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Resumen

La especie Phoracantha recurva (Coleoptera: Cerambycidae) es una plaga que en su etapa larval
ataca principalmente plantaciones de eucaliptus. Con la finalidad de documentar un perfil de los
compuestos que secreta la larva de este insecto y analizar su actividad biolégica, hemos identificado
los componentes presentes en el extracto metanol/cloroformo mediante cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas. Se encontraron 41 compuestos, varios de los cuales han sido
identificados en la especie hospedera. Se utilizé un olfatémetro para analizar las respuestas olfativas
de hormigas (Camponotus morosus) hacia ejemplares de larvas de P. recurvay distintas dosis de sus
secreciones. Los resultados obtenidos sugieren que la secrecion larval actia como repelente de las
hormigas. Los resultados se discuten en vista de la informacion existente.
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Abstract

The species Phoracantha recurva (Colebdptera: Cerambycidae) is a plague that, in its larval stage,
mainly attacks eucalyptus plantations. In order to document a profile of the compounds secreted by P.
recurva larvae and analyze their biological activity, we identified the components present in the
methanol/chloroform extract by gas chromatography/mass spectrometry. 41 compounds were found,
several of which have been identified in the host species. An olfactometer was used to analyze the
olfactory responses of ants (Camponotus morosus) to the P. recurvalarvae and different doses of their
secretions. The results suggest that the larval secretion repels the ants. The 79results are discussed in
view of the existing literature.
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1. Introduccién especies de eucaliptus, los que constituyen
El género Phoracantha (Colebptera: uno de los grupos forestales de mayor im-
Cerambycidae) es originario de Australiay  portancia econémica en Chile (Ozdikmen,
Nueva Guinea y presenta dos especies en  2017), en un principio el dafio lo realiza
Chile: Phoracantha semipunctata Fabricius  superficialmente, sin embargo, luego se
y Phoracantha recurva Newman. En su internan en la madera generando galerias
etapa larval esta especie ataca a distintas  de alimentacion de hasta 10 mm de

How to cite this article:
Reyes-Garcia, L.J.; Cid, P.F.; Cuevas, P.F. 2019. Composicion quimica y actividad biolégica de la secrecion larval de la
especie Phoracantha recurva Newman, 1842 (Coleoptera: Cerambycidae). Scientia Agropecuaria 10(1): 79-84.

Qorresponding author © 2019 All rights reserved
E-mail: luisreyesga@santotomas.cl (L. Reyes-Garcia). DOI: 10.17268/sci.agropecu.2019.01.09

-79-


http://dx.doi.org/10.17268/sci.agropecu.2019.01.09
http://revistas.unitru.edu.pe/index.php/scientiaagrop

L.J. Reyes-Garcia et al. / Scientia Agropecuaria 10(1): 79 - 84 (2019)

diametro, lo cual provoca el debilitamiento
y finalmente la muerte del arbol (Dhahri et
al., 2016; Paine y Lieutier, 2016).
Phoracantha recurva ha sido reportada en
Chile en las regiones de Valparaiso y
Metropolitana y presenta varios enemigos
naturales que han sido utilizados en su
control biolégico (Branco et al., 2015). La
duracion del periodo larva-adulto es
cercano a los 300 dias, mientras que la
duracion en la etapa adulta es de
aproximadamente 90 dias (Suma, 2018).
Varias especies pertenecientes al orden
cole6ptera, en su etapa larval producen
compuestos en glandulas dorsales y son
emitidos como mecanismo de defensa
cuando es atacado (Hoélldobler, 2018). Los
compuestos presentes en la secrecion de
la larva P. Recurva no han sido estudiados
anteriormente, en este trabajo hemos iden-
tificado los componentes presentes en el
extracto metanol/cloroformo  mediante
cromatografia de gases acoplada a espec-
trometria de masas (GCMS). Los compues-
tos presentes en los extractos se identifica-
ron por comparacion de los patrones de
fraccionamiento de masa, indices de reten-
cion, reacciones de derivatizacion y por
comparacion con compuestos sintéticos
utilizados como referencia.

La actividad repelente de los compuestos
de la secrecion de larvas se probd en
bioensayos de laboratorio con hormigas
(Camponotus morosus) utilizando un
olfatometro en Y. Los resultados obtenidos
sugieren que las larvas emiten compuestos
que actuan como repelente de las
hormigas. Los resultados se discuten en
vista de la informacion existente.

2. Materiales y métodos

2.1 Insectos

Las larvas de P. recurva se colectaron en
eucaliptos spp en los alrededores de
Quilpué, Valparaiso (332 4’ S 71° 25’ W) V
region, entre los periodos diciembre 2016 y
mayo 2017, fueron mantenidas en camara
climatica (256 * 1 °C; 16L: 8D; 50 * 5%
humedad relativa) y alimentadas con made-
ra y hojas de eucaliptus. Las larvas fueron
identificadas de acuerdo a sus caracteris-
ticas morfoloégicas (Paine y Lieutier, 2016).
Una vez emergidos los adultos, se confirmé
la identificacion de la especie de acuerdo a
las caracteristicas morfologicas descritas
en la literatura (Valladares et al., 2017).

2.2 Compuestos de referencia

Todos los reactivos quimicos y disolventes
fueron adquiridos en Merck (Darmstadt,
Alemania) o Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
EE. UU.). Los compuestos de referencia

(metil esteres de acidos grasos, FAME) se
adquirieron en Supelco (37 componentes
FAME Mix, n° de catalogo CRM47885).

2.3 Extractos

El extracto crudo de larvas se preparé por
maceracion en hexano de acuerdo la
metodologia descrita por Teh et al. (2017).

2.4 Formacion de metil esteres

A un extracto de 5 larvas en 2 mL de
diclorometano se le agregé 2 mL de BFs-
MeOH y se dejo a 60°C por 2 h. Una vez
transcurrido este tiempo, la solucion fue
lavada con agua destilada, se extrajo con
hexano (2x1 mL), se seco con Na:S04 y se
concentré con un flujo suave de nitrégeno.
La solucion se almacené a -20°C para su
posterior analisis por GC-MS.

2.5 Derivatizacion de los extractos con
disulfuro de dimetilo (DSDM)

A 50 pL de extracto en hexano se le agregé
25 pL de una solucion de Yodo (5% en dietil
éter) y 50 uL DSDM, se dejé a 50 °C por 4 h.
Una vez transcurrido este tiempo se le
agrego6 tiosulfato de sodio al 10%. La fase
organica fue secada con Na2S04 anhidro,
concentrada con un flujo suave de
nitrégeno y posteriormente analizada por
GC-MS.

2.6 Analisis Cromatografico

El analisis por cromatografia gaseosa (GC)
se realizé utilizando un equipo Shimadzu
GC-2014AFSC con un detector de ioni-
zacion de llama (FID) y equipado con una
columna capilar de silica fundida RTX-Wax
(30 m x 0,32 mm diametro interno, 0,25 um
film, Restek), las condiciones fueron 50 °C,
2 min a 10 °C min-1 hasta 220 °C. El GC fue
operado en modo splitless con un inyector
de temperatura 250 °C. El analisis por GC-
MS se realizé utilizando un equipo
Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra, equipado
con una columna RTX-5 (30 m x 0,25 mm
diametro interno, 0,25 pum film, Restek,
Bellefonte, PA, USA), el programa utilizado
fue a 50 °C por 5 min hasta 270 °C a 8 °C-
min-1. El espectro de masas fue adquirido a
70 eV y el GC se trabajo en modo splitless
con un inyector de temperatura de 250 °C.
En ambos equipos se utiliz6é helio como gas
transportador. Los picos se identificaron
de acuerdo a su patrén de fraccionamiento
de masas, tiempo de retencion, por com-
paracion con la libreria de espectros NIST y
con datos espectroscopicos disponibles en
la literatura.

