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Resumen

Los repelentes son sustancias, en general volatiles, que generan en el insecto la
evitacion de la fuente emisora del compuesto. Varias sustancias pueden cumplir esa
funcion y pueden ser de origen sintético o botdnico. En este trabajo se estudio la
repelencia causada por DEET, IR3535, geraniol y acetato de mentilo en machos adultos
de B. germanica. Se utilizd un protocolo de exclusion espacial, donde una mitad de la
arena fue impregnada con una solucion en acetona de alguna de estas sustancias, mientras
que la otra fue impregnada con acetona sola. Los resultados mostraron que s6lo la DEET
y el geraniol tuvieron un efecto repelente en estos insectos. También se estudio si la
exposicion previa a una de estas sustancias afectaba la repelencia de las otras. Se observo
que la exposicion previa al geraniol produjo una disminucion en la repelencia ocasionada
por la misma sustancia, pero no modificé la repelencia por DEET, indicando que estos
compuestos interactuarian con diferentes receptores en las células olfativas. Mas aun, se
observé que la exposicion previa a IR3535 o acetato de mentilo redujo la repelencia por
DEET o geraniol, respectivamente a pesar de que estos compuestos no produjeron
repelencia en B. germanica. Este resultado refuerza la hipdtesis de la existencia de
diferentes vias de recepcion para compuestos naturales y sintéticos en las neuronas
olfativas de B. germanica. Finalmente, se estudio el comportamiento de los insectos en
una arena en cuyo centro habia una fuente de alimento rodeada por un perimetro tratado
con geraniol. Se observo que los insectos tardaron mas en explotar la fuente e ingirieron
menos alimento en presencia del repelente. De esta manera, el geraniol actu6 como un

buen agente de exclusion espacial, alin en presencia de compuestos atractantes.



Introduccion

Sistema sensorial

Los insectos, al igual que el resto de los animales, se comunican con el mundo que los
rodea por medio del sistema sensorial. Diferentes estimulos que llegan desde el ambiente,
son recibidos por los 6rganos de los sentidos y son procesados por el sistema nervioso
central. Como consecuencia, se generan respuestas comportamentales asociadas a cada

estimulo.

Dependiendo del tipo de estimulo que reciba un insecto, el sistema sensorial se puede
clasificar en: vision (ojos y ocelos), olfato (antenas), gusto (piezas bucales),

mecanorrecepcion (cercos y resto del cuerpo) (Cribb & Merritt, 2013).

Quimiorecepcion

Para detectar los compuestos quimicos presentes en el ambiente, los animales han
desarrollado sistemas sensoriales especializados. La deteccion de compuestos quimicos
se denomina quimiorrecepcion. De acuerdo al modo de deteccion y al estado de la
molécula, pueden categorizarse en olfato, si el compuesto es volatil y es reconocido por
via aérea, o0 gusto, si la sustancia esta en solucion y la deteccion se da por via de contacto

(Cribb & Merritt, 2013).

La quimiorecepcion es llevada a cabo por organos llamados sensilias, estructuras
sensoriales que surgen de la especializacion de la cuticula y la epidermis. Externamente
las sensilias pueden adoptar distintas formas, visibles al microscopio (Schenk 1903),
siendo la mas comun aquella con forma de pelo llamada tricoide. Por otra parte, la
variedad morfologica de las sensilias tiene relacion con su funcion especifica. Las
sensilias olfativas por ejemplo, suelen ser tricoides y poseen numerosos poros que
permiten la entrada de volatiles. A su vez, estos poros estan recubiertos de una secrecion
lipidica que ayuda a la entrada de estos compuestos, ya que la mayoria de los odorantes
son lipofilicos. Internamente, las sensilias poseen un arreglo de tres neuronas bipolares

llamadas Neuronas receptoras olfativas (ORN por sus siglas en inglés “Olfactory



Receptor Neuron™) que tienen receptores en su membrana y se inervan cuando entran en
contacto con la molécula de olor. Cada una de las ORN posee un nicleo redondo y un

soma elipsoidal (Keil, T. A., 1999; Cribb & Merritt, 2013).

Otros tipos de sensilias olfativas menos comunes son las basiconicas y las placodeas.
Las basiconicas, a diferencia de las tricoideas, son de menor longitud y tienen una punta
mas redondeada, pero presentan numerosos poros. Estan presentes en los palpos labiales
de los lepidopteros y en los palpos maxilares de los mosquitos. Se vio que, en ambos
grupos de insectos, las sensilias basiconicas tienen una célula receptora sensible a los
cambios en la concentracion de CO, ambiental (Bogner et al. 1986; Grant et al., 1995).
Por otra parte, las sensilias placodeas consisten en un delgado disco cuticular recubierto
por numerosos poros. Por debajo de ese disco se encuentra una voluminosa cavidad donde
se proyectan las dendritas de varias neuronas. Lacher (1964) descubrié la funcion

olfatoria de estas sensilias en abejas.

Transduccion de sefial quimica

Para ingresar a la sensilia, los odorantes se disuelven en la epicuticula y después son
transportados a través de la hemolinfa en el interior de la sensilia hasta los Receptores
Olfativos (OR por las siglas en inglés “Olfactory Receptor’) ubicados en las dendritas de
las ORNs. Dada su naturaleza lipofilica, las moléculas de olor no pueden disolverse en la
hemolinfa y llegar hasta los receptores. Este transporte es asistido por una proteina
chaperona llamada Proteina Ligadora de Odorantes (OBP por las siglas en inglés
“Odorant Binding Protein”). Esta serie de procesos de transporte desde el ingreso de la
sustancia a la sensilia hasta la molécula receptora, se conoce en general como “eventos
perireceptores”. Una vez que se produce la union de los OR con su ligando (el odorante),
se desencadena la transduccion del estimulo olfativo mediante una cascada de segundos
mensajeros. Esto implica la conversion de la energia quimica del odorante en energia
eléctrica para la transmision del impulso nervioso. Se sospecha que el complejo OBP-
odorante desencadena cambios conformacionales en el receptor, que facilitan la union
con el ligando y posibilitan su activacion. La interaccion entre el ligando y el receptor
produce la activacion de la Proteina G y ésta, una cascada de sefializacion que finaliza

con el aumento de IP3 (InositolTrifosfato) o AMPc (Adenosinmonofosfato ciclico) en el



interior de la neurona. Esto finalmente produce una diferencia de potencial entre ambos

lados de la membrana (Cribb & Merritt, 2013).

Al igual que las sensilias olfativas, las gustativas también son tricoideas, pero
presentan un solo poro en el extremo apical. En el interior hay entre 2 y 4 neuronas que
se inervan en presencia de una sustancia en solucion. Las sensilias gustativas pueden estar
presentes en las piezas bucales, en los tarsos e incluso en el ovipositor. La entrada de los
compuestos quimicos a la sensilia es facilitado por un fluido viscoso que rodea a las
dendritas y es exudado por el poro terminal de la sensilia. Hasta el momento poco se sabe
sobre los eventos perireceptores en las sensilias gustativas (Cribb & Merritt, 2013; Stengl

et al., 1999).

Especificidad de la respuesta

Las neuronas quimiorreceptoras pueden responder al estimulo en un rango de
concentraciones que generalmente abarca mas de 2 o 3 6rdenes de magnitud. Por otro
lado, existe un umbral de concentracion por debajo del cual estas neuronas no muestran

actividad.

Tanto las células olfativas como las gustativas responden a una variada gama de
concentraciones del estimulo, pero tienden a ser mucho mas sensibles frente a compuestos
de relevancia ecologica. Por ejemplo, las células especializadas en la recepcion de olores
muy relevantes, como las feromonas sexuales en Lepidopteros o el CO2 en Triatominos,
pueden detectar cantidades infimas de estos compuestos en el ambiente. A su vez, estas
células especializadas en lepiddpteros pueden desensibilizarse si la concentracion del
estimulo es muy grande (Kuenen & Baker, 1981). Los insectos ademas, son capaces de
detectar estos olores dentro de un contexto ambiental con muchos olores de baja

relevancia (Cribb & Merritt, 2013).

Muchos olores relevantes en la naturaleza estan constituidos por una mezcla de
compuestos. En esos casos, el sistema olfativo de los insectos es capaz de identificar la
proporcioén exacta de cada componente, y s6lo esa mezcla es la que desencadena la

respuesta comportamental asociada (Cribb & Merritt, 2013).

Otro factor que afecta la sensibilidad de las células quimiorreceptoras a determinados

gustos u olores es el estado fisioldgico en el cual se encuentra el insecto, tal como el



estado reproductivo, el estado nutricional, el momento del ciclo de muda, la edad o el

momento del dia (Cribb & Merritt, 2013).

