadio de P. herrmanni a
la presencia de raices y a una enmienda organica en forma de
estiércol al suelo. Experimento 5. En este experimento se
utilizaron materiales y métodos similares a los experimentos 1 y
2.

4.5.1.1 Sobrevivencia. La sobrevivencia en estos experimentos se
presenta en el Cuadro 20. Estos resultados indican que las
larvas de segundo estadio de P. herrmanni presentan las mayores
sobrevivencias cuando en el medio se presentan raices de trébol
subterraneo, ballica y mezcla de suelo con estiércol (35, 43 y
58% respectivamente).

Claramente, las menores sobrevivencias la obtuvieron las
larvas en suelos con raices de raices de trébol blanco, alfalfa
y suelo sin plantas con sobrevivencias promedios del 16, 9 y 2%

respectivamente, en un periodo de 107 dias.

CUADRO 20 Sobrevivencia de larvas de segundo estadio de P.
herrmanni  en suelo con raices de plantas de
distintas especies pratenses, suelo sin raices y

mezcla suelo/estiércol.

Tratamiento Sobrevivencia (%)
M. sativa 9 b
T. subterraneum 35 a
T. repens 16 b
L. perenne 43 a
Suelo sin plantas 2 b
Suelo/Estiércol 1:1 58 a
Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segun test de Tukey (P <
0.05).
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Lo anterior apoya la idea de que el suelo sin plantas no
aporta suficientes nutrientes para permitir una buena
sobrevivencia larval y que las larvas de este escarabeido no
tienen la capacidad de utilizar el humus contenido en este tipo
de suelo, o bien lo usan en forma limitada. No obstante 1lo
anterior, se debe precisar que en todos los experimentos se
utilizé un suelo harneado, desprovisto de raices y otros restos
de plantas, pero se encontraban mezcladas las capas superiores
del mismo, lo que debe tenerse en consideraciéon al extrapolar
estos resultados a las condiciones de campo. Al respecto TATE
(2000) sefiala que en estudios bioldgicos es iImportante precisar
las caracteristicas particulares del suelo asi como considerar
que existen diferencias entre el horizonte superior de suelo que
en general contiene mayor cantidad de materia organica en
relacion a los horizontes inferiores. Teniendo presente estas
limitantes, las diferencias entre larvas mantenidas en un suelo
con escasos residuos vegetales y un suelo enmendado con una alta
proporciéon de estiércol son obvias, lo que sugiere que estas
larvas no son comedoras obligadas de raices sino que pueden
alimentarse de la materia organica en proceso de humificacion y
en ciertas ocasiones pueden completar sus requerimientos de
nutrientes alimentandose de raices vivas de plantas. Cabe
sefialar que al término de este experimento las larvas habian
alcanzado el tercer estadio y aquellas mantenidas en raices de
ballica habian producido el corte de estas plantas a nivel de
cuello.

Los resultados también indicarian que los requerimientos de
las larvas de P. herrmanni podrian ser mayores en cuanto a
nutrientes en el segundo y comienzo del tercer estadio, que

posteriormente.
4.5.1.2 Variacion de peso. Debido a la gran mortalidad larval en

distintos tratamientos, sé6lo fue posible realizar un analisis

parcial de la variaciéon en el peso de las larvas, considerando
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dos repeticiones por tratamiento. Los resultados obtenidos se

presentan en el Cuadro 21.

CUADRO 21 Variacion de peso de larvas de segundo estadio de P.
herrmanni  en suelo con raices de plantas de
distintas especies pratenses, suelo sin raices y
mezcla suelo/estiércol.

Tratamiento Variacion de peso (g)
M. sativa 0,128 ab
T. subterraneum 0,124 ab
T. repens 0,147 ab
L. perenne 0,192 ab
Suelo sin plantas 0,042 b
Suelo/Estiércol 1:1 0,311 a
Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segun test de Tukey (P <
0.05).

