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Perfiles proteicos de estados de desarrollo de Gonipterus scutellatus
(Coleoptera: Curculionidae)

Protein profiles of Gonipterus scutellatus (Coleoptera: Curculionidae) development stages
AMANDA HUERTA F.**, ITALO CHIFFELLE G2, MARY| SERRANO G., TATIANA VASQUEZ T.

Resumen: En 1998 se detect6 en Chile a gorgojo del eucalipto, Gonipterus scutellatus (Gyllenhal, 1833) (Coleoptera:
Curculionidag), uno delos principalesdefoliadoresdel género Eucalyptus, que causapérdidas de crecimiento y econémicas.
Esto ha generado preocupacion pues hay mas de 525.000 ha plantadas con especies de eucaliptos. Con €l objetivo de
conocer la respuesta de las proteinas de estados de desarrollo de G scutellatus a las tres especies de eucaliptos mas
importantesen el pais, se obtuvierony caracterizaron perfiles el ectrof oréticos en gel es de poliacrilamidabajo condiciones
desnaturali zantes, y se buscaron proteinas marcadoras por densitometriade geles. Lasproteinas se hicieron masnumerosas
amedidaquelosinsectos se desarrollan. Las bandas de proteinas se concentraron entre los 20 y 120 kDa, con excepcidn
de los huevos, los que presentaron valores menores. La aparicion de distintas bandas de proteinas en los extractos de
larvas y adultos de G. scutellatus alimentados con distintas especies de eucaliptos reflgjé también cambios en su
metabolismo. Estos antecedentes son (tiles parael manejo integrado de plagas debido aque laidentificacion de proteinas
marcadoras posiblemente esta asociada a patrones metabdlicos rel acionados con € consumo de las plantas hospederas.
Los cambios en la dietadel insecto podrian incidir en las proteinas marcadoras, indicando una habilidad diferencial de
G scutellatus para usar las plantas hospederas.
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Abstract: In 1998 the eucalyptus weevil, Gonipterus scutellatus (Coleoptera: Curculionidae), amajor defoliator of the
genus Eucalyptus, which causes growth and economic losses, was detected in Chile. This has caused concern because
more than 525,000 haare planted with species of eucalypt. To understand the protein responses of devel opment stages of
G scutellatus fed on the three species of eucalypt trees most important in the country, electrophoretic profiles were
obtained and characterized on polyacrylamide gels under denaturizing conditions, and marker proteins were sought
through gel densitometry. Proteins became more numerous with insect development. Protein bands were concentrated
between 20 and 120 kDa, with the exception of eggs, which presented lower values. The appearance of distinct bands of
proteinsin the extracts from larvae and adults of G. scutellatus fed on different species of eucalypts reflected changesin
their metabolism. These results are useful for integrated pest management, as the identification of marker proteinsis
possibly associated with metabolic patterns related to the consumption of host plants. Changes in insect diet may affect

the marker proteins, indicating a differential ability of G. scutellatus to use host plants.
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Introduccién

El gorgojo del eucalipto, Gonipterus scutelallatus (Gyllenhal,
1833) (Coleoptera: Curculionidage), es un insecto australiano
especifico del género Eucalyptus (Withers 2001) y uno delos
principales agentes de dafio para estas especies. Se ha dis-
tribuido practicamente por todos los continentes y se ha
constituido en una plaga en lamayoria de las plantaciones de
eucaliptosde Africa, Europa(Mansilla1992; Rabassey Perrin
1979; Richardson y Meakins 1986; Cordero et al. 1999),
Cdlifornia(Cowlesy Downer 1995; Hankset al. 2000) y Nueva
Zelanda (Cadahia 1980). En Sudamérica, se ha detectado en
Argentina, Brasil, Uruguay y Chile (Rosado 1993; Beéche
1999; Zanuncio et al. 1998).

Tanto las larvas como los adultos de G scutellatus se
alimentan del follaje del eucalipto. El dafio causado por este
insecto es muy caracteristico, dejando huellas en las hojas
afectadas (Elliott y DeLittle 1984). Su poblacion puede crecer
mucho en pocos afios, si abundan arboles hospedantes, existe

un climatemplado y no hay enemigos natural es (Tooke 1953).
El alto potencial reproductivo del insecto, junto con suintensa
capacidad de defoliaci on puede causar pérdidas de crecimiento
0 deformaciones del fuste (Santolamazza y Cordero 1998).
Incluso, defoliaciones continuas pueden causar la muerte de
los érboles (Elliott y De Little 1984).