Proyecciones al Sistema Nervioso Central

Las neuronas olfativas proyectan sus prolongaciones o axones en los [lobulos
antenales, un area ubicada en la zona media del cerebro de los insectos o deuterocerebro.
Cada lobulo posee agrupaciones complejas de forma esférica llamadas glomérulos. Alli
se produce el primer procesamiento de la informacion olfativa a nivel central.
Generalmente, aquellas neuronas que responden a un mismo perfil olfativo envian su
informacion a un mismo glomérulo. La estructura y complejidad de estos glomérulos
puede variar entre especies y el sexo del insecto (Cribb & Merrit, 2013; Anton &

Homberg, 1999).

A pesar de la especificidad del procesamiento de la informacion de los olores, el
sistema nervioso de los insectos tiene cierta flexibilidad y pueden ocurrir modificaciones
mas o menos permanentes asociadas a la experiencia. Algunos insectos pueden aprender
areconocer olores asociados al alimento, y cambiar el comportamiento asociado a un olor
de acuerdo a la experiencia. Esto se observé en la polilla Helicoverpa armigera cuando

forrajea sobre las flores (Cribb & Merrit, 2013).

Adaptacion sensorial

En la naturaleza, los insectos estan expuestos a diferentes estimulos. La exposicion
prolongada a un determinado estimulo puede producir cambios neuronales tanto a nivel
periférico como central, afectando la sensibilidad de la célula, que se traducen en
modificaciones en el comportamiento asociado a dicho estimulo. Esta capacidad de las
neuronas de ajustarse a los estimulos recibidos se llama plasticidad neuronal. Un caso de
plasticidad neuronal es la adaptacion sensorial, que consiste en la variacion de la
sensibilidad del sistema sensorial a diferentes intensidades del estimulo (Stengl et al.,

1999).

Zufall, F., y Leinders-Zufall, T. (2000) describen diferentes formas de adaptacion,

basandose en lo observado en las ORNs del epitelio olfativo de vertebrados: adaptacion



de corto término (STA por sus siglas en ingles “Short-Term Adaptation™),
desensibilizacion y adaptacion de largo término (LLA por sus siglas en ingles “Long-
Lasting Adaptation”). La STA se produce cuando un estimulo es presentado 2 veces
dentro de un intervalo corto (100 mseg.). En ella se vio que en la segunda presentacion
del estimulo, la respuesta neuronal evocada era menor. La actividad neuronal en respuesta
al segundo estimulo iba aumentando conforme aumentaba el intervalo entre estimulos.
La respuesta original se recuperaba cuando los estimulos se presentaban con intervalos

mayores a 10 segundos.

Por su parte, la desensibilizacion se produce cuando el estimulo es presentado por un
tiempo prolongado, y como consecuencia hay una reduccion de la respuesta neuronal. A
diferencia de la STA, la desensibilizacion requiere un mayor tiempo para la recuperacion

de la respuesta original.

Por ultimo, en la LLA, luego de la presentacion breve de un estimulo, se produce una

reduccion de la respuesta neuronal mas persistente que en los fendmenos anteriores.

Hay evidencia de que estos procesos dependen de la acumulacion de Ca®" intracelular
debida a la interaccion del estimulo con el receptor. El Ca?" actia sobre diferentes blancos
celulares y puede desencadenar cascadas de transduccion alternativas, que llevan a una
disminucion en el potencial de la neurona. Por ejemplo, el Ca** intracelular activa la 6xido
nitrico sintasa (NOS, por sus siglas en inglés Nitric Oxide Synthase) favoreciendo la
sintesis de 6xido nitrico (Stengl et al., 1999). Asi, el 6xido nitrico produce un aumento
en la concentracion intracelular de GMPc, por estimulacion de la Guanilato ciclasa
soluble. A su vez, el aumento de GMPc activa cascadas de fosorilacion que finalizan en
la disminucion del potencial eléctrico de la neurona ante un estimulo. Entonces la
respuesta al olor se atentia y la curva intensidad del estimulo - respuesta se corre para la
derecha (Zufall & Leinders-Zufall, 2000). De esta manera, frente a un mismo estimulo la
neurona sensorial puede activar diferentes vias, dependiendo de la concentracion del

estimulo o de la experiencia previa.

Boyle & Cobb (2005) observaron que la respuesta a compuestos orgdnicos de cadena
carbonada de diferente longitud variaba segun la pre-estimulacion con estos compuestos,
en larvas de Drosophila melanogaster. Ellos descubrieron que las larvas identificaban
individualmente cada compuesto y que la respuesta de atraccién no dependia del largo de

cadena. A su vez, cada patron de respuesta se vio modificado por la estimulacion previa



con el mismo u otro compuesto. En otro trabajo realizado en D. melanogaster, se vio que
el tiempo de exposicion y el aumento en la concentracién de un compuesto podria reducir

y hasta suprimir la respuesta de las larvas al mismo o a otro compuesto (Dalton 2000).

Repelentes

Un repelente de insectos es una sustancia que en su fase vapor genera en el insecto
movimientos orientados en contra de la fuente emisora del mismo (Dethier et al., 1960;
Barton Browne, 1977; Miller et al., 2009). Estos compuestos son detectados
fundamentalmente por el sistema olfativo del insecto (Bohbot & Dickens, 2012). La
respuesta de repelencia estd conservada en un gran numero de especies de insectos, tanto

hematofagas como no hematodfagas.

Un compuesto quimico en cambio, puede actuar como un excito-repelente cuando al
aplicarlo sobre la piel del hospedador o sobre otra superficie, provoca un aumento en la
actividad locomotora del insecto (Alipour et al., 2013, Diotaiuti et al, 2000). Como
consecuencia de esto, los insectos terminan alejandose de la fuente de emision del

compuesto de manera no orientada.

Los repelentes llegaron al mercado como agentes de proteccion personal contra las
picaduras de insectos hematdfagos, y adicionalmente contra la transmision de
enfermedades en el caso de las especies vectores. Sin embargo ha sido comprobada la
eficacia de varias sustancias repelentes también contra especies no hematofagas. Al dia
de hoy, el uso de repelentes en especies no hematdfagas tiene como funcion la exclusion
espacial, que implica el alejamiento de la plaga del 4rea que se desea proteger. Su
aplicacion por si sola no alcanza para el control pero se plantea como una medida
complementaria junto con otras herramientas en un contexto de manejo integrado de

plagas.

Repelentes sintéticos

Durante las primeras décadas del siglo XX, en Estados Unidos y Europa las fuerzas

armadas invirtieron un gran esfuerzo en la busqueda de compuestos sintéticos con



propiedades repelentes dado que muchas de las bajas ocurridas en los ejércitos durante
las guerras eran debidas a enfermedades transmitidas por picaduras de insectos (Moore
& Debboun, 2007). Los primeros compuestos para este fin fueron desarrollados entre
1929 y 1937, hasta que en 1946 se descubrieron las propiedades repelentes de la N,N-
dietil-3-metilbenzamida (DEET, Figura 1). Su patentamiento y posterior comercializacion
en 1956 revolucion6 el mercado de los repelentes por su efectividad, persistencia y

relativamente baja toxicidad en los humanos (Frances & Strickman, 2007).

)
HBC\I\A;I)LN /"“\GHS
L11'3H:3;
Figurai. Estructura quimica de DEET.

La efectividad de la DEET ha sido probada en un gran nlimero de especies de insectos,
tanto hematdfagas como no hematofagas. Ademas, es efectivo contra otros artrépodos
como acaros de la familia Ixodidae, y previene la adherencia de sanguijuelas y la
penetracion a través de la piel por parte de trematodos del género Schistosoma (Frances

& Strickman, 2007; Strickman et al., 2009).