Considerando que se eligieron al azar sélo dos repeticiones
por tratamiento, para realizar un analisis estadistico, los
resultados indican que la variacién de peso es estadisticamente
distinta y significativa entre las larvas que se mantuvieron con
suelo sin vegetacion en comparaciéon a aquellas mantenidas en la
mezcla suelo/estiércol. Aunque se necesitan nuevos datos
experimentales que apoyen esta tesis, las diferencias en el
tamafio de lar larvas observadas al momento de la cosecha y la
medicion del peso de las larvas eran obvias entre las que habian
sido mantenidas en el suelo con la enmienda organica en
comparacion a las larvas mantenidas en suelo con plantas y el

suelo sin plantas.

Estos resultados apoyan la idea que en general las raices de
diferentes especies no constituyen una fuente alimenticia O6ptima

para las larvas de este escarabeido y que, al contrario, el
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suministro de materia organica en Tforma de estiércol si
constituye un alimento adecuado para estas larvas. No se
encontraron diferencias entre las distintas especies de plantas.
La posibilidad de usar esta fuente alimenticia podria estar
determinada por la capacidad de 1las larvas de metabolizar
eficientemente las fibras constituyentes del estiércol por Ila
asociacion con organismos presentes en su intestino o bien a que
la alta carga microbiana presente en el estiércol constituye una
parte importante del suministro nutricional y energético para
estas larvas. Con relacidn a esta tematica, McQuillan y Webb,
1994, citados por LI y BRUNE (2005) han sefialado que las larvas
de muchas especies de insectos parecen prosperar exclusivamente
en humus y desarrollarse normalmente en suelos desprovistos de
raices de plantas vivas. Esta no seria la situacidén, por lo
menos con el suelo trumao utilizado en estos experimentos, por
lo cual es necesaria la evaluaciéon de cada uno de los
componentes de la materia organica sea ésta humificada, no

humificada y cada uno de los tipos de humus.

Observaciones microscopicas de pellets fecales de C.
zealandica indicaron que las raices de trébol eran mas digeridas
que las raices de ballica (BAUCHOP y CLARKE, 1977). En el mismo
estudio, estos autores concluyen que debido a que |los
carbohidratos estructurales sufren limitada digestion por las
larvas del escarabeido, las larvas pueden requerir un gran
volumen de material radical en su dieta, lo que explicaria su
alto efecto destructivo en las praderas y su bajo efecto en la
nutricion de las larvas.

La escasa sobrevivencia en alfalfa no puede ser explicada
con estos ensayos debido a que no es posible determinar si las
larvas murieron porque no se alimentaron de las raices o su
consumo les produjo la mortalidad. Algunos ejemplos del fendmeno
de antixenosis Yy antibiosis que presenta la literatura en

relacion a larvas de escarabeidos han sido revisados por ROJAS
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(1994). Para el caso de la alfalfa en particular, se ha sefalado
que las saponinas presentes en las raices de esta planta
forrajera actuan como inhibidores alimenticios para larvas de C.
zealandica en Nueva Zelandia y que pudieran ser mas de una las
substancias involucradas en esta inhibicion (SUTHERLAND et al.,
1975 a, b), lo cual faltaria comprobar para el caso de las
larvas de los escarabeidos nativos evaluados en estos

experimentos.

4_.5.2 Respuesta de larvas de segundo estadio de P. herrmanni a
la ausencia de raices y a una enmienda organica en forma de
estiércol en el suelo. Experimento 6. En este experimento se
utilizaron materiales y métodos similares a los de los
experimentos 3 y 4.

Al igual que en el experimento 5, en este experimento se
evalu6é la sobrevivencia y la variaciéon de peso de las larvas,
con la diferencia de que en este caso se colocé una larva en una
maceta de menor tamafio. Esto con el fin de hacer un seguimiento
individual del peso de cada una de las larvas en el sustrato
correspondiente.
4.5.2.1 Sobrevivencia. La sobrevivencia de las larvas de segundo
estadio de P. herrmanni en suelo con raices de plantas de
distintas especies pratenses, suelo sin raices y mezcla
suelo/estiércol fueron estadisticamente distintos; los valores
de sobrevivencia fueron en general similares a los del
experimento 5, corroborando la importancia de [la materia
organica en el crecimiento de larvas de P. herrmanni.