2.7 Bioensayos

Larvas en su ultimo estadio (Paine y Liutier,
2016) fueron mantenidas individualmente
bajo condiciones de bioensayo (20 °C) 1
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hora antes del ensayo. Para los ensayos de
comportamiento se utiliz6 como olfatome-
tro un tubo en Y de vidrio (7,0 mm diametro
interno, brazos de 5 cm) acoplado a dos
contenedores de vidrio de 250 mL mediante
tubos de teflon (8 mm diametro interno, 40
cm de longitud). El tubo en Y se utilizé de
forma horizontal y se suministré aire filtra-
do con carbén activado a una velocidad
aproximada de 1,5 I'min'. En el primer
experimento uno de los contenedores de
vidrio contenia el estimulo (larvas) y el otro
contenedor solo aire. En el segundo expe-
rimento se puso papel filtro con extracto y
como blanco se utilizé papel filtro tratado
con solvente. Se coloc6é una unica hormiga
en la base del tubo olfatométrico, su com-
portamiento fue observado durante 7 miny
se registré su eleccion. Las hormigas que
no hicieron eleccion fueron excluidas del
analisis estadistico. La fuente de estimulo
fue rotada para evitar el sesgo posicional y
el olfatometro fue lavado cada 5 ensayos.
Las respuestas de las hormigas fueron
ensayadas con los siguientes estimulos:

Tabla 1

2.7.1 Respuesta hacia larvas

10 o 1 larvas fueron separadas 60 min
antes de comenzar los ensayos y se
colocaron en el recipiente de vidrio.

2.7.2. Respuesta hacia extractos dicloro-
metanicos

Un papel de filtro de 2 x 2 cm se carg6 con
120, 12 o 1,2 mg de extracto (correspon-
diente a 10, 1 o 0,1 extracto de larva
equivalente (ELE) respectivamente. 1 ELE
es la cantidad de extracto que se obtiene a
partir de 1 larva en diclorometano. El papel
filtro se puso en el recipiente una vez
evaporado el solvente. Cada papel filtro se
utiliz6 en 5 ensayos. Los datos fueron
analizados con una prueba binomial para
evaluar la significancia estadistica.

3. Resultados y discusion

Larvas mantenidas con madera y hojas de
eucaliptus por wuna semana fueron
investigadas. El cromatograma de las
secreciones se muestra en la Figura 1.

Compuestos encontrados en extractos de larvas de la especie Phoracantha recurva

Orden elucion Tr(min) Compuesto aCantidad Relativa %
1 8,030 Dimetilfumarato 0,17 £ 0,020
8,240 Succinato de dimetilo 3,05%0,210
3 8,900 Metil butanodioato de dimetilo 0,54 £ 0,001
4 9,485 Benzoato de metilo 0,37+0,034
5 9,725 2-pentenodioato de dimetilo 0,15% 0,010
6 9,900 2-hidroxi-2-metil Butanodioato de dimetilo 0,08 £ 0,001
7 11,415 o-terpineol 0,220,015
8 11,980 Pentanodioato de dimetilo 0,51 £ 0,020
9 12,100 5-oxooxolano-2-carboxilato de metilo 0,20 £ 0,030
10 14,570 5-oxopirrolidina-2-carboxilato de metilo 0,93 £ 0,100
11 14,685 1-tetradeceno 0,04 £ 0,002
12 14,815 (Etoxiimino)propanodienoato de dimetilo 0,11+ 0,010
13 16,015 2-hidroxipropano-1,2,3-tricarboxilato de trimetilo 3,51 * 0,250
14 16,790 Dodecanoato de metilo 0,26 £ 0,010
15 17,370 11-metildodecanoato de metilo 0,08 £ 0,002
16 17,685 2-acetamidopentanodioato de dimetilo 0,14 £ 0,020
17 17,785 1-Hexadeceno 0,04 £ 0,035
18 18,265 Tridecanoato de metilo 0,05+ 0,001
19 18,835 Dihidro jasmonato de metilo 0,10 £ 0,020
20 19,320 cis-9-Tetradecenoato de metilo 0,14 £ 0,025
21 19,395 trans-9-Tetradecenoato de metilo 0,19+ 0,075
22 19,680 Tetradecanoato de metilo 1,86 * 0,350
23 20,525 Pentadecanoato de metilo 0,16 £ 0,010
24 20,635 12-metil tridecanoato de metilo 0,36 £ 0,020
25 20,810 5-pentadecenoato de metilo 0,66 £ 0,050
26 21,010 5-Pentadecenoato de metilo 0,88 £ 0,040
27 22,000 (£)-9-hexadecenoato de metilo 0,20 £ 0,090
28 22,100 (2)-9-hexadecenoato de metilo 8,77+ 1,020
29 22,380 Hexadecanoato de metilo 18,57 £ 1,500
30 22,560 N.I. 0,44 + 0,002
31 23,255 (£)-10-Heptadecenoic de metilo 2,07 £ 0,600
32 23,365 (2)-10-Heptadecenoato de metilo 0,67 £ 0,050
33 23,460 Hexadecanal 0,19 £ 0,002
34 23,510 Heptadecanoato de metilo 1,35+ 0,010
35 24,560 9-Octadecenoato de metilo 39,49 + 2,150
36 24,740 Octadecanoato de metilo 7,37+0,150
37 24,915 (Z,2)-9,12-Octadecadienoato de metilo 2,09 + 0,500
38 25,210 1,1-dimetoxi Octadecano 0,49 + 0,040
39 25,795 Nonadecanoato de metilo 1,87 +0,030
40 26,530 n-Tetratetracontano 0,61 £ 0,020
41 26,860 18-metilnonadecanoato de metilo 1,02 + 0,080

aValores medidos * desviacion estandar, n=4.
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Los compuestos obtenidos producto de la
metanélisis fueron identificados por com-
paracion con estandares de referencia (ver
materiales y métodos). Una lista con la
identificacion de los compuestos es dada
enlaTabla1.
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Figura 1. Cromatograma de gases de una muestra
representativa del extracto de larvas de Phoracantha
recurva.

Todos los metil ésteres saturados presen-
taron el fragmento m/z M+ y m/z 74 (pico
base) producido por un reordenamiento de
MclLafferty en los metil esteres (Maulidiyah
et al., 2017). En el espectro de masas de
todos los metil esteres monoinsaturados
tuvieron los picos M+, M+-31, M+-32, M+ -74 y
el pico base fue de 55.

La estructura del compuesto 30 no pudo
ser identificada, sin embargo, el espectro
de masas presento6 los fragmentos miz 55,
69, 83, 97,111, 236 y 270, indicando que se
trata de un acido graso. Para la determina-
cion de la ubicacion de los dobles enlaces
de todos los compuestos monoinsaturados,
el extracto fue sometido a una reaccion de
derivatizacion con DMDS, esta reaccion
representa un conveniente y efectivo mé-
todo para la determinaciéon de la posicion
de dobles enlaces en esteres monoinsatu-
rados, sin embargo, esta metodologia se di-
ficulta en sistemas conjugados (Shibamoto
etal.,2016).

Los bioensayos fueron realizados con hor-
migas de la especie Camponotus morosusy
se observo la respuesta hacia distintas
dosis de extractos que contenian los com-
puestos enlistados en la Tabla 1 y ademas
frente a ejemplares vivos de larvas (Tabla
2).

Tabla 2

Actividad repelente de la secrecion larval de la especie

La mayor colecta de insectos de P. recurva
se consiguid entre los meses de enero-
mayo del aifio 2017, luego de los incendios
forestales que ocurrieron en noviembre de
2016 en el sector de Los Pinos, Quilpué,
Valparaiso. La gran presencia de ejempla-
res se debidé a que los insectos detectan y
se orientan hacia la fuente de humo y la
respectiva emision de volatiles que actian
como kairomonas (Alvarez et al., 2015).

La secrecion larval de P. recurva contiene
muchos compuestos que han sido reporta-
dos en especies hospederas y en insectos
(Luis et al., 2016; Szczepanik, 2018; Mitra et
al, 2017). Los compuestos mayoritarios
encontrados correspondieron a acidos
grasos. En larvas de especies como hormi-
gas, escarabajos y lepidopteros, se ha
encontrado que estos provienen de ami-
noacidos (Tittiger y Blomquist, 2017).

La manera en que usualmente se realiza
una identificacion de la ruta biosintética es
mediante marcaje isotépico de acidos gra-
sos que actian como precursores, estos
pueden ser agregados topicamente al in-
secto para posteriormente proceder al
analisis mediante GC-MS. Una aproxima-
cion a la comprension de la biosintesis es la
identificacion total de los acidos grasos
presentes en la secrecion larval. El doble
enlace en la posicion A9 en los componen-
tes identificados en insectos se introduce
por lo general por la accion de una A9
desaturasa (Min et al., 2017) produciendo-
se una mezcla isomérica. Las secreciones
de la larva estudiada revelaron grandes
cantidades de (2)-9-hexadecenoato de
metilo (8,8%), mientras que el isémero E se
encontré6 solo en un 0,2%, esto sugiere que
la accion la enzima desaturasa juega un rol
importante en la formacion isomérica de los
compuestos encontrados. La presencia de
los compuestos hexadecanoato de metilo,
tetradecanoato de metilo y dodecanoato de
metilo indicaria un acortamiento de cadena
por la accion de una B-oxidasa a partir del
acido octadecanoico, tal como se muestra
en la Figura 2.

P. recurva contra hormigas C. morosus /\/\/\/\/\/\/\/\)I\QH
18

No. de hormigas l -2C
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Estimulo N  Estimulo _ Control "/\/\/\/\/\/\/\J\OH —_— “ OH
10larvas 25 1 24 = ‘ l ”
1larva 25 6 19 b 0 s @

/\_/\/\/\/\/\)L A9 -Desaniracion /\/\/\/\/\/\)‘\

fgté";‘_‘;m 25 4 21 = ; | H— e
Extracto 1 . * o9
ELE 2= U U /\/\/\/\/\AOH
Extracto =
0.1 ELE 25 12 13 NS

Figura 2. Ruta biosintética propuesta para algunos de

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; NS = no significativo para
una prueba binomial entre las dos fuentes aromaticas.

los componentes presentes en el extracto de larvas de
P. recurva.
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Aunque muchos precursores de los
constituyentes de la secrecion han sido
reportados en la planta huésped, no
podemos excluir la biosintesis de estos por
parte de las larvas.

En el caso del iridoide encontrado, no se ha
reportado su biosintesis en larvas de co-
le6pteros, sin embargo, se conoce la ruta
via mevalonato mediante la hidrolisis de
glicésidos presentes en plantas y su poste-
rior accion enzimatica (Abdallah y Quax,
2017). Por otra parte, la secrecion de
larvas no fue analizada cuantitativamente.
Los bioensayos con hormigas revelaron
que la actividad repelente hacia la secre-
cion larval es independiente si las hormigas
son expuestas a ejemplares vivos de larvas
o hacia el extracto de estas, muy pocas
hormigas intentaron acercarse al lugar
donde estaban los productos quimicos.
Acidos grasos han sido reportados con
actividad repelente hacia varios artrépodos
y se ha propuesto su potencial uso como
bioplaguicida (Reifenrath, 2015), en este
sentido, los estimulos ensayados que con-
tenian la secrecion larval mostraron una
potente repelencia, y por lo tanto parecen
muy efectivos en defensa contra las hormi-
gas de la especie C. morosus. Estos bioen-
sayos proporcionan solo una informacion
preliminar sobre la eficiencia defensiva real
de las secreciones, pues no se analizaron
los compuestos individuales, ademas no
podemos descartar que la secrecion con-
tenga compuestos que ejerzan actividad
repelente y no hayan sido detectados.

En campo se observd que la hormiga C.
morosus no ataca en solitario a la larva de
la especie P. recurva, sin embargo, si se
alimenta de ejemplares ya muertos. Esta
observacion se correlaciona con la repor-
tado para esta especie, en donde se senala
que es una especie generalista y carroie-
ra, que se alimenta con restos de insectos
o insectos enteros muertos y solo un 0,65%
se alimenta de larvas vivas de insectos del
orden coleoptera (Grez et al., 1986).

4. Conclusiones

Se logroé identificar 41 de los compuestos
presentes en la larva de la especie P.
Recurva, muchos de los cuales los obtiene
directamente de la dieta o bien los produce
degradando la biomasa del hospedero.
Nuestros resultados muestran la evidencia
empirica que la secrecion de esta larva
ejerce un efecto repelente contra hormigas
de la especie C. morosus, en este sentido,
la gran poblacion de larvas puede ser
sostenida en parte por su ventajoso
sistema de defensa quimica.
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