A pesar del uso difundido de la DEET como principio activo de la mayoria de los
repelentes comerciales desde la década del 1950°, su modo de accion se desconocio
durante muchos afios. Una de las teorias mas difundidas sostenia que este compuesto
interferia en la recepcion de olores provenientes del hospedador en hematdfagos,
generando una desorientacion en el insecto (Mclver 1981). También se observd
recientemente en D. melanogaster que la DEET interfiere en la interaccion de las
moléculas de olor con sus receptores (Ditzen et al., 2008). Sin embargo, muchos otros
estudios muestran que la DEET tiene una capacidad repelente per se. Se ha demostrado
que la DEET es capaz de repeler a ninfas de las vinchucas R. prolixus y T. infestans en
ausencia de otros estimulos (Alzogaray et al., 2000; Sfara et al., 2006; Sfara et al., 2008).
Ademés, la aplicacion de N-etilmaleimida, un bloqueador general de la quimiorrecepcion,
disminuyo la repelencia por DEET en ninfas de 7. infestans tratadas con este compuesto

(Alzogaray et al., 2000). En la ultima década, otros estudios midieron la respuesta



eléctrica de las antenas de diferentes especies de insectos expuestos a DEET,
evidenciando que se comporta como una molécula de olor (Syed & Leal, 2008; Sfara et
al., 2016). Ademas, se ha comprobado que también es repelente de especies no
hematofagas, lo cual es una evidencia a favor de que la capacidad repelente de la DEET
no estd asociada a su interferencia con la recepcion de otros estimulos (Reeder et al.,

2001; Sfara et al., 2013; Sfara et al., 2016).

Desde el punto de vista molecular, se encontré6 que algunas sustancias repelentes
interactuaban con los ORs como agonistas o antagonistas. Un agonista es una sustancia
que genera una respuesta similar a la respuesta producida por la sustancia fisioldgica,
mientras que un antagonista es una sustancia que bloquea a los receptores. Por un lado,
se vio que la DEET, en ausencia de otros estimulos, activd a un receptor que se expresa
en la antena de larva de Anopheles gambiae. Esto sugiere que este repelente tiene un
efecto agonista sobre el receptor (Xia et al., 2008). En D. melanogaster, por el contario,
se encontr6d que la DEET inhibia la activacion de receptores por los odorantes (Ditzen et
al., 2008). El IR3535, por su parte, no mostro efectos agonistas sobre receptores de D.
melanogaster (Bohbot et al., 2011).

Otro repelente sintético que se ha popularizado en los tltimos afios es el IR3535. Este
es el codigo utilizado por Merck and Company para nombrar al etil-butil-acetil-
aminopropionato (Figura ii). Es un compuesto sintético que deriva de la B-alanina, un
aminoacido natural. En Estados Unidos fue introducido en el mercado en 1999, aunque
ya se utilizaba en Europa desde mediados de la década del *80. Existe una gran cantidad
de estudios que sostienen que posee un rango de efectividad mayor que la DEET (Puccetti
et al., 2007). Por ejemplo, productos con 20% de IR3535 han mostrado ser eficaces por
mas de 8 horas contra picaduras de insectos. Sin embargo, en mosquitos se vio que a
concentraciones equivalentes, la efectividad del IR3535 resulto ser entre 10 y 20% menor
que la de la DEET (Fradin & Day 2002; Goodyer et al., 2010). Por otro lado, hay
evidencia que muestra que este compuesto es efectivo contra artropodos que no son
repelidos por la DEET, como las garrapatas y el piojo de la cabeza, y ademads protege
contra picaduras de abejas y avispas (Cilek, 2002; Buczek, 2002; Strickman, 2015). El
IR3535 entonces, es un buen repelente de amplio espectro, efectivo incluso contra

especies que no son sensibles a la DEET, pero es menos eficaz que ésta contra mosquitos.
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Figura ii. Estructura quimica de IR3535

Todavia no hay informacion publicada sobre el efecto del IR3535 en B. germanica,
aunque se sabe que tiene efecto repelente sobre las ninfas de esta especie a

concentraciones elevadas (datos no publicados).

Repelentes naturales

Las plantas aromaticas pueden sintetizar compuestos quimicos con propiedades
insecticidas o repelentes como un mecanismo de defensa contra el ataque de insectos
herbivoros o fitofagos (Gatehouse 2002). Estos compuestos constituyen mezclas llamadas
aceites esenciales que son las responsables del olor distintivo de las diferentes plantas.
Los componentes de estos aceites son mayormente volatiles y son productos secundarios
de reacciones metabolicas en las células vegetales. Considerando su estructura quimica
se pueden agrupar en 5 categorias: Nitrogenados, Terpenos, Fenoles, Proteinasas
inhibidoras y Reguladores de crecimiento (Moore 2015). Los terpenos se caracterizan por
derivar de la formula del isopreno: CsHs. Segun la longitud de la cadena, los terpenos se
clasifican en diferentes grupos, entre los cuales los monoterpenos presentan la cadena de
mayor longitud. Se sabe que muchos monoterpenos presentan propiedades repelentes e

insecticidas.

El geraniol es un alcohol monoterpeno que esta presente en pequefias cantidades en la
rosa, la palmarosa, la citronela, el geranio, el limén y en otros aceites esenciales. Se
caracteriza por tener un aroma similar a la rosa, y cominmente se lo utiliza en la industria
de los perfumes (Chadha & Madyastha, 1984). En el tejido vegetal existen dos vias de

biosintesis para este compuesto que no son excluyentes (Jager, 2010).

El acetato de mentilo es otro monoterpeno producto de la esterificacion del mentol. Es
uno de los componentes del aceite de menta (Menta piperita) constituyendo entre el 2 y

el 10% de esta sustancia (Singh Rathore et al., 2017).
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Figura iii. Estructuras quimicas del Geraniol (derecha) y del Acetato de Mentilo (izquierda).

La mayoria de los monoterpenos tienen una baja toxicidad en mamiferos y se degradan
rapidamente en el ambiente (Isman 2000). Debido a estas caracteristicas, han sido
considerados en los ultimos afios como una alternativa ambientalmente limpia y segura

para el control de plagas.

Antecedentes

Observaciones realizadas sobre el comportamiento de B. germanica y R. prolixus
mostraron que la respuesta de repelencia de la DEET puede cambiar debido a la
experiencia. En el caso de B. germanica, la exposicion previa de machos adultos a DEET,
produjo un aumento en la repelencia ocasionada por el mismo compuesto (Sfara et al.,
2016). Por el contrario, en ninfas de R. prolixus se vio que la repelencia a DEET disminuia
luego de la exposicion previa al mismo repelente (Sfara ef al., 2011). En ambos casos,
estas modificaciones en la repelencia fueron transitorias, recuperando la respuesta normal
luego de 20 min. Resultados similares también se encontraron en mosquitos de la especie

Ae. aegypti (Stanczyk et al., 2013).

Ademas del efecto repelente, la DEET puede tener efectos toxicos sobre el sistema
nervioso de insectos. Recientemente se demostrd que inhibe la acetilcolinesterasa de

insectos (AChE) (Corbel et al. 2009).

Como evidencia de este efecto toxico, se han observado modificaciones en la actividad
locomotora de B. germanica y R. prolixus como sintomas de intoxicacion. En el caso de

R. prolixus la exposicion a concentraciones altas de DEET produjo un aumento en la
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actividad locomotora de las ninfas de esta especie (Sfara et al., 2008). Los autores
consideraron que la hiperactividad observada no estaba vinculada con el fendmeno de
repelencia, ya que ambos efectos se manifestaron a diferentes umbrales de concentracion.

En el caso de B. germanica, se observé una disminucion de la actividad locomotora de
machos de esta especie como consecuencia de la exposicion previa a concentraciones
altas de DEET (Sfara et al., 2013). En este caso los autores también consideraron que el
efecto observado era una manifestacion del proceso de intoxicacion mas que un efecto
arrestante provocado por un compuesto percibido por via sensorial, ya que la disminucion

de la actividad locomotora se produjo luego y no durante la exposicion a la sustancia.

En cuanto a los efectos de los compuestos naturales, la efectividad de los aceites
esenciales como repelentes e insecticidas ha sido estudiada en B. germanica. Liu et al.
(2011) reportaron que 8 aceites esenciales de hierbas medicinales chinas tenian efecto
repelente sobre ninfas de esta especie. También se encontrd que el aceite esencial de
Pogostemon cablin tenia efecto repelente en machos adultos de B. germanica (Liu Q., et

al. 2015).

Tabaru et al. (2005) reportaron que varios extractos de hierbas disueltos en etanol
tenian un alto efecto repelente, pero que fue distinto al efecto del aceite esencial de las
mismas hierbas. Entre sus resultados, reporté que el extracto de eneldo por ejemplo,
produjo una alta repelencia en B. germanica, mientras que el aceite esencial de la misma

hierba no lo produjo.

Otros autores observaron que el aceite de menta resultd toxico y repelente en B.
germanica, pero estos efectos se produjeron a concentraciones altas (Appel et al., 2001).
Maés aln, en B. germanica los aceites de dos variedades de menta resultaron los mas
repelentes entre 96 aceites esenciales probados en esta especie (Inazuka 1982). El aceite
de menta se propone como una buen alternativa para el control de plagas, dada su baja

toxicidad en mamiferos y su baja persistencia en el ambiente.