La duracién de este ensayo fue de 78 dias, lo que indica
que las larvas de segundo estadio de este insecto responden
claramente a los estimulos alimenticios haciendo recomendable
trabajar este tipo de ensayos con este estadio larval que

presentd una activa alimentacion durante un corto periodo.
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CUADRO 22 Sobrevivencia de larvas de segundo estadio de P.
herrmanni mantenidas individualmente en suelo con
raices de plantas de distintas especies pratenses,

suelo sin raices y mezcla suelo/estiércol.

Tratamiento Sobrevivencia (%)

M. sativa 5,56 b

T. subterraneum 16,67 ab

T. repens 16,67 ab

L. perenne 27,78 ab

Suelo sin plantas 0,00 b
Suelo/Estiércol 1:1 61,11 a

Letras distintas en la columna indican diferencias

significativas entre tratamientos segun test de Tukey (P <
0.05).

A la fecha, los experimentos realizados con este
escarabeido han usado larvas de tercer estadio, por ser
consideradas la de mayor dafio a las praderas. Sin embargo, dado
estos resultados se puede inferir que ellas tienen un gran
consumo y probablemente un periodo de activo crecimiento durante
el segundo estadio larval y la parte inicial del tercero (PALMA,
2004).

4.5.2.2 Variacion de peso. Esta evaluacion no fue posible
realizarla con los pesos promedios de las larvas, debido a que
en el tratamiento con suelo sin plantas y con alfalfa se produjo
una gran mortalidad, tal como fue mostrado en el Cuadro 22. A
pesar de estas limitantes, es posible iIndicar que existe una
diferencia muy clara a favor de la mezcla suelo/estiércol,
aunque se sugiere repetir este tipo de ensayos con gran numero
de observaciones, tomando en cuenta la gran mortalidad que
tienen estas larvas. Ademas, es necesario realizar ensayos mas
acabados a fin de determinar el rol que cumplen las diferentes

fracciones y diferentes tipos de materia organica en el
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desarrollo de las larvas y verificar si presentan mecanismos y/0
microorganismos asociados que les permitan digerirlas.

Finalmente, los resultados de 1los experimentos 5 y 6
aceptan la hipotesis que las larvas de segundo estadio de P.
herrmanni presentan mayor peso y sobrevivencia en un suelo con
una enmienda organica que en la presencia de raices de distintas
especies forrajeras y suelo desnudo.
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5 CONCLUSIONES

En base a 1los resultados obtenidos en los diferentes
experimentos y bajo las condiciones en que éstos Tfueron
realizados se concluye lo siguiente.

Los fenoles totales, acidos organicos (citrico, malico,
maldénico, succinico y fumarico) y carbohidratos solubles totales
exudados por las raices de las especies Torrajeras especies
forrajeras Lolium perenne, Trifolium subterraneum, T. repens y
Medicago sativa no tienen efecto sobre larvas de H. elegans ni
de P. herrmanni.

Los analisis de los contenidos en fenoles totales, azlcares
totales y acidos organicos arrojaron concentraciones bajas en
cada una de las evaluaciones, aunque fue posible detectar
mayores niveles de las diferentes substancias en los exudados de
plantas cultivadas en condiciones hidropoénicas.

Las larvas de H. elegans y P. herrmanni tienen un gran
consumo y probablemente un periodo de activo crecimiento durante
el segundo estadio larval y la parte inicial del tercero, lo que
permite sugerir la utilizacion de estos estadios larvales en
futuros ensayos.

Las larvas de tercer estadio de P. herrmanni son capaces de
mantenerse y alcanzar el estado adulto en suelo sin presencia de
raices, una vez que alcanzan un peso determinado a principios de
mayo y no son afectadas positiva o negativamente por el riego
con los exudados de raices de Lolium perenne, Trifolium
subterraneum, T. repens, Medicago sativa y suelo sin plantas,
pudiendo alcanzar el estado adulto sin consumir tejido vegetal
Vivo.

El suelo tipo trumao serie 0Osorno sin plantas no aporta
suficientes nutrientes que permitan una buena sobrevivencia
larval o una variaciéon de peso positiva y las larvas de P.
herrmanni no tienen la capacidad de utilizar O6ptimamente el

humus contenido en este tipo de suelo.
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En general, las raices de diferentes especies pratenses no
constituyen una fuente alimenticia Optima para las larvas de P.
herrmanni, las cuales crecen mejor en suelos con materia
organica incorporada como estiércol donde predomina la fraccién

no humificada de la materia organica.
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6 RESUMEN

Las larvas de escarabeidos son plagas nativas importantes
en praderas del sur de Chile. Las dos especies mas dafiinas son
P. herrmanni Germ. e Hylamorpha elegans (Burm.) (Col.,
Scarabaeidae), a pesar de esto existen pocos estudios de su
interaccion con el suelo y las plantas que ellas atacan. En
condiciones de 1iInvernadero se realizaron cuatro experimentos a
fin de establecer la respuesta medida en base a la sobrevivencia
y variacion de peso de larvas de tercer estadio de H. elegans y
P. herrmanni a la aplicacién a través del riego de los exudados
solubles en agua percolados desde plantas de Lolium perenne,
Trifolium subterraneum, Trifolium repens, Medicago sativa Yy
testigos sin plantas. Las plantas fueron cultivadas en suelo y
cultivos hidropénicos tanto en arena como en lana de vidrio. No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
peso ni sobrevivencia en ambas especies de escarabeidos debido
probablemente a las reducidas cantidades de compuestos liberados
por las raices, lo cual fue confirmado mediante analisis HPLC en
fase reversa a los exudados en sus contenidos de &acidos
organicos (citrico, malico, malénico, succinico y Tumarico),
fenoles solubles y azucares solubles totales. Esta falta de
respuesta pudo también deberse a que las larvas de tercer
estadio utilizadas fueron poco afectadas, lo que sugiere hacer
nuevos ensayos con larvas de segundo estadio.

En dos experimentos adicionales se midié la respuesta de
larvas de segundo estadio de P. herrmanni a la presencia de
raices y a una enmienda organica en forma de estiércol de oveja
al suelo en proporciones iguales en volumen. Se observé que las
larvas fueron capaces de sobrevivir y crecer mejor en un suelo
con estiércol, en comparaciéon a un suelo desprovisto de

vegetacion.
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7 SUMMARY

Grass grubs are important native pest to pasture in
southern Chile. The two species that produce the major damage
are Hylamorpha elegans (Burm.) and Phytoloema herrmanni Germ.
(Col., Scarabaeidae), in spite of it few works exist about their
interaction with soil and plant.

In greenhouse conditions, four experiments were carried out
in order to test the response measured on the basis of the
survival and weight variation of third instar larvae of H.
elegans and P. herrmanni to the application of water soluble
root exudates released by Lolium perenne, Trifolium
subterraneum, Trifolium repens, Medicago sativa and soil without
plants. The plants were cultivated in soil and hydroponics
cultures both in sand and glass wool. There were not
statistically significant differences neither weight nor
survival in both species of scarab grubs. It was probably due to
the limited quantities of compounds Iliberated by the roots,
which was confirmed by means of reverse phase HPLC analysis to
the exudates in organic acids (citric, malic, malonic, succinic
and fumaric) and total soluble phenols and sugars. This lack of
response was also attributed to that the third instar larvae
could be little affected, what suggests to do new trials with
second instar larvae.