En Chile central, G. scutellatus se detect6 por primeravez
en 1998 en las regiones 52 y Metropolitana (Beéche 1999), y
podriaafectar el futuro de las 525.057 ha plantadas en el pais
con eucaliptos (INFOR 2006). En la actualidad esta plaga se
ha desplazado hacia €l norte (4% Region) como hacia el sur
(regiones 72y 83 (SAG 2005).

G scutellatus hatenido unamarcadapreferenciapor varias
especies de Eucalyptus (Cordero y Santolamazza 2000). En
Chile, laespecieprincipal esE. globulusssp. globulus (L abill.,
1800). Otras especies plantadas de cierta importancia son E.
viminalis (Labill., 1806) y E. camaldulensis (Den., 1832), en
zonas&ridas, y E. nitens((Deaney Maiden) Maiden, 1913) en
areas més frias (INFOR 2006). En la zona de San Felipe, 52
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Region, G scutellatus presentaentretresy cuatro generaciones
(Estay et al. 2002). Segin Klein y Waterhouse (2000), su
importancia como plaga de los eucaliptos es superada solo
por el taladrador del eucalipto, Phoracantha semipunctata
(Fabricius, 1775) (Coleoptera: Cerambycidae).

Las caracteristicas morfoldgicas y bioguimicas de las
plantas pueden causar alteraciones en el metabolismo de los
insectos, y traducirse en cambios en la composicion de sus
proteinas (Metcalf y Luckmann 1992), de forma que €l
conocimiento de estas variaciones es importante cuando se
desean utilizar estrategias de tipo genético en el Mangjo
Integrado de Plagas (MIP), pues puede revelar compuestos
guimicos que sirvan como instrumento para alterar su
comportamiento.

L os genes permanecen basicamente sin cambio de un afio
aotro, pero las proteinas de las células varian segin su tipo,
edad, género, sanidad, y otras. La protedmica engloba tres
actividades principal es, laidentificacion detodaslas proteinas
sintetizadas por una célula, tejido u organismo, la deter-
minacion del modo en que interactlan, y el trazado de sus
estructuras tridimensionales precisas (Ezzell 2002). Los
resultados de las electroforesis de proteinas son caracteres
fenotipicos que reflegjan mucho mejor lasdiferencias genéticas
entre especies o poblaciones que cuando se estudian los
caracteres morfoldgicos. Por €ello, la electroforesis en gel ha
llegado a ser la herramienta més valiosa para los estudios
taxonémicos, sistemédticosy evolutivos (Navas et al. 2002).

Estainvestigacion sedesarrol 16 con el objetivo de abordar
desde €l punto de las proteinas la reaccion de G scutellatus
frente ala alimentacion con distintas especies de eucaliptos,
mediante una caracterizacion de perfiles electroforéticos del
insectoy labusqueda posterior de proteinas marcadoras (PM)
por densitometria de los geles, para indagar PM asociadas
posiblemente acambiosfisiolégicosdel insecto, aportando con
ello hacia su caracterizacion en el plano molecular y por ende
hacia programas de MIP.

Materialesy M étodos

El material biolégico se recolectd en arboles juveniles de E.
globulusfuertementeinfestados por G. scutellatusen e Sector
El Tartaro, Comuna de Putaendo, Provincia de San Felipe (52
Region de Chile) (32°32'30”S, 70°43' 16" W). Las plantas se
adquirieron en el Vivero Antumapu delaFacultad de Ciencias
Forestales de la Universidad de Chile, y se trasplantaron a
macetas de plastico de 18 cm de diametro con un substrato
compuesto de arena, tierrade hojay turba, tratado con fungicida
Captan 2g/L v fertilizado con urea.

Perfiles electrofor éticos de G. scutellatus alimentados con
E. globulus. En unafaseinicial de campo se recolectaron en
forma periddica a fines de verano gjemplares adultos, pupas,
larvasy huevosde G scutellatus. L osinsectos se mantuvieron
en laboratorio, alimentando a las larvas y adultos con hojas
frescas de E. globulus, previamente lavadas con hipoclorito
de sodio al 15% (Cordero y Santolamazza 2000). L os huevos
y las pupas se ubicaron en placas Petri; laslarvasy los adultos
se mantuvieron en cgjas plasticas cerradasde 20 x 15cm. Las
crianzas se hicieron en el Laboratorio de Entomologia Forestal
del Departamento de Silvicultura de la Facultad de Ciencias
Forestales de laUniversidad de Chile.

Se tomaron tres muestras de dos insectos por estado de
desarrollo (huevo, larva, pupay adulto) y se homogenizaron a

4°C en buffer (TRIS-HC1 50mM pH 8,5, EDTA 5 mM, SDS
0,07%) con un inhibidor de proteasa FMS 0,1 mM. Esta
homogenizacion se hizo forzando os insectos a pasar por un
espacio estrecho entre un émbolo de teflon y un recipiente de
vidrio (Fleischer et al. 1979) y secentrifugaron 10 mina1.250
G. Este material serefrigeré inmediatamente y se almacené
a-20°C. Luego estas muestras se maceraron y selesextrajeron
lasproteinasy determind su concentracion medianteel método
de Bradford (1976). Los extractos de proteinas se utilizaron
para determinar los perfiles electroforéticos mediante gel de
poliacrilamidaen condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE),
utilizando la técnica de Laemmli (1970) y €l protocolo de
Bollag et al. (1996).

Perfiles electofor é&icos de G. scutellatus alimentados con
tres especies de eucalipto. En una segunda fase se carac-
terizaron electroforéticamente los perfiles de proteinas
asociadas a G scutellatus alimentados con tres especies de
eucaliptos deimportanciaeconémicaen Chiley que presentan
alguin grado de susceptibilidad alaplaga; estosson: E. globulus,
E. robusta (Sm., 1793) y E. camaldulensis.

Para caracterizar electroforéticamente los perfiles de
proteinas de los insectos alimentados con cada una de las
especies de eucalipto, se hizo un ensayo en unajaula (1,8 x
1,5 x 1,8 m) instalada bajo condiciones naturales de clima
M editerraneo eirrigacion periddica, donde se ubicaron plantas
de un afio (cercade 1 m de altura) de cada especie, las que se
infestaron con doslarvas por planta(5-8 mm delongitud). Las
plantas se protegieron con una bolsa de tul, para evitar su
escape, con unaaberturalongitudinal con velcro parafacilitar
lasevaluaciones. L aslarvas permanecieron en cadaunadelas
plantas hasta que pasaron a pupa; las larvas que murieron por
manipulacion se reemplazaron por otras que se encontraran
en lamismafase de desarrollo.

Al finalizar el ensayo con larvas se desarroll6 unasegunda
etapa, enlaque se pusi eron durante un mesdosinsectos adultos
enlasmismas plantas utilizadas en laprimeraparte del ensayo,
parasu alimentaci on sobrelas mismas; |os adultos que murieron
antesdel fin del ensayo sereemplazaron por otrosen lamisma
fase de desarrollo.

Transcurrido un mes se tomaron muestras de larvas
alimentadas con |las diversas especies de eucalipto para hacer
el andlisis electroforético de proteinas. De igual forma se
tomaron muestras delos adultos. L 0sinsectos se mantuvieron
24 henplacasPetri sin alimentarse paravaciar su tubo digestivo
y se homogenizaron, refrigeraron y almacenaron con los
mismos procedi mientos sefial ados anteriormente. Semaceraron
variosinsectos en cadamuestra, cadauno de ellos alimentado
conlamismaespecie de eucalipto. El disefio experimental para
estos andlisis electroforéticos tuvo dos factores de efecto fijo,
el primero fued nivel dedesarrollo del insecto (larvao adulto)
y el segundo, la especie de eucalipto; se realizaron tres
repeticiones para cada nivel de desarrollo del insecto en cada
unadelasespeciesde plantas. A lasmuestras deinsectos adultos
y larvas se les extrajeron las proteinas y determing su
concentracion mediante los mismos protocolos ya mencio-
nados.