El geraniol también demostrd ser un compuesto eficaz como repelente en varias
especies de artropodos. El aceite de citronela que contiene geraniol, es un repelente tan
efectivo como la DEET en varias especies de mosquitos (Maia ef al., 2011). Ademas, el
aceite de geranio en formulaciones comerciales también resulto efectivo contra los dcaros

de la especie Ixodes ricinus (Jaenson et al., 2006).
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Estudios recientes informaron sobre el efecto repelente del geraniol y del acetato de
mentilo en ausencia de otros estimulos en B. germanica y R. prolixus. Ambos
monoterpenos resultaron efectivos repelentes en ninfas I de B. germanica y ninfas V de
R. prolixus (Alzogaray et al., 2013; Lutz et al., 2014). En cuanto a la cuantificacion de la
repelencia, ambos estudios coincidieron en que el geraniol tuvo un mayor efecto repelente
que el acetato de mentilo. En el caso de R. prolixus, la repelencia se vio modificada si los
insectos eran expuestos previamente a alguno de estos compuestos. La exposicion previa
con acetato de mentilo o geraniol provocd una disminucién en la repelencia ocasionada
por las mismas sustancias. Del mismo modo, la pre-exposicion a una de ellas disminuy6

la repelencia ocasionada por la otra (adaptacion cruzada).

Objetivos

El objetivo general de este trabajo es estudiar en forma comparativa la repelencia
potencial de dos sustancias sintéticas y dos compuestos naturales de conocido efecto
repelente en varias especies de insectos, en B. germanica. También se analizaran los
efectos de la exposicion prolongada a estos compuestos sobre la sensibilidad del sistema

olfativo de estos insectos.
Los objetivos especificos son:

» determinar cuantitativamente la repelencia de las 4 sustancias;

» determinar si la exposicion previa prolongada a una de estas sustancias afecta la
repelencia producida por la misma u otra de las sustancias en estudio;

» estudiar el comportamiento del insecto en el contexto de la competencia entre los

estimulos atractantes de una fuente de alimento y el efecto repelente del geraniol.

Hipotesis

Hipotesis 1. las sustancias sintéticas y los compuestos naturales estudiados generan

repelencia en adultos de B. germanica.
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Hipotesis 2: la exposicion prolongada a estos compuestos modifican la sensibilidad
del sistema olfativo, afectando asi el comportamiento de los insectos en respuesta a estos

olores.

Hipotesis 3: el efecto repelente del geraniol es mayor que el estimulo atractante de una
fuente de alimento, disminuyendo asi el consumo y aumentando el tiempo hasta llegar a

la fuente de alimento.
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Materiales y métodos

Material bioldgico

Se utilizaron insectos adultos de B. germanica de 2 a 5 dias de edad desde la muda,
pertenecientes a una colonia mantenida en nuestro laboratorio en condiciones controladas
de temperatura y fotoperiodo (23 °C; 12:12 hs. luz:oscuridad). Las cucarachas se criaron
en jaulas de plastico de 20 x 20 x 20 cm donde todos sus estadios permanecieron juntos,

y se los alimentd con balanceado de conejo y agua ad libitum.

Quimicos

Se utilizaron los repelentes sintéticos N, N-dietil-3-metilbenzamida (DEET) 97%
(Aldrich, Milwaukee, Wi, USA), e IR3535 con 99,6% de pureza (Sigma-Aldrich,
Milwaukee, USA).

Se utilizaron también los monoterpenos acetato de mentilo y geraniol (Friztche
SAICA, San Fernando, Argentina; Sigma, Milwaukee, EUA) como repelentes de origen
natural. El solvente utilizado para la preparacion de todas las soluciones fue Acetona

(Merck, Darmstadt, Alemania).

Repelencia

Para la determinacion de la repelencia se utilizé un “protocolo de exclusion espacial”.
Un papel de filtro circular de 11 cm de didmetro fue cortado en mitades. Una mitad fue
impregnada con 0.35 ml de acetona y la otra con 0.35 ml de una solucion de cada repelente
en acetona. Después de que se evaporara el solvente, se unieron ambas mitades y se
colocaron en la arena. Para impedir que los insectos salieran de la arena, se coloc6 un aro
de vidrio (4.5 cm de alto y 9 cm de didmetro) sobre el papel de filtro. A su vez, la arena
se ubico en un gabinete cerrado para aislarla de estimulos externos, como luz o corrientes

de aire. Al momento de medir, se coloco un insecto en el centro de la arena y se determino
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el tiempo que permanecia en la zona impregnada con el repelente, durante 5 min. (300
seg.). La distribucion espacial de los insectos durante el experimento se observo mediante
una camara de video ubicada dentro del gabinete y conectada a una computadora. Para
asegurar que los posibles cambios en la distribucion se debian al efecto del repelente, se
realizaron experimentos control donde ambas mitades del papel de filtro fueron
impregnadas solo con acetona. Los resultados fueron expresados como un Coeficiente de
Distribucién espacial (CD= [Tiempo total-Tiempo medido]/Tiempo total). El CD varia
entre 0 (méaxima atraccion) y 1 (maxima repelencia). Un CD=0,5 indica que el insecto

ocup6 de manera indistinta ambas areas (distribucion al azar).

El gabinete para comportamiento de insectos consiste en un recinto cerrado de 1m x
0,80 m x 0,80 m, dentro del cual se coloca la arena experimental (Figura iv). Los
movimientos del insecto se registraron por medio de una cdmara de video colocada dentro
del gabinete y conectada a una computadora mientras que el insecto quedaba aislado de

los estimulos externos.

Se realizaron de 15 a 20 réplicas independientes.

Figura iv. Dispositivo usado para los ensayos experimentales. a) La cdmara se encuentra conectada a
una computadora ubicada por fuera del gabinete para monitorear el comportamiento de los insectos; b)

La arena experimental y la camara de video se encuentran dentro del gabinete.
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Adaptacion sensorial

Para los ensayos de adaptacion, se utilizaron papeles de filtros de 9 cm de diametro
impregnados con 0,5 ml de una solucion del repelente en estudio. Las concentraciones se
determinaron en ensayos preliminares. Luego de la evaporacion del solvente, el papel se
coloco en un recipiente circular del mismo diametro con tapa. En cada recipiente se
introdujo un insecto macho y se cerr6 herméticamente durante 20 minutos. Una vez
transcurrido ese tiempo, se prosiguid a determinar la repelencia tal como se describio

anteriormente.
Se realizaron los siguientes grupos experimentales:
e Pre-exposicion con IR3535 y repelencia con DEET.
e Pre-exposicion con IR3535 y repelencia con geraniol.
e Pre-exposicion con geraniol y repelencia con geraniol.
e Pre-exposicion con geraniol y repelencia con DEET.
e Pre-exposicion con acetato de mentilo y repelencia con geraniol.
e Pre-exposicion con acetato de mentilo y repelencia con DEET.

Ademas, se realizaron dos grupos control: en uno de ellos se determin la repelencia
de la sustancia en estudio sin exposicion previa, y en el otro los insectos fueron pre
expuestos a papeles impregnados con acetona sola. Se realizaron 15 réplicas

independientes de cada grupo experimental.

Locomocion

Dado que el IR3535 no produjo repelencia en adultos de B. germanica, se decidio
medir la actividad locomotora de estos insectos en contacto con la sustancia con el fin de
determinar otras posibles modificaciones comportamentales asociadas a este compuesto.
Para ello, se utilizaron papeles de filtro de 11 cm de didmetro, previamente divididos en

8 zonas de igual area. Cada papel se impregné con 0,7 ml de solucién del compuesto. Se
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utilizaron las mismas concentraciones que las usadas en los ensayos de repelencia. El
papel de filtro constituyo el piso de la arena experimental. Luego de la evaporacion del
solvente se coloco un insecto en el centro de la arena y se midi6 la cantidad de cruces que

el insecto realizo de una zona a otra durante 5 min.

