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Volumen 2. Aplicaciones y perspectivas

Resumen

Durante los tltimos 50 afios las feromonas se han establecido en el mercado
como componentes fundamentales de las estrategias de manejo integrado de
plagas y de vigilancia fitosanitaria. El proceso de investigacién y desarrollo
de las feromonas para el control de insectos fue establecido en la década de
los setenta y ha cambiado poco desde entonces. Este proceso se basa en el
desarrollo de bioensayos, el aislamiento de feromonas, la caracterizacién e
identificacion de los compuestos que hacen parte de estas, la sintesis quimica
de los compuestos, su formulacién y la validacién en condiciones de laboratorio
y de campo. Este capitulo resefia este proceso y menciona los métodos mds

comunes que se utilizan en la actualidad.
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Abstract

Over the past 50 years pheromones have become established in the market
as integral parts of integrated pest management, and phytosanitary vigilance
programs. The research and development process for the development
of insect pheromones for pest control was established in the 70s and has
remained mostly the same since. This procedure is based on the development
of bioassays, the extraction of the pheromone, it’s characterization and
identification of the chemical compounds, the synthesis of these compounds,
their formulation into appropriate dispensers, and finally, its validation under
laboratory and field conditions. This chapter provides an overview of this

process and the most common methods used to date.
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Introduccién

Las feromonas son compuestos quimicos utilizados
por organismos (en este caso, insectos) en la
comunicacién intraespecifica (ver Capitulo 8 para
mds informacién sobre las feromonas y sus usos en
el control de plagas). Desde la caracterizacién de la
primera feromona —la del gusano de la seda Bombyx
mori, por Adolf Butenandt en 1959 (Butenands,
Beckmann, Stamm, & Hecker, 1959)—, el proceso de

investigacién y desarrollo de feromonas ha cambiado
poco, a pesar de los grandes desarrollos tecnoldgicos.
A grandes rasgos, el proceso consiste en el desarrollo
de un bioensayo confiable, el aislamiento de la
feromona, su caracterizacién quimica, su verificacidn,
sintesis, formulacién y validacién en laboratorio y en
campo. A continuacién, se describe el proceso paso a

paso (figura 15.1).

1. Disefio de bioensayos

2. Aislamiento

3. Fragmentacion

4. |dentificacion

5. Sintesis quimica

6. Formulacion

Figura 15.1. Esquema simplificado del proceso de investigacién y desarrollo de feromonas.

Fuente: Elaboracién propia
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Desarrollo de bioensayos

El bioensayo —primer paso en la investigacién y
desarrollo de las feromonas— es también uno de
los procedimientos mds importantes a lo largo del
desarrollo de estas, pues es, ademds, el método de
verificacién de su funcionamiento. El disefo de los
bioensayos depende de la biologia y ecologia de la
especie estudiada, sin embargo, independientemente

del disenio, debe cumplir con ciertos requerimientos.

En el desarrollo de feromonas comerciales, todos los
bioensayos deben demostrar atraccién intraespecifica
de forma consistente y reproducible. Segtin la especie,
también es importante que se puedan diferenciar los
comportamientos relacionados con dicha atraccién y
con el comportamiento sexual, por ejemplo, laactivacién
(un comportamiento caracteristico cuando un insecto
percibe la feromona por primera vez), los patrones de
locomocién particulares y los comportamientos de
cortejo. Ademads, estos bioensayos deben asegurar que
los insectos respondan a sefiales quimicas liberadas por
conespecificos y no a otros estimulos (visuales, tictiles,
auditivos, etc.). Normalmente, esto se logra mediante
el aislamiento de los insectos que estin liberando
la feromona detrds de una malla o rejilla de poro lo
suficientemente gruesa (~ 1 mm) que permita el flujo

de aire sin crear turbulencia.

Finalmente, el sistema debe estar libre de conta-
minantes voldtiles (olores ambientales) que puedan
influenciar el comportamiento de los insectos, lo cual
se logra con filtros de carbén activado para purificar

el aire utilizado en los bioensayos.

Dos de los métodos de bioensayo mis comunes en
el estudio de feromonas son los olfatdmetros en Y
(Y-tube o Y-maze, en inglés) y los tineles de viento.
El principio de ambos es el mismo. Ambos son
sistemas cerrados con una corriente de aire controlada
y continua que arrastra olores hacia el insecto que se
estd evaluando. El olfatémetro en Y estd diseflado
para evaluar insectos que caminan y, por su forma,
permite evaluar la preferencia de un insecto hacia uno
de dos olores (aunque, cuando se evaltan feromonas,
normalmente se evalta la feromona contra aire puro)
(figura 15.2A). Los taneles de viento, por su parte,

suelen ser mds grandes, ya que se utilizan en ensayos
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con insectos voladores, que requieren de més espacio
para moverse (figura 15.2B). Cabe resaltar que, en
ensayos con insectos voladores muy pequefos, se
han utilizado olfatémetros en Y. También existen
diferentes tipos de olfatémetros (cuadrados, de cuatro
brazos, etc.), los cuales suelen ser disefiados por los
investigadores para responder a preguntas concretas
o para trabajar con un tipo de insecto en particular
(Howse, Stevens, & Jones, 2013).

La seleccién del bioensayo apropiado para una
investigacién depende del insecto que se quiera estudiar.
Algunos de los factores importantes que se deben tener
en cuenta al disenar el bioensayo son las condiciones
ambientales, el comportamiento de llamado del
insecto (liberacién de feromona), el comportamiento
de respuesta de individuos conespecificos, el periodo
de actividad, el estado de madurez y fisiolégico de
los insectos, y las condiciones fisicas en las cuales los

insectos llevan a cabo el comportamiento.

Las condiciones ambientales —principalmente,
la humedad relativa (Royer & McNeil, 1993;
Webster & Cardé, 1982), la intensidad luminica, la
temperatura (Cardé & Roelofs, 1973; Schal & Card¢,
1986) y la presién atmosférica (para los insectos
voladores) (Marchand & McNeil, 2000; Pellegrino
et al., 2013)— son sumamente importantes, ya que
si estas se salen de los rangos apropiados para la
especie, se incrementa la variabilidad o se puede
inhibir por completo el comportamiento de llamado
o la respuesta a la feromona. De manera similar, cada
especie tiene un periodo de llamado propio. Algunas
deellasliberan feromonas alo largo de todo su periodo
activo, mientras que otras solo las liberan durante
cortos periodos del dia o de la noche (Fatzinger,
1973; Hammack, 1995; Landolt & Sivinski, 1992).
Fuera de estos periodos, es poco probable que los
insectos receptores respondan a la feromona de forma

adecuada, aunque la haya en el ambiente.

Del mismo modo, cada especie llega a la madurez
sexual en diferente momento. Si los individuos son
muy jovenes o viejos, la produccién de feromona puede

ser muy baja o su composicién puede estar errada

(Shorey, McFarland, & Gaston, 1968; Spurgeon,
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2003). Por otra parte, el sistema olfativo de los insectos
puede estar subdesarrollado en adultos jévenes o
deteriorado en adultos viejos (Boughton & Fadamiro,
1996; Haniotakis & Pittara, 1994; O'Ceallachdin &
Ryan, 1977). Finalmente, el estado fisioldgico de los
insectos es importante, por ejemplo, la hidratacién es
fundamental para el comportamiento adecuado de
estos, mientras que la alimentacién puede ser menos
importante, dado que muchos de ellos no necesitan
alimentarse en estado adulto (Landolt & Sivinski,

1992; Lebreton et al., 2015; Saveer et al., 2012).

Aislamiento de feromonas

Luego de tener un bioensayo fiable, es necesario aislar
la feromona para su posterior andlisis quimico. Existen

muchos métodos para aislar las feromonas volétiles, que
se aplican segtin el tipo de insecto y de las capacidades de
anilisis quimico que se tengan disponibles. Los insectos
producen feromonas en cantidades sumamente bajas
(nanogramos/min o inclusive picogramos/min), por lo
que es necesario que el método utilizado logre capturar
una cantidad suficiente de los compuestos para que estos
puedan ser detectados. Ademds, el método de extraccidén
de la feromona debe tratar de reducir los contaminantes,

ya sean ambientales o provenientes del insecto.

Cuando se identificé la feromona del gusano de la
seda (Bombyx mori), esta se extrajo directamente
—mediante capilaridad— de las glindulas de medio
millén de hembras (Butenandt et al,, 1959). Hoy en
dia, la extraccién de feromonas directamente de las
glindulas que las producen sigue siendo el método mas

utilizado en polillas, ya que la glaindula es conspicua

y de ficil acceso, aunque ya no se hace mediante
capilaridad. Actualmente, las glaindulas de las polillas
(o de otros insectos) se diseccionan, y la feromona se
extrae en un solvente orgdnico (normalmente hexano
o diclorometano). De esta forma, y gracias a mejores
métodos de anilisis quimico, el nimero de individuos
necesarios se puede reducir a decenas o inclusive a
insectos individuales (Bjostad, Gaston, & Shorey, 1980;

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

Saveer et al., 2014). Aislar feromonas directamente de
las glindulas permite extraer grandes cantidades de la
sustancia y, al mismo tiempo, reducir la cantidad de
contaminantes provenientes del insec-to. Sin embargo,
este método es destructivo y no funciona para muchos
tipos de insectos que no tienen glindulas de feromonas

de facil acceso o cuyo lugar de produccidn no se conoce

(figura 15.3A).

Figura 15.2. Ejemplos de bioensayos utilizados en el estudio de feromonas. A. Olfatémetro en Y: a’. Base en vidrio;
b’.Bifurcacién; ¢’.Ciamara con fuente de feromona; d’. Cidmara control; e’. Direccién del viento; f'.Filtro de carbén
activado; g”. Ventilador o fuente de viento; h". Insecto que responde al estimulo. B. Ttnel de viento: a. Cdmara de vuelo
de vidrio o acrilico; b. Direccién del viento; c. Filtros de carbono activado; d. Filtro de aire de particulas gruesas; e.
Ventilador graduable; f. Insecto que responde al estimulo; g. Fuente de feromona.

Fuente: Elaboracién propia

Capitulo 15. Investigacion, desarrollo y escalamiento de feromonas de insectos

Figura 15.3. Métodos de extraccién o aislamiento de feromonas. A. Diseccién de glindulas y extraccién por
solventes: a. Diseccién de la glindula de feromonas; b. Las feromonas son trasladadas a un vial con solvente orgdnico;
c. El solvente extrae el contenido y la feromona queda en solucién para uso en bioensayos o anlisis. B. Dynamic
headspace extraction: a. Trampa de volatiles con matriz adsorbente; b. Recipiente sellado de vidrio; c. Filtro de carbén
activado; d. insecto liberando la feromona; e. Extraccién de los compuestos de la feromona por lavados de la trampa
con solventes para obtener la feromona en solucién. C. Aislamiento de feromona mediante spME: a. Fibra adsorbente
de microextraccién por fase sélida; b. Insecto liberando feromona; c. La fibra es inyectada directamente en un
cromatégrafo de gases para el analisis de la feromona.

Fuente: Elaboracién propia
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En el caso de estos tltimos, se aplican otros métodos.
Uno de ellos es el lavado de los insectos completos
en solventes orgdnicos. Aunque este método puede
extraer la feromona, también va a extraer una gran
cantidad de contaminantes, principalmente, icidos
grasos e hidrocarburos cuticulares. Este método puede
ser util para extraer feromonas no volitiles, pero no
es recomendado para los compuestos volatiles. Para
estos ultimos se dispone hoy en dia de dos métodos
muy comunes para aislar las feromonas directamente

del aire.

El primero de ellos es la “extraccién dindmica de
espacio de cabeza” (dynamic headspace extraction,
DHE), que consiste en aislar los insectos en un
ambiente hermético y hacer circular aire (previamente
purificado con un filtro de carbén activado) dentro
del recipiente. Este aire es forzado a salir a través de
una trampa de volitiles que consiste en una matriz
porosa adsorbente como TENAX, Super-Q (hoy
en dia descontinuado) o Porapak-Q. Los volatiles
adsorbidos por estas trampas posteriormente se
eluyen, utilizando un solvente orgdnico. Al igual
que los extractos glandulares, los volétiles se pueden
conservar para su andlisis posterior o su uso en bio-

ensayos, lo cual no es posible con otros métodos

(Blight, 1990; Rodriguez, Paliza, & Nazareno, 2017).

Esta es una de las grandes ventajas de dichas trampas,
ya que idealmente siempre se deberia verificar que la
feromona aislada tenga el mismo efecto que aquella
producida por los insectos. Sin esta verificacidn, es
imposible estar seguros de que se aislaron todos los
compuestos de la feromona, lo que puede llevar a un
andlisis incorrecto, con la consecuente pérdida de

tiempo y de recursos.

Entre las principales desventajas de este método estin
las siguientes: normalmente se requieren muchos
insectos para colectar cantidades suficientes de las
feromonas, el sistema de extraccién es engorroso, se
requiere de electricidad —lo que resulta poco prictico
en condiciones de campo— y de tiempos de muestreo
de varias horas (Blight, 1990; Jones & Oldham, 1999)
(figura 15.3B).

Para solucionar los inconvenientes logisticos del uso de

DHE, se pueden utilizar microextractores en fase sélida

Capitulo 15. Investigacién, desarrollo y escalamiento de feromonas de insectos

(solid-phase microextraction, sPME). Las fibras de spmE
fueron desarrolladas por Arthur Pawliszyn y consisten
en fibras de didéxido de silicio (silica) recubiertas
con una capa delgada de un polimero absorbente
liquido como el polidimetilsiloxano (ppMms) o de un
adsorbente sélido (Pawliszyn, Pawliszyn, & Pawliszyn,
1997). Estas fibras colectan moléculas en el aire de
forma pasiva, es decir, dependen de la difusion de las
particulas en el aire. Por esta razén, la cantidad de
moléculas que colectan es muy baja: normalmente
se requiere de tiempos de colecta de varias horas o
hasta de dias enteros. Sin embargo, tales fibras se han
utilizado exitosamente para colectar y aislar feromonas
de muchos insectos, bien de insectos individuales
—colocandolafibracercadelaglindulade feromona—,
bien de grupos de insectos —aisldndolos para aumentar
la cantidad de feromona en el aire— (Borg-Karlsona &
Mozuraitis, 1996; Malosse, Ramirez-Lucas, Rochat, &
Morin, 1995; Wang, Geertsema, Van Nieukerken, &
Lofstedt, 2015).

Como alternativa, varios estudios han usado las fibras
de spmE de forma directa —frotando las glandulas
expuestas con la fibra— y han obtenido resultados
similares a aquellos que se obtienen mediante la
extraccidn con solventes (Gago et al., 2013; Millar et
al,, 2010). Sin embargo, una de las dificultades mas
grandes de este método es la fragilidad de las fibras,
pues el contacto directo puede dafiar su recubrimiento

o la fibra misma.

Otros problemas de este método son, por un lado,
su alto costo —las fibras cuestan cerca de US$300
cada una (aunque pueden reutilizarse)— y, por otro,
que, una vez utilizadas, se debe analizar la muestra
lo mas pronto posible para evitar su contaminacién
(Pawliszyn et al, 1997) (figura 15.3C). Una
alternativa reciente para reducir el costo del uso de las
fibras de sPME —en especial, para uso directo— es la
utilizacién de fibras Spticas desechables recubiertas
con ppMS. A estas se les hace una extraccién por
solventes después de ser utilizadas, con lo cual se
llega a resultados similares a los de los métodos de
extraccion directa de las glindulas y a aquellos en los
que se usa DHE (Dynamic Headspace Extraction).
Estas fibras desechables permiten hacer extracciones
rapidas a una gran cantidad de individuos, a bajo
costo (Lievers & Groot, 2016).
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Caracterizacion y sintesis de feromonas

La caracterizacién de las feromonas requiere que
los compuestos individuales de la muestra aislada
sean separados para su posterior identificacién.
Cuando se inicié el estudio de las feromonas de los
insectos, se utilizaron métodos como la destilacidn,
para separar los compuestos mds voldtiles de los
dcidos grasos mds pesados, y la cromatografia de
capa fina, para separar los diferentes compuestos
gracias a diferencias en su polaridad (Carlson et al,,
1972). Las bandas generadas en las placas se extrafan
utilizando solventes para su posterior identificacién.
Desde mediados de los afos sesenta, se comenzé a
utilizar la cromatografia de gases (Gc, por su sigla
en inglés) para separar los compuestos y obtener el
tiempo de retencién y la cantidad relativa de cada
uno mediante un detector de ionizacién de llama
(FID, por su sigla en inglés). La desventaja de la ¢
es que es un método destructivo, es decir, la muestra
no se puede recuperar y reutilizar. Sin embargo, su
gran sensibilidad, rapidez y versatilidad (dado que
se pueden utilizar columnas diferentes para separar
compuestos de diferentes tipos, como isémeros E/Z
y R/S) han llevado a que sea el método estidndar hoy
en dia (Blight, 1990; Howse et al., 2013; Lanucara,
Holman, Gray, & Eyers, 2014).

La identificacién de los compuestos se puede llevar a
cabo mediante métodos quimicos y fisicos. El método
o métodos utilizados depende de la complejidad
y la naturaleza del compuesto de interés. Dentro
de los métodos fisicos, el mds comun, gracias a su
sensibilidad, es la espectrometria de masas acoplada
a cromatografia de gases (Gc-Mms, por sus siglas en
inglés). La espectrometria de masas da informacién
sobre el peso molecular, la composicién elemental de
la molécula y su estructura. Este método rompe las
moléculas a través de impactos con electrones para
formar un patrén de cationes (el espectrémetro), cada
uno con una relacién de masa/carga eléctrica (m/z)
especifica. Una vez obtenidos, los espectrémetros
pueden ser analizados por un experto o comparados
con librerfas de espectrémetros —la del Instituto
Nacional de Estindares y Tecnologia (NIsT, por su
sigla en inglés) es la mds comun— (Blight, 1990). En
esta comparacidn se tiene la probabilidad de que el

espectrémetro obtenido sea igual al de compuestos

conocidos, sin embargo, aunque esta probabilidad
sea alta, se deberia llevar a cabo una verificacién en
la que se compare el espectro obtenido de la muestra
con el espectro obtenido de un estdndar sintético del

compuesto.

Otros métodos incluyen la espectroscopia infrarroja
(1r), la espectrometria ultravioleta-visible (UV-Vis),
la espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(NMR) y la comparacién de indices de retencién de
Kovats. La espectroscopia infrarroja es un buen
método para determinar el “esqueleto” (la estructura
general de la cadena de carbonos de la molécula) y
potencialmente (dependiendo sobre cuil carbono
esténlocalizados) algunos grupos funcionales. Aunque
actualmente existen espectrometros infrarrojos
acoplados a cromatdgrafos de gases, la mayoria de
estos equipos todavia requiere de muestras puras. La
espectrometria UV-Vis sirve para determinar si un
compuesto tiene o no un sistema conjugado y puede
ayudar a determinar el tipo de conjugacién (Howse et
al,, 2013). La NMR es un método no destructivo que
permite determinar grupos funcionales, estructura
3D vy, en algunos casos, la estereoisometria. Sin
embargo, requiere cantidades relativamente grandes
de muestra purificada, y los espectros de moléculas
grandes (en este caso feromonas no volatiles) pueden

ser dificiles de interpretar (Lanucara et al., 2014).

Por tltimo, el uso de indices de retencién de Kovits
puede dar informacién acerca del tamafio molecular,
la polaridad y los grupos funcionales asociados de
una molécula. Este método se basa en determinar
el tiempo en el que se eluye un compuesto en un
cromatdgrafo de gases, en relacién con los tiempos en
los que se eluyen los diferentes n-alcanos. El indice
de Kovits estandariza estos valores para que sean
relativamente independientes de las condiciones
experimentales y puedan ser comparados con listas
de indices reportados para llegar a una aproximacién

de la identidad de un compuesto (Kovits, 1958).

Los métodos quimicos suelen estar ligados al uso
de Gc-Ms, ya que se basan en la comparacidén del
espectrograma original con aquel que se genera luego
de que la molécula sea alterada por una reaccién

quimica. A continuacién, se mencionan algunas de
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las reacciones mis importantes en la determinacién
de estructura de las feromonas de los insectos: la
hidrogenacién catalitica rompe los enlaces dobles y
triples entre &tomos de carbono o en anillos epoxidicos;
la ruptura de cada enlace doble agrega dos dtomos
de hidrégeno, lo cual incrementa el peso molecular
en dos, esto permite determinar el nimero de estos
enlaces (Navarro & Navarro, 2004); de forma similar,
las reducciones con hidruros metilicos reducen, a
su vez, los enlaces dobles entre dtomos de carbono y
dtomos de oxigeno, lo que reduce aldehidos, cetonas,
esteres y 4cidos orgdnicos a alcoholes (Gaylord, 1957).
Ademis, existen procesos oxidativos que pueden
ayudar a determinar la posicién de enlaces dobles o

grupos funcionales.

La ozondlisis, por su parte, rompe la cadena de
carbono donde hay enlaces dobles entre dtomos de
carbono y genera aldehidos y cetonas en la posicién
en la que se encontraban estos enlaces. Asi, dos (o
mds) moléculas resultantes suelen ser mds ficiles de
identificar y, a partir de estas, se puede reconstruir
la molécula original (Schwartz, Raible, Mott, &
Dussault, 2006). La oxidacién mediante cromio (v1)
afecta inicamente alcoholes primarios, secundarios y
aldehidos, sin oxidar cetonas, enlaces entre carbonos
o anillos aromiticos (Howse et al., 2013). Aunque
existen muchos otros métodos para la identificacién
de compuestos de feromonas, estos son los relevantes
para el objetivo de este libro. La sintesis quimica y
biosintesis por parte de los insectos de las feromonas
es un tema complejo y especifico de cada compuesto
(véase Blomquist & Vogt, 2003; Jurenka, 2004;
Prestwich & Blomquist, 2014). En cualquier caso,
es necesario resaltar que la sintesis de feromonas a
baja escala es normalmente un proceso costoso y que
requiere de un escalamiento para que estas puedan

ser llevadas al mercado.

En contraste, la sintesis de feromonas por parte de los
insectos se lleva a cabo principalmente por reacciones
enzimiticas, a partir de precursores comunes. En las
polillas, por ejemplo, la mayoria de los compuestos
de sus feromonas se sintetizan a partir de 4cidos
grasos saturados, como el dcido palmitico (16
carbonos) o sus precursores. Este precursor puede
ser alargado mediante la adicién de dos carbonos al
extremo terminal (Zabin, 1951) o acortado mediante
oxidacién beta (Lofstedt & Bengtsson, 1988), para
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formar 4cidos grasos precursores de diferentes
longitudes. Estos 4cidos grasos saturados luego son
convertidos en dcidos grasos mono o poliinsaturados
mediante la actividad de A desaturasas (Liénard et
al,, 2008; Liénard et al., 2014; Lofstedt & Bengtsson,
1988). La biosintesis de feromonas es un tema
extenso y que varfa mucho en los diferentes érdenes
de insectos. Para mds informacién sobre la biosintesis
de las feromonas en otros grupos de insectos, se

recomienda el trabajo de Jurenka (2004).

Una vez sintetizada una feromona, es importante
volver al bioensayo estandarizado para verificar que
los compuestos puros, sintetizados, tengan la misma
actividad que los compuestos originalmente aislados.
Una delas dificultades de este proceso es que muchas de
las feromonas de los insectos no son un solo compuesto,
sino una mezcla de varios en proporciones especificas
(Andersson et al., 2009; Bartelt et al., 2009; Batista-
Pereira et al., 2006; Bengtsson et al., 2014; Gries et
al., 2015). El resultado obtenido por cromatografia de
gases da las cantidades relativas de los compuestos en
la muestra, es decir, permite conocer su proporcién.
Sin embargo, que un compuesto se encuentre en la
muestra no significa que sea parte de la feromona.
En 1957, Schneider y Kaissling (1957) desarrollaron
la electroantenografia (EAaG) para solucionar este
problema. La electroantenografia consiste en conectar
la antena de un insecto, su principal érgano olfativo, a
dos electrodos para medir los impulsos nerviosos que
genera 0 no genera esta cuando es expuesta a un olor en
particular. De esta forma, se puede saber si un insecto
tiene la capacidad de detectar un compuesto o no. Hoy
en dia, es comiin que los equipos de EAG estén acoplados
a cromatdgrafos de gases (gas-chromatographic-
electroantennogram detector, Gc-EAD, por sus siglas en
inglés), lo que permite determinar cuiles compuestos
dentro de una muestra son percibidos por la antena y

cudles no (figura 15.4).

No obstante, el hecho de que una antena responda a
un compuesto dentro de la mezcla no significa que
el compuesto sea parte de la feromona del insecto.
La antena puede estar respondiendo a contaminantes
en la muestra, a precursores de la sintesis de un
compuesto de la feromona o a otros compuestos que
resultan dela sintesis de esta. Por ejemplo, el imoneno,
compuesto responsable del olor a limén y a naranja,

es percibido por varias especies de insectos (Alhmed;,
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Figura 15.4. Cromatografia de gases acoplada a electroantenografia. a. Cromatdgrafo de gases; b. Horno;

c. Inyector; d. Columna de separacidn; e. Detector por ionizacién de llama (r1p); f. Bifurcacién que permite dividir

los compuestos entre el FID y el electroantendgrafo; g. Antena del insecto de interés; h. Electrodos; i. Amplificador

de senal 1pac; j. Trazo del FID que muestra cantidades relativas y el orden de elucién de los compuestos en la

muestra; k. Trazo del electroantendgrafo que muestra a cuiles compuestos responde la antena.

Fuente: Elaboracién propia

Haubruge, & Francis, 2010; Borrero-Echeverry et al.,
2015; Miller, 2007; Wei, Yang, Hao & Du, 2008).
También es un compuesto que se encuentra en la
mayoria de los detergentes y productos de limpieza,
lo que lo convierte en un contaminante comun en las
muestras de laboratorio. Aunque el limoneno se ha
encontrado en muestras de feromona de Spodoptera
littoralis (como un contaminante), y esta polilla
responde a él (Borrero-Echeverry etal., 2015), este no
hace parte de la feromona de dicha especie (Saveer et
al,, 2014). Sin embargo, este compuesto si hace parte
de la feromona del coleSptero Alphitobius diaperinus
(Bartelt et al., 2009). Es por esto que siempre se debe
volver al bioensayo para asegurarse de que la mezcla
determinada muestre una atraccién similar a aquella
producida por los insectos. De no ser asi, la mezcla
puede tener algiin compuesto que no hace parte de
ella, el cual puede inhibir la atraccién de los insectos.

Asi mismo, a la mezcla le pueden faltar compuestos

o las proporciones pueden estar equivocadas (si
se asume que los compuestos fueron identificados
correctamente). Una vez se ha determinado cudl
es la composicién correcta de la feromona y los
compuestos se han sintetizado, se puede pasar a la

formulacién de esta.

Formulacién

La formulacién de las feromonas depende
principalmente de su funcién. Las formulaciones
para monitoreo, captura masiva y estrategias de lure
and kill (‘atraer y matar’) suelen ser mds simples que
aquellas usadas en estrategias de interrupcién de la
cépula. Sea cual fuere el uso que se le vaya a dar a
la feromona, se deben tener en cuenta varios factores

tanto técnicos como de mercado para su formulacidn.
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La principal consideracién técnica que se debe tener
en cuenta en el proceso de formular una feromona
es la mezcla que se va a utilizar. La mayorfa de las
formulaciones de feromonas consisten en diferentes
sistemas que permiten que la feromona sea liberada
lentamente a lo largo del tiempo (membranas,
resinas, ceras). La consideracién mds importante en la
formulacién de feromonas es la tasa de liberacién de
los diferentes compuestos dentro de la mezcla. Dado
que cada compuesto tiene una volatilidad diferente,
relacionada directamente con el tipo de formulacién,
estos no necesariamente se pueden formular en la
misma proporcién en que fueron detectadas en las
glindulas de los insectos o a través de pHE. Para
lograr esto, hay que verificar la emisién de la feromona
por el dispensador y modificar el contenido de cada

compuesto respectivamente.

El segundo aspecto técnico que se debe tener en
cuenta es la degradacién de los compuestos en el
dispensador. La formulacién de los dispensadores
debe proteger los compuestos de factores ambientales
como la luz uv, la oxidacién y la lluvia. Muchos
compuestos que hacen parte de las feromonas de
los insectos pueden ser degradados por la radiacién
uv o por la oxidacién. Del mismo modo, muchos
compuestos con isdmeros no son estables y tienden
a llegar a un equilibrio entre ellos (E/Z o R/S). En
los dispensadores, esto debe tenerse en cuenta, de
modo que se intente reducir al maximo los efectos de
la radiacién uv o de la oxidacién en la feromona que
contienen (Brown & McDonough, 1986; Cork et
al., 2008; Méttus et al., 1997). También es necesario
que los dispensadores ofrezcan alguna proteccién
contra la lluvia, para que las feromonas tengan una
mayor vida dtil (Knight et al., 2004). Finalmente,
se debe considerar la cantidad de feromona que se
dosifica en el dispensador, de lo cual depende la vida

util de este.

La duracién del dispensador en campo también es
importante para el mercadeo de las feromonas, ya que,
dependiendo de su propésito, puede ser necesario que
las formulaciones duren un ciclo de cultivo entero
o una fraccidén especifica de este segtin la dindmica
de la plaga en el sistema productivo. Una dosis mis
alta que la requerida significa un gasto innecesario,
y una dosis muy baja, que no logre cubrir el tiempo

deseado, significaria que los agricultores o agencias
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de control tendrian que comprar mds dispensadores,
lo cual eleva los costos de esta tecnologia y la hace
potencialmente menos atractiva en el mercado.

También se debe tener en cuenta la sostenibilidad del
producto. Hoy en dia, el mercado estd cambiando
radicalmente hacia el uso de productos mds amigables
con el medioambiente. Los desechos pldsticos cada vez
son menos deseables, lo cual ha hecho que el desarrollo
de los dispensadores de feromonas esté cambiando
el uso de membranas y dispensadores plisticos por el
de dispensadores biodegradables (Lance et al., 2016).
Sakurada y Suzuki (2002) han patentado dispensa-
dores genéricos biodegradables a partir de poliésteres
alifiticos. Rama et al. (2011) han desarrollado
dispensadores para el control de Spodoptera littoralis a
base de celulosa y biopolimeros con buenos resultados.
Hellmann et al. (2011) han desarrollado nanofibras a
base de celulosa como dispensadores biodegradables,
y varios grupos han trabajado con parafinas para
solucionar este problema (Atterholt et al, 1999;
De Lame et al., 2007).

Si bien existen varios métodos para utilizar las
feromonas en el control de plagas, estos se pueden
dividir, a grandes rasgos, en métodos de inundacién
(interrupcidén de la cépula) y métodos de captura
(monitoreo, capturas masivas, lure and kill) (en
el capitulo 8 de este libro, “Las feromonas en el
control de insectos’, se amplian estos temas). La gran
diferencia entre las dos estrategias es la cantidad de
feromona que se utiliza en cada una. Las estrategias
de inundacién se basan en saturar el ambiente de un
cultivo con feromona, lo cual requiere una cantidad
muy grande de esta, mientras que las estrategias de
captura utilizan puntos de liberacién discretos vy,
por ende, cantidades menores de feromona. Estos
requerimientos han sido, en consecuencia, los
responsables del desarrollo y diversificacién de las

formulaciones de feromonas.

Para monitoreo y captura masiva, normalmente se
utilizan tapones de caucho cargados de feromona o
dispensadores de plidstico semipermeables (figura
15.5a). La primera de estas formulaciones tiene
la ventaja de ser de bajo costo. Sin embargo, por
lo general, tiene una duracién baja (uno o dos
meses, segiin la carga original y la temperatura) y

es susceptible a cambios en las proporciones de los

compuestos (Brown & McDonough, 1986; Méttus et
al., 1997). En contraste, los dispensadores plasticos
semipermeables pueden tener una cantidad mucho
mayor de feromona, lo que hace que funcionen varios
meses y a mayor distancia, adem4s, le brindan mayor
estabilidad a los compuestos (figuras 15.5b y 15.5¢)
(Baker et al., 2016).

La mayor variedad de dispensadores de feromona ha
sido desarrollada para estrategias de inundacién. Las
estrategias de manejo que acuden a la interrupcién de
la cépula se utilizan, por lo general, en grandes 4reas o
aescala regional (Witzgall et al., 2010), lo cual implica
grandes cantidades de feromona. Este problema se
puede afrontar de dos formas. La primera es utilizar
un numero menor de dispensadores que liberen
cantidades mayores de feromona (megadispensadores
o mesodispensadores) y la segunda es utilizar un gran
numero de dispensadores pequefios mas ampliamente
distribuidos. Ambos métodos han sido utilizados con
éxito en diferentes sistemas productivos (Light, Grant,
Haff, & Knight, 2017; McGhee, Gut, & Miller, 2014).
La decisién sobre el tipo de dispensador dependers,
sobre todo, del 4rea que se va a tratar y de otros

costos asociados, como la mano de obra requerida

(Miller & Gut, 2015).

Los megadispensadores se utilizan en concentraciones
de solo unas pocas unidades: 2 o 3 por hectirea. Los
dispensadores MsTRs (metered semiochemical timed
release system) liberan grandes cantidades de feromona
(miligramos) en aerosol de forma automdtica
cada cierta cantidad de tiempo (10-20 minutos),
tnicamente durante el periodo activo del insecto al
que se quiere afectar (Baker et al.,, 2016; Shorey &
Gerber, 1996b). Aunque estos dispensadores se han
utilizado en varios sistemas (Baker et al., 1997; Shorey
& Gerber, 1996a; 1996b), su alto costo (de equipos
y de feromona) y los problemas con la dispersién
homogénea de la feromona en el 4rea designada (por
dindmicas climaticas) han llevado a que se prefiera el
uso de mesodispensadores (Baker et al.,, 2016). Estos
tltimos (+ 20 dispensadores por hectdrea) tienen una
mejor cobertura de drea y, aunque pueden ser MRTRS
que liberen cantidades menores, también pueden ser
dispensadores pldsticos similares a los utilizados para
monitoreo y capturas, que tienen mayor carga de

feromona y una mayor tasa de liberacién (Baker et

al., 2016; Miller & Gut, 2015).
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Figura 15.5. Ejemplos de feromonas formuladas.

a. Tapones de caucho en una trampa pegajosa delta;

b. Dispensador tipo “Rope” de Shin-Etsu Chemical;

c. Dispensador de membrana semipermeable tipo

“Baggie” de ChemTica International.

Felipe Borrero-Echeverry 755



756

Volumen 2. Aplicaciones y perspectivas

Las estrategias posibles si se usa un gran ntimero de
dispensadores (entre cien y millones de dispensadores
por hectirea) son bastante variadas y se cuentan
entre las mds exitosas (Lance et al.,, 2016; Witzgall
etal.,, 2010). Los dispensadores de aplicacién manual
(entre 100 y 1.000 por hectirea) son semejantes a
aquellos que se usan para el monitoreo y captura:
son de plastico o de polimeros sintéticos que emiten
feromonas (varios pg/hora) durante varios meses
(normalmente entre dos y seis). A pesar de su
éxito, los altos costos de mano de obra en los paises
donde mis se utilizan (Estados Unidos y varios
paises de Europa) han llevado a que se desarrollen

formulaciones que se puedan aplicar con maquinaria.

Una de las soluciones, en este sentido, ha sido la
microencapsulacién de feromona en diferentes
polimeros, como el alginato (Hall et al, 1982;
Heuskin, Lorge, et al., 2011; Heuskin, Verheggen,
Haubruge, Watheler, & Lognay, 2011). Las
feromonas microencapsuladas normalmente tienen
didmetros cercanos a 30 pm (lo cual permite que se
apliquen con equipos convencionales) y se utilizan
en densidades de mds de un millén de particulas
por hectdrea, que en conjunto liberan hasta 100
g de feromona y tienen una duracién en campo de
cerca de un mes (Hall et al., 1982; Miller & Gut,
2015). Aunque las feromonas microencapsuladas
han funcionado en algunos casos, como el de la
polilla oriental de las frutas (Il'Ichev et al., 2006), los
resultados han sido poco consistentes. Ademds, por
su corta duracién, se requieren varias aplicaciones a

lo largo de la temporada de cultivo.
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Para el manejo de insectos en 4reas atin mds grandes
(cientos de miles de hectdreas), como es el caso de
la polilla gitana (Lymantria dispar) en los Estados
Unidos, se han desarrollado formulaciones que se
pueden aplicar con maquinaria de fumigacién o desde
el aire, como emulsiones de parafina (Atterholt et al.,
1999; Onufrieva et al., 2010; Stelinski et al., 2005),
nanofibras huecas de resinas poliacetiladas (Gaston et
al,, 1977) y escamas plasticas laminadas (hoy en dia,
formuladas con base en polimeros biodegradables)
(Kydonieus & Beroza, 1981). La gran desventaja
de estas formulaciones es su baja persistencia en el
ambiente y baja adherencia al follaje, asi como su
deterioro por la lluvia. Aunque estas desventajas
se pueden solucionar parcialmente con aditivos
(adherentes y protectantes), siguen siendo obstdculo
para su insercién en el mercado (Miller & Gut, 2015).

Una alternativa para los futuros desarrollos en
feromonas es el uso de ingenieria genética para crear
plantas que sinteticen estos compuestos de forma
constitutiva. Esto permitirfa proteger los cultivos
de forma sostenible, ya que no serfa necesaria la
produccién y aplicacién de dispensadores. En 2015
se desarrollé la primera variedad transgénica de
trigo que sintetiza la feromona de alarma de varias
especies de 4fidos: el (E)-B-farneceno (Bruce et al.,
2015). Aunque en el laboratorio se observé un buen
efecto de control mediante la repelencia de é4fidos
y la atraccién de parasitoides, estos resultados no
pudieron validarse en campo, posiblemente debido a
una baja poblacién de 4fidos en campo durante el afio

en el que se llevé a cabo la evaluacién.
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Validacién

Como se ha dicho antes, el efecto de toda feromona formulada debe ser validado tanto
en laboratorio como en campo. Lo mis importante es verificar que la feromona liberada
por el dispensador sea igual de activa que la feromona producida por los insectos.
También se debe evaluar la duracién de los dispensadores, para tener una aproximacién
de su vida atil tanto en almacenamiento como en campo. Finalmente, se debe evaluar la
proporcién en la que se liberan los diferentes compuestos a lo largo del tiempo, ya que
esta puede cambiar y se puede perder la eficacia de la feromona. Estas validaciones se
deben llevar a cabo a lo largo del tiempo, en diferentes lotes de produccién y diferentes
tiempos de almacenamiento (Mayer & Mitchell, 1998).

Una vez validada la formulacién en condiciones controladas, se deben realizar
evaluaciones en campo para determinar cémo las condiciones climiticas afectan
la vida util de los dispensadores. Ademads, es necesario verificar que la feromona, en
combinacién con otras sustancias volatiles ambientales, esté funcionando de forma
adecuada. Existen interacciones con los volatiles producidos por las plantas o con la
polucién que ocasionan modificaciones en el comportamiento de los insectos. Estas
interacciones usualmente no se evidencian en el laboratorio (Borrero-Echeverry, 2016;
Hatano et al,, 2015; Party et al., 2013; Pregitzer et al.,, 2012). Ademads, se ha visto
que las feromonas pueden variar en su composicién entre diferentes poblaciones de la
misma especie, lo cual significa que una feromona estudiada, formulada y verificada en
una localidad puede no funcionar en otra (Batista-Pereira et al., 2006; Bengtsson et al.,
2014; Unbehend et al., 2013). Por lo tanto, es necesario hacer una evaluacién constante

de estas para prevenir o corregir oportunamente sus deficiencias.
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