Posteriormente, se analizaron los perfiles el ectroforéticos
de proteinas de los insectos alimentados con las especies de
eucalipto, en busca de PM mediante la determinacion de su
posiciony los cambios en su concentracion y localizacion. La
blsqueda de dichas PM se hizo mediante densitometria de
geles, usando el Software BioCaptMW (version 11.01,
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Microsoft, Redmond, EE.UU.) Para evaluar si existian
diferencias significativas entre los resultados se hicieron
pruebas de Chi2y andlisis de variacion seglin disefio bifactorial.
Ademés se hizo un andlisis de similitud entre las PM de G
scutellatus, mediante el algoritmo de UPGMA (Sneathy Sokal
1973), usando € indice de similitud 1-Pearson r, basado en la
presenciao ausenciade PM enlasmuestras. Seuso € programa
Statistica (1993).

Resultadosy Discusion

Perfiles electrofor éticos de G. scutellatus alimentados con
E. globulus. La composicion proteica de los estados de
desarrollo de G scutellatus asociados a E. globulus se presenta
en la Figura 1. Se observa una gran cantidad de bandas de
proteinas en la zona comprendida entre 20 a 120 kDa, con
excepcion de los huevos, los que presentaron un ndmero bajo
y de pequenaintensidad de proteinas. Las proteinas se hicieron
mas numerosas a medida que |os insectos se desarrollan. La
composicion proteicadelas pupasfuesimilar aladelaslarvas,
probablemente porque se tratd de pupas recién formadas. Sin
embargo, los perfiles de laslarvasy adultos tuvieron grandes
diferencias.

Perfiles electrofor éticos de G. scutellatus alimentados con
tres especies de eucalipto. Laslarvas de G scutellatus estan
compuestas por un ndmero mayor de proteinas marcadoras
gue los adultos, independientemente de la alimentacion
recibida, 1o que indica que la composicion proteica de los
insectos varia con su estado de desarrollo (Fig. 2). El mayor
nimero de PM en las larvas puede estar relacionado con los
cambiosen el insecto debido asu metamorfosis; sin embargo,
€l nimero de proteinas de laslarvas en E. globulus fue casi €l
mismo que el de los adultos, haciendo pensar que el aumento
de las bandas en las larvas alimentadas con E. robusta y E.
camaldulensis esta més relacionado con la alimentacion que
recibieron losinsectos que con su metamorfosis.
Lacomposicion proteicade las larvas alimentadas con E.
globulus no difiri6 de la de los adultos alimentados con esta
misma especie (Chi2 calculado = 0,24, g. |. =1, P=0,05). Por
otra parte, la composicion proteica de las larvas difirio de la
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Figura 1. Extractos proteicos de los estados de desarrollo de G, scutellatus
asociadosaE. globulus. SDS-PAGE al 12,5%. GH = huevos, GL =larvas,
GP = pupasy GA = adultos. Losnimeros uno y dos son lasrepeticiones.
PM = estéandar de masa molar (kDa).

delosadultos cuando losinsectos se alimentaron con E. robusta
y E. camaldulensis (Chi? calculado = 6,72, g. |. =1, P=0,05),
dado el mayor nimero de proteinas exclusivas de las larvas
frente a delos adultos (Figura 2). Esto pareceindicar quelas
larvas de G. scutellatus son més susceptibles alos cambiosen
su alimentacion, y modifican en mayor grado su composicion
proteica por este factor.

EnlaFigura?2 se presentan las bandas de | as proteinas que
tuvieron variaciones en funcion de la alimentacion recibida,
notandose que en |l os extractos delarvas hubo mayores cambios
en proteinas que en los de adultos. Esimportante resaltar que
lasbandas uno'y dos se presentaron solo en adultosy lasbandas
tres, cinco y seis sdlo en larvas, independientemente de la
alimentacidn, por lo que serian Utiles tanto paraidentificar el
estado de desarrollo de uninsecto en funcidn de su aimentacion
como paradisefiar técticas de tipo genético dentro del manejo
integrado de plagas.

Como semenciond, laslarvasde G scutellatus alimentadas
con E. robusta y E. camaldulensis parecieron ser mas
susceptiblesa cambio de alimentacion quelos adultos, yaque
solo en los extractos de larvas de estas dos especies se
presentaron seisPM (proteinassiete, 21, 23, 29, 31y 32) (Fig.
2), causando que lacomposicion proteicadelaslarvasy adultos
haya sido diferente. El andlisis de conglomerados indicé que
existen diferencias entre las PM de G, scutellatus. Las PM de
las larvas alimentadas por E. camaldulensis y E. robusta son
maés cercanas y las mas algjadas son las de E. globulus. Las
PM delosadultosaimentados con lastres especiesde eucalipto
Se agruparon en otro conglomerado (Fig. 3).

Por otra parte, seguin lacantidad de proteinas delasbandas
se encontré que tanto el nivel de desarrollo del insecto (factor
estado) como la alimentacion recibida (factor especie)
influyeronen el areadelasPM (F=8,599; g.1.=2; P<0,05).
Las PM de las larvas presentaron un &rea mayor que las
correspondientes alos adultos, |0 que se debe aquelaslarvas
tuvieron mas cambios en su composicion proteica. Respecto a
las especies, laslarvas alimentadas con E. robusta presentaron
lamayor cantidad de proteinas, con una media diferente ala
delasalimentadas con las otras dos especies de eucalipto bajo
estudio; lasdiferenciasdelaslarvasalimentadas con E. robusta
se relacionan con la cantidad de proteinas que varié en las
alimentadas sobre esta especie, especia mente en los extractos
asociados a larvas. Hubo diferencias en las PM, en funcion
tanto del estado de desarrollo (larva o adulto) como de la
alimentacion recibida por los insectos, y las mayores
modificaciones ocurrieron producto de laaimentacion con E.
robusta (Chi2 calculado = 5,23, g.1. =1, P=0,05; F=8,0; g. .
=2; P<0,05).

Como se observa en la Figura 2, los adultos alimentados
con E. robusta tuvieron |os mayores cambios en composicion
proteica, mientras que los alimentados con E. globulus y E.
camaldulensis presentaron unavariabilidad mucho menor. De
lasproteinasquevariaron, tres se presentaron solo en E. robusta
(proteinas 20, 26 y 34), unaapareci6 solamenteen E. globulus
(16), y una fue exclusiva de E. camaldulensis (24); estas
proteinas serian (tiles en la identificacion de adultos a nivel
proteico, permitiendo discriminar quétipo de alimentacion han
recibido. Las proteinas 26 y 33, exclusivas de E. robusta,
podrian usarse para inferir los cambios en la composicion
guimicadelaslarvasy adultos de G scutellatus causados por
su alimentacién sobre las plantas de esta especie.

Laausenciadelas proteinas 14 (E. camaldulensis), 17 (E.
globulus), 25 (E. globulus) y 27 (E. camaldulensis) en adultos



Figura 2. Representacion idealizada de las proteinas marcadoras de
acuerdo con el estado de desarrollo de G. scutellatus y la alimentacion
recibida. G = E. globulus, R = E. robusta, C = E. camaldulensis, L =
larvas, A = adultos. PM = estandar de masa molar (kDa). Las lineas
horizontales corresponden a bandas de proteinas, numeradas segin su
orden de aparicion en €l gel.

(Fig. 2) estambién un indicador de los cambios bioguimicos
del insecto a causa de su aimentacion, y a igua que las
proteinas que se presentan exclusivamente en un extracto,
podrian usarse en su identificacion.

La distribucion proteica de los adultos en funcion de la
alimentacién recibidano fue diferente (Chi? calculado = 5,23,
g.1.=2,P=0,05),loquesedebeaqued 37,5% delas proteinas
difirio entre los extractos. Cuando la prueba se aplico sdlo a
las PM, se encontraron diferencias entre los extractos (Chi?
calculado = 14,24, g. . = 2, P = 0,05), las que se relacionan
con el nimero de proteinas que vario enlos adultos alimentados
con E. robusta, yaquelosextractos proveni entes delosinsectos
alimentados con las otras dos especies tuvieron la misma
cantidad de PM.

Al observar la participacion porcentual de las proteinas
respecto al arearelativade losgeles (Fig. 4), laproteina uno,
proveniente de los extractos de larvas, presento el areamayor
(14,47%), seguida de las proteinas 23 (9,65%) y 30 (8,79%).
Estas bandas se presentaron en todos los extractos,
independientemente de la alimentacion. Las bandas restantes
tuvieron cantidades de proteinas inferiores a 5%. Otro hecho
importante esquelasPM delaslarvastuvieron reassimilares
alasquenolofueron, con porcentajes que oscilan desde 1,38%
en labanda 11 hasta 4,19% en la 27. Esto indica que a pesar
gue no estuvieron presentes en todas | as especies, |a cantidad
de proteinas en estas bandas no fue despreciable.

El area de las proteinas de las larvas difirio significa-
tivamente y la interaccién entre las proteinas y las especies
también fue significativa; sin embargo, no hubo diferenciasen
el rea cuando €l factor evaluado fue la especie objeto de
alimento delaslarvas (F = 12,53; g. . = 2; P< 0,05). En los
adultos, la banda 23 tuvo la mayor cantidad de proteinas
(22,06%), seguidadelabandados(8,74%), 1a24 (7,24%) y la
cuatro (7,15%). Respecto de las PM de los adultos, la que
obtuvo el porcentaje mayor fue labanda 21 (5,73%). LasPM
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con el método UPGMA. G = E. globulus, R = E. robusta, C = E.

camaldulensis, L = larvas, A = adultos.

restantes tuvieron valores similares a las que no presentaron
variaciones, o queindicaque su participacion enlosgelesno
fue despreciable.

Segun el andlisisde variacion paralos extractos de adultos
hubo unadiferenciasignificativaentrelas proteinas (F = 28,35;
g.1.=2; P<0,05), relacionadacon su posicion en € gel (masa
molar), y una interaccion entre las proteinas y las especies.
Estos resultados son equivalentes a los obtenidos en los
extractos proteicosdelaslarvas. Por otraparte, hubo diferencia
en las PM de los adultos de G. scutellatus producto de su
alimentacion (F=16,87; g.1. = 2; P<0,05). Lasdiferenciasen
estefactor sedebieron alamayor variacion enlacomposicion
proteica de los adultos cuando se alimentaron con E. robusta,
ya que las otras dos especies tuvieron e mismo nimero de
PM.

Lapresenciao ausenciade bandasen los extractos proteicos
de G scutellatus puede deberse ala composicion quimica de
las hojas, o que hace que el insecto reaccione ante la
alimentacion recibida (Dermott et al. 1996). En este sentido,
la constitucion de los aceites esenciales en las especies de
Eucalyptus puede causar diferencias en la susceptibilidad al
dafio de un insecto en particular, las que pueden verserefl gjadas
en la composicién quimica de los insectos (Floyd y Foley
2001). Kessler y Baldwin (2002) indican quelafuncion delos
metabolitos secundarios de las plantas es actuar especifica
mente contralainfestacion deinsectos, haciendo que sereduzca
su dafio. Por lo tanto, estos elementos podrian estar influyendo
también enlacomposicion protei caencontradaen losextractos.

Conclusiones

Este estudio contribuye al Manejo Integrado de Plagas de este
insecto, a través del conocimiento de la composicion de las
proteinas de G. scutellatusalimentados con diferentes especies
de eucalipto, obteniendo proteinas marcadoras paralaslarvas
y adultos. Estas proteinas estén asociadas posiblemente con
patrones metabdlicos relacionados con el consumo de las
plantashospederas. Loscambiosen ladietadel insecto podrian
estar asociados con las proteinas marcadoras, indicando una
habilidad diferente de G scutellatus parapoder usar las plantas
hospederas.
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8 1,12%
9 2,21%
10 0,87% *
u 1,23% 24 7,24% *
12 2,07% *
13 2,97% *
14 0,56%

Figura 4. Participacién porcentual de las proteinas asociadas a larvas y adultos de G. scutellatus en funcién del arearelativa, considerando las tres
especies de eucaliptos estudiadas. L as lineas horizontales corresponden a bandas de proteinas, numeradas seglin su orden de aparicion en el gel. Las

bandas con asteriscos son las proteinas marcadoras.
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