Ensayos perimetrales

Como ya fue mencionado, la aplicabilidad de los repelentes como herramienta de
control complementaria para insectos no hematofagos, se centra en el fenomeno de
exclusion espacial. Sin embargo, comprobar en el laboratorio que un compuesto es
repelente no garantiza su funcionamiento en el campo, ya que en este contexto el insecto
esta en contacto con una serie de estimulos, y en particular estimulos atractantes, de modo
que el repelente debe ser lo suficientemente eficaz como para poder excluir al insecto de
un area, incluso en presencia de atractantes. Se realizd una serie experimental para
estudiar la eficacia de un repelente en presencia de sustancias atractantes provenientes de
una fuente de alimento. Se utilizaron papeles de filtro circulares de 17,5 cm de didmetro,
en los que se delimité un 4rea en forma de anillo de 70 cm?, a una distancia de 3 cm del
borde de la arena. Dicha area fue impregnada con 0,5 ml de una concentracion de geraniol
seleccionada en base a los resultados obtenidos en los ensayos de repelencia. El papel de
filtro tratado constituyo el piso de la arena experimental que consistid en un recipiente de
acrilico de 15 cm de alto y 17,5 cm de didmetro. En el centro de la arena se colocd una
tapa de vial con 100 mg de pasta de mani como fuente de alimento y se liber6 un macho
de B. germanica. Los controles fueron realizados con en una arena cuya area en forma de

anillo estaba impregnada con acetona sola.

Las cucarachas presentan una tendencia natural de desplazarse en contacto con una
superficie vertical por lo que al ser colocadas en la arena experimental se movilizan al
borde de la misma. De esta manera, el insecto debia atravesar la zona con repelente para
alcanzar el alimento. Al igual que en los experimentos anteriores, la arena se colocd en el
interior del gabinete para comportamiento para aislar al insecto de estimulos externos

durante el experimento.

Se observo el comportamiento del insecto durante 15 min., y se midieron 2 variables:

el tiempo de latencia y la cantidad de alimento ingerida.
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La latencia se definid como el tiempo que tarda el insecto en apoyar sus piezas bucales
sobre el alimento por primera vez. En los casos en que el insecto no llegé a acercar sus
piezas bucales transcurrido el tiempo total de medicion, se considerd una latencia de 15

min.

La cantidad de alimento ingerida en el tiempo experimental se registr6 como la

diferencia en peso del individuo antes y después del ensayo.

Analisis estadistico

Las medias de los CDs, el nimero de cruces, el tiempo de latencia y la cantidad de
alimento ingerida se compararon con ANOVA de un factor y con la prueba de Tukey de

comparaciones a posteriori cuando fue requerido.

También se realiz6 la prueba de t de Student para un pardmetro, para determinar la

significancia de los valores de los CDs con respecto a una distribucion al azar (CD = 0,5).
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Resultados

Repelencia

En primer lugar, se determind la repelencia causada por los repelentes sintéticos DEET
e IR3535 en adultos de B. germdnica de ambos sexos. En el caso de la DEET se observo
en hembras un aumento significativo en los CDs ya a partir de la menor concentracion de
repelente usada (12,5 mg/ml), indicando la ocurrencia de repelencia (p < 0,05; ANOVA
de un factor) (Figura 1). Resultados similares se observaron en un trabajo previo al medir

la repelencia en machos de B. germanica con esta misma sustancia (Sfara et al., 2013).
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Figura 1. Repelencia con DEET en hembras de B. germanica. Medias de CDs medidos para diferentes
concentraciones de DEET. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).
El grupo control fue expuesto a una arena con ambas mitades tratadas con acetona sola. Las barras de
error indican error estdndar.

En la figura 2 se muestran los CDs de machos y hembras de B. germanica expuestos al
repelente sintético IR3535. Se observa que independientemente de la concentracion usada
para los ensayos, no hay efecto repelente por parte del IR3535 tanto en machos como en
hembras. De hecho, para todas las concentraciones estudiadas los CDs no difirieron
significativamente entre ellos ni difirieron de 0,5, lo cual indica una distribucion aleatoria
del insecto en la arena experimental durante el tiempo de medicion (p > 0,05, ANOVA

de un factor y prueba de t de Student para un pardmetro).
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Figura 2. Repelencia con IR3535 en B. germanica de ambos sexos. Medias de CDs medidos para
diferentes concentraciones de IR3535. El grupo control fue expuesto a una arena con ambas mitades
tratadas con acetona sola. Letras iguales indican la ausencia de diferencias significativas entre los
tratamientos (p>0,05). Las barras de error indican error estdandar.

Dado que tanto la respuesta a la DEET como al IR3535 fue similar en ambos sexos,
los siguientes ensayos se realizaron solo con machos, para evitar posibles variaciones en
las respuestas medidas, debidas a factores fisiologicos propios de las hembras, tales como

ciclos de ovulacion, etc.

Se determin6 también la repelencia producida por los compuestos de origen botanico
geraniol y acetato de mentilo. En la figura 3 se observan los resultados obtenidos al medir
la repelencia con acetato de mentilo en machos de B. germanica. De manera similar a lo
que ocurrié con el IR3535, los CDs en las concentraciones utilizadas no difirieron
significativamente entre concentraciones ni de 0,5 indicando que no hay efecto repelente
causado por este compuesto (p > 0,05, ANOVA de un factor y prueba de t de Student

para un parametro).
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Figura 3. Repelencia con Acetato de mentilo en machos de B. germanica. Medias de CDs medidos para
diferentes concentraciones del compuesto. El grupo control fue expuesto a una arena con ambas mitades
tratadas con acetona sola. Letras iguales indican la ausencia de diferencias significativas entre los
grupos (p>0,05). Las barras de error indican error estdndar.

En la figura 4 se muestran los resultados de la repelencia medida con geraniol en
machos de B. germanica. En este caso se observo un efecto repelente dependiente de la
dosis: a mayor concentracion del compuesto utilizado, mayor fue la repelencia (CDs més
altos). También se observaron diferencias significativas entre el control y la menor
concentracion de geraniol usada (10 mg/ml), indicando la manifestacion del fendmeno de
repelencia a partir de esta concentracion (p< 0,05, ANOVA de un factor y prueba de t de

Student para un parametro).
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Figura 4. Repelencia con geraniol en machos de B. germanica. Medias de CDs medidos para diferentes
concentraciones del repelente. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre medias
(p<0,05). El grupo control fue expuesto a una arena con ambas mitades tratadas con acetona sola. Las
barras de error indican error estdndar.
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Adaptacion sensorial

En la figura 5 se muestran los CDs medidos con 100 mg/ml de geraniol luego de la
pre-exposicion de los insectos a 200 mg/ml del mismo compuesto. Para los insectos pre-
expuestos a geraniol se obtuvieron CDs significativamente menores que los obtenidos
para los grupos no pre-expuestos o los que fueron expuestos a acetona sola (p < 0,05,
ANOVA de un factor). La media de los CDs del grupo pre-expuesto a geraniol difiere
significativamente de 0,5, indicando que la repelencia disminuyd como consecuencia de
la exposicion previa, pero no se suprimio totalmente (p < 0,05, prueba de t de Student

para un parametro).
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Figura 5. Repelencia con Geraniol luego de la pre-exposicion al mismo compuesto en machos de B.
germanica. Medias de CDs medidos en respuesta a geraniol después de una exposicion previa de 20 min.
al mismo compuesto. Los grupos control fueron pre-expuestos a acetona sola o no fueron pre-expuestos.
Las letras diferentes indican diferencias significativas entre medias (p<0,05). El asterisco (*) indica
diferencias significativas con un valor de CD=0,5 (p<0,05). Las barras de error indican error estandar.

Por otra parte, cuando se midio la repelencia con DEET luego de una pre-exposicion
a geraniol, no se observaron diferencias significativas entre los CDs de los insectos que

fueron pre-expuestos y los grupos control (p > 0,05, ANOVA de un factor, Figura 6).
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Figura 6. Repelencia con DEET luego de la pre-exposicion a Geraniol en machos de B. germanica.
Medias de CDs medidos en respuesta a DEET después de una exposicion previa de 20 min a geraniol. Los
grupos control fueron pre-expuestos a acetona sola o no fueron pre-expuestos. Las letras iguales indican
la ausencia de diferencias significativas entre medias (p>0,05). Las barras de error indican error
estdndar.

Si bien el IR3535 no resultd ser repelente de B. germanica, se realizd una serie
experimental para determinar si la exposicion a este compuesto podria afectar igualmente
el reconocimiento de otros olores. Se pre-expusieron cucarachas a 200 mg/ml de este
compuesto y luego se midid la repelencia con 100 mg/ml de geraniol (Figura 7) o con

12,5 mg/ml de DEET (Figura 8).

En la Figura 7 se observa que la pre-exposicion a IR3535 no modifico
significativamente la repelencia a geraniol en comparacioén con los grupos control (p >

0,05, ANOVA de un factor).
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Figura 7. Repelencia con Geraniol luego de la pre-exposicion a IR3535 en machos de B. germanica.
Medias de CDs medidos en respuesta a geraniol después de una exposicion previa de 20 min a IR3535.
Los grupos control fueron pre-expuestos a acetona sola o no fueron pre-expuestos. Las letras iguales
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indican la ausencia de diferencias significativas entre medias (p>0,05). Las barras de error indican error
estdndar (p > 0,05, ANOVA de un factor).

En cambio, cuando la repelencia fue medida con DEET (Figura 8), hubo una reduccion
significativa de los CDs entre los insectos que fueron pre-expuestos a IR3535 en
comparacion con los controles (p < 0,05, ANOVA de un factor). La repelencia no se
suprimié totalmente ya que los CDs del grupo pre expuesto a IR3535 difirieron

significativamente de 0,5 (p < 0,05, prueba de t de Student para un parametro).
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Figura 8. Repelencia con DEET luego de la pre-exposicion a IR3535 en machos de B. germanica. Medias
de CDs medidos en respuesta a DEET después de una exposicion previa de 20 min. a IR3535. Los grupos
control fueron pre-expuestos a acetona sola o no fueron pre-expuestos. Las letras diferentes indican
diferencias significativas entre medias (p<0,05). El asterisco (*) indica diferencias significativas con un
valor de CD=0,5 (prueba de t de Student para un pardmetro; p<0,05). Las barras de error indican error
estdndar.

Finalmente se hicieron dos series de experimentos donde se pre-expusieron insectos a
acetato de mentilo. En una, se midié como se afectaba la repelencia con geraniol y en la
otra, como se modificaba la repelencia con DEET. En la figura 9 se observa que la pre-
exposicion a acetato de mentilo redujo significativamente la repelencia ocasionada por
geraniol en el grupo pre-expuesto en comparacion con los controles. Ademas los CDs del
grupo pre-expuesto no difirieron significativamente de 0,5 indicando una disminucion
pero no una supresion del efecto repelente del geraniol luego de la exposicion previa a
acetato de mentilo (p < 0,05, ANOVA de un factor y prueba de t de Student para un

parametro).
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Figura 9. Repelencia con geraniol luego de la pre-exposicién a acetato de mentilo en machos de B.
germanica. Medias de CDs medidos en respuesta a geraniol después de una exposicion previa de 20 min.
a acetato de mentilo. Los grupos control fueron pre-expuestos a acetona sola o no fueron pre-expuestos.
Las letras diferentes indican diferencias significativas entre medias (p<0,05). El asterisco (*) indica
diferencias significativas con un valor de CD=0,5 (prueba de t de Student para un pardmetro; p<0,05). Las
barras de error indican error estdndar.

Por otra parte, cuando se midio la repelencia con DEET luego de la pre-exposicion a
acetato de mentilo no se obtuvieron modificaciones en los CDs del grupo pre-expuesto

en comparacion con los controles (p > 0,05, ANOVA de un factor, Figura 10).

0,9

0,8 a a a
0,7
0.6 B Sin pre-exposicion
0,5 B Pre-exposicién a Acetona
0,4 Pre-exposicion a Acetato de Mentilo (200 mg/ml)

0,3

COEFICIENTE DE DISTRIBUCION

0,2

0,1

Figura 10. Repelencia con DEET luego de la pre-exposicion a acetato de mentilo en machos de B.
germanica. Medias de CDs medidos en respuesta a DEET después de una exposicion previa de 20 min. a
acetato de mentilo. Los grupos control fueron pre-expuestos a acetona sola o no fueron pre-expuestos.
Las letras iguales indican la ausencia de diferencias significativas entre medias (p>0,05). Las barras de
error indican error estdndar.
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Locomocion

La recepcion de un compuesto quimico puede modificar el comportamiento de un
insecto de muchas maneras. A pesar de que la eficacia como repelente del IR3535 ha sido
reportada en varias especies de insectos, no resultd ser repelente en machos de B.
germanica. Por esta razon se estudid si este compuesto desencadenaba alguna otra
respuesta comportamental en esta especie. En este contexto, se realizaron ensayos en
donde se midi6 el nimero de cruces que una cucaracha realizé en una arena experimental
dividida en ocho zonas equivalentes, como método de cuantificacion de la locomocion
del insecto. En la Figura 11 se observa que concentraciones altas de IR3535 no produjeron

efectos significativos en la locomocion de B. germanica (p > 0,05, ANOVA de un factor).
250
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(EN PROMEDIO)
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Control 200 100
CONC. DE IR3535 (EN MG/ML)

Figura 11. Locomocion en machos de B. germanica expuestos a IR3535. Numero de cruces entre zonas
en una arena tratada con diferentes concentraciones de IR3535. En el grupo control se midio el nimero
de cruces en una arena tratada con acetona sola. Las letras iguales indican la ausencia de diferencias
significativas entre medias (p>0,05). Las barras de error indican error estandar.

Ensayos perimetrales

En la Figura 12 se muestra el tiempo de latencia para la localizaciéon de la fuente de
alimento en una arena con un tratamiento perimetral con geraniol. El tiempo de latencia
para la localizacion de la fuente de alimento fue mayor en la arena tratada con geraniol

que en la arena control (p < 0,05, ANOVA de un factor).
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Figura 12. Latencia con y sin tratamiento perimetral con repelente. Tiempos de latencia medios (en
segundos) para la localizacion de una fuente de alimento en presencia de un perimetro tratado con una
concentracion repelente de geraniol (100 mg/ml). Los Controles fueron realizados tratando el perimetro
con acetona sola. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre medias (p<0,05). Las barras
de error indican error estdndar.

Por otra parte, cuando se midi6 la cantidad de alimento ingerida por los insectos
durante el experimento (Figura 13), se observd que cuando el perimetro no estaba
impregnado con el repelente, aumentd el peso de los insectos debido a una mayor ingesta
del alimento. Sin embargo, cuando el perimetro estaba impregnado con geraniol se
observé una disminucién del peso, indicando que los insectos no explotaron la fuente de

alimento en presencia del repelente (p < 0,05, ANOVA de un factor).

DIFERENCIA EN PESO (MG.)

Control Ge

Figura 13.Cantidad de alimento ingerida por insectos expuestos a una arena experimental con y sin
tratamiento perimetral con repelente. Diferencia en peso en mg de insectos antes y después de la
exposicion a una fuente de alimento en presencia y ausencia de un perimetro tratado con repelente. Los
Controles fueron realizados tratando el perimetro con acetona sola. Las letras distintas indican
diferencias significativas entre medias (p<0,05). Las barras de error indican error estdndar.
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Discusion

En este trabajo determinamos el efecto de dos compuestos sintéticos y dos naturales,
reconocidos como repelentes en varias especies de insectos, sobre el comportamiento de
adultos de B. germanica. Observamos que tanto hembras como machos son repelidos de
manera dosis-dependiente por la DEET, pero no por el IR3535. Del mismo modo, se
estudio el efecto de dos monoterpenos, geraniol y acetato de mentilo, observando que el
geraniol es un buen repelente de machos de B. germanica y esta repelencia depende de la
dosis; sin embargo, el acetato de mentilo no produjo ningin efecto sobre el

comportamiento de estos insectos.

Adicionalmente, se determiné que la exposicion previa al IR3535 modificd la
repelencia producida por DEET pero no por geraniol, mientras que la exposicion previa
al geraniol y al acetato de mentilo s6lo modifico la repelencia producida por los
compuestos naturales. Esto indicaria que los compuestos sintéticos y los naturales no

compartirian las vias sensoriales de recepcion.

Repelencia en sintéticos

La repelencia ocasionada por DEET en hembras de B. germanica fue similar a la
observada en machos de la misma especie en un trabajo anterior (Sfara ef al., 2013). El
rango de concentraciones en la que se manifiesta el efecto al igual que su magnitud fue
similar entre sexos, indicando que las diferencias fisiologicas entre machos y hembras no

influyen en el o los blancos de accidn de este compuesto.

En cuanto al IR3535, los resultados mostraron que este compuesto no tiene efecto
repelente sobre adultos de B. germanica. Sin embargo, ensayos comportamentales
realizados en ninfas 1 de B. germanica mostraron la ocurrencia de repelencia a
concentraciones muy altas (datos no publicados). Por otra parte, se midid6 con
electrantenogramas el incremento en la actividad eléctrica de las antenas de machos de
esta especie en respuesta al IR3535, indicando que estos insectos censan la presencia del

compuesto aunque no expresen un comportamiento de repelencia (datos no publicados).
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Por otro lado en este trabajo observamos que la exposicion previa al IR3535 modifico
la recepcion de otro olor, en este caso la DEET, evidenciando que los machos de B.
germanica pueden percibir este compuesto a pesar de no manifestar un comportamiento

asociado conspicuo.

La informacion sobre la eficacia y el modo de accion del IR3535 es escasa y es
necesario realizar mas experimentos para profundizar este aspecto, tanto en B. germanica

como en otras especies.

Repelencia en naturales

La repelencia medida con monoterpenos también dio resultados dispares. Por un lado,
el acetato de mentilo no produjo repelencia en machos de B. germanica a ninguna de las
concentraciones estudiadas, aun a concentraciones cercanas al nivel de saturacion del
compuesto, como 500 y 250 mg/ml (datos no mostrados). Este resultado se contrapone a
los resultados obtenidos por otros autores. Appel et al. (2001), observaron que el aceite
de menta, constituido en un 20 % por acetato de mentilo, resultd ser un buen repelente de
B. germanica a altas concentraciones. En otro trabajo, los aceites de diferentes variedades
de menta, que contienen acetato de mentilo, se reportaron como los mejores repelentes
entre 96 aceites esenciales probados en B. germanica (Inazuka, 1982). A pesar de que los
aceites de menta contienen acetato de mentilo, los aceites esenciales en general estan
constituidos por un gran numero de compuestos y el efecto es producto de la acciéon de
los componentes mayoritarios o de la interaccion entre los componentes, por lo que la
composicion de la mezcla estd estrechamente asociada a los efectos observados. Por ello,
apesar de que los aceites de menta contienen acetato de mentilo, no es raro que los efectos
observados en este trabajo para el monoterpeno solo, hayan sido diferentes a los

reportados en bibliografia para el aceite completo.

Un estudio realizado con acetato de mentilo sobre ninfas del primer estadio de B.
germanica, mostrd que estos insectos fueron repelidos por este compuesto, entre otros
compuestos de origen botanico (Alzogaray et al., 2013). Esto indica que la sensibilidad
al monoterpeno podria estar variando de acuerdo al estado de desarrollo en el que se

encuentre el insecto, atribuible a las diferencias fisioldgicas que existen entre estadios del
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desarrollo, tales como actividad de enzimas detoxificantes, permeabilidad de la cuticula,

etc.

El acetato de mentilo es también un buen repelente de ninfas del quinto estadio de la
chinche R. prolixus (Lutz et al., 2014). Ademas del efecto repelente, estos autores
demostraron que la exposicion previa a este compuesto puede modular el comportamiento

de repelencia desencadenado por este u otros olores.

En cuanto al geraniol, resultd ser un repelente efectivo en B. germanica en forma dosis
dependiente. Estos resultados concuerdan con lo observado por otros autores. El geraniol
produjo repelencia en ninfas V de R. prolixus (Lutz et al., 2014) y ninfas I de B.
germanica (Alzogaray et al., 2013). En este Gltimo caso, el geraniol mostrd un efecto mas
intenso que el acetato de mentilo, ya que la repelencia se evidencid a concentraciones mas
bajas. De hecho, se vio que el aceite de cintronela y el de geranio que contienen geraniol,
son tan efectivos en pequefias cantidades como la DEET, contra varias especies de

mosquitos y acaros del género Ixodes (Maia et al., 2011; Jaenson et al., 2006).

Adaptacion sensorial

Debido a que los insectos se encuentran en contacto con varios estimulos en su
contexto ecoldgico, los sistemas sensoriales pueden ajustar su sensibilidad en funcion de
la intensidad de los estimulos recibidos. Esta capacidad presente en la mayor parte de las
células sensoriales se llama plasticidad neuronal (Zufall & Lienders-Zufall, 2000). Un
caso especial de plasticidad neuronal es la adaptacion sensorial. La disminucion de la
respuesta a olores luego de una estimulacion prolongada o intensa, ha sido reportada en

varias especies de insectos.

La adaptacion sensorial es un fendémeno que ocurre a nivel periférico. En el caso de
las células olfativas, la exposicion previa a un olor puede modificar la respuesta a
concentraciones menores del mismo olor o la respuesta asociada a otros olores (Dalton,
2000). Esto puede deberse a las similitudes o diferencias en la estructura quimica de los
olores involucrados, tales como los grupos funcionales o la longitud de cadena carbonada
(Boyle & Cobbs, 2005). Este fenomeno se llama adaptacion cruzada, e indica que ambos

estimulos interactiian total o parcialmente con el mismo receptor.
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En este trabajo observamos que la repelencia por geraniol en B. germanica se redujo
luego de la exposicion previa al mismo compuesto. Esto coincide con lo observado por
Lutz et al. (2014) quienes determinaron una disminucion de la repelencia por geraniol en

ninfa V de R. prolixus, luego de la exposicion al mismo compuesto.

Sin embargo, la exposicion previa a un determinado estimulo no siempre provoca una
disminucién de la respuesta asociada. La pre-exposicion a DEET en adultos machos B.
germanica produjo un aumento de la repelencia producida por el mismo compuesto (Sfara
et al 2016). En el caso del lepidoptero Trichoplusia ni, se observd que la concentracion
del estimulo durante un evento de pre-exposicion juega un papel muy importante
determinando la sensibilidad posterior del insecto al mismo estimulo (Kuenen & Baker,
1981). La exposicion previa de 7. ni a concentraciones altas de su feromona produjo una
desensibilizacion, observada como una disminucion en la respuesta al mismo estimulo,
mientras que la exposicion previa a concentraciones bajas (o fisiologicas) produjeron un
aumento en la respuesta a la feromona. En este sentido se puede hablar de una analogia

con lo observado con los repelentes.

En este trabajo medimos la repelencia con DEET luego de una exposicion prolongada
a geraniol. No se observo efecto alguno sobre la repelencia, lo que indicaria que el sistema
sensorial del insecto reconoce estos compuestos por medio de diferentes receptores. Esto
puede estar asociado a las diferencias en la estructura quimica de cada una de las
moléculas, ya que grupos funcionales similares podrian funcionar como ligando para un

mismo receptor dentro de las ORNs (Boyle & Cobbs, 2005).

La exposicion previa a IR3535 no produjo diferencias en la repelencia medida con
geraniol. Estos resultados también se explicarian por diferencias estructurales entre las
moléculas. Sin embargo, cuando la repelencia fue medida con DEET luego de una
exposicion previa al IR3535, se observo una disminucion en la respuesta comportamental
asociada. Es interesante observar que la exposicion previa a un compuesto sintético (el
IR3535) modifico la repelencia causada por otro compuesto sintético (la DEET), pero la
respuesta asociada a un compuesto natural (el geraniol) no se vio afectada. Esto sugiere
que existirian vias independientes para la recepcion de compuestos sintéticos y naturales.
Las similitudes estructurales serian mas cercanas entre dos compuestos sintéticos o dos
compuestos naturales que entre dos compuestos de diferente origen. Ademas, como
sefala Lutz ef al. (2014), a partir de la sola observacion de la respuesta comportamental

de adaptacion se hace dificil determinar si se trata de un fendmeno periférico o a nivel del
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sistema nervioso central. Los fendmenos centrales como la habituacion, se caracterizan
por ser estimulo-especificos, mientras que los periféricos no lo son. En la adaptacion

cruzada el efecto no es estimulo-especifico sugiriendo que podria ocurrir a nivel sensorial.

Finalmente, discutiremos los resultados obtenidos luego de la exposicion previa a
acetato de mentilo. La repelencia ocasionada por geraniol se redujo luego de la exposicion
a acetato de mentilo. Un resultado similar fue obtenido por Lutz et al. (2014) en R.
prolixus. Estos autores mostraron que la repelencia por geraniol disminuia luego de la
exposicion a acetato de mentilo, y viceversa, evidenciando una asociacion en la recepcion
de estos olores. En el caso de B. germanica, el acetato de mentilo redujo la repelencia por
geraniol, a pesar de no producir repelencia ni otros efectos visibles sobre el

comportamiento de esta especie.

En cambio, la exposicion a acetato de mentilo no modifico la repelencia producida por
el repelente sintético DEET. Nuevamente este resultado sostiene la hipotesis de que los
compuestos naturales y los compuestos sintéticos interactiian con diferentes receptores

en las neuronas olfativas.

A la luz de estos resultados y seglin la definicion de Zufall et al. (2000), podemos decir
que el tipo de adaptacion sensorial observada en este trabajo fue la desensibilizacion, ya
que la respuesta a los olores se atenud luego de una estimulacioén previa relativamente
prolongada (aproximadamente 20 min.). Esta atenuacion se manifestd a concentraciones
menores que la concentracion utilizada para la exposicion previa. De esta manera, la curva

estimulo - respuesta se corri6 para la derecha (Zufall et al., 2000).

Locomocion

Como ya mencionamos, debido a la falta de efectividad del IR3535 como repelente,
en este trabajo estudiamos si este compuesto desencadenaba alguna otra respuesta
comportamental en la cucaracha alemana. En particular nos preguntamos si el IR3535
producia una modificacion en la locomocion de estos insectos. Los resultados indicaron
que no hubo modificaciones en la actividad locomotora de los insectos expuestos a

diferentes concentraciones del compuesto.
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Como ya se menciond, las antenas de B. germanica responden al IR3535 en registros
electroantenograficos. En ese contexto serd necesario realizar més experimentos para

identificar cual es el correlato comportamental asociado a este estimulo.

En trabajos anteriores se estudio el efecto de repelentes en relacion a la locomocion de
los insectos. Concentraciones altas de DEET produjeron un aumento de la locomocién en
ninfas V de R. prolixus, mientras que en adultos de B. germanica se observd una
disminucién de la actividad locomotora luego de una exposicion prolongada a esta
sustancia (Sfara et al., 2008; Sfara et al., 2013). Estos efectos registrados en ambas
especies se manifestaron de manera dosis-dependiente y estdn asociados a un posible

efecto toxico de la DEET en el sistema nervioso del insecto.

Los efectos del geraniol y del acetato de mentilo sobre la locomocion en ninfas I de B.
germanica fueron estudiados por Alzogaray et al. (2013). Estos autores registraron un
aumento en la actividad locomotora de las ninfas expuestas a acetato de mentilo pero no

en la actividad de las expuestas a geraniol.

Ensayos perimetrales

Finalmente, se realizaron ensayos perimetrales para determinar la eficacia del geraniol
como repelente natural, en presencia de estimulos atractantes asociados a una fuente de
alimento. En estos ensayos observamos que los insectos tardaron més tiempo en detectar
la fuente en presencia del repelente. Mas aun, esta fuente fue menos explotada, ya que los
insectos ingirieron menos cantidad de alimento en el tiempo experimental en presencia

del repelente.

Sabiendo que asumimos que la cantidad de alimento ingerida es la diferencia en peso
antes y después de cada ensayo, la cantidad ingerida en el grupo expuesto a la arena con
el tratamiento perimetral resultd ser negativa, indicando una pérdida de peso de los
insectos durante el experimento. Una explicacion a esta observacion podria estar asociada
a un posible aumento de la locomocion de los insectos en presencia de geraniol. El
aumento de la actividad locomotora generaria un gasto metabdlico que se evidenciaria en
la pérdida de peso del individuo durante el ensayo. A pesar de que otros autores
encontraron que el geraniol no produjo un aumento de la locomocién en ninfas I de B.

germanica (Alzogaray et al., 2013), este resultado debe comprobarse en adultos, ya que,

34



como vimos, los efectos de estos monoterpenos dependen estrechamente del estadio del

desarrollo en B. germanica.

Otro factor que podria generar una disminucion apreciable en el peso de los insectos

podria ser la pérdida de agua durante el experimento. Esta especulacion, sin embargo,

debe ser comprobada experimentalmente.

La pérdida de peso observada en estos experimentos, estd ademas asociada a que los

insectos no llegarian a localizar la fuente de alimento de manera eficiente por la presencia

del repelente, disminuyendo la explotaciéon. En un contexto de control, este es un

resultado interesante ya que muestra la potencialidad de este compuesto como un agente

de exclusion espacial en presencia de otros estimulos.

Dicho todo esto, a modo de resumen las conclusiones de este trabajo son las siguientes:

De los compuestos con los que trabajamos, solo el geraniol y la DEET fueron
efectivos como repelentes en machos adultos de B. germanica. Esto también se
esperaria en hembras ya que no se observaron diferencias entre sexos cuando se
cuantificé la repelencia con IR3535 y los resultados obtenidos para DEET en
hembras no difirieron de lo observado en machos en un trabajo anterior (Sfara et

al., 2013).

Pese a que se reportod la efectividad del IR3535 en diversas especies, no fue

efectivo en adultos de B. germanica.

El acetato de mentilo no repelié a machos adultos de B. germanica. Pese a esto,
se sabe que otras sustancias derivadas son buenos repelentes. Al igual que con el
IR3535, a pesar de no generar una respuesta comportamental conspicua, la
exposicion previa de acetato de mentilo puede modificar la sensibilidad a otros

olores.

La exposicion previa prolongada a un compuesto puede reducir la repelencia
producida por otros. Curiosamente, en este trabajo esto solo ocurria con aquellas
sustancias de un mismo origen (sintético o botanico).Asi, la exposicion previa de

IR3535 redujo larepelencia con DEET, y la exposicion previa a acetato de mentilo
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redujo la repelencia con geraniol. Esta coincidencia podria ser debida a los grupos
funcionales comunes a cada par de sustancias que interactian con un mismo

receptor.

Los ensayos de actividad locomotora no indicaron que el IR3535 tenga un efecto

sobre la locomocion de Blattella.

El geraniol fue un repelente muy eficaz frente a estimulos atractantes asociados a
una fuente de comida, como se vio en los ensayos perimetrales. De hecho, el
consumo de alimento fue menor en presencia de un perimetro impregnado con
geraniol. Sin embargo, la diferencia en peso entre antes y después del experimento
resulto negativa. Esto podria estar asociado al gasto de energia por aumento de la

locomocion o a la pérdida de agua durante el experimento.

36



Referencias bibliograficas

= Alipour, A., Hindle, A., & Stroulia, E. (2013). 4 contextual approach towards more
accurate duplicate bug report detection. En: Proceedings of the 10th Working
Conference on Mining Software Repositories, IEEE Press, San Francisco, pp.183-

192.

= Alzogaray, R. A., Fontan, A. & Zerba, E. N. (2000). Repellency of deet to nymphs
of Triatoma infestans. Medical and Veterinary Entomology, 14(1): pp.6—10.
DOI:10.1046/j.1365-2915.2000.00213.x.

* Alzogaray, R. A., Sfara, V., Moretti, A. N. & Zerba, E. N. (2013). Behavioural and
toxicological responses of Blattella germanica (Dictyoptera: Blattellidae) to

monoterpenes. European Journal of Entomology, 110: pp.247-252.

* Anton, S., & Homberg, U. (1999). Antennal Lobe Structure. En: Hansson, B. S.,
(editor), Insect Olfaction, Springer, New York, pp.97-124.

= Appel, A. G., Gehret, M. J., & Tanley, M. J. (2001). Repellency and toxicity of
mint oil to American and German cockroaches (Dictyoptera: Blattidae and

Blattellidae).Journal of Agricultural and Urban Entomology, 18(3): pp.149-156.

= Barton Browne, L. (1977). Host-related responses and their suppression: some
behavioural considerations. En: Shorey, H. H., McKelvey Jr J, (editores). Chemical
Control of Insect Behaviour, John Wiley and Sons, New York, pp.117-127.

= Bogner, F., Boppré, M., Ernst, K. D., & Boeckh, J. (1986). CO 2 sensitive receptors
on labial palps of Rhodogastria moths (Lepidoptera: Arctiidae): physiology, fine
structure and central projection. Journal of Comparative Physiology A:

Neuroethology, Sensory, Neural, and Behavioral Physiology, 158(6): pp.741-749.

37



Bohbot, J. D. & Dickens, J. C. (2012). Odorant receptor modulation: Ternary
paradigm for mode of action of insect repellents. Neuropharmacology, 62(5): pp.

2086-2095.

Bohbeot, J. D., Fu, L., Le, T. C., Chauhan, K. R., Cantrell, C. L., & Dickens, J. C.
(2011). Multiple activities of insect repellents on odorant receptors in mosquitoes.

Medical and veterinary entomology, 25(4): pp.436-444.

Boyle, J., & Cobb, M. (2005). Olfactory coding in Drosophila larvae investigated by
cross-adaptation. Journal of Experimental Biology, 208(18): pp.3483-3491.

Buczek, A. (2002). Repellent action of insect repellent IR3535 against Ixodesricinus
ticks. En: Proceedings of 9th International. Conference on Lyme Borreliosis and

Other Tick-Borne Diseases, Program and Abstract Book, New York.

Chadha, A., & Madyastha, K. M. (1984). Metabolism of geraniol and linalool in
the rat and effects on liver and lung microsomal enzymes. Xenobiotica, 14(5):pp.365-

374.

Cilek, J. E. (2002). Repellent effcacy of IR3535® and deet against nymphal black
legged ticