+ PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE
"o FACULTAD DE AGRONOMIA E INGENIERIA FORESTAL

DIRECCION DE INVESTIGACION Y POSTGRADO
MAGISTER EN FISIOLOGIA Y PRODUCCION VEGETAL

Evaluacion del efecto repelente del salvado de quinoa rico en
saponina (Chenopodium quinoa) sobre Bagrada hilaris y
Brevicoryne brassicae en plantas de Brassica oleracea

Actividad Integradora de Graduacion como requisito para optar al grado de
Magister en Fisiologia y Producciéon Vegetal
por:

Sebastian Alejandro Toledo Bérquez

Comité de la Actividad Integradora de Graduacién
Profesor Guia: Rodrigo Chorbadjian

Profesora Informante: Tania Zaviezo

Enero 2022

Santiago-Chile



Agradecimientos

En primera instancia, quisiera agradecer a Dios por haberme brindado salud, determinacion

y perseverancia para poder lograr cada una de mis metas.

Agradezco profundamente a mis padres por haberme dado la oportunidad de estudiar, y por

acompafarme y apoyarme siempre durante todos estos afios que hemos estado juntos.

Agradezco a la Pontificia Universidad Catélica de Chile por darme la oportunidad de ser parte
de su prestigiosa institucion, y en especial a aquellos profesores que contribuyeron en mi
formacion académica, depositando parte de sus conocimientos en mi.

Agradezco enormemente al profesor Rodrigo Chorbadjian por ser mi profesor guia para la
presente actividad integradora de graduacion, por el apoyo prestado y por haber resuelto
cada una de mis dudas durante el desarrollo de esta actividad.

Agradezco de forma especial a don Robert Rojas, cuya asistencia fue esencial para la
realizacién de una parte de esta actividad.

Por ultimo, agradezco a familiares, amigos, comparieros y todas aquellas personas que me
han manifestado su amistad y carifio.



A mis padres



indice

Y 0151 = o AP P PP P PP PP PPPPPPPPPPPPPPP 2
O L oo [0 To] o1 o o EU ST T TSP PPPPT 3
L. 2. OBJEEIVOS .. 7
1.1. 1. ODBJetiVO GENETAI .....cciiiiiiiiiii e 7
1.1. 2. ObjetiVOS @SPECITICOS ..uiiiiiiiiiiiiiiiii e 7

i o 1100 ) (=1 £SO P U PR 7
2. MAterialeS Y MEBTOUOS . .eiii ittt e e e e et e e e e e e s e bbb e e e e eeeeas 8
2. 1. Material VegETaAl.......cooiiiiiiiiiiiiiiee e 8
W = 4 U] [174= Tt o] IO PPRTT 9
G T | 4 -1 =Tod (o 1 T TP TPPPPPP 10
2. 4. Preparacion de la solucién de salvado de quinoa .........cceeeeeveeeeniiiiiiiiiiiceeeeeeens 10
2. 5. Disefio experimental Yy MEdIiCIONES ........couviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeveeeeeeeeeeeaneees 11
2. 6. ANALISIS ESTAAISTICO 1uuuviiiiiiiiie e e e e e e e e e 15
3 RESUITATOS . 16
B O R 0 17> 1Yo PP 16
T 0 1T Y/ o PP 20
D T o U =] [0 ] o IO PP PP P PP PPPPPTPPP 22
5. CONCIUSIONES ...ttt e e e e e e e e 27
RESUMEBN ....ciiiiiiiiiieei ettt ettt e et e e et e et e e e e e e e 28
RETEIEINCIAS ...t e e e e e e 30
AANIEXOS .. e 37



Evaluation of the repellent effect of saponin-rich quinoa bran (Chenopodium quinoa) on
Bagrada hilaris and Brevicoryne brassicae in Brassica oleracea plants.

Sebastian Alejandro Toledo Borquez

Laboratorio de Entomologia de Cultivos. Departamento de Ciencias Vegetales.
Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal. Pontificia Universidad Catélica de Chile.
Santiago, Chile.

Abstract

Toledo, S. (2022). Evaluation of the repellent effect of saponin-rich quinoa bran
(Chenopodium quinoa) on Bagrada hilaris and Brevicoryne brassicae in Brassica
oleracea plants. Actividad Integradora de Graduacion, Magister en Fisiologia y Produccion
Vegetal, Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal. Pontificia Universidad Catélica de
Chile. Santiago, Chile. 50 pp. Nowadays, due to the risk involved in the use of synthetic
insecticides, it is necessary to create natural products that are friendlier to the ecosystem. The
objective of this research was to evaluate the repellent effect of saponin-rich quinoa bran
(Chenopodium quinoa Willd.) on the painted bug (Bagrada hilaris) and the cabbage aphid
(Brevicoryne brassicae) on cabbage, broccoli and kale. In the trial conducted on bugs, each
leaf was divided into two areas, leaving an area treated with quinoa bran (1, 10 and 30 g-L?)
and an untreated area. The number of bugs was counted for approximately one day, and
subsequently the damaged surface was calculated, analyzing both data by means of a
preference index. There were no significant differences in the number of bugs in any variety
(p > 0,05), while in the case of the damaged surface only kale showed significant differences
(p = 0,019). On the other hand, in the trial conducted on aphids, plants were subjected to
treatments with and without the application of bran (30 g-Lt). Plants were allowed to infest
naturally for one week and the number of aphids per plant was counted. There were no
significant differences in any treatment (p > 0,05). In the case of the painted bug, a repellency
effect was observed in both types of parameters in all the varieties and concentrations used.
In the case of the cabbage aphid, on the contrary, no repellency effect was observed in any

of the varieties.

Key words: Chenopodium quinoa Willd., Bagrada hilaris, Brevicoryne brassicae, Hemiptera,

Brassica oleracea, cabbage, broccoli, kale, repellency, saponins, bran, preference index.



1. Introduccién

La familia Brassicaceae (conocida anteriormente como Cruciferae) corresponde a una familia
de gran importancia econémica, que contiene alrededor de 4.000 especies, comprendidas en
351 géneros (Al-Shehbaz, 2006; Walden et al., 2020). Gran parte de los cultivos de
importancia agricola de esta familia estan comprendidos dentro del género Brassica, entre
los cuales se encuentran el repollo (Brassica oleracea var. capitata), brocoli (B. oleracea var.
italica), coliflor (B. oleracea var. botrytis), repollito de bruselas (B. oleracea var. gemmifera),
entre otros. Muchos de estos cultivos forman parte de la dieta humana a través del consumo
de hortalizas en sus diferentes formatos (fresco, congelado, deshidratado, etc.) y también
como condimentos y aceites (Samec y Salopek-Sondi, 2019). Ademas, desde el punto de
vista nutricional, algunos de estos cultivos son ricos en vitaminas, minerales y otros
fitoquimicos considerados como beneficiosos para la salud humana, incluso han sido
considerados como alimentos protectores frente a cierto tipo de enfermedades, como por
ejemplo, el cancer (Robin et al., 2017). En Chile, la mayoria de la superficie cultivada de
especies horticolas de la familia Brassicaceae se produce en las regiones de la zona central
del pais (Metropolitana, Coquimbo y Valparaiso, principalmente), donde los cultivos con la
mayor superficie cultivada a nivel nacional corresponden al repollo (2.261 ha), brécoli (1.912
ha) y coliflor (1.869 ha), segun estimaciones realizadas para el 2020 (Aljaro, 2000; Vitta,
2020).

En Chile, dos de las especies de insectos mas importantes a considerar durante la produccion
de bréasicas corresponden al chinche pintado o chinche africano (Bagrada hilaris) y al pulgén
del repollo (Brevicoryne brassicae), plagas que si ho son manejadas de manera adecuada,
podrian provocar pérdidas considerables en los rendimientos (Habimana & Hakizayezu, 2014;
Palumbo & Natwick, 2010).

El chinche pintado fue detectado por primera vez en Chile en el 2016, en plantas silvestres
de yuyo (Brassica rapa) en la comuna de Quilicura, Regién Metropolitana, lo que a su vez
corresponde a su primera aparicion en Sudamérica (Faundez et al., 2016). En consecuencia,
desde el 2017 el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) establece como obligatorio el control
de esta plaga en Chile, segun lo estipulado en la Resolucién N° 1.577/2017 (SAG, 2017). En
cuanto a los dafios provocados por el chinche pintado, tanto adultos como ninfas succionan
la savia de las hojas mediante su estilete, generando decoloraciones en forma de abanico o
estrella, que posteriormente pueden derivar en una necrosis (Palumbo et al., 2016). Ademas,

dafios producidos en los meristemas apicales pueden generar malformaciones, gatillando la



aparicion de multiples apices, con pellas de menor calibre y calidad, ocasionando la pérdida
del producto comercial en cultivos como braécoli y coliflor (e incluso en algunos casos podria
no llegar a producirse la pella) (SAG, s.f.). A pesar de que el hospedero principal del chinche
pintado son las brasicas, esta plaga es considerada como una especie polifaga, puesto que
en total se han observado como posibles hospederos a 74 especies en 23 familias, entre ellas
especies ornamentales, malezas y cultivos de importancia agricola (Palumbo et al., 2016).

Por otra parte, el pulgdon del repollo corresponde a un &fido de distribuciébn cosmopolita,
especialista en plantas de la familia Brassicaceae (Kahan et al., 2008). En cuanto a los dafios
causados por afidos, tanto ninfas como adultos pueden ocasionar un dafio directo por
alimentacion al succionar la savia de su hospedero, lo que puede producir decoloracion
(amarillez), marchitez y deformaciones en las plantas (Cisternas, 2011; Habimana &
Hakizayezu, 2014). Por otro lado, los afidos pueden generar un dafio indirecto, puesto que al
alimentarse pueden transmitir virus a las plantas hospederas, siendo el pulgén del repollo
capaz de transmitir 20 distintos tipos de virus (Satar, 2005). Otro tipo de dafio indirecto
corresponde a la excrecion de un desecho azucarado denominado mielecilla, el cual sirve de
alimento para las hormigas, las que a su vez, brindan proteccion a los &fidos contra sus
depredadores, generandose entre ambos una relacion de mutualismo (Varennes et al., 2016).
Por otro lado, sobre la mielecilla podrian desarrollarse hongos oportunistas (fumagina), que

al cubrir parte de la planta reducirian su area fotosintética (Lamb, 1959).

Desde el punto de vista de las estrategias defensivas de las plantas, diversas especies
vegetales naturalmente sintetizan metabolitos secundarios, muchos de los cuales tienen una
funcién protectora contra fitopatégenos y/o herbivoros depredadores (Schoonhoven et al.,
2005). De esta manera, el fendmeno de resistencia en plantas, gatillado por la presencia de
estos compuestos defensivos se basa en dos posibles mecanismos, que corresponden a la
antibiosis y la antixenosis, esta Ultima conocida anteriormente como la “no preferencia"
(Alvarez, 2015). Se entiende por antibiosis cuando la planta causa un efecto en el
metabolismo vy la fisiologia del insecto, como por ejemplo, mediante la disminucion de la
fecundidad, la reduccién del crecimiento y/o el aumento de la mortalidad. Por otro lado, la
antixenosis afecta la conducta del insecto, por ejemplo, si un insecto prefiere o no una
determinada planta para alimentarse, refugiarse u ovipositar (Kogan & Ortman, 1978; Painter,
1941).

Desde el ambito de la proteccion vegetal, muchos metabolitos secundarios han sido aislados
de plantas y se han utilizado en la elaboracién de insecticidas y repelentes botanicos, como

una fuente alternativa al uso de insecticidas sintéticos. Por lo general, los insecticidas
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sintéticos presentan una mayor toxicidad para mamiferos y una mayor vida media en
comparacion a los insecticidas botanicos, por lo que estos ultimos frecuentemente constituyen
una alternativa mas amigable con el medio ambiente (De Geyter et al., 2011). Un ejemplo de
insecticida natural de origen botanico comercializado en Chile corresponde a la azadiractina
(nombre comercial: Neem-X®), un metabolito secundario extraido de la semilla del &rbol de
neem (Azadirachta indica), cuyo uso estaria permitido en la producciéon organica chilena
(Esparza et al., 2010; SAG, 2019; SAG, 2021).

Un tipo de metabolito secundario que se ha estudiado en numerosas ocasiones es la
saponina. Las saponinas se definen como una mezcla compleja de glucésidos formados por
dos estructuras, las que corresponden, por un lado, a una cadena de azlcares (estructura
polar), y por otro lado a una aglicona (conocida también como sapogenina), donde esta Ultima
generalmente corresponde a una estructura esteroidal o triterpénica (estructura apolar)
(Chaieb, 2010; Singh & Kaur, 2018). La presencia de una estructura polar y apolar al mismo
tiempo, confiere a las saponinas la capacidad de disminuir la tension superficial del agua, lo
gue les permite ser usadas como detergentes naturales (Ahumada et al., 2016; Troisi et al.,
2014; Valencia et al., 2005).

Se ha reportado que, naturalmente, las saponinas se encuentran presentes en especies de
plantas en alrededor de 80 familias distintas como Fabaceae, Brassicaceae, Quillajaceae,
Solanaceae, Rubiaceae, Asteraceae, entre muchas otras (Qasim et al., 2020; Schoonhoven
et al., 2005). Existe una gran diversidad en cuanto a los tipos de saponinas que se han
identificado, donde en una misma planta pueden haber varios tipos de saponinas, y a su vez,
estas pueden estar localizadas en distintos drganos, como raices, hojas, flores, etc. (Singh &
Kaur, 2018). Existe una vasta cantidad de literatura cientifica en la que se reporta el potencial
uso biocida de las saponinas en insectos, e incluso se ha reportado su uso como posible
bactericida y fungicida (Chaieb, 2010; Jyothi & Seshagiri, 2012; Rahmawati et al., 2019; Singh
& Kaur, 2018). En el Cuadro 1 se muestran ejemplos de publicaciones en que se reportan los

efectos de las saponinas, extraidas de distintas especies vegetales, en diversos insectos

plaga.



Cuadro 1. Ejemplos de publicaciones que tratan sobre el potencial biocida y repelente de

las saponinas en diversos insectos plaga.

Organo(s) o

Especie vegetal Especie de
producto _ Efecto(s) causado(s) _
fuente de insecto , Referencia
_ fuente de o en el insecto
saponinas _ objetivo
saponinas
_ Aumento de la
Allium o )
Acrolepiopsis mortalidad en larvas; Harmatha et
ampeloprasum Flor
assectella fallas en el proceso de  al. (1987)
var. porrum
muda en larvas
Actividad )
Barbarea _ Plutella o _ Shinoda et
) Hoja antialimentaria en
vulgaris xylostella al. (2002)
larvas
Chenopodium Pseudaletia Aumento de la McCartney
_ _ Salvado _ )
quinoa Willd. impuncta mortalidad en larvas et al. (2019)
Aumento de la
mortalidad en larvas;
_ _ Raiz (*) Spodoptera retraso en el Adel et al.
Medicago sativa ) _ _
Hoja littoralis desarrollo larval y (2000)
pupal; reduccion de la
fecundidad en adultos
Aumento de la
Quillaja Acyrthosiphon  mortalidad en ninfas; De Geyter
) Corteza ) )
saponaria pisum efecto de repelencia et al. (2011)

en ninfas

(*) indica el 6rgano fuente donde los efectos de las saponinas fueron mayores.




1. 1. Objetivos

1.1. 1. Objetivo general

Evaluar el efecto de repelencia del salvado de quinoa rico en saponina (C. quinoa Willd.)
sobre el chinche pintado (B. hilaris) y el pulgén del repollo (B. brassicae) en tres variedades

botanicas de Brassica oleracea (repollo, brécoli y kale).

1. 1. 2. Objetivos especificos

e Determinar el efecto repelente contra el chinche pintado en funcién del niumero de
individuos adultos vivos presentes en hojas y su nivel de dafio, en hojas de repollo,
brécoli y kale, tratadas con diferentes concentraciones de salvado de quinoa (1, 10 y
30 g-L .

e Determinar el efecto repelente contra el pulgén del repollo en funcién del numero de
individuos presentes en plantas de repollo, brocoli y kale, tratadas y no tratadas con

salvado de quinoa (30 g-L%).

1. 2. Hipétesis

Se espera que la aplicacion de una solucién a base de salvado de quinoa brinde un efecto
de repelencia contra insectos especialistas de brasicas, dado que la quinoa no es parte de

sus plantas hospederas.



2. Materiales y métodos

La fase experimental de la presente actividad integradora de graduacion se llevé a cabo en
la Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal de la Pontificia Universidad Catélica de Chile
(PUC), entre los meses de septiembre y diciembre de 2021. Se realizaron dos ensayos de
preferencia, donde el primero tuvo como objeto de estudio al chinche pintado o B. hilaris
(Hemiptera: Pentatomidae), y el segundo al pulgén del repollo o B. brassicae (Hemiptera:
Aphididae), utilizando tres variedades botanicas de Brassica oleracea (repollo, brécoli y kale).
El ensayo en chinches contemplé tres experimentos independientes entre si (uno por
variedad), mientras que el ensayo en pulgones contemplé un solo experimento para las tres
variedades en conjunto. A partir de este momento, el ensayo realizado en chinches sera
designado como “ensayo 1”7, mientras que el ensayo en pulgones sera designado como

‘ensayo 2”.

2. 1. Material vegetal

Se utilizaron semillas de repollo, brécoli y kale pertenecientes a los cultivares comerciales
Corazon de Buey, Waltham 29 y Westlandse Herfst, respectivamente. Las semillas fueron
sembradas en almacigueras de 54 x 28 x 6 cm, donde cada almaciguera contd con un total
de 72 alvéolos. Tanto para la siembra como para el trasplante, se utiliz6 como sustrato una
mezcla de turba (DMS 2, Kekkila Professional) y perlita (A-6, Harbolite Chile S.A.) en una
proporcion aproximada de 2:1. Para el trasplante se utilizaron bolsas de plastico cilindricas
de 10 cm de diametro, con una profundidad aproximada de 9,5 cm. El trasplante se realiz
entre el estado de dos a cuatro hojas verdaderas, dependiendo de la variedad en particular.
Desde la siembra hasta el momento del trasplante, las almacigueras permanecieron puestas
sobre mesas al interior del invernadero A3 de la Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal
de la PUC (33° 29" 46" S, 70° 36’ 32” W; 563 m s. n. m.) (Anexo 1). En cuanto al riego, las
plantas fueron regadas diariamente de lunes a sabado, con una frecuencia de una a dos

veces al dia, dependiendo de la necesidad hidrica de las plantas.
2.1.1.Ensayo 1
Luego de realizado el trasplante, las plantas fueron colocadas al interior de jaulas

confeccionadas con tubos de cloruro de polivinilo (PVC) y mallas de tul. Las jaulas fueron

utilizadas con el propésito de constituir una barrera fisica y asi evitar la infestacion de insectos



plaga en el material vegetal. Las jaulas fueron colocadas sobre mesas al exterior de los
invernaderos, en un sitio ubicado entre los invernaderos Al y A2 de la Facultad de Agronomia
e Ingenieria Forestal de la PUC (Anexo 2). Desde el momento en que fue realizada la siembra
hasta el momento en que las plantas fueron utilizadas en los experimentos, transcurrieron
entre 79 y 86 dias, dependiendo del dia en que se realiz6 cada réplica de los experimentos.

En el Anexo 3 se muestran fotografias de las plantas al momento de su uso experimental.

2.1.2. Ensayo 2

Luego de realizado el trasplante, las plantas fueron llevadas al laboratorio de Entomologia de
Cultivos, donde permanecieron por seis dias, hasta su traslado al sitio de experimentacion.
Desde el momento en que fue realizada la siembra hasta el momento en que las plantas
fueron trasladadas al sitio de experimentacion, transcurrieron 39 dias. En los Anexos 4-8 se

muestran fotografias de las plantas al momento de su uso experimental.

2. 2. Fertilizacién

Se utilizaron los fertilizantes Novatec® Solub 16-10-17 y Fetrilon® Combi 2-C, cada uno con
iguales concentraciones y voliumenes de riego a utilizar durante ambos ensayos. Como
concentracion se utilizé la sugerida en las etiquetas de los envases, que en el caso de
Novatec® Solub 16-10-17 fue de 18 g-L*, mientras que en el caso de Fetrilon® Combi 2-C
fue de 0,1 g-L*. Como volumen de riego también se utilizé el sugerido en las etiquetas de los
envases, que en el caso de Novatec® Solub 16-10-17 fue de 50 ml por planta, mientras que

en el caso de Fetrilon® Combi 2-C fue de 10 ml por planta.

2.2.1.Ensayo 1

Cada uno de los fertilizantes fueron aplicados en dos oportunidades. La primera aplicacion
del fertilizante Novatec® Solub 16-10-17 se llevé a cabo tres dias después de realizado el
trasplante, mientras que la segunda aplicacion se realiz6 a la tercera semana (21 dias) de
realizado el trasplante. En el caso del fertilizante Fetrilon® Combi 2-C, la primera aplicacion
se realizd6 a la semana (siete dias) de realizado el trasplante, mientras que la segunda

aplicacion se realiz6 12 dias después de la primera aplicacion.



2.2.2. Ensayo 2:

Se realiz6 una sola aplicacion del fertilizante Novatec® Solub 16-10-17, la que se llevé a cabo
a los tres dias de realizado el trasplante. Del fertilizante Fetrilon® Combi 2-C se realizaron
dos aplicaciones, donde la primera aplicacion se realiz6 seis dias antes del trasplante,
mientras que la segunda aplicacion se realizd 12 dias después de la primera aplicacion.

2. 3. Insectos

2.3.1.Ensayo 1

Se colectaron individuos adultos macho y hembra de B. hilaris del sector de “Manejo de
Cultivos” de la PUC (Anexo 9). Para la colecta de los insectos se utiliz6 un aspirador
entomoldgico, el cual permitié aspirary colectar en frascos los chinches localizados en plantas
silvestres de yuyo (B. rapa) y alrededores (Anexo 10). Posteriormente, los chinches fueron
depositados en cajas plasticas y dejados en el laboratorio de Entomologia de Cultivos (Anexo
11). Para la alimentacion de los chinches se utilizaron hojas obtenidas de plantas silvestres
de yuyo, recolectadas del sector de Manejo de Cultivos, las cuales fueron previamente
lavadas y secadas antes de ser suministradas a los insectos. Posteriormente, las hojas de
yuyo fueron retiradas de las cajas a las 11:00 am del dia anterior a la utilizacién de los insectos

en los experimentos, quedando sin alimento durante aproximadamente un dia.

2.3.2. Ensayo 2

El segundo ensayo correspondi6é a un experimento de infestacion natural de pulgones, por lo
gue solo se dejaron las plantas en el sitio de experimentacion, sin modificar la abundancia
natural de insectos del ecosistema. El sitio de experimentacién correspondié a un sector en
el exterior (sin cubierta), ubicado al interior de la Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal
(Anexo 12). Dicho sector cuenta con diversas especies arboreas y herbaceas. Ademas, el
sector consta de una gran cantidad de malezas, siendo el yuyo la maleza mas abundante del

lugar.

2. 4. Preparacién de la solucién de salvado de quinoa

En ambos ensayos se utiliz6 salvado de quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) como fuente de

saponina, obtenido en la PUC. La cuantificacion de la saponina presente en el salvado de
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quinoa (genotipo Céhuil) utilizado durante la presente investigacion fue efectuada por
McCartney et al. (2019), quienes reportaron que cada gramo de salvado de quinoa contiene
aproximadamente 154,5 mg de saponina (p. 129). En el Cuadro 2 se muestra la concentracion
de saponina estimada para cada una de las cantidades de salvado de quinoa utilizadas en la

presente investigacion.

Cuadro 2. Contenido de saponina estimado (g) en diferentes cantidades de salvado de

quinoa (g).

Cantidad de salvado de quinoa (g) Contenido de saponina estimado (g)
109 0,1545
10 (*) 1,5450
30 (*) (**) 4,6350

(*) representa a las cantidades de salvado de quinoa que se utilizaron en el ensayo 1,

mientras que (**) representa a las cantidades que se utilizaron en el ensayo 2.

Para la preparacién de las soluciones, cada una de las cantidades de salvado de quinoa
fueron pesadas y disueltas en un litro de agua potable. Luego de preparada la solucién, se
utilizé un tamiz de laboratorio para remover los restos soélidos de la parte liquida de la solucién.
Finalmente, la solucién liquida restante fue agitada durante 90 segundos previo a su

utilizacion.

2. 5. Disefio experimental y mediciones

2.5.1.Ensayo 1

Para la obtencién del material vegetal se extrajeron por dia y variedad, seis hojas de tamafio
y forma similares, las que fueron cortadas por medio de una tijera, dejando parte del peciolo
de la hoja presente. A medida que las hojas eran cortadas, los peciolos de las hojas eran
colocados inmediatamente en agua hasta el momento de su uso en laboratorio, con el
propésito de evitar su deshidratacién. En todo momento las hojas fueron manipuladas
mediante el uso de guantes de plastico, para evitar el contacto directo de la piel con las hojas.
El &rea promedio de las hojas de repollo, brécoli y kale obtenidas fue de 60, 55 y 47 cm?,

respectivamente.
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Los tratamientos correspondieron a las concentraciones de salvado de quinoa utilizadas para
la preparacion de las soluciones (1, 10 y 30 g-L™?). Para la aplicacién de los tratamientos, se
utilizé como punto de referencia la nervadura principal de las hojas, vista desde el haz o cara
adaxial del limbo de la hoja. Desde esta perspectiva, el area a la izquierda de la nervadura
principal correspondi6 a la parte cubierta con la solucion de salvado de quinoa, mientras que
el area a la derecha de la nervadura principal correspondi6 a la parte sin la aplicacion de
salvado o control (Figura 1). Para la aplicacion de la solucion de salvado de quinoa, tanto en
el haz como en el envés de las hojas, se utilizé un pincel para cubrir el area a tratar, para
posteriormente sumergir el area directamente en la solucién durante unos pocos segundos.
Especificamente, el pincel se utilizé con el propésito de demarcar con mayor precision los
limites de las areas sometidas a los tratamientos con la solucién de salvado, mientras que la
sumersion se realiz6 con el propdsito de cubrir aquellas areas mas dificiles de impregnar con
la solucién. Ambas formas de aplicacién fueron utilizadas para todas las réplicas en las tres

variedades.

Figura 1. Distribucién de los tratamientos en una hoja de repollo, vista desde su cara adaxial,
donde el area designada como “A” corresponde a la zona tratada con la solucion de salvado
de quinoa, mientras que el area designada como “B” corresponde a la zona control, ambas
zonas separadas notoriamente por la nervadura principal (linea roja). Los nimeros

representan el orden en que cada forma de aplicacion del tratamiento fue realizada.

Luego de aplicados los tratamientos, cada hoja fue colocada en una placa de Petri con base
de cemento, previamente humedecida con un poco de agua. Luego de colocadas las hojas,
fueron agregados tres pares de individuos adultos de B. hilaris por placa, donde cada pareja
estuvo conformada por un macho y por una hembra unidos (en estado de apareamiento). En

caso de que el numero de parejas en estado de apareamiento no diese abasto en alguna
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réplica, se seleccionaron individuos de cada sexo por separado, diferenciandolos acorde a su
tamafo (Vitta et al., 2021). La placa de Petri, en conjunto con la hoja de B. oleracea y los tres

pares de chinches en su interior, conformaron la unidad experimental (Anexo 13).

Para cada uno de los experimentos del primer ensayo, se utiliz6 como disefio experimental
el disefio de bloques al azar generalizado. Se consider6 como factor de bloque el dia de
establecimiento (armado) de las placas. Por cada tratamiento y variedad se realizaron dos

réplicas por bloque, con un total de tres bloques.

Las mediciones se llevaron a cabo en el laboratorio de Entomologia de Cultivos de la PUC.
En total se realiz6 la medicion de dos parametros. En primer lugar, se realizd un conteo del
namero de chinches vivos presentes en cada area de las hojas, es decir, en el area tratada
con salvado de quinoa y en el area control. Aquellos individuos que durante el momento de
la medicién se encontraban en el peciolo, en un lugar ambiguo de definir (por ejemplo, en
medio de las dos areas), o escondidos debajo de las hojas (entre la hoja y el cemento), no
fueron considerados en el conteo. Las observaciones para una misma placa fueron realizadas
durante dos dias, con un total de cinco observaciones por dia. El establecimiento de las placas
fue realizado entre las 12:30-13:30 horas y el dia en que este se realiz6 se consider6 como
el dia 1. Las observaciones fueron realizadas el dia 1 a las 14:15, 15:15, 16:45, 17:45y 18:45
horas, mientras que al dia siguiente (dia 2) las observaciones fueron realizadas a las 12:15,
13:15, 14:45, 15:45 y 16:45 horas. En segundo lugar, inmediatamente luego de realizada la
Gltima observacion del dia 2, las hojas fueron retiradas de las placas y fueron fotografiadas.
Posteriormente, se estimoé la superficie dafiada por area (cm?) mediante el uso del software
ImageJ. Se consideré como superficie dafiada toda aquella decoloracién presente en las
hojas en forma abanico o estrella, caracteristica del dafio generado por la alimentacion de B.
hilaris (Palumbo et al., 2016). A su vez, la superficie dafiada por los chinches fue
estandarizada a la superficie dafiada por chinche, de acuerdo con el nimero de chinches
vivos remanentes al finalizar las observaciones. A partir de los datos obtenidos del nimero
de chinches y de la superficie dafiada por estos, se calculé un indice de preferencia (IP),

utilizando la siguiente ecuacion (Kogan & Goeden, 1970):
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Donde S corresponde al pardmetro medido en el area de la hoja cubierta con salvado de
guinoa (numero de chinches atraidos a dicha area de la hoja; superficie de la hoja dafiada
por chinche); y C al parAmetro medido en el area de la hoja sin cubrir con salvado (control).
Los valores del indice de preferencia oscilan entre cero y dos, donde valores mayores a uno
indican una mayor preferencia por el area de la hoja tratada con salvado de quinoa, mientras
gue valores menores a uno indican una menor preferencia por dicha area. Valores iguales a
uno indican una preferencia neutra (Kogan & Goeden, 1970; Srinivas et al., 2001). Aquellos
indices de preferencia con valores indeterminados (cero dividido entre cero) no fueron

considerados en el andlisis estadistico de los datos.

2.5.1. Ensayo 2

A los seis dias de realizado el trasplante, las plantas fueron agrupadas aleatoriamente en
cinco grupos, donde cada grupo de plantas estuvo conformado por seis plantas, una planta
por cada tratamiento. El total de tratamientos fue de seis, y corresponden a repollo (A), brocoli
(B) y kale (C) asperjados con solucién de salvado de quinoa (30 g-L), y repollo (D), brécoli
(E) y kale (F) sin asperjar (control, 0 g-L?). La aplicacion de la solucion de salvado se realizd
mediante el uso de un rociador manual, donde cada planta tratada fue asperjada cinco veces
en total, cubriendo en su totalidad la superficie aérea de la planta, incluyendo tallo, haz y
envés de las hojas. Cada aplicacion de la solucion de salvado fue llevada a cabo de forma
aislada para cada planta, de tal manera de evitar la contaminacién de plantas aledafias.
Luego de realizada la aplicacion de los tratamientos, las plantas fueron llevadas al sitio de
experimentacion, y fueron dejadas alli durante siete dias para que se produjera en ellas una
infestacién natural de pulgones. Cada grupo de plantas fue ubicado en un lugar distinto, todos
en cercania a plantas silvestres de yuyo que se encontraban por el sector (Anexo 14). Tanto
la ubicacién designada para cada grupo, como la disposicién de las plantas en cada grupo
fueron previamente sorteadas. La disposicion de las plantas contemplada para cada grupo

se muestra en el Cuadro 3.

Como disefio experimental se utilizé el disefio de bloques completos al azar, con una réplica
por bloque. Se consider6 como factor de bloque la ubicacion del grupo de plantas en el
exterior, con cinco bloques en total. Cada unidad experimental consistié en una planta de B.
oleracea (repollo, brécoli o kale). Luego de siete dias de trasladadas las plantas al sitio de
experimentacion, se contabilizé el numero de pulgones por planta, donde fueron

considerados para el conteo tanto adultos (alados y apteros) como ninfas.
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Cuadro 3. Croquis de campo que muestra la distribucion de los tratamientos y sus bloques.

Ubicacién (bloques) Tratamientos
1 E F C A D B
2 F B E C A D
3 D C E B F A
4 D A F B C E
5 A C D B F E

Los numeros representan al nUmero de grupo, mientras que las letras representan a los
tratamientos. A, B C corresponden a los tratamientos asperjados con solucion de salvado
de quinoa en repollo, brécoli y kale, respectivamente, mientras que D, E y F corresponden

a los tratamientos sin asperjar, en repollo, brécoli y kale, respectivamente.

2. 6. Analisis estadistico

Los datos fueron procesados mediante el uso del software estadistico Minitab® 19. 1. Se
llevaron a cabo analisis de varianza (ANDEVA) usando un modelo lineal general,
considerando dos factores: “tratamientos” y “bloques”, que en el ensayo 1 correspondieron a
la “concentracion de salvado de quinoa” y “dia de establecimiento de las placas”, mientras
gue en el ensayo 2 correspondieron a la “variedad/concentracién de salvado de quinoa” y
“ubicacién”, respectivamente. En el ensayo 1 cada variedad constituyé un experimento
distinto e independiente entre si, por lo que se realiz6 un ANDEVA para cada variedad. Por
el contrario, en el ensayo 2, las tres variedades formaron parte de un mismo experimento, por
lo que se realizé solamente un ANDEVA para las tres variedades en conjunto. Ademas, se
aplicé la prueba de comparacion de medias de Tukey en caso de existir diferencias
significativas en los ANDEVA. Particularmente en el ensayo 1, se estim6 el coeficiente de
correlacion de Pearson (r) por cada variedad evaluada. Todos los analisis se realizaron

utilizando un nivel de significancia de a = 0,05.
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3. Resultados

3.1. Ensayo 1

En las Figuras 2, 3 y 4 se muestran los promedios de los indices de preferencia, calculados
en funcion de la superficie de hoja dafiada, para cada una de las concentraciones de salvado
de quinoa (1, 10 y 30 g-L?) en repollo, brécoli y kale, respectivamente. De acuerdo con los
resultados obtenidos en los ANDEVA (a = 0,05), no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones de salvado en repollo (F2,13 = 1,82;
p =0,201) y brécoli (F212 =0,67; p = 0,531), pero si en kale (F212 = 5,61; p = 0,019).

Por otro lado, mediante el coeficiente de correlacién de Pearson (a = 0,05) se determiné que
hubo una correlacién negativa estadisticamente significativa entre el indice de preferencia y
la concentracion de salvado de quinoa en kale (r = -0,562; p = 0,019), pero no asi en repollo
(r=-0,285; p =0,252) y brocoli (r = -0,206; p = 0,428). Esta correlacion negativa existente en
kale implicé la obtencién de menores indices de preferencia a medida que se aumentaba la
concentracion de salvado, lo que se tradujo en un aumento progresivo de la preferencia de
los chinches por el area control por sobre el area tratada con salvado (en términos de la

superficie dafiada) (Figura 4).

De las tres variedades botanicas, el kale fue la que presentd el menor indice de preferencia

promedio (0,1143) con una concentracion de salvado de 30 g-L ™.
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Figura 2. indices de preferencia en repollo, calculados en funcién de la superficie de hoja
dafada por B. hilaris (cm?/individuo/dia), a distintas concentraciones de salvado de quinoa

(1, 10 y 30 g-L?). Las barras verticales representan promedios * 1 error estandar.
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Figura 3. indices de preferencia en brécoli, calculados en funcién de la superficie de hoja
dafada por B. hilaris (cm?/individuo/dia), a distintas concentraciones de salvado de quinoa

(1, 10 y 30 g-L ). Las barras verticales representan promedios + 1 error estandar.
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Figura 4. indices de preferencia en kale, calculados en funcion de la superficie de hoja
dafiada por B. hilaris (cm?individuo/dia), a distintas concentraciones de salvado de quinoa
(1,10y 30 g-L?). Las barras verticales representan promedios * 1 error estandar. Medias con
letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos, de acuerdo con la prueba
de Tukey (p < 0,05).

Por otro lado, en las Figuras 5, 6 y 7 se muestran los promedios de los indices de preferencia
calculados de acuerdo al numero de chinches presentes en las hojas, para cada una de las
concentraciones de salvado de quinoa (1, 10 y 30 g-L!) en repollo, brécoli y kale,
respectivamente. En cuanto a los ANDEVA practicados, no se encontraron diferencias
significativas en los indices de preferencia determinados en relacién a los tratamientos con o
sin salvado de quinoa, en repollo (F2,13 = 2,72; p = 0,103), brécoli (F213 = 0,46; p = 0,639) y
kale (F213 =2,01; p=0,174).

Por otra parte, hubo una correlacidon negativa estadisticamente significativa entre el indice de
preferencia y la concentracion de salvado de quinoa en repollo (r = -0,518; p = 0,028), pero
no asi en brocoli (r=0,227; p = 0,365) y kale (r = -0,443; p = 0,066). Esta correlacion negativa
existente en repollo implicé un aumento progresivo de la preferencia de los chinches por el
lado de la hoja control por sobre el lado tratado con salvado, puesto que, mientras mayores
fuesen las concentraciones de salvado en la solucién aplicada, menores eran los indices de

preferencia obtenidos en términos del nimero de chinches presentes en las hojas (Figura 5).

De las tres variedades boténicas, el repollo fue la que presenté el menor indice de preferencia

promedio (0,3025) con una concentraciéon de salvado de 30 g-L™.

18



o
©

o
)

r=-0,518
p=0028

o o e
™ =) ~

indice de preferencia (0-2)
o
s

o
w
——

o
L)

o
-

0 5 10 15 20 25 30 35
Concentracion de salvado de quinoa (g - L™")

Figura 5. indices de preferencia en repollo, calculados en funcion del nimero de individuos
de B. hilaris presentes en hojas, a distintas concentraciones de salvado de quinoa (1, 10y 30

g-L?). Las barras verticales representan promedios + 1 error estandar.
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Figura 6. indices de preferencia en brécoli, calculados en funcion del niamero de individuos
de B. hilaris presentes en hojas, a distintas concentraciones de salvado de quinoa (1, 10 y 30
g-L?). Las barras verticales representan promedios + 1 error estandar.
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Figura 7. indices de preferencia en kale, calculados en funcion del nimero de individuos de
B. hilaris presentes en hojas, a distintas concentraciones de salvado de quinoa (1, 10 y 30

g-L?). Las barras verticales representan promedios + 1 error estandar.

Por otro lado, cabe destacar que, tanto en ambos tipos de mediciones (nimero de chinches
y superficie dafiada por chinche) como en las tres concentraciones de salvado de quinoa
utilizadas en las tres variedades, los indices de preferencia promedios calculados fueron
menores a uno, lo que evidencia en todos los casos una mayor preferencia del chinche
pintado hacia el area de la hoja no tratada con salvado, en contraste con el area de la hoja
tratada.

3. 2. Ensayo 2

Las plantas se infestaron principalmente con el pulgén del repollo (B. brassicae), y solo se
detectaron unos pocos individuos de otras especies como el pulgén verde del duraznero
(Myzus persicae) y la polilla de la col (Plutella xylostella) en forma localizada. En la Figura 8
se ilustra el nimero promedio de pulgones por planta, en plantas de repollo, brécoli y kale
tratadas y no tratadas con salvado de quinoa (30 g-L ™). De acuerdo con los resultados del
ANDEVA, no hubo diferencias significativas (Fs20 = 1,47; p = 0,242), lo que evidencia desde
el punto de vista estadistico, una preferencia neutra por parte de los pulgones entre plantas
tratadas y no tratadas con salvado.
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Figura 8. Numero de pulgones (B. brassicae) por planta contados a los siete dias de realizado
el traslado de las plantas al sitio de experimentacion. Las barras representan promedios + 1
error estandar.
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4. Discusién

En el presente estudio se infiere sobre el potencial de repelencia de las saponinas en funcion
de la no preferencia de hojas y plantas tratadas con soluciones de salvado de quinoa rico en
saponina. Hasta la fecha, no existen publicaciones que traten sobre la actividad repelente de
las saponinas de quinoa sobre B. hilaris y B. brassicae, por lo que se discutié el efecto
repelente de saponinas extraidas de otras plantas en insectos especialistas.

El concepto de metabolito secundario es esencial en el @mbito de la interaccidn entre insectos
y plantas, puesto que muchos de estos compuestos forman parte de los mecanismos
defensivos que las plantas utilizan contra sus enemigos naturales. Debido a lo anterior,
diversos autores sostienen que los metabolitos secundarios se originaron a partir de la
coevolucién entre plantas y herbivoros/fitopatégenos, a través de un proceso denominado
“carrera armamentista evolutiva” (Garcia et al., 2012; lason et al., 2011). De esta manera, el
efecto que tendra un metabolito secundario de defensa en una planta generalmente sera
diferente dependiendo de si el herbivoro es especialista o generalista. Por lo general, se
piensa que frente a un determinado metabolito secundario presente en una planta, aquellos
herbivoros que sean especialistas 0 que estén adaptados al consumo de dicha planta, no
seran susceptibles al efecto del metabolito, mientras que aquellos herbivoros generalistas o
no adaptados al consumo seran susceptibles al metabolito, pudiendo evidenciar diferentes
tipos de efectos adversos (Poykko et al., 2010; Siemens & Mitchell-Olds, 1996).

A partir de la premisa anterior, en el caso del chinche pintado, a pesar de ser una especie
polifaga cuyo principal hospedero lo constituyen plantas de la familia Brassicaceae (aunque
también podria utilizar como hospedero otras especies de otras familias), no se ha podido
encontrar registro alguno de que la quinoa, cultivo de la familia Amaranthaceae, constituya
un hospedero alternativo para el chinche pintado (Palumbo et al., 2016). Por lo tanto, se
esperaba conseguir un efecto de repelencia contra el chinche pintado, causado por accién de

las saponinas presentes en el salvado de quinoa.

En cuanto a los resultados obtenidos en el ensayo del chinche pintado, los indices de
preferencia promedios calculados en las tres variedades, tanto en funcién de la superficie
dafiada como del niumero de chinches, dieron como resultados indices menores a uno, lo que
sugiere que en todos los casos, los chinches prefirieron el area de la hoja no cubierta con
salvado en vez del area cubierta, por lo que los resultados de este estudio confirman lo

esperado.
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La disminucién en la cantidad de la superficie dafiada podria explicarse debido a una menor
tasa de consumo de alimento por parte del insecto, o incluso de su inhibicibn completa, lo
cual podria deberse a diversas causas. Por un lado, se cree que el consumo de alimento con
saponinas podria provocar una obstruccion intestinal en el insecto, causada ya sea por una
inhibicién en la secrecion de enzimas digestivas, especificamente proteasas, o por la
formacion de complejos saponina-proteicos, dificultando en ambos casos la digestion de los
alimentos (Adel et al., 2000; De Geyter et al., 2007; Potter et al., 1993). Por otro lado, la
presencia de saponinas en las hojas podria generar una disminucion del atractivo del alimento
debido a un sabor desagradable para los insectos, lo cual provocaria un cierto rechazo (Sang
et al., 2019; Szczepanik et al., 2001).

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Figura 4, se puede observar que en kale se
dio una correlacion negativa significativa entre la concentracion de salvado de quinoa y el
indice de preferencia en funcién de la superficie dafiada, en que los indices disminuian a
medida que se incrementaba la concentracion de salvado, lo que se traduce en una
disminucién progresiva de la cantidad de superficie daflada, y que a su vez puede estar
vinculada a un aumento del efecto repelente causado por la presencia de saponinas en el

salvado.

En otros estudios en que se ha evaluado el efecto de repelencia de las saponinas en funcion
de la alimentacion, se ha observado también que la magnitud del efecto depende de la
concentracion, como ocurrié con Shinoda et al. (2002) y Sylwia et al. (2006). En el caso de
Shinoda et al. (2002), estos reportaron haber obtenido dicho efecto al evaluar el efecto de
saponinas extraidas de Barbarea vulgaris en la polilla de la col (P. xylostella), una especie
plaga especialista en brasicas, en que el consumo de discos de hoja promedio por larvas de
tercer instar fue disminuyendo progresivamente a medida que aumentaba la concentracion
de saponinas. Asimismo, Sylwia et al. (2006) al evaluar el efecto de saponinas de alfalfa en
el pulgén de la arveja (Acyrthosiphon pisum), una plaga especialista en leguminosas,
observaron que los afidos que estuvieron expuestos a una menor concentracion de saponinas
tuvieron un mayor tiempo de ingestion de savia elaborada, en comparaciéon a aquellos afidos

gue estuvieron expuestos a una alta concentracién de saponinas.

A pesar de que en las tres variedades botanicas y en las tres concentraciones de salvado de
guinoa evaluadas fue posible observar un efecto repelente sobre los chinches a través de un
efecto antialimentario en las hojas, solo en kale el ANDEVA presenté diferencias
estadisticamente significativas para el factor “concentracién de salvado de quinoa”,

concluyéndose que en repollo y brécoli los efectos observados en las tres concentraciones
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de salvado fueron iguales estadisticamente. Se sugiere que lo anterior podria deberse a que
el tiempo que se les fue asignado a los insectos para alimentarse (aproximadamente un dia)
no fue lo suficientemente extenso como para generar un efecto representativo del consumo
realizado por area. En un experimento preliminar llevado a cabo por el autor, en hojas de
brécoli y utilizando las mismas concentraciones de salvado de quinoa (1, 10 y 30 g-L?), se
les asign6 a los insectos dos dias (48 horas) para alimentarse, obteniéndose diferencias
mucho mas cuantiosas en términos de la superficie dafiada por hoja (datos no mostrados).
En los Anexos 15 y 16 se muestran hojas de brécoli tratadas con distintas concentraciones

de salvado, constituyendo el alimento de los chinches por uno y dos dias, respectivamente.

Por otro lado, en repollo se dio una correlacion negativa significativa entre la concentracion
de salvado de quinoa y el indice de preferencia en funcién del nUmero de insectos presentes,
lo que puede indicar que hay un mayor efecto de repelencia a concentraciones mas altas de
salvado (Figura 5). Un menor nimero de chinches presentes por area podria explicarse como
una consecuencia de la repelencia antialimentaria. La preferencia por los alimentos es un
fendmeno que depende de varios factores como el gusto y el olfato, factores que finalmente
determinan la decisién del insecto en términos de si aceptar o rechazar el alimento
(Szczepanik et al., 2001). El hecho de que las saponinas estén presentes en las hojas provoca
gue estas adopten un sabor desagradable para el insecto, disminuyendo de esta manera la
palatabilidad del alimento (Sang et al., 2019). Por otro lado, no se han encontrado ejemplos
de estudios en que se muestre una asociacion entre la repelencia causada por la presencia
de saponinas en las plantas y la percepcién de olores, por lo que se sugiere que la presencia
de saponinas en las hojas generaria un rechazo por parte de los chinches al detectar las

saponinas en el alimento, induciendo la busqueda de nuevos lugares donde alimentarse.

Por otro lado, el pulgén del repollo al ser una especie de afido especialista en plantas de la
familia Brassicaceae y no adaptado al cultivo de la quinoa, se esperaba un efecto de
repelencia sobre el pulgdn, causado por la presencia de saponinas en el salvado de quinoa.
Sin embargo, el ANDEVA realizado mediante el modelo lineal general indic6 que no hubo
diferencias estadisticamente significativas para el factor “variedad/concentracion de salvado
de quinoa”, evidenciando de esta manera un nulo control del pulgén del repollo, puesto que

se obtuvieron plantas de repollo, brécoli y kale altamente infestadas de pulgones.

Los resultados obtenidos en el ensayo del pulgon del repollo concuerdan con lo reportado por
Habimana & Hakizayezu (2014), en que se contabilizé el nimero de individuos de B.
brassicae presentes en plantas de repollo, tratadas y no tratadas con saponinas extraidas del

fruto del aji charapita (Capsicum frutescens). De acuerdo con los resultados obtenidos en

24



dicho experimento, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el nimero
promedio de pulgones entre las plantas de repollo tratadas con y sin saponina, explicado por
el bajo control ejercido por la saponina frente a B. brassicae.

Por otra parte, los glucosinolatos (conocidos también como tioglucésidos) son un tipo de
metabolitos secundarios presentes abundantemente en plantas de la familia Brassicaceae,
gue en conjunto con sus productos secundarios derivados (como el isotiocianato), actian
usualmente como atrayentes (kairomonas) para aquellas especies de insectos que sean
especialistas en el consumo de brasicas, mientras que para aquellas especies generalistas,
actuan como repelentes (alomonas) (Bridges et al., 2002; Kim et al., 2010; Robin et al., 2017).
En la literatura hay diversas publicaciones en las que se describen a los glucosinolatos como
estimulantes de alimentacién (en larvas) y de oviposicion (en adultos) en insectos plaga
especialistas en brasicas, como la polilla de la col (P. xylostella) (Renwick et al., 2006; Robin
etal., 2017) y la mariposa blanca de la col (Pieris brassicae) (David & Gardiner, 1966; Renwick
y Radke, 1983). En el caso del especialista B. brassicae, se sabe que la concentracion del
glucosinolato sinigrina en las hojas corresponde a un estimulo fundamental de alimentacion
gue determina en gran parte el comportamiento del afido al momento de escoger un
hospedero, puesto que, si al inyectar su estilete en las hojas no detecta la presencia de

sinigrina, ira en busca de otro hospedero debido a la ausencia de estimulo (Harborne, 1993).

En un estudio llevado a cabo por Badenes et al. (2014) se reportd la preferencia de P.
xylostella por plantas del género Barbarea, considerando a la vez el contenido de
glucosinolatos y de saponinas presentes naturalmente en las plantas. Los resultados del
estudio indicaron que los adultos de P. xylostella prefirieron ovipositar hojas jévenes (altas en
contenidos de glucosinolatos y saponinas) en vez de las hojas mas viejas (con menores
contenidos de glucosinolatos y saponinas), a pesar de que su eleccion implicaba una baja
tasa de supervivencia de las larvas debido al alto contenido de saponinas en las hojas. Lo
anterior sugeriria una mayor predominancia del efecto atrayente de los glucosinolatos
respecto al efecto repelente ejercido por las saponinas sobre el insecto especialista. Debido
a lo anteriormente expuesto, se puede sugerir que, en el caso del pulgén especialista B.
brassicae, el estimulo atrayente ejercido por los glucosinolatos podria predominar por sobre
el efecto repelente ejercido por las saponinas al momento de escoger un hospedero, lo que
permitiria explicar la alta infestacion de pulgones, tanto en las plantas tratadas como no
tratadas con salvado de quinoa. Por otro lado, se sugiere que la concentracion de salvado
contemplada en la solucion asperjada a las plantas puede no haber sido lo suficientemente
alta como para causar un efecto repelente en los pulgones, asi como también de los tipos de

saponina especificamente presentes en el salvado de quinoa.
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Si bien hasta el momento se desconoce el mecanismo de accidén exacto de las saponinas en
los insectos, se cree que pueden tener multiples mecanismos posibles, ademas de su
actividad repelente y antialimentaria. Entre los mecanismos que mas se han reportado en la
literatura se mencionan la alteracion del sistema digestivo, la inhibicién de la captacién de
esteroles, la alteracion de la permeabilidad de membranas plasméticas y la alteracion de la
sintesis de ecdisteroides (Cui et al., 2019; De Geyter et al., 2007; Qasim et al., 2020;
Roopashree & Naik, 2019). Si bien la presente investigacion solo se centré en el efecto
repelente de las saponinas presentes en el salvado de quinoa sobre B. hilaris y B. brassicae,
no se descarta la posibilidad de que también se hubiese visto afectada negativamente la

fisiologia de los insectos, aparte de su conducta.

A la luz de estos hallazgos, es posible deducir que, potencialmente, el salvado de quinoa
posee la capacidad para ser utilizado como repelente en repollo, brécoli y kale sobre B. hilaris,
explicado por una mayor preferencia promedio de los chinches por las areas no tratadas con
salvado en ambos tipos de mediciones, en las tres variedades botanicas. Sin embargo, en el
caso de la medicion realizada en funcién de la superficie dafiada, solo en kale pudo
observarse efectos estadisticamente diferentes entre concentraciones, siendo la

concentracion de 30 g-L* la que otorgd el mayor efecto de repelencia contra B. hilaris.
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5. Conclusiones

En el presente trabajo de investigacion se determiné el efecto de repelencia del salvado de
qguinoa rico en saponinas (C. quinoa Willd.) usado como repelente en repollo, brocoli y kale
sobre dos especies de insectos plaga en brasicas, B. hilaris y B. brassicae. En el caso del
chinche pintado, se observo en ambos tipos de parametros un efecto de repelencia en todas
las variedades y concentraciones utilizadas. Por el contrario, en el caso del pulgon del repollo
no se observé efecto de repelencia en ninguna de las variedades. De esta manera, los
resultados de este estudio sugieren que, las saponinas presentes en el salvado de quinoa
potencialmente pueden ser utilizadas como repelentes naturales, especificamente contra el
chinche pintado. No obstante, se requiere de mayor investigacion respecto a la efectividad y
aplicabilidad de las saponinas provenientes del salvado de quinoa bajo condiciones de

campo, antes de recomendar su uso como repelente en la produccion agricola.

En la literatura son numerosas las publicaciones que evaltan el uso de las saponinas como
potenciales insecticidas en diversas plagas de interés agricola. Sin embargo, hasta la fecha
son casi inexistentes las publicaciones que se refieren al uso de las saponinas (extraidas
especificamente de la quinoa) como potenciales compuestos para el manejo de plagas, por
lo que contribuir a la investigacion de los potenciales efectos de las saponinas de quinoa en
insectos resulta de gran relevancia dentro del &mbito de la proteccion vegetal y manejo de

plagas.
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Evaluacion del efecto repelente del salvado de quinoa rico en saponina (Chenopodium
guinoa) sobre Bagrada hilaris y Brevicoryne brassicae en plantas de Brassica oleracea.
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Laboratorio de Entomologia de Cultivos. Departamento de Ciencias Vegetales.
Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal. Pontificia Universidad Catélica de Chile.
Santiago, Chile.

Resumen

Toledo, S. (2022). Evaluacion del efecto repelente del salvado de quinoa rico en
saponina (Chenopodium quinoa) sobre Bagrada hilaris y Brevicoryne brassicae en
plantas de Brassica oleracea. Actividad Integradora de Graduacion, Magister en Fisiologia
y Produccion Vegetal, Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal. Pontificia Universidad
Catolica de Chile. Santiago, Chile. 50 pp. Actualmente, debido al riesgo que implica el uso de
insecticidas sintéticos, es menester la creacion de productos naturales que sean mas
amigables con el ecosistema. El objetivo de esta investigacidn fue evaluar el efecto repelente
del salvado de quinoa rico en saponina (Chenopodium quinoa Willd.) sobre el chinche pintado
(Bagrada hilaris) y el pulgdn del repollo (Brevicoryne brassicae) en repollo, brécoli y kale. Para
el ensayo en chinches, cada hoja fue dividida en dos areas, dejando un area tratada con
salvado de quinoa (1, 10 y 30 g-L ™) y un area no tratada. Se contabilizé el nimero de chinches
durante aproximadamente un dia, y posteriormente se calculd la superficie dafada,
analizando ambos datos mediante un indice de preferencia. No hubo diferencias significativas
en el nimero de chinches en ninguna variedad (p > 0,05), mientras que en el caso de la
superficie dafiada solo kale present6 diferencias significativas (p = 0,019). Por otro lado, para
el ensayo en pulgones, las plantas fueron sometidas a tratamientos con y sin la aplicacion de
salvado (30 g-L?). Las plantas se dejaron infestar naturalmente durante una semana y se
contabilizé el nimero de pulgones por planta. No hubo diferencias significativas en ningun
tratamiento (p > 0,05). En el caso del chinche pintado, se observé en ambos tipos de
pardmetros un efecto de repelencia en todas las variedades y concentraciones utilizadas. Por
el contrario, en el caso del pulgdn del repollo no se observé efecto de repelencia en ninguna

de las variedades.
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Anexos

Anexo 1. Invernadero A3 de la Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal de la PUC. En
“A” se muestra el interior del invernadero. En “B” se muestra una almaciguera con plantulas

de repollo, brocoli y kale recientemente emergidas.

Anexo 2. Material vegetal al interior de jaulas confeccionadas mediante tubos de PVC y
mallas de tul, ubicado entre los invernaderos Al y A2 de la PUC.
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Anexo 4. Plantas de kale (izquierda), repollo (centro) y brécoli (derecha) al momento de su

uso experimental en el ensayo 2 (grupo 1).
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Anexo 5. Plantas de kale (izquierda), repollo (centro) y brécoli (derecha) al momento de su

uso experimental en el ensayo 2 (grupo 2).

Anexo 6. Plantas de kale (izquierda), repollo (centro) y brécoli (derecha) al momento de su

uso experimental en el ensayo 2 (grupo 3).
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Anexo 7. Plantas de kale (izquierda), repollo (centro) y brécoli (derecha) al momento de su

uso experimental en el ensayo 2 (grupo 4).

Anexo 8. Plantas de kale (izquierda), repollo (centro) y brécoli (derecha) al momento de su

uso experimental en el ensayo 2 (grupo 5).
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Anexo 9. Sector de Manejo de Cultivos de la PUC. En “A” se muestra una vista general del
sector. En “B” se muestra el lugar especifico de donde se recolectaron los individuos adultos
de B. hilaris.

Anexo 10. Sector de Manejo de Cultivos de la PUC. En “A” se muestran plantas silvestres de
yuyo, desde donde se recolectaron individuos adultos de B. hilaris. En “B” se muestra un
individuo adulto de B. hilaris posado en una planta de yuyo.
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Anexo 11. Individuos de B. hilaris almacenados en cajas de plastico en el laboratorio de

Entomologia de Cultivos (“A”). En “B” se muestra el interior de una de las cajas.

T o

N
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Anexo 12. Sitio de experimentacion donde se realizo el ensayo de infestacion de pulgones.
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Anexo 14. Ubicacién en que fueron dispuestos cada uno de los grupos de plantas del ensayo

2 en el sitio de experimentacion. El nimero en rojo representa al nimero de cada grupo de
plantas, y sobre él se encuentra ubicado el grupo de plantas correspondiente.
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Anexo 15. Hojas de brécoli luego de constituir el alimento de B. hilaris durante un dia
(izquierda: 30 g-L%; centro: 10 g-L%; derecha: 1 g-L™?). En este caso (ensayo 1), el area control
correspondi6 al area que se encuentra ubicada a la derecha de la nervadura central de la
hoja, mientras que el area tratada con solucion de salvado de quinoa correspondié al area
ubicada a la izquierda de la nervadura central.

Anexo 16. Hojas de brocoli luego de constituir el alimento de individuos de B. hilaris durante
dos dias (izquierda: 30 g-L*; centro: 10 g-L!; derecha: 1 g-L). En este caso (y a diferencia
del ensayo 1), el area control correspondi6 al area que se encuentra a la izquierda de la
nervadura central de la hoja (area designada como “*”), mientras que el area tratada con

solucién de salvado de quinoa correspondi6 al area a la derecha de la nervadura central.
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Anexo 17. Promedios de los indices de preferencia + 1 error estdndar, calculados en
funcion del nimero de individuos de B. hilaris presentes en hojas de repollo, brocoli y
kale, a distintas concentraciones de salvado de quinoa (1, 10y 30 g-L™%).

Tratamiento indice de preferencia segtn variedad de B. oleracea

Concentracion de

salvado de quinoa Repollo Brocoli Kale
(gL
1 0,692 + 0,135 0,409 + 0,130 0,872 £ 0,168
10 0,487 £ 0,137 0,604 + 0,224 0,568 + 0,190
30 0,3025 £ 0,0326 0,683 + 0,222 0,367 £ 0,167

Anexo 18. Promedios de los indices de preferencia + 1 error estandar, calculados en
funcion de la superficie de hoja dafiada por B. hilaris (cm?/individuo/dia) en repollo, brécoli

y kale, a distintas concentraciones de salvado de quinoa (1, 10 y 30 g-L ™).

Tratamiento indice de preferencia segln variedad de B. oleracea

Concentracion de

salvado de quinoa Repollo Brécoli Kale
(gL
1 0,692 + 0,148 0,4501 £ 0,0712 0,857 £ 0,269 a
10 0,432 £ 0,154 0,553 £ 0,126 0,228 + 0,109 ab
30 0,360 + 0,233 0,344 £ 0,145 0,1143 £0,0425b

Medias con letras distintas dentro de la misma columna indican diferencias significativas

entre tratamientos, de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Anexo 19. ANDEVA (a = 0,05) de los indices de preferencia promedios calculados en

funcién del nimero individuos adultos vivos de B. hilaris en hojas de repollo.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 2 0,45570 0,22785 2,72 0,103
Blogque 2 0,05033 0,02517 0,30 0,746
Error 13 1,08976 0,08383
Falta de
_ 4 0,21857 0,05464 0,56 0,695
ajuste
Error puro 9 0,87119 0,09680
Total 17 1,59580

Anexo 20. ANDEVA (a = 0,05) de los indices de preferencia promedios calculados en

funcién del namero individuos adultos vivos de B. hilaris en hojas de brocoli.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 2 0,2386 0,11929 0,46 0,639
Bloque 2 0,1553 0,07766 0,30 0,744
Error 13 3,3402 0,25693
Falta de
. 4 1,1825 0,29564 1,23 0,363
ajuste
Error puro 9 2,1576 0,23973
Total 17 3,7340
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Anexo 21. ANDEVA (a = 0,05) de los indices de preferencia promedios calculados en
funcién del nimero individuos adultos vivos de B. hilaris en hojas de kale.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 2 0,7762 0,3881 2,01 0,174
Bloque 2 0,2467 0,1233 0,64 0,544
Error 13 2,5147 0,1934
Falta de
_ 4 0,9093 0,2273 1,27 0,349
ajuste
Error puro 9 1,6054 0,1784
Total 17 3,5376

Anexo 22. ANDEVA (a = 0,05) de los indices de preferencia promedios calculados en

funcién de la superficie dafiada por chinche en hojas de repollo.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 2 0,3668 0,18338 1,82 0,201
Bloque 2 1,6870 0,84349 8,37 0,005
Error 13 1,3097 0,10074
Falta de
. 4 0,5816 0,14541 1,80 0,213
ajuste
Error puro 9 0,7280 0,08089
Total 17 3,3634
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Anexo 23. ANDEVA (a = 0,05) de los indices de preferencia promedios calculados en
funcién de la superficie dafiada por chinche en hojas de brécoli.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 2 0,11676 0,058379 0,67 0,531
Bloque 2 0,00023 0,000115 0,00 0,999
Error 12 1,04831 0,087359
Falta de
_ 4 0,23454 0,058635 0,58 0,688
ajuste
Error puro 8 0,81377 0,101721
Total 16 1,16706

Anexo 24. ANDEVA (a = 0,05) de los indices de preferencia promedios calculados en

funcion de la superficie dafiada por chinche en hojas de kale.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 2 1,5515 0,77575 5,61 0,019
Bloque 2 0,2039 0,10195 0,74 0,499
Error 12 1,6580 0,13817
Falta de
. 4 0,1818 0,04546 0,25 0,904
ajuste
Error puro 8 1,4762 0,18453
Total 16 3,5598
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Anexo 25. ANDEVA (a = 0,05) del numero de pulgones por planta promedios en plantas
de repollo, brécoli y kale, tratadas y no tratadas con solucién de salvado (30 g-L™?).

SC
Fuente GL ] MC Ajust. Valor F Valor p
Ajust.
Tratamiento 5 1885 376,9 1,47 0,242
Bloque 4 2216 553,9 2,17 0,110
Error 20 5114 255,7
Total 29 9215
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