In two additional experiments were measured the response of
second instar larvae of P. herrmanni to the absence of roots
soil, presence of roots of L. perenne, T. subterraneum, T.
repens, M. sativa and one organic amendment with sheep manure
added to soil mixed in equal proportions of volume. Results
showed that P. herrmanni larvae were capable of surviving and
growing better in a soil with manure in comparison to a soil

devoid of vegetation and pasture species.
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ANEXO 1 Analisis de varianza de la sobrevivencia de larvas de
tercer estadio de H. elegans en suelo regado con el
agua percolada desde diferentes especies pratenses y
suelo sin plantas.

FvV SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 1,71831 4 0,429578 | 0,08 0,9873

Error 233,868 45 5,19707

Total 235,586 49

ANEXO 2 Analisis de varianza de la variacion de peso de
larvas de tercer estadio de H. elegans en suelo
regado con el agua percolada desde diferentes
especies pratenses y suelo sin plantas.

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,00101 4 0,000253 |0,71 0,5913

Error 0,01463 41 0,000357

Total 0,01564 45

ANEXO 3 Analisis de varianza de la sobrevivencia larvas de
tercer estadio de P. herrmanni en suelo regado con el
agua percolada desde diferentes especies pratenses y
suelo sin plantas (primera evaluacion).

FvV SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 3,24202 5 0,6484 0,84 0,5253

Error 41,5351 54 0,7692

Total 44,7771 59
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ANEXO 4 Analisis de varianza de la sobrevivencia larvas de
tercer estadio de P. herrmanni en suelo regado con el
agua percolada desde diferentes especies pratenses y
suelo sin plantas (segunda evaluacion).

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 6,4292 5 1,2858 0,95 0,456

Error 72,9682 54 1,3513

Total 79,3974 59

ANEXO 5 Analisis de varianza de la variacion de peso de
larvas de tercer estadio de P. herrmanni en suelo
regado con el agua percolada desde diferentes
especies pratenses y suelo sin plantas (primera
evaluacion).

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,0009 5 0,00018 0,61 0,6959

Error 0,0162 54 0,00029

Total 0,0171 59

ANEXO 6 Analisis de varianza de la variacion de peso de
larvas de tercer estadio de P. herrmanni en suelo
regado con el agua percolada desde diferentes
especies pratenses y suelo sin plantas (segunda
evaluacion).

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,0020 5 0,0004 1,48 0,2126

Error 0,0148 54 0,0003

Total 0,0168 59
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ANEXO 7 Analisis de varianza de la sobrevivencia total final
de larvas de tercer estadio de P. herrmannii.
Experimento 2.

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,9692 5 0,1938 2,13 0,0763

Error 4,9255 54 0,091

Total 5,89 59

ANEXO 8 Analisis de varianza de la sobrevivencia larvas de
tercer estadio de P. herrmanni en suelo con raices,
sin raices y mezcla suelo/estiércol

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 281,261 5 56, 2522 | 20,70 0,0000

Error 146,768 54 2,71793

Total 428,029 59

ANEXO 9 Analisis de varianza de la variacion de peso de
larvas de segundo estadio de P. herrmanni en suelo
con raices, sin raices y mezcla suelo/estiércol

FvV SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,02996 0,00599 4,78 0,0416

Error 0,00753 0,00125

Total 0,03749 11
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ANEXO 10 Analisis de varianza de la sobrevivencia larvas de
tercer estadio de P. herrmanni en suelo con raices,
sin raices y mezcla suelo/estiércol (Experimento 5)

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,02996 0,00599 4,78 0,0416

Error 0,00753 0,00125

Total 0,03749 11

ANEXO 11 Analisis de varianza de los azucares liberados por
las raices de distintas especies pratenses cultivadas
en suelo y suelo sin plantas.

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,92071 0,2302 5,00 0,054

Error 0,22999 0,0459

Total 1,15070

ANEXO 12 Analisis de varianza de los azucares liberados por
las raices de distintas especies pratenses cultivadas
en arena y suelo sin plantas.

FvV SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 13,4544 2,69087 24,46 0,0006

Error 0,659992 0,10999

Total 14,1144 11
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ANEXO 13

Analisis de varianza de

los azUcares

liberados por

las raices de distintas especies pratenses cultivadas

en lana de vidrio y suelo sin plantas.

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.
Tratamiento | 4,7231 0,944619 | 19,13 0,0013
Error 0,296197 0,0493661

Total 5,01929 11

ANEXO 14 Analisis de varianza de los fenoles liberados por las

raices de distintas especies pratenses cultivadas en

suelo y suelo sin plantas (17/03/04).

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,06561 0,0164 2,43 0,1779

Error 0,03370 0,0067

Total 0,09931

ANEXO 15 Analisis de varianza de los fenoles liberados por las
raices de distintas especies pratenses cultivadas en
arena(17/03/04).

FvV SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,0282376 0,0071 1,51 0,3265

Error 0,0233545 0,0046

Total 0,0515921
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ANEXO 16 Analisis de varianza de los fenoles liberados por las
raices de distintas especies pratenses cultivadas en

lana de vidrio(17/03/04).

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,07365 0,01841 3,17 0,1186

Error 0,02901 0,00580

Total 0,10266

ANEXO 17 Analisis de varianza de los fenoles liberados por las
raices de distintas especies pratenses cultivadas en
suelo y suelo sin plantas(20/04/04).

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,01382 0,00345 3,74 0,0901

Error 0,00462 0,00092

Total 0,01844

ANEXO 18 Analisis de varianza de los fenoles liberados por las
raices de distintas especies pratenses cultivadas en
arena (20/04/04).

FvV SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,168687 0,0422 12,61 0,008

Error 0,016727 0,0033

Total 0,185414
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ANEXO 19 Analisis de varianza de los fenoles liberados por las

raices de distintas especies pratenses cultivadas en

lana de vidrio (20/04/04).

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,00866 0,0021 1,88 0,2515

Error 0,00575 0,0011

Total 0,01441

ANEXO 20 Analisis de varianza de los fenoles liberados por las
raices de distintas especies pratenses cultivadas en
suelo y suelo sin plantas(23/07/04).

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,035937 0,00898 3,42 0,105

Error 0,013131 0,00262

Total 0,049068

ANEXO 21 Analisis de varianza de los fenoles liberados por las
raices de distintas especies pratenses cultivadas en
arena y suelo sin plantas (23/07/04).

FvV SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,275456 0,05509 5,53 0,03

Error 0,0597265 0,00995

Total 0,335182 |11
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ANEXO 22 Analisis de varianza de los fenoles liberados por las
raices de distintas especies pratenses cultivadas en
lana de vidrio y suelo sin plantas (23/707/04).

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,684745 0,136949 | 28,86 0,0004

Error 0,028473 0,004745

Total 0,713218 |11

ANEXO 23 Analisis de varianza de los fenoles liberados por las
raices de distintas especies pratenses cultivadas en
arena y suelo sin plantas (23/07/04).

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,275456 0,05509 5,53 0,03

Error 0,0597265 0,00995

Total 0,335182 |11

ANEXO 24 Analisis de varianza del &cido citrico liberado por
las raices de distintas especies pratenses cultivadas
en arena y suelo sin plantas (23/07/04).

FvV SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 1,29957 0,2599 0,90 0,54

Error 1,73353 0,2889

Total 3,0331 11

115




ANEXO 25 Analisis de varianza del &acido fumarico liberado por
las raices de distintas especies pratenses cultivadas
en arena y suelo sin plantas (23/07/04).

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,00015 0,000030 | 0,80 0,587

Error 0,00023 0,000038

Total 0,00038 11

ANEXO 26 Analisis de varianza del acido maldnico liberado por
las raices de distintas especies pratenses cultivadas
en arena y suelo sin plantas (23/07/04).

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 3,6906 0,7381 0,75 0,616

Error 5,9202 0,9867

Total 9,6108 11

ANEXO 27 Analisis de varianza del acido succinico liberado por
las raices de distintas especies pratenses cultivadas
en arena y suelo sin plantas (23/07/04).

FvV SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 8,03004 1,60601 1,00 0,489

Error 9,63605 1,60601

Total 17,6661 11
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ANEXO 28

Analisis de varianza del

acido citrico

liberado por

las raices de distintas especies pratenses cultivadas
en lana de vidrio (23/07/04).

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 3,83240 0,766 0,91 0,531

Error 5,05417 0,842

Total 8,88657 11

ANEXO 29 Analisis de varianza del acido fumarico liberado por
las raices de distintas especies pratenses cultivadas
en lana de vidrio (23/07/04).

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 0,0002 0,00004 0,82 0,578

Error 0,0003 0,00005

Total 0,0005 11

ANEXO 30 Analisis de varianza del

acido malico

liberado por

las raices de distintas especies pratenses cultivadas
en lana de vidrio (23/07/04).

FvV SC GL CM F. calc. F. prob.
Tratamiento | 0,1680 0,0336 1,00 0,489
Error 0,2016 0,0336

Total 0,3696 11
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ANEXO 31 Analisis de varianza del &acido malénico liberado por
las raices de distintas especies pratenses cultivadas
en lana de vidrio (23/07/04).

Fv SC GL CM F. calc. F. prob.

Tratamiento | 7,9111 1,5822 1,22 0,403

Error 7,8023 6 1,3004

Total 15,7134 11

ANEXO 32 Sobrevivencia de larvas de tercer estadio de H.

elegans en suelo regado con exudados solubles de

plantas de diferentes especies pratenses y suelo sin

plantas.
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ANEXO 33 Variaciéon de peso de larvas de tercer estadio de H.
elegans en suelo regado con el agua percolada
desde macetas con plantas de diferentes especies

pratenses y suelo sin plantas.
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ANEXO 34 Sobrevivencia de larvas de tercer estadio de P.
herrmanni en suelo regado con exudados solubles
desde macetas con plantas de diferentes especies

pratenses, suelo sin plantas y agua destilada.
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ANEXO 35

Variacion de peso de larvas de tercer estadio de P.
herrmanni en suelo regado con el agua percolada desde
macetas con plantas de diferentes especies pratenses,
suelo sin plantas y agua destilada en dos

fechas de evaluacion.
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ANEXO 36

Sobrevivencia final de larvas de tercer estadio de P.
herrmanni en suelo sin vegetacidon, regado con el agua
percolada desde macetas con plantas de diferentes
especies pratenses, suelo sin plantas y agua
destilada.
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ANEXO 37 Peso final por estado de desarrollo de P. herrmanni
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ANEXO 38 Sobrevivencia de larvas de tercer estadio de P.
herrmanni en arena regada con el agua percolada
desde macetas con plantas de diferentes especies
pratenses cultivadas en arena y arena sin cultivo.
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ANEXO 39 Variacién de peso de larvas de tercer estadio de P.
herrmanni en arena regada con el agua percolada
desde macetas con plantas de diferentes especies
pratenses cultivadas en arena y arena sin cultivo.
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ANEXO 40 Sobrevivencia de larvas de tercer estadio de P.

herrmanni en arena y suelo regados con el agua
percolada desde macetas con plantas de diferentes
especies pratenses cultivadas en Qlana de vidrio,

suelo sin plantas y lana de vidrio sin cultivo
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ANEXO 41 Variacién de peso de larvas de tercer estadio de P.
herrmanni en arena y suelo regados con el agua
percolada desde macetas con plantas de diferentes
especies pratenses cultivadas en lana de vidrio,

suelo sin plantas y lana de vidrio sin cultivo
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ANEXO 42  Sobrevivencia de larvas de segundo estadio de P.
herrmanni  en suelo con raices de plantas de
distintas especies pratenses, suelo sin plantas y
mezcla suelo/estiércol.
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ANEXO 43 Variacién de peso larvas de segundo estadio de P.
herrmanni  en suelo con raices de plantas de
distintas especies pratenses, suelo sin plantas y
mezcla suelo/estiércol.
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