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RESUMEN

Leucoptera sinuella (Reutti), es una plaga que actualmente afecta a las plantaciones de
alamos en Chile. El dafio producido por sus larvas en el follaje provoca reduccion de las
capacidades fotosintéticas y, por lo tanto, reduccion en el rendimiento. Ademas, es considerada
una plaga cuarentenaria en otros paises, a los cuales el sector fruticola chileno exporta. Al ser
una plaga introducida recientemente, no existen métodos efectivos de control. El objetivo de esta
investigacién fue evaluar la antixenosis en distintos clones de hibridos intraespecificos [(Populus
trichocarpa X Populus deltoides) X Populus deltoides] y Populus alba. De esta manera sentar
bases para programas de mejoramiento en el control de la polilla del alamo. El experimento se
realiz6 bajo condiciones experimentales controladas en el laboratorio del Centro Tecnolégico del
Alamo, perteneciente a la Universidad de Talca, donde se llevé a cabo la infestacion controlada
de adultos de L. sinuella sobre estacas de Populus, en donde fue evaluada la ovipostura y
densidad de tricomas en la parte adaxial de las hojas. También se evaluaron particularidades de
la ovipostura como niimero de huevos por nidada y distribucién de la nidada. Se logro determinar
una correlacién entre nimero de huevos acumulados y nimero de tricomas por hoja (mm?) para
cada clon de Populus TDxD y Populus alba (Villa Franca). Determinando que al aumentar la
densidad de tricomas en la superficia adaxial de la hoja de Populus disminuye la cantidad de
huevos de L. sinuella. Por otra parte, no se encontraron diferencias en el nimero de huevos por
nidada y la distribucion de la nidada para los clones de Populus TDxD con respecto a Populus
alba (2-1-1).



ABSTRACT

Leucoptera sinuella (Reutti) is a pest that currently affects poplar plantations in Chile. The
damage produced by their larvae in the canopy causes a reduction in photosynthetic capacities
and, therefore, a reduction in yield. In addition, it is considered a quarantine pest in other countries,
to which the Chilean fruit sector exports. Being a recently introduced pest, there are no effective
control methods. The objective of this research was to evaluate antixenosis in different
intraspecific hybrid clones [(Populus trichocarpa X Populus deltoides) X Populus deltoides] and
Populus alba. In this way, provide foundations for improvement programs in the control of the
poplar moth. The experiment was carried out under controlled experimental conditions in the
laboratory of the Alamo Technological Center, belonging to the University of Talca, where the
controlled infestation of L. sinuella adults was carried out on Populus cuttings, where oviposition
and density of trichomes were evaluated in the adaxial part of the leaves. Particularities of
oviposition such as number of eggs per clutch and clutch distribution were also evaluated. A
correlation between the number of accumulated eggs and the number of trichomes per leaf (mm?)
was determined for each clone of Populus TDxD and Populus alba (Villa Franca). Determining
that by increasing the density of trichomes in the adaxial part of the Populus leaf, the quantity of
L. sinuella eggs decreases. On the other hand, no differences were found in the number of eggs
per clutch and the distribution of the clutch for Populus TDxD clones with respect to Populus alba
(2-1-1).
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1. INTRODUCCION

La polilla del alamo, Leucoptera sinuella (Reutti), es una especie que pertenece a la familia
Lyonetiidae (Lepidoptera), es caracteristico de estas alimentarse del mesofilo de las hojas en su
estado de larva, sobre diferentes especies de salicaceas de los géneros Populus Linnaeus y Salix
Linnaeus (Kagata & Ohgushi, 2004). Tiene su origen en la regiéon Paleartica con presencia en
Europa, Japén y el norte de Africa (Kuroko, 1964). Provoca dafio al reducir el area foliar y posterior

caida prematura de las hojas reduciendo el crecimiento de los arboles afectados (Arru, 1966).

Esta plaga fue introducida hace pocos afios al territorio nacional, detectada en el 2015 por el
Servicio Agricola y Ganadero (SAG). Causando dafios econémicos en plantaciones forestales,
alamedas y cortinas cortavientos de alamos (Sandoval et al., 2019). La polilla del alamo no es
una plaga importante en los alamos de su regién de origen por lo cual existe poca informacion
sobre alternativas de control que permitan el manejo de esta plaga (Fuentes, 2020). Actualmente
se amplio su distribucion abarcando todo el valle central y zonas precordilleranas. En el 2017
ocurre su mayor desplazamiento llegando hasta el sur del pais, detectandose en la region del
Biobio (Sandoval et al., 2019).

La polilla del alamo ademas produce un dafio econdmico indirecto a la fruticultura, debido a
que las pupas se ubican en las cavidades calicinales y/o pedunculares de frutas destinadas a
exportacion las cuales crecen en cortinas cortaviento de adlamos préximos a los huertos fruticolas.
De esta forma es una plaga cuarentenaria para mercados como México y EE.UU., produciendo
rechazos de lotes de frutas de exportacién en las Ultimas temporadas (Fuentes, 2017).

Los alamos son miembros de la Familia SalicAceas, los cuales poseen diversas caracteristicas
que los hace beneficiosos y Utiles. Son de crecimiento juvenil rapido, facilidad de propagacion,
propension a la hibridacién, proteccion contra el viento y aumentando el valor estético en
ciudades. Ademas de que es una fuente de aprovechamiento para confeccién de embalajes
ligeros, fosforos y fibra. Por lo que son un aporte para los ecosistemas rurales, mitigando la

erosion de tierras degradadas y restauracion los bosques (Bingaman, 1991).

El desarrollo del mejoramiento genético permite la seleccién y cruza de variantes con el fin de
potenciar el desarrollo de caracteristicas fenotipicas de interés dentro de una especie, esto otorga
caracteristicas deseadas como una mayor productividad, menores costos de establecimiento,
arquitectura del arbol que permita una mejor eficiencia para captar la luz, formas de las laminas
foliares y entre otras muchas caracteristicas que contribuirdn a un mejor desempefio del cultivo

calidad y/o cantidad de los productos finales (Isebrands & Richardson, 2014).

12



En la presente memoria de tesis se propone evaluar la antixenosis en clones de hibridos
intraespecificos de Populus y Populus alba expuestos a L. sinuella. De esta manera sentar bases
para programas de mejoramiento en el control de la polilla del alamo.

1.1. Hipotesis

En clones de hibridos intraespecificos [(Populus trichocarpa X Populus deltoides) X
Populus deltoides] y Populus alba la resistencia a L. sinuella ocurre por un

mecanismo de antixenosis.
1.2. Objetivo general
= Determinar la antixenosis en clones de hibridos intraespecificos [(Populus
trichocarpa X Populus deltoides) X Populus deltoides] y Populus alba expuestos

a Leucoptera sinuella.

1.3. Objetivos especificos

1. Correlacionar la densidad de tricomas de la parte adaxial de la hoja con la
ovipostura de L. sinuella en clones de hibridos intraespecificos [(Populus

trichocarpa X Populus deltoides) X Populus deltoides] y Populus alba.

2. Establecer la zona de preferencia de oviposicion de L. sinuella en las hojas de
los clones de hibridos intraespecificos [(Populus trichocarpa X Populus

deltoides) X Populus deltoides] y Populus alba.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Los alamos son uno de los componentes mas productivos de los ecosistemas en el hemisferio
norte y dan forma a la ecologia de estos ambientes sensibles (Philippe & Bohlmann, 2007). Los
alamos también constituyen la mayor fraccion de la superficie forestal de madera dura procesada
intensivamente en América del Norte (Coyle et al., 2005). Debido a su longevidad, gran tamafio,
estilos de vida sésiles y predominio ecoldgico, los dlamos estan sujetos a interacciones con una
amplia diversidad de insectos fitéfagos a lo largo de su area de distribucion natural (Philippe &
Bohlmann, 2007).

La capacidad de los dlamos para hacer frente durante muchos afios a una comunidad grande
y dinamica de posibles insectos fitéfagos se refleja en un conjunto diverso de defensas
constitutivas e inducibles antiherbivoro. Estos sistemas de defensa involucran defensas quimicas
(i.e. metabolitos secundarios o productos naturales), defensas bioquimicas (i.e. proteinas o
enzimas con efectos directos sobre los fitéfagos), defensas fisicas (i.e. estructuras de anatomia
foliar protectoras) y defensas ecolégicas o indirectas (i.e. atraccién de depredadores o

parasitoides de los herbivoros) (Philippe & Bohlmann, 2007).

La investigacién sobre las interacciones de los alamos con las plagas de insectos avanza
rapidamente como resultado de la implementacion de enfoques gendmicos. Dicha investigacion
es de vital importancia para una comprension fundamental de las defensas dinamicas de los
arboles longevos, el mayor desarrollo y sostenibilidad del dlamo como un sistema para

plantaciones forestales con aplicaciones para la produccion de biomasa (Miranda et al., 2007).

2.1 Insectos plaga en alamo

Los alamos son hospederos de una gran diversidad de artrépodos plaga, con al menos 300
insectos y acaros que se encuentran comunmente en la diversidad de América del Norte y casi
el doble con aproximadamente 525 especies en Europa (Mattson et al., 2001). Entre estos
nameros hay una amplia diversidad de defoliadores, barrenadores del tallo, fit6fagos de brotes y
minadores. Sin embargo, solo unas pocas especies son responsables de niveles sustanciales de

dafio en los bosques naturales (Philippe & Bohlmann, 2007).
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2.1.1 Defoliadores

Aunque los defoliadores constituyen la mayor proporcion de los insectos plagas en los dlamos,
la mayoria de estos no se consideran una gran amenaza para la supervivencia de los arboles.
Esto se debe a que los Populus pueden tolerar la pérdida de grandes cantidades de sus hojas
(Kosola et al., 2001). Entre los defoliadores que pueden ser responsables de dafios sustanciales
se incluye el escarabajo de la hoja del alamo (Chrysomela scripta Fabricius). Tanto las larvas
como los adultos se alimentan de hojas, provocando la pérdida de crecimiento y destruccion de

hojas y brotes (Coyle et al., 2005).

Malacosoma disstria Hiibner, es otro defoliador de Norteamérica (Stehr & Cook, 1968). Puede
causar una defoliacion generalizada en los brotes, la que se repite aproximadamente cada 10
afios y duran de 2 a 5 afios. No obstante, rara vez causan la mortalidad de los &rboles. Cuando
la defoliacion repetida se combina con malas condiciones climéticas, puede ocurrir una muerte

regresiva a gran escala de los bosques de dlamos (Hogg et al., 2002).

Otro defoliador importante es la polilla Choristoneura conflictana Walker, la que se alimenta
principalmente de los bosques de Populus tremuloides Michaux al norte del rango de M. disstria
(Mattson et al., 2001). Por otra parte, Orgyia leucostigma Smith (Baker, 1972) y la oruga de la
polilla gitana (Lymantria dispar L.) (McManus & Mcintyre, 1981) se alimentan de una alta

diversidad de arboles, incluidos los alamos.

2.1.2. Barrenadores del tallo

Estos incluyen especies plagas como el barrenador del alamo (Saperda calcarata Say)
(Solomon, 1995), Saperda inornata Say (Nord et al., 1972a), el barrenador de la rama (Oberias
chaumii LeConte) (Nord et al., 1972b) y el barrenador del alamo y el sauce (Cryptorhynchus
lapathi L.) (Harris & Coppel, 1967). Estos insectos ponen sus huevos debajo de la corteza donde
las larvas eclosionan y hacen un tunel en la madera, disminuyendo la calidad de la misma,
creando heridas para infecciones patogénicas y aumentando la posibilidad de que el viento rompa

los tallos debilitados (Solomon, 1995).
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2.1.3. Fitéfagos de brote

Entre los insectos que causan dafio en los brotes de alamo se encuentra el &fido Aphis
maculata Oestlund y la polilla Gypsonoma haimbachiana Kearfott, los que se alimentan de las
puntas de los brotes en crecimiento y a menudo causan la muerte regresiva, lo que resulta en

multiples dafios ocasionando arboles atrofiados con tallos malformados (Mattson et al., 2001).

Si bien estos insectos en entornos naturales rara vez causan una devastacion duradera de los
bosques de alamos, cuando se combinan con otros factores biéticos o abiéticos nocivos (Hogg
et al., 2002) el dafio de estas plagas puede ser responsable de una pérdida econdémica
generalizada en las plantaciones de alamos (Coyle et al., 2002), y también puede aumentar el

riesgo de infeccion por hongos patégenos (Klepzig et al., 1997).

2.1.4. Minadores de hoja

2.1.4.1 Gracillaridae

Phyllonorycter populifoliella (Treitschke), es una especie nativa de Eurasia que esta
ampliamente distribuida en Europa, Rusia, Siberia occidental y oriental, y Asia. Se observa mas
cominmente por brotes prolongados en las ciudades. Estos brotes conducen a la defoliacion
prematura de los dlamos a mediados de agosto, lo que reduce considerablemente el valor
ornamental y la funcionalidad ecolégica (Selikhovkin et al., 2020). Es muy posible que una parte
de su distribucion actual se haya formado por invasién (Ermolaev et al., 2020). P. populifoliella
puede considerarse euritopica en especies forestales sinantropofilas como es el alamo
(Baryshnikova & Bolshakov, 2004).

Esta especie ocurre en practicamente todos los rodales naturales de dlamos (Sachkov, 1989).
Esta ausente en las masas forestales de piedemonte y los bosques de los valles montafiosos
(Romanenko, 1981). La plantacién masiva de alamos después de la Segunda Guerra Mundial
facilitd la propagacion de P. populifoliella en San Petersburgo y su primer brote durante 1992—
1999 (Selikhovkin, 2010). Se han realizado estudios profundos de la biologia del minador a nivel
individual y poblacional. Selikhovkin et al. (2020), compilaron una lista de especies de alamo
dafiadas por este minador con diferentes secciones del género Populus clasificadas por su

resistencia a la plaga.
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Ph. populifoliella es un oligéfago capaz de infestar 12 especies de alamo. Los hibridos menos
resistentes al minador son los alamos balsamicos de la seccién Tacamahaca, entre los que se
encuentran Populus balsamifera Linnaeus, P. simonii Carriére, P. laurifolia Linnaeus (especie
parental de P.x berolinensis) y P. suaveolens Fisch. Los dlamos P. alba Linnaeus y P. tremula
Linnaeus son los menos preferidos por este minador, y los alamos P. nigra Linnaeus y P. deltoides
Marshall presentan un consumo intermedio (Ermolaev, 2019).

Micrurapteryx salicifoliella (Chambers), es originario de América del Norte, pero se reportd
por primera vez en Alaska a principios de la década de 1990, cuando un brote dafié sauces en
mas de 600 km2. M. salicifoliella ataca al menos 10 de las 28 especies de Salix que son

ampliamente simpétricas en el interior de Alaska (Collet, 2004).

Esta polilla presenta una generacion por afo, las hembras ponen huevos en la superficie
abaxial (inferior) de las hojas. Los huevos se adhieren a la superficie de la hoja y se hunden en
la epidermis a medida que se desarrollan. Si un huevo se extrae a la fuerza de la hoja después
de que ha comenzado a descender al tejido de la misma, queda una cicatriz brillante en la
epidermis. Las larvas de primer y segundo estadio poseen partes bucales orientadas hacia
adelante (prognata), carecen de maxilares, patas y falsas patas. No pueden iniciar una mina
desde la superficie de la hoja o moverse efectivamente fuera de la mina. Mas bien, los huevos
eclosionan y las larvas se introducen directamente en la epidermis de la hoja sin tener contacto
con su exterior y se alimentan del contenido celular a medida que se mueven lateralmente a
través de la epidermis, dejando intactas la pared celular distal y la cuticula. Las larvas desarrollan
maxilares, patas y falsas patas en el tercer estadio las cuales mantienen durante el resto del
desarrollo larval. Durante el tercer estadio, los cambios en la morfologia permiten el movimiento
dorsoventral dentro de la hoja, y las larvas comienzan a extraer el meséfilo, creando un dafio que
es visible como una mancha decolorada en la superficie adaxial y con frecuencia salen de las
minas establecidas para iniciar nuevas minas dentro de las hojas mas jévenes. Esta movilidad
larvaria puede dafiar muchas més hojas que las que recibieron originalmente los huevos (Wagner
& Doak, 2017).

2.1.4.2 Lyonetiidae

Leucoptera sinuella (Reutti), es una polilla del tipo gregaria que ataca las especies de
Populus y Salix, cuyos adultos aparecen en junio y agosto en el norte de Japén (Kagata &
Ohgushi, 2002a). En este minador de hojas, las hembras son capaces de determinar el tamafio

de las nidadas ovipiuestas usando varias sefiales, la presencia de huevos conespecificos seria
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una de las claves para determinar el tamafio de la nidada (Kagata & Ohgushi, 2002b). Algunos
estudios tedricos predijeron que el tamafio de la nidada deberia disminuir, porque la oviposicion
multiple podria disminuir la disponibilidad de recursos y luego aumentar la competencia
intraespecifica (Ekbom, 1998). La oviposicién agregada en una sola hoja implica que las hembras
adultas seleccionan el sitio de oviposicidon en respuesta a las caracteristicas de la planta
hospedante (e.g. nitrégeno de la hoja, tamafio de la hoja y el momento de la brotacién o abscisién
de la hoja) (Minkenberg & Ottenheim, 1990). Las hembras de L. sinuella prefirieron hojas grandes
para la oviposicion a pesar de la presencia de huevos conespecificos. La oviposicion en hojas
grandes puede tener ventajas para las larvas, porque las hojas grandes tienen bajas
concentraciones de compuesto defensivo o baja probabilidad de abscision de la hoja (Zucker,
1982).

Las larvas de L. sinuella producen minas que estan limitadas por las nervaduras principales
de la hoja, y son de color pardo oscuro en el centro del minado debido a que la larva deposita sus

excrementos en el centro de la galeria (Arru, 1966).

En el afio 2015, el Servicio Agricola y Ganadero de Chile (SAG) en la Regidon Metropolitana
de Santiago reportaron por primera vez el dafio en el follaje de Populus y Salix, atribuyéndose
este a la presencia de larvas de L. sinuella. Los estudios iniciales de prospecciones determinaron
gue L. sinuella se encontraba distribuida entre el valle central de la Region Metropolitana y la
Regién del Libertador General Bernardo O’Higgins. Al afio 2017, su mayor desplazamiento ocurrié
hacia el sur del pais alcanzando la Region del Maule. En el 2018 fue detectada en la Region de
Nuble y del Biobio. Se ha observado que las hojas de 4lamo no son afectadas por las larvas hasta
que éstas se encuentren completamente desarrolladas, lo que en nuestro pais tiene lugar durante
el mes de octubre, momento en que se presentan las primeras oviposturas. Entre los meses de
verano desde diciembre a febrero, se evidencian los mayores dafios en el follaje (Sandoval et
al., 2019).

Son pocos los estudios que se han realizado sobre L. sinuella y su control en la region de
origen debido a que no es una especie que provoque dafos importantes en los bosques de donde
son originarios. L. sinuella corresponde a una especie plaga que en Chile afecta a plantaciones
de alamo, por lo cual se estima necesario estudiar mecanismos de resistencia natural, con

particularidades intrinsecas de la genética de la planta que controlen la plaga.
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2.2 Mecanismos de defensa de las plantas

Las defensas de las plantas contra los insectos fit6fagos implican un delicado equilibrio de
asignacion de recursos entre crecimiento, desarrollo, reproduccion y defensa (Koricheva,
2002;Strauss et al., 2002). Si bien las plantas que asignan recursos principalmente al crecimiento
y desarrollo pueden tener una capacidad limitada para defenderse de insectos fitéfagos o
patdgenos, el despliegue constitutivo de defensas puede generar que los insectos de evolucion
mas rapida desarrollen estrategias para superar las defensas del hospedero (Herms & Mattson,
1992). La presencia o ausencia de defensas puede moldear de manera efectiva comunidades de
fitéfagos que pueden hacer frente a varios grados de defensa del hospedero (Paschold et al.,
2007).

Los sistemas de defensa contra insectos de plantas que son en general multigénicos y
flexibles, pueden permitir que las plantas se enfrenten a comunidades dindmicas de herbivoros.
Las defensas en mdltiples niveles parecen ser de particular importancia en arboles de larga vida
que no pueden escapar de sus ambientes a los insectos fitfagos con periodos cortos de
vegetacion o tiempos de generacién (Philippe & Bohimann, 2007). En general, muchas especies
de plantas, incluido el alamo, dependen de combinaciones de una diversidad de defensas
constitutivas e inducidas contra los insectos para hacer frente a las posibles compensaciones
entre el crecimiento y la defensa de las plantas, asi como la posible adaptacién de las

comunidades de fitéfagos a defensas (Mattson et al., 1997).

Por su parte, las defensas inducidas pueden estar restringidas localmente al sitio del ataque
real del fitéfago (defensa local), o pueden activarse sistémicamente en partes distantes de la
planta o en toda la planta (defensa sistémica). Algunas de las defensas constitutivas e inducidas
actian directamente contra los fitéfagos (defensas directas) o involucran las interacciones
ecolégicas con otros organismos como la atraccion de depredadores y/o parasitoides del fitéfago
(defensas indirectas o multitréficas) (Philippe & Bohlmann, 2007).

Las defensas de los hibridos de &lamo involucran componentes quimicos en forma de
metabolitos especializados (principalmente glicésidos), defensas bioquimicas con proteinas o
enzimas que afectan directamente al fitfago (i.e., proteinas anti-digestivas) y defensas fisicas en

forma de estructuras anatomicas protectoras (Philippe & Bohimann, 2007).

Las quitinasas pueden funcionar en la defensa de las plantas contra patégenos (Collingel et
al., 1993) y se ha demostrado que el alamo transgénico que expresa una endoquitinasa fungica
posee una mayor resistencia al patégeno de la roya de la hoja (Noél et al., 2005). Las quitinasas

de alamo inducidas también pueden tener una funcion contra los insectos fitéfagos. Por ejemplo,
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escarabajos de la patata de colorado (Leptinotarsa decemlineata Say), inducen en plantas de
tomate las mismas endoquitinasas codificadas por win6 de P. trichocarpa x P. deltoides, lo cual
genera un lento desarrollo del insecto (Lawrence & Novak, 2006). La fuerte regulacion positiva de
las enzimas win6 y win8 en las hojas locales y sistémicas de los arboles jovenes de alamo
tratados mediante heridas mecénicas y la aplicacion de secreciones orales de M. ditrisia, respalda
un papel en la defensa de los insectos (Philippe & Bohlmann, 2007). Un objetivo potencial de las
quitinasas de las plantas en la defensa contra los insectos es la membrana peritréfica, que
contiene quitina y forma una barrera protectora alrededor del contenido de alimentos ingeridos
(Chapman, 1985).

Las ceras epicuticulares en P. maximowiczii, dan a la superficie inferior de la hoja una
apariencia pdlida y una superficie mas dura. Es posible que estas propiedades puedan tener
efectos adversos en la penetracién del estilete de C. leucomelas Koch durante la alimentacién
(Alfaro-Tapia et al., 2007). Por ejemplo, Pemphiguss pyrothecae Passerini se desempefian mejor
en tejidos de algodoncillo mas viejos que en tejidos juveniles (Kearslfy & Whitham, 1998).
Ademas, las defensas de las plantas suelen ser mas bajas y los nutrientes mas altos en el floema
de las hojas senescentes que en las hojas jovenes (Merritt, 1996). Las densidades més altas de
C. leucomelas en las hojas mas viejas (base de las ramas) pueden ser el resultado de una mejora

nutricional de los tejidos vegetales, que se ha descrito en otros pulgones (Gonzéles et al., 2002).

2.2.1 Antixenosis

La antixenosis consiste en una baja aceptacién del hospedero y como consecuencia el
rechazo de la planta debido a sefales fisicas o quimicas que repelen (o no atraen) a los insectos
y alteran los procesos de comportamiento implicados en la aceptacion del hospedero,
disuadiendo a cualquier fitéfago que se alimente y/o tenga contacto con el hospedero (Painter,
1958;Kogan & Ortman, 1978).

La resistencia por antixenosis superficial es una caracteristica comin que afecta el
asentamiento de pulgones en las hojas de los arboles debido a la presencia de tricomas, ceras

epicuticulares o emision de compuestos organicos voléatiles (Emden, 2017).

20



2.2.1.1 Anatomia foliar (tricomas)

La preferencia por ciertas especies de alamos puede estar relacionada a las caracteristicas
especificas de la anatomia o fisiologia de la hoja. Por ejemplo, las laminas mas densas y
pubescentes de P. alba L. y P. tremula L. pueden ser menos adecuadas para Ph. populifoliella
Treitschke y Ph. Pastorella Zeller (Strauss et al., 2002). Existen reportes, que el menor dafio a los
alamos negros en Irkutsk se relacioné con el desarrollo posterior de las hojas en esta especie
(Frolov, 1948). Al comienzo del primer brote de Ph. populifoliella en San Petersburgo, que ocurrié
en 1991-1999, se observé una emergencia masiva de adultos hibernados a fines de marzo y abril,
es decir, mucho antes del despliegue de las hojas de los alamos. Sin embargo, en 1995 y afios
posteriores, la aparicion del minador se sincronizé en gran medida con el inicio de la formacién
de las hojas (Selikhovkin, 2010).

2.2.1.2 Preferencia oviposicion

El sitio de oviposicién determina el alimento de las larvas, ya que estas estan limitadas a la
superficie foliar en la que se ovipositan los huevos. Se considera que las larvas son la etapa con
mayor repercusion, al reducir el area foliar y al estar presentes en mayor nimero que los adultos
(Harrell et al., 1982).

La ubicacién de las masas de huevos de Chrysomelas cripta Fabricius dentro del dosel del
arbol mostré la frecuencia mas alta en las hojas del tercio superior de los &rboles menores de 1
afio, incluidas las hojas en expansién del brote terminal (Haugen, 1985). Donde las masas de
huevos (80%) se encontraron en el tercio superior del dosel. La oviposicion en las hojas del dosel
medio fue mucho menor (5%). La alta frecuencia de masa de huevos en las hojas en el tercio
superior del arbol puede deberse al estado fisioldgico de las hojas, por ejemplo, tejido de hojas
nuevas suculentas u orientacion visual de la hembra para la copa de arboles pequefios o una

combinacion de estos factores (Haugen, 1985).

Debido al habito minero, las larvas de P. citrella Stainton, se alimentan del interior de los tejidos
de las hojas y completan su desarrollo en las mismas hojas donde ovipositan. Por lo tanto, la
seleccion de la planta huésped por las hembras de P. citrella es crucial para el desarrollo de su
descendencia. La susceptibilidad de la planta huésped, la presencia o ausencia de organismos
fitopatégenos y la presencia de enemigos naturales son los tres factores principales que influyen

en la oviposicién de P. citrella (Vercher et al., 2008). Sin embargo, otros factores también pueden
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determinar la seleccién del hospedador de esta especie, por ejemplo, la anatomia de la planta,
los aleloquimicos producidos por la especie hospedante y la relacion filogenética (Fisher et al.,
2000).

2.2.2 Antibiosis

La antibiosis es un tipo de resistencia en la que la alimentacién de la planta produce la
alteracién de los parametros fisiolégicos de los insectos, es decir, menor tasa de desarrollo,
menor fecundidad y mayor tasa de mortalidad (Painter, 1958). La resistencia a los antibiéticos
contra los pulgones puede deberse a un efecto antagonista, por ejemplo, toéxico o anti-digestivo

de sustancias quimicas secundarias (Emden, 2017).

Observaciones previas del desempefio de P. passerinii Signoret han demostrado que la
resistencia del alamo a este pulgén varia entre especies e hibridos de alamo. Entre los genotipos
pertenecientes al hibrido Populus x canadensis Moench, se han observado diversos niveles de
resistencia a P. passerinii (Pointeau et al., 2011). En los genotipos resistentes, el asentamiento o
supervivencia ninfal, el desarrollo y la fecundidad se vieron afectados negativamente, lo que

sugiere que la resistencia actlia a través de un mecanismo de antibiosis (Pointeau et al., 2011).

El genotipo muy resistente Brenta tiene una antixenosis superficial en las ninfas de primer
estadio porque la tasa de asentamiento inicial fue significativamente méas baja que en el genotipo
susceptible 1214 (Populus x canadensis). En el caso de un alimentador de parénquima como P.
passerinii, la antibiosis puede estar relacionada con el contenido de células del parénquima
(Pointeau et al., 2013).

2.2.3 Tolerancia

El mecanismo de tolerancia se presenta cuando la planta no se ve afectada por la presencia
del fit6fago, a pesar de soportar una poblacion similar a la que puede afectar a los individuos
sensibles (Mifiarro & Dapena, 2015). Este mecanismo es mas o menos independiente del efecto
sobre el insecto. Se definid6 como una "base de resistencia sobre la cual la planta muestra la
capacidad de crecer y reproducirse por si misma o de reparar un dafio en un grado marcado a
pesar de mantener una poblacion aproximadamente igual a la que dafia a un huésped susceptible
(Kogan & Ortman, 1978).
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2.3 Particularidades de resistencia vegetal de hibridos seccion Tacamahaca y Aigeiros

2.3.1 Populus trichocarpa Torr. & A.Gray ex. Hook

En términos generales, los clones con parental Populus trichocarpa son en promedio y a
menudo significativamente, mas resistentes a las larvas de lepidépteros (James & Newcombe,
2000). Por el contrario, estos clones tienden a ser preferidos por los defoliadores de adultos de

coledptera (Allegro & Agustin, 2000).

Los clones de P. trichocarpa son muy susceptibles al minador de la hoja Zeugophora flavicollis
Marsham, un coleéptero crisomélido, que es inhibido por los genes deltoides en los hibridos P.
deltoides x P. nigra y P. trichocarpa x P. deltoides, mientras que el minador Stigmella trimaculella
Stainton (Lepidoptera: Nepticulidae) prefiere P. deltoides x P. nigra pero es inhibido por los genes
P. trichocarpa (Nef, 1985).

El dafio causado por las orugas defoliantes en Bélgica es generalmente mas abundante en
los hibridos de P. deltoides x P. nigra que en los clones de P. trichocarpa (Tomescu & Nef, 2007).
Por otra parte, los hibridos originarios de P. trichocarpa o de P. deltoides, tienen diferentes
caracteristicas de resistencia a Phyllocnistis unipunctella Stephens, las diferencias pueden estar
vinculadas al hecho de que la primera es una especie forestal y la segunda es un alamo pionero
(Nef, 2007). El nimero y el desarrollo de las larvas de Ph. unipunctella dependen también de los
taninos foliares (polifenoles). Las hojas ricas en taninos, tipicas de los alamos forestales (P.
trichocarpa y sus hibridos), soportan mas tiempo, pero menos minas, y la tasa de desarrollo
larvario y el peso de las pupas se reducen. En las hojas de los alamos (P. deltoides x P. nigra)
estos parametros se invierten y, ademas, los niveles de polifenoles secundarios producidos tras
los ataques son casi un 100% mas elevados que en P. trichocarpa. Se puede concluir que la
resistencia a Ph. unipunctella es marcadamente menor en clones derivados de alamos con
parentales deltoides o nigra (Nef, 1988;Nef, 2007).

En Finlandia, Saperda carcharias Linnaeus, es una plaga agresiva de alamos "parentales” e
"hibridos". La investigacion mostr6 que ambos genotipos eran igualmente susceptibles al
escarabajo y, por lo tanto, las decisiones de plantacion deben basarse en otros criterios (Valimaki
& Helibvaara, 2007).

P. alba Linnaeus es eficazmente resistente al barrenador Cryptorhynchus lapathi Linnaeus, y
hay clones disponibles en ltalia para el cultivo de produccién de biomasa (Allegro et al., 2007). El

dafio a P. simonii Carriére por la chinche de la hoja del dlamo, Monosteira unicostata (Mulsant &
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Rey), fue mayor que en P. trichocarpa, P. ciliata y P. alba. Otros clones de P. alba y P. nigra

resultaron menos dafiados (Babmorad et al., 2007).

En Chile, los hibridos de alamo son atacados por el pulgén Chaitophorus leucomelas Koch,
plaga que tienen mayor densidad y desempefio reproductivo en hibridos de alamo con parentales
P. deltoides Bartram y P. trichocarpa (hibridos susceptibles), mientras que la menor densidad y
rendimiento reproductivo se presenta en hibridos de alamo con parentesco de P. maximowiczii

Ruprecht (hibridos resistentes) (Ramirez et al., 2004).

2.3.2 Populus deltoides Bartram ex Marshall

A mediados del siglo XVIII, P. nigra x P. deltoides var. Monilifera, fué uno de los primeros
hibridos de alamos cultivados cominmente (White, 1993). Las principales caracteristicas de la
madera de dlamo son la baja densidad (0,35 + 0,5 g / cm?3) y bajo poder calorifico casi dos veces

menor que los valores establecidos para el roble, haya o carpe (Battaglia et al., 1980).

La investigacion con alamos ha demostrado que el cultivar “Robusta” (P. deltoides x P. nigra),
obtenido alrededor de 1910, es mas susceptible a algunos insectos que otros cruces de P.

deltoides x P. nigra de origen més reciente (Tomescu & Nef, 2007).

Se encuentra reportado, que, en algunos casos, Ph. populifoliella dafa fuertemente a los
hibridos de alamo interseccional. Por ejemplo, en Novosibirsk (P. balsamifera y P. x canadensis)
y los alamos ES-38 (P. deltoides y P. balsamifera) revelaron tasas anuales de infestacion foliar
del 100% y densidad de infestacion alcanzando 24 minas por hoja (Bakulin, 2005). En Minsk, los
alamos hibridos euroamericanos sufrieron el mayor dafio por el minador de hojas (Chumakov &
Lozinskaya, 2015).

En hojas de alamo con dafio por Ph. unipunctella, la longitud de las minas varia de 14 a 34
cm? en diferentes clones, promediando 17 cm? en P. deltoides x P. nigra, 27 cm? en P. trichocarpa
y 24 cm? en P. trichocarpa x P. deltoides. El 20% de las hojas son atacadas y el insecto reduce
el area foliar promedio (y por lo tanto probablemente el crecimiento) en aproximadamente un 5%.
Sin embargo, hasta el 70% de las hojas de algunos hibridos son atacadas (Nef, 1988). La
frecuencia del insecto en un clon esta relacionada significativamente con las relaciones de los
elementos P, Mn, K 0 Zn, y las cantidades de K, Mo, Cu y Zn se modifican significativamente, ya

sea positiva 0 negativamente, después de un ataque (Bouyaiche & Nef, 1987).
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Los hospederos principales de C. scripta Fabricius se encuentran en las secciones Aigeiros y
Tacamahaca, pero los clones con parentesco de P. deltoides son preferidos para la oviposicién
(Bingaman & Hart, 1992).

En estudios se demostré que, la resistencia al pulgéon Phloeomyzus passerinii Sign vario entre
las especies de alamo y sus hibridos. Esto confirma las observaciones de campo y de laboratorio
anteriormente reportadas en ltalia e Iran (Sadeghi et al., 2007). Estos resultados indican que el
comportamiento de P. passerinii es optimo en P. nigra (genotipo “Vereecken”) y que el
asentamiento de pulgones se vio afectado en P. deltoides (genotipo “Alcinde”), P. trichocarpa
(genotipo “Trichobel”) y P. x interamericana (genotipo “Raspalje”). Estas diferencias concuerdan
con estudios previos que indican que, en general, los genotipos de P. deltoides exhiben una alta
resistencia a P. passerinii, mientras que los genotipos de P. nigra son generalmente susceptibles
(Sadeghi et al., 2009).
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3. MATERIALES Y METODOS

Se realizaron ensayos bajo condiciones experimentales controladas, a nivel de laboratorio,
en donde se expusieron a las hojas maduras de cinco clones de hibridos intraespecificos
[(Populus trichocarpa X Populus deltoides) X Populus deltoides] - (TDxD) y Populus alba, con
particularidades de resistencia y susceptibilidad determinados en anteriores experimentos (datos
no publicados Yanez-Segovia, 2020) (Tabla 1), provenientes de estacas, con infestacion
controlada de adultos de L. sinuella, provenientes de poblaciones invernantes. Las evaluaciones
se centraron en dos factores: el primero fue correlacionar la densidad de tricomas de la parte
adaxial de la hoja, cercanos a la nervadura, central y secundarias y cuantificar los alcances de
oviposturas de acuerdo a su costumbre es el sitio de oviposicién. En este estudio se realizd un

disefio completamente al azar con cinco tratamientos, cada uno con 14 repeticiones.

3.1 Ubicacién del ensayo

El ensayo se llevo a cabo en el laboratorio del Centro Tecnolégico del Alamo (L-CTA),
perteneciente a la Universidad de Talca, ubicado en la comuna de Talca (35°24'30.4"S
71°38'01.6"0), Region del Maule. El L-CTA cuenta con una camara climatica de crecimiento bajo
con condiciones controladas a 25 =+ 2.6 °C y 50 + 4.9% HR. Las cuales fueron diariamente
monitoreadas durante el transcurso del experimento, mediante un dispositivo HOBO® modelo
UX100. Se utiliz6 un fotoperiodo 16:8 (luz:oscuridad), los tratamientos fueron ubicados en
estanterias que contaban con fuentes de luz neutra de 6500 lumens.m?; la distancia entre la base

de la maceta y la fuente de luz, se encontraba estandarizada a 60 cm.

3.2 Material experimental

Insectos: Se recolecté durante el mes de marzo de 2020 larvas de ultimo estadio y pupas de L.
sinuella del Banco Clonal perteneciente al Centro Tecnologico del Alamo, estas fueron
transferidas grupalmente a una cdmara de crecimiento con similares caracteristicas que la del L-
CTA previo el sexamiento, se realizé él mismo procedimiento una vez que todas las larvas
alcanzaran el estado de pupa. Posteriormente, en abril de 2020 fueron sexadas alrededor de
2000 pupas, las cuales se individualizaron en recipientes plasticos de una onza donde fueron
confinados dos machos y dos hembras por cada recipiente. De esta forma, se indujo la
fecundacion de la hembra y posterior oviposicion sobre las laminas foliares infestadas. En cuanto
a las condiciones ambientales, los tratamientos se mantuvieron en la camara de frio a 4°C hasta

el mes de julio para posteriormente trasladarlas a una camara de crecimiento CONVIRON®

26



modelo E7 acondicionado con un humificador de 5 L., con condiciones controladas a 25+ 1.9 °C
y 50 £ 3.7% HR, monitoreadas mediante dispositivo HOBO® modelo UX100 hasta la emergencia

y desprendimiento de la exuvia (metodologia Yanez-Segovia, 2020 - datos no publicados).

Material vegetal: Estacas de Populus, de los clones a evaluarse, se cosecharon durante el mes
de abril del 2020 en el Banco Clonal del CTA de clones de 8 afios de edad. Durante un mes se
mantuvieron en una cémara de frio, simulando invernacién ambiental, con condiciones
controladas a 4 °C £ 1.2 °C. Las estacas fueron cortadas en su parte inferior homogenizando en
promedio de longitud en 25 cm. y 3-5 yemas por estaca. Para asegurar la generacién de raices
por parte de la estaca, se dejaron en un recipiente plastico con 5 cm. de agua de manera
horizontal durante 30 minutos. Antes de la plantacion, en los 2 cm. inferiores de cada estaca se

le aplico el enraizante ANASAC® (IBA 0.15 g. por cada 100 g.) en polvo.

3.3 Plantacion y establecimiento del experimento

Se precedi6 a rotular los cinco clones de hibridos de materiales vegetales promisorios (Tabla
1), con claves y colores particulares, para hacer mas facil su diferenciacion en la toma de datos
durante el experimento. Una vez con todos los tratamientos rotulados, se dio paso a la plantacién
de las estacas. Se colocé cartén corrugado en el fondo de cada una de las macetas de 5 L. para
favorecer la retencion del agua, se completaron los maceteros (35,53 g.) con perlita
HARBOLITE®, cuya densidad aparente es de 95 kg.m3, alcanzando un peso total de 199,59 g.
Una vez que la maceta estuvo completamente llena con perlita, se procedi6 a saturar las macetas
con agua (500 mL.) para dejarlas himedas, previo la colocacién de las estacas. Finalmente, a
inicios de julio, se plantaron las estacas con 5 cm. de profundidad dentro de la perlita previamente
humedecida, ademas, se dejaron todas las yemas apicales en la misma direccién (sur) con
relacién al observador.

Todas las macetas distribuidas al azar dentro de la cAmara y se regaron constantemente para
asegurar la humedad requerida para el 6ptimo desarrollo de las estacas. Por ende, durante el
transcurso de todo el experimento la frecuencia de riego fue cada 7 dias, suministrando 500 mL.
en cada uno de las unidades experimentales.

Las estacas comenzaron a brotar los primeros dias de agosto de 2020 y al momento de la
infestacion, alrededor de 45 dias después de la plantacién, contaban con un promedio de 2 brotes

y 6 hojas completamente extendidas en cada una de las réplicas.
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Tabla 1. Clones de hibridos intraespecificos de Populus [(Populus trichocarpa X Populus
deltoides) X Populus deltoides] y Populus alba y su condicién de resistencia o susceptibilidad a

la fitofagia de L. sinuella (datos no publicados Yanez-Segovia, 2020).

Codificacion Populus Familia Clon Condicién
T1 795 17574 R
T2 808 16613 R
TDxD
T3 782 16585 R
T4 499 11688 S
Villa
T5 Populus alba 2-1-1 R
Franca

R: Resistente; S: Susceptible

3.4 Ensayos de infestacion controlada de adultos de L. sinuella

Para la infestaciébn controlada, en primer lugar, se seleccionaron 3 laminas foliares
representativas y bien desarrolladas las cuales presentaban similar area de lamina foliar en cada
una de las catorce estacas (réplicas) en cada clon de Populus evaluado. En las hojas
seleccionadas, se realizé la primera infestacion, primera reinfestacién y segunda reinfestacion
(utilizado una hoja en cada proceso), dentro de la misma réplica. Por lo tanto, se introdujeron
cuatro adultos de L. sinuella (dos machos y dos hembras) dentro de una tela de organza para
confinarlos en la primera lamina foliar (primera infestacion). Después de 24 horas, se realiz6 la
primera reinfestacion hacia otra lamina foliar de la misma réplica, confinando los mismos adultos
de la infestacion en la hoja. Finalmente, luego de 24 horas, se procedid a realizar la ultima
reinfestacién en la tercera hoja de la misma réplica con los mismos adultos de L. sinuella. Este

procedimiento, se hizo en cada réplica en los 5 clones evaluados.
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Objetivo especifico 1: Correlacionar la densidad de tricomas de la parte adaxial de la hoja con la
ovipostura de L. sinuella en clones de hibridos intraespecificos [(Populus trichocarpa X Populus
deltoides) X Populus deltoides] y Populus alba.

La evaluacion de los tricomas se realizé6 mediante fotografias digitales de la parte adaxial de
hojas maduras de cada clon, las mismas que se utilizaron para la infestacion inicial. Para esta
evaluacion se utilizé una camara digital de 16 megapixeles a la cual se le adapt6 una lupa con
aumento de 60x. El muestreo de las imagenes se realiz6 en zonas cercanas a la nervadura central
y nervaduras secundarias de la parte adaxial de la hoja. Se evalu6 la misma hoja cada 5 dias
durante dos meses. En cada evaluacién se cuantific6 la cantidad de tricomas de seis
observaciones (imagenes) por réplica, de la parte basal, central y apical, tres en la nervadura
central y tres en nervaduras secundarias (Figura 1). Para obtener la cantidad de tricomas por mm-
2 de cada observacion se utilizé el software ImageJ 1,52p, el cual previamente se calibré la escala
macro con 1 mm. de medida conocida lo que determiné una escala de 448,357 pixels.mm-*; con
aspecto de ratio de 1,0. Se duplicé la imagen, y se ajustdé en umbral de color en el matiz. La
evaluacion de los tricomas posteriormente se correlacion6 con el nimero de huevos acumulados

por cada clon y réplica.

Figura 1. Cuadricula utilizada para la toma de muestras de tricomas de la parte adaxial de la
hoja. categorizacion de la hoja en dos secciones longitudinalmente en nervadura central (A) y

nervadura secundaria (B). Transversalmente en tres secciones basal (A") central (B") y apical

(©).
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Objetivo especifico 2: Establecer la zona de preferencia de oviposicién de L. sinuella en las hojas
de los clones de hibridos intraespecificos [(Populus trichocarpa X Populus deltoides) X Populus

deltoides] y Populus alba.

Para establecer una relacién entre el habito de oviposiciéon de L. sinuella y las zonas de
preferencia en las laminas foliares de las estacas de Populus, se evalué el nUmero de nidadas,
cantidad de huevos por nidada y ubicacién de la nidada en las hojas (nervadura central o
secundaria) (figura 1), se observo diariamente utilizando un visor de lupa con luz frontal fria, que
contaba con un aumento de 3,2X. Complementariamente se categorizo la ubicacion de la nidada
evaluando a la ubicacion de esta y en su ubicacion espacial dentro de la hoja, segln cuadricula

de la figura 2.

Figura 2. Cuadricula circular utilizada para establecer la ubicacién espacial de las nidadas a nivel
intra-hoja de Populus. La hoja fue segmentada virtualmente sobre fotografias digitales en cuatro

sectores concéntricos (A.B, C, D).

3.5 Andlisis de datos

La informacién obtenida fue analizada en el software STATGRAPHICS Centurion XVI.I en
donde, se realizé una correlacion entre el nimero de huevos acumulados y el nimero de tricomas

(mm?). Adicionalmente se realizd6 el ANOVA para la variables huevos.nidada! y cantidad de
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tricomas segun su ubicacion (Figura 1) dentro de los clones de Populus. Al determinar que los
supuestos del ANOVA segun prueba de normalidad (Anexo, Figura 14) y homogeneidad de
varianzas (Anexo, Figura 15) para las variables en estudios, no se cumplieron, se utilizé la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis de significancia p < 0.05. Para comparaciones mdiltiples de los
clones de TDxD y P. alba; la preferencia de ovipostura (nervadura central o nervadura secundaria)
y cantidad de tricomas segun su ubicacion, al presentarse diferencias significativas, se realizo las
pruebas LSD y Tukey con 95% de nivel de confianza. Por dltimo, se utiliz6 un analisis de
categorizacion mediante tabulacién cruzada para la ubicacion de la nidada, realizando prueba de

independencia chi-cuadrada (X?) de significancia p < 0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 Correlacion de la ovipostura y tricomas de la parte adaxial de la hoja (Objetivo
especifico 1)

El grado de asociacion de las variables huevos acumulados respecto a la cantidad de tricomas
presento un modelo lineal del tipo Y = a + bx + e, con tendencia negativa. Al realizar el analisis
del modelo lineal, se presento6 un intercepto de 134.34 + 0.008 [D.E.=15.38; r? ajustado=0.8626;
F=873.7; p < 0.0001]. Por lo tanto, al incrementar o disminuir el valor de la pendiente (-0.24

tricomas), incrementaria o disminuiria en una unidad los huevos acumulados. De igual manera
se puede apreciar que la cantidad de tricomas explicaria en un 86,36% (r?= 0.8636) el efecto de
la oviposicion de L. sinuella (Figura 3).

El grado de asociacion de las variables huevos acumulados respecto a la cantidad de tricomas
Unicamente para clones TDxD presento un modelo lineal del tipo Y = a + bx + e,, con tendencia
negativa. Al realizar el andlisis del modelo lineal, Se presenté un intercepto de 113.67 + 0.04
[D.E.=15.22; r? ajustado=0.02835; F=4,24; p < 0.0001]. Por lo tanto, al incrementar o disminuir el
valor de la pendiente (-0.098 tricomas), incrementaria o disminuiria en una unidad los huevos
acumulados. De igual manera se puede apreciar que la cantidad de tricomas explicaria en un

3.71% (r?>= 0.0371) el efecto de la oviposicion de L. sinuella en clones TDxD (Figura 4).

Se observo una correlacion fue significativa entre las variables. Se puede observar que la
mayor cantidad de huevos acumulados se encuentran cuando se presentan de 100 a 200
tricomas.mm-2 para todos los clones TDxD evaluados (materiales con niveles de resistencia y
susceptibilidad a la fitofagia de larvas de L. sinuella) y entre 400 a 600 tricomas/mm-2, en el clon
de P. alba con baja o casi nula ovipostura (Figura 3). Por lo que se puede inferir, que al aumentar
la cantidad de tricomas/mm-2 disminuye la oviposicién de L. sinuella en diferentes parentales de

Populus, mas no, en los clones de hibrido TDxD evaluados.
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Figura 3. Correlacion entre nimero de huevos acumulados y nimero de tricomas por hoja (mm?)

para cada clon de hibrido intraespecifico de TDxD y Populus alba (Villa Franca).
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Figura 4. Correlacion entre numero de huevos acumulados y nimero de tricomas por hoja (mm2)

para cada clon de hibrido intraespecifico de TDxD.
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4.2 Preferencia de oviposicién de L. sinuela en las hojas de los clones de hibridos

intraespecificos (Objetivo especifico 2)

La oviposicion de L. sinuella, presenté una clara diferencia entre los clones TDxD y P. alba
indistintamente de la distribucién de la nidada (nervadura central o secundaria) (prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, H=23.60; p = 0.0035). El numero de huevos por nidada
indistintamente de la distribucién fue significativamente mayor en los clones de Populus TDxD,
con respecto a Populus alba (Figura 5).

Al realizar comparacién de medias para clones [LSD Fisher; a=0.05; DMS=0.3487; €=2.8703;
g.l. =269], no se detectd diferencias significativas entre ellos, pero si con el clon de P. alba. Para
la distribucion de la nidada [LSD Fisher; a=0.05; DMS=0.7998; €=2.8703; g.l.=269], no hubo
diferencias significativas entre nervadura central y otras nervaduras (Anexo, Tabla 2). Fue posible
evidenciar una menor cantidad de huevos por nidada y huevos acumulados en el clon de Populus
alba y la mayor cantidad para los clones TDxD, en particular para el clon TDxD 16585 y TDxD
11585 (Figura 5).
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Figura 5. Niumero de huevos por nidada de L. sinuella y su distribucién en la hoja (secundaria-
central) para cada hibrido intraespecifico de TDxD y Populus alba (Villa Franca). Las letras
indican diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de comparaciones multiples
de LSD (p < 0,05).
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La cantidad de tricomas en las nervaduras central y nervadura secundaria para los clones TDxD
no presentaron diferencias estadisticas significativas. Por otro lado, se pudo determinar
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos TDxD y el clon de P. alba (Figura
6).
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Figura 6. Grafico que muestra el promedio tricomas por clon, error estandar y resumen estadistico
de la cantidad de tricomas para nervadura central y secundaria para cada clon de Populus. Las
letras indican diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de comparaciones
multiples de LSD (p < 0.05).

El analisis de categorizacion de la ubicacién espacial de la nidada en la hoja en los distintos
clones, no fue posible de determinar asociacion entre estos, debido a que la prueba de
indepentencia chi-cuadrado (X2; valor-p>0.05) no determino relacion entre ambas variables. Sin
embargo, dentro de la hoja segln la escala establecida para la evaluacion, se pudo observar que
la mayor cantidad de nidadas se distribuyeron en el sector C, Ay B, y en menor frecuencia en el
sector D segun escala preestablecida (Figura 7). Ademas, pudo observarse que los clones TDxD
17574 y TDXD 16585 presentaron mayor cantidad de nidadas respecto a los demés clones

evaluados (Figura 8).
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Figura 8. Distribucion de frecuencias de nidadas de L. sinuella acuerdo a categorizacion

implementada en sector intra-hoja de cada clon de Populus evaluado.
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5. DISCUCION

5.1 Correlacién de la ovipostura y tricomas de la parte adaxial de la hoja (Objetivo

especifico 1)

Wei et al. (2012), determinaron que una de las primeras estructuras contactadas al acercarse
fitéfagos son los tricomas vegetales, los que son cruciales para la discriminaciéon de
hospedadores y la aceptacion por parte de estos. De igual manera Alfaro-Tapia et al. 2007,
expresaron que las caracteristicas de la cuticula de Populus afectan el comportamiento de los
fitéfagos, como la ubicacion, el establecimiento, la aceptacion y oviposicion en el huésped. Brober
(2016), destaca que el barrenador del 4lamo y el sauce, Cryptorhynchus lapathi Linnaeus, la
oviposicion fue generalmente menor en los clones derivados de P. alba puro. Nuestros resultados
coinciden con esta informacién, lo cual expresa la baja ovipostura encontrada en P. alba, que
presentd mayor cantidad de tricomas/mm-2 en la parte adaxial de la hoja que los TDxD y menor

cantidad de huevos acumulados (Figura 1) y menor cantidad de nidadas (Anexo, Figura 10)

Nuestros resultados presentan similares respuestas a los de un estudio de Handley et al.
(2005), realizado en Arabidopsis thaliana Linnaeus expuesta a fitofagia de P. xylostella Linnaeus,
en el cual encontraron que el aumento de la densidad de tricomas foliares provocé una
disminucién de la oviposicién, y sugieren que la densidad de tricomas ejerce un mecanismo de
resistencia contra este fitofago. Por otro lado, Wagner y Doak (2017) también describen en sus
estudios en M. salicifoliella Chambers, un patron de comportamiento similar a nuestros
resultados, donde se afecté negativamente el dafio foliar provocado en especies de Salix,
tendencia asociada a que M. salicifoliella oviposita un menor nimero de huevos en especies de
Salix con mayor densidad de tricomas foliares, describiendo que una defensa eficaz contra el
fitéfago es la densidad de tricomas. Por lo que los resultados obtenidos (Figura 1) muestran que
la presencia y densidad de tricomas foliares puede modificar el comportamiento y rendimiento
(i.e. crecimiento, supervivencia y oviposicion) de los insectos fitéfagos, representando una
defensa efectiva. Al igual como describe Dalin y colaboradores (2008), los cuales exponen que

los tricomas foliares pueden considerarse un buen agente de defensa de las plantas.

Por otra parte, se ha determinado en otros estudios que las ceras epicuticulares de la
superficie de las hojas (Justus et al., 2000) y/o metabolitos secundarios puedan afectar la
oviposicion (Philippe & Bohlmann, 2007). Estas caracteristicas en conjunto con la densidad de
tricomas podrian dar una mejor respuesta a la preferencia en la oviposicion. Por lo que se

necesitan mas experimentos para poder determinar la importancia de la densidad de tricomas, la
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composicién quimica y los rasgos de la superficie de la hoja para la preferencia de oviposicion de

L. sinuella.

5.2 Preferencia de oviposicion de L. sinuella en las hojas de los clones de hibridos

intraespecificos (Objetivo especifico 2)

Kagata y Ohgushi (2002), determin6 en su estudio de oviposicidn de L. sinuella sobre distintas
especies de Salix, que el tamafio de la nidada esta afectado en gran medida por el tamafio de la
hoja. Lo anterior y al usar en nuestro experimento hojas de similar envergadura pudo condicionar
la cantidad de nidadas, distribucion de la nidada y los huevos por nidada de nuestros resultados,
ya que nuestros datos no dieron preferencia en el sitio de oviposicion entre los clones evaluados
(Figura 6). Por otra parte, destacan que L. sinuella pudo ser afectada por quimicos volatiles
emitidos por las hojas de las plantas hospedera lo que podria afectar el comportamiento de
oviposicion de este lepidoptero. Ello puede explicar la menor cantidad de huevos acumulados
(Figura 3) y huevos por nidada en el clon de P. alba (Anexo, Tabla 2), el cual presenta mayor
cantidad de tricomas (Figura 1), los cuales pueden exudar metabolitos secundarios (Weinhold &

Baldwin, 2011) que puedan afectar el comportamiento de oviposicion.

Segun Hervé (2015), en su estudio en el comportamiento de la oviposiciéon del escarabajo
Meligethes aeneus Fabricius, determinaron que para la seleccién del hospedero las hembras
utilizan senales para determinar ciertas caracteristicas analizando de esta forma la “calidad” de
la planta huésped, y de esta manera ajustar los huevos en cada nidada. Lo anterior puede dar
respuesta a la diferencia en nuestras observaciones entre los clones TDxD y P. alba (Figura 4).
Estas caracteristicas pueden ser quimicas y/o visuales, ademas de actuar a distancia (e.g.
compuestos volatiles, tamafio o arquitectura de la hoja) y/o por contacto (e.g. metabolitos
primarios y secundarios dentro y en la superficie de los tejidos vegetales, densidad de tricomas,
grosor o dureza del tejido), segun lo anterior y al presentar mayor cantidad de tricomas en los
clones de P. alba (Figura 1) es que se puede dar explicacion a la baja preferencia por parte de L.
sinuella (Anexo, Figura 10), y a su vez a una menor cantidad de huevos por nidada en estos
clones (Figura 4). Ramirez et al. (2004), sefialan que los hibridos con parentales P. trichocarpa o
P. deltoides presentan factores fisiolégicos que permitirian desarrollar grandes poblaciones de
pulgones. Hibridos de &lamo con parentesco de P. deltoides también se han descrito como
susceptibles a otras plagas del orden Coledptera y Lepiddptera, lo que podria también dar
explicacion a la mayor presencia de huevos en los clones de hibridos intraespecificos TDxD

(Anexo, Figura 11).
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Vercher et al. (2008), en su estudio de oviposicién evaluando Ph. citrella en citricos, reporté
que cuando las poblaciones son escasas, los huevos tienden a depositarse al azar en las hojas,
pero en altas densidades de poblacién los huevos tienden a estar fuertemente agregados. Debido
a lo anterior, puede que los adultos de L. sinuella empleados en la infestacion del experimento,
determinan que el habito de oviposicion de esta no seria causada por un factor genético del
hospedero. Ello se sustenta por la evidencia, ya que no existe diferencias en el habito de
ovipostura (Anexo, Figura 12) entre los clones promisorios de TDxD determinados como
resistentes y/o susceptibles a fitofagia por larvas de L. sinuella (Anexo, Figura 13). Queda por

determinar si se presenta lo mismo con otros cruzamientos interespecificos de Populus.

Nuestros resultados pudieron verse alterados por el crecimiento en camara de crecimiento
controlada, debido a que un estudio de Lendzian y Baur (2020), describe que en superficies
foliares de Xanthium strumarium Linnaeus, el desarrollo en campo presento mayor cantidad de

tricomas en la superficie adaxial, respecto a las hojas desarrolladas en ambientes controlados.

Los resultados del presente estudio sugieren que existiria un mecanismo de antixenosis en
clones de hibridos intraespecificos [(Populus trichocarpa X Populus deltoides) X Populus
deltoides] y Populus alba ante la presencia de poblaciones de L. sinuella en ambientes
controlados.
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6. CONCLUSION

Los resultados del experimento indican que existe una correlaciéon lineal con tendencia
negativa entre nimero de huevos acumulados y nimero de tricomas/mm-2 para cada clon de
Populus TDxD y Populus alba (Villa Franca). Es decir, que al aumentar la densidad de tricomas

en la superficie adaxial de la hoja de Populus disminuye la cantidad de huevos de L. sinuella.

No se encontraron diferencias en la distribuciéon de la nidada para los clones de Populus TDxD
y Populus alba. Por otro lado, el nimero de huevos por nidada no difiere entre hibridos

intraespecificos de Populus TDxD.
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8. ANEXOS

8.1 Gréficos y tabla complementarios para tricomas en laminas foliares y distribuciéon de
las nidadas.
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Figura 9. Grafico que muestra el promedio tricomas por clon y de la cantidad de tricomas para

nervadura central y secundaria para cada clon de Populus.
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Figura 10. Grafico de frecuencias respecto de la distribucion espacial del total de las nidadas de

los cinco clones evaluados de Populus.
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Figura 11. Namero de huevos acumulados y su distribucién en la hoja (secundaria-central) para
cada hibrido intraespecifico de TDxD y Populus alba (Villa Franca).
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Figura 12. Namero de huevos por nidada y su distribucién en todos los tratamientos evaluados.

Las letras indican diferencias estadisticamente significativas segtn la prueba de comparaciones
multiples de LSD (p < 0,05).
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Tabla 2. NUmero de huevos por nidada y su distribucion en hibridos intraespecificos TDxD y
Populus alba (Villa Franca).

Tratamiento Distribucién nidada (nervadura) Huevos por nidada!
TDxD 795 Central 2,76 £ 2,26 a?
TDxD 795 Secundaria 3,62+1,66a
TDxD 808 Central 343+165a
TDxD 808 Secundaria 290+135a
TDxD 782 Central 3,21+1,88ab
TDxD 782 Secundaria 2,23+1,32ab
TDxD 499 Central 3,15+ 1,94 ab
TDxD 499 Secundaria 285+1,72 ab

Villa Franca Central 1+0,01b

Villa Franca Secundaria 1+,01b

* error estandar

i P<0,05 significacién estadistica

i letras distintas en la misma columna corresponden a diferencias significativas con la prueba de
Tukey a=0,05

Huevos.nidada
@

- -

TDxD 17574  TDxD 17574  TDxD 16613  TDxD 16613  TDxD 16585  TDxD 16585  TDxD 11688  TDxD 11688 P alba 2-1-1 P alba2-1-1
Central Secundaria Central Secundaria Central Secundaria Secundaria Central Secundaria  Central

Figura 13. Gréfico de cajas y bigotes para huevos por nidada y distribucién (central-secundaria)

para los tratamientos TDxD y P. alba.
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8.2. Graficos complementarios del andlisis y pruebas estadisticas.
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Figura 14. Grafico cuantil-cuantil para huevos por nidadas (normalidad).
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Figura 15. Gréfico de residuos Vs predicho, para huevos por nidada (homogeneidad

varianzas).
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