AVANCES EN EL ESTUDIO DE
FEROMONAS EN LA CHINCHE DEL
EUCALIPTO, Thaumastocoris
peregrinus: AGREGACION DE
MACHOS MEDIADA POR
FEROMONAS VOLATILES

INTRODUCCION

El area de produccioén forestal en Uruguay
se ha duplicado en la ultima década, alcan-
zando cerca de 1 millén de hectéareas, de
las cuales aproximadamente el 70% com-
prenden especies de Eucalyptus (DIEA/
MGAP, 2011). Este crecimiento explosivo de
un monocultivo exdtico favorece la instala-
cion de plagas y enfermedades provenientes
de las regiones originarias del cultivo, en este
caso Australia. Tal es el caso de la chinche
de los eucaliptos, Thaumastocoris peregrinus
(Hemiptera: Thaumastocoridae), que fuera
detectada por primera vez en el Cono Sur en
2005 como T. australicus (Noack y Coviella,
2006), re-identificada posteriormente como
una nueva especie (Carpintero y Dellape,
2006), y expandiéndose en la regién en po-
cos afios (Carpintero y Dellape, 2006;
Martinez y Bianchi, 2010; Wilcken et al.,
2010; Ide et al., 2011).

T. peregrinus es una plaga emergente de
importancia en el hemisferio sur, es una chin-
che planay pequefia (1-3 mm de largo), que
causa dafos visibles por la pérdida de capa-
cidad fotosintética, defoliacién y en casos
extremos la muerte del arbol (Jacobs y Neser,
2005). Aunque la informacién disponible es
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escasa en cuanto al comportamiento y
ecologia de esta especie en campo, obser-
vaciones circunstanciales indican que exis-
te una tendencia a la formacion de
agregaciones (Gonzalo Martinez, inédito), lo
cual podria estar mediado por feromonas.

Nuestro objetivo, por lo tanto, fue iniciar
un estudio en semioquimicos de T.
peregrinus, con miras al desarrollo de herra-
mientas de monitoreo o control poblacional
basados en semioquimicos, que puedan in-
tegrarse a medidas de manejo integrado de
esta nueva plaga. Especificamente, en este
estudio presentamos resultados del analisis
quimico de compuestos organicos volatiles
emitidos por machos y hembras, y la res-
puesta comportamental de los insectos a
dichos volatiles.

MATERIALES Y METODOS

Insectos

Adultos virgenes y ninfas fueron obteni-
dos de una cria permanente mantenida so-
bre ramos de E. tereticornis, en el laborato-
rio de Entomologia en la Estacion INIA-
Tacuarembo6. Machos, hembras y ninfas fue-
ron mantenidos en jaulas cubiertas por tul

*Laboratorio de Ecologia Quimica, Facultad de Quimica, UdelaR. "Correo electrénico: agonzal@fq.edu.uy
2Programa Nacional de Investigacién en Produccion Forestal, INIA — Tacuarembé
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(35 x 50 x 70 cm) y criadas en condiciones
controladas (20 + 5 °C, 55% HR). Los adul-
tos virgenes para los estudios posteriores
fueron obtenidos mediante la revision diaria
de de jaulas que contenian ninfas en sus ul-
timos instars. Solo fueron seleccionados
aquellos adultos que aun presentaran colo-
racion clara (muda reciente).

Obtencion y analisis de volatiles

Machos y hembras adultos (20-40 indivi-
duos) fueron colocados en camaras de ai-
reacion de vidrio separadas (24 cm largo,
4,6 cm diametro) con 4 hojas de E.
tereticornis. Los compuestos volatiles emiti-
dos fueron colectados durante 72 h en 50
mg de Haysep-Q (80/100 mesh), utilizando
una corriente constante de aire pre-filtrado
por carbdén activado y humedecido por
barboteo en agua destilada (300 mL/min,
24 °C, fotoperiodo: 14:10 L:O). Los volati-
les adsorbidos fueron eluidos con 1 mL de
hexano y concentrado bajo flujo de N, a
100 mL para su analisis. Se obtuvieron
como control los volétiles de la camara de
vidrio vaciay de 4 hojas de E. tereticornis,
en iguales condiciones experimentales. El
extracto de voléatiles de machos para la eva-
luacion comportamental en olfatémetro fue
realizada de igual manera, sin realizar el paso
de concentracion del extracto.

El andlisis de volatiles fue realizado por
cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS), usando
un instrumento Shimadzu QP-2010 equipa-
do alternadamente con una columna polar
(AT-Wax-ms) o apolar (AT-5-ms) (ambas:
30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 um), y operado
con He como gas portador a un flujo cons-
tante de 1 mL/min. El programa de tempera-
turas utilizado fue 40 °C (1 min) - 7 °C/min -
250 °C (1 min) para la columna polary 40 °C
(1 min) - 10 °C/min - 300 °C (3 min) para la
apolar. Las temperaturas del inyector e
interfase fueron 220 °Cy 250 °C, respectiva-
mente. El volumen de inyeccion fue de 1 mL
en modo «splitless», y los espectros de
masas se adquirieron en modo SCAN, des-
de m/z 30 hasta 350 (70 eV). Para el calculo
de indices de retencion se utilizdé una mez-
cla de n-alcanos en concentracion 100 ppm

(cada uno), inyectada en idénticas condicio-
nes a los extractos de volatiles.

Experimentos en olfatometro

Los experimentos fueron realizados du-
rante la fase diurna del fotoperiodo, utilizan-
do un olfatdbmetro de vidrio en forma de «Y»
(cada brazo: 20 x 4 cm, largo x diam.). Los
estimulos fueron colocados en tubos de vi-
drio (10 x 4 cm, largo x diam.) anexos a los
brazos laterales del olfatometro, alternando
su posicion relativa entre réplicas. Una co-
rriente de aire humedecido y pre-filtrado por
carbon activado (1,2 L/min) fue dividida entre
los brazos del olfatometro para arrastrar los
compuestos volatiles del estimulo hacia el
brazo central, donde se colocd un insecto
cuyo comportamiento fue observado durante
10 min para registrar la primera opcién, nu-
mero de entradas y tiempo de permanencia
en cada brazo. Los insectos fueron utiliza-
dos una Unica vez, y aquellos que no alcan-
zaron ningun brazo del olfatdmetro fueron
eliminados del analisis.

Los estimulos utilizados en el olfatdmetro
fueron: a) 10 insectos vivos (machos o hem-
bras); b) extracto de voléatiles de machos; c)
3-metil-2-butenoato de butilo. En todos los
casos se incluyeron 2 hojas de E. tereticornis
en ambos brazos, y solvente (hexano) cuando
el estimulo fue aplicado en solvente (b y c).

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de volatiles

La comparacion de los perfiles
cromatograficos de emisiones volatiles de
hembras y machos T. peregrinus mostraron
consistentemente un componente especifi-
co de machos, el cual fue identificado como
3-metil-2-butenoato de butilo por su espec-
tro de masas, indices de retencién, y com-
paracion con el compuesto sintético (por
detalles de la sintesis e identificacién ver
(Gonzalez et al., 2012)) (Figuras 1y 2). El
compuesto presente en los volatiles emiti-
dos por hembras, con igual tiempo de reten-
cioén en la columna polar (Figura 1), fue iden-
tificado como n-nonanal, y se confirmd su
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Figura 1. Analisis por GC-MS (cromatograma de iones totales) de extractos de volatiles emitidos

por T. peregrinus machos (negro) y hembras (azul). Mitad superior: cromatograma
total. Mitad inferior: ampliacion mostrando el pico correspondiente al compuesto ma-
cho-especifico 3-metil-2-butenoato de butilo, con un tiempo de retenciéon de 10.1 min
(espectro de masas en inserto A). El compuesto que eluye con igual tiempo de reten-
cion en el extracto de hembras corresponde a n-nonanal, un compuesto de las hojas
de eucalipto utilizadas durante la colecta de volatiles como fuente de alimentacion.
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Figura 2. Comparacion de los tiempos de retencion (superior) y espectros de masas de la

feromona de agregacion de T. peregrinus. El espectro de masas del compuesto natu-
ral presente en extractos de volatiles de machos (medio) y el del compuesto sintético
(inferior) fueron casi idénticos, asi como el tiempo de retencién en cromatografia ga-
seosa, confirmando la identificacion del compuesto como 3-metil-2-butenoato de butilo.
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origen como un compuesto emitido por las
hojas, presente también en el control corres-
pondiente.

Experimentos en olfatometro

Los ensayos con insectos vivos (machos
0 hembras) como estimulo mostraron una
atraccion significativa de machos hacia otros
machos co-especificos. El brazo del
olfatdbmetro con machos como estimulo fue
elegido més frecuentemente (P = 0,004, test
x% N = 35), y los machos testados pasaron
mas tiempo (P = 0,002, test de Wilcoxon,
N= 35) que en el brazo control. Las hem-
bras, por su parte, no mostraron preferencia
por ningun brazo del olfatometro, tanto en
relacion a la primera eleccion (P = 0,22, test
de %%, N=42) como al tiempo de permanen-
cia en cada brazo (P = 0.69, test de
Wilcoxon, N=42) (Figuras 3Ay 4A).

Dados los resultados obtenidos, los si-
guientes ensayos comportamentales se en-
focaron en la respuesta de machos. Al eva-
luar extractos de voléatiles de machos como
estimulo, los machos mostraron una clara
atraccion tanto en la primera eleccién del
brazo del olfatémetro (P = 0,005, test de y?,
N= 43) como en el tiempo de permanencia
en el brazo del estimulo (P = 0,02, test de
Wilcoxon, N= 43) (Figuras 3B y 4B).

Los machos también fueron atraidos ha-
cia el compuesto sintético identificado en el
analisis de volatiles de machos, y ausente
en las hembras, 3-metil-2-butenoato de buti-
lo. Evaluado en combinacion con hojas de
E. tereticornis (en ambos brazos), la aplica-
cion de 1 ug del compuesto sintético en pa-
pel de filtro fue suficiente para atraer signifi-
cativamente a los machos, tanto en su pri-
mera eleccion del brazo del olfatémetro
(P <0,0001, test de 2 test, N=88), como en
el tiempo de permanencia en el brazo trata-
do (P < 0,001, test de Wilcoxon, N= 88) (Fi-
guras 3Cy 4C).

Estos resultados demuestran que la atrac-
cién de los machos hacia machos co-espe-
cificos y al extracto de volatiles de machos,
se debe, al menos en parte, al compuesto 3-
metil-2-butenoato de butilo, el cual estaria
actuando por lo tanto como feromona de agre-
gacién de machos. Considerando el nimero

de machos utilizados en la colecta de volati-
les, y el tiempo de colecta, puede estimarse
que los ensayos con extractos de volatiles
se realizaron con 0,002 equivalente de insec-
to/h. Asimismo, una comparacion de las
areas de los picos cromatograficos del ex-
tracto de volatiles de machos y de una solu-
cién 100 mg/mL de 3-metil-2-butenoato de
butilo, permite estimar que la cantidad de la
feromona de agregaciéon evaluada en los en-
sayos comportamentales con extractos de
volatiles de machos fue de 0,25 mg (en 5 mL
de solucién). Por lo tanto, aunque la canti-
dad de compuestos sintético utilizado en los
ensayos fue mayor (1 mg), ésta es del mis-
mo orden que la cantidad en los extractos,
por lo que los bioensayos son comparables
y reflejan la abundancia natural de este com-
puesto. Asimismo, en un estudio paralelo fue
reportado que la cantidad neta de 3-metil-2-
butenoato de butilo en machos T. peregrinus
es de 1 mg/insecto, indicando nuevamente
que la cantidad ensayada en nuestro estu-
dio es biol6gicamente relevante (Martins et
al., 2012).

Este trabajo representa el primer reporte
de 3-metil-2-butenoato de butilo como una
feromona en insectos, asi como la primer
feromona identificada en la familia
Thaumastocoridae. El hallazgo simultaneo
del mismo compuesto en poblaciones de T.
peregrinus en Brasil (Martins et al., 2012)
indica que nuestro estudio describe una
feromona caracteristica de esta especie. El
rol ecoldgico de este compuesto en la biolo-
gia de T. peregrinus, asi como las posibles
aplicaciones de este compuesto al manejo
de esta plaga emergente, continuaran sien-
do estudiados en nuestro laboratorio. En
especial, consideramos que una feromona de
agregacion posee potencial para el desarro-
llo de trampas de monitoreo, pero también
para la diseminacion de agentes microbianos
de control biolégico (entomopatégenos),
mediante trampas no letales de captura con
posterior inoculacion y liberacion del insec-
to. Este estudio ha sido publicado en forma
mas extensa en la revista de entomologia
Psyche, en un numero especial sobre
ecologia quimica de plagas emergentes del
sub-orden Heteroptera (Gonzalez et al.,
2012).
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Figura 3. Resultados en olfatémetro de dos vias (Y). Porcentaje de insectos que eligieron el brazo
de estimulo (azul) o control (rojo). A: respuesta de hembras y machos a volatiles de
machos vivos. B: Respuesta de machos al extracto de volatiles de machos. C: Res-
puesta de machos a 3-metil-2-butenoato de butilo sintético. Todos los tratamientos y
controles incluyeron 2 hojas de E. tereticornis. Los asteriscos indican nivel de
significancia en tests de Chi-cuadrado (** P < 0,01; *** P < 0,001).
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Figura 4. Tiempo de permanencia de T. peregrinus en los brazos del olfatdbmetro con estimulo
olfativo (barras azules) y control (barras rojas). Las barras representan el tiempo acu-
mulado durante los 10 min del ensayo. A: respuesta de hembras y machos a volatiles
de machos vivos. B: Respuesta de machos al extracto de volatiles de machos. C:
Respuesta de machos a 3-metil-2-butenoato de butilo sintético. Todos los tratamien-
tos y controles incluyeron 2 hojas de E. tereticornis. Los asteriscos indican nivel de
significancia en tests de Wilcoxon (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < ,001). Barras de error
representan error estandar de la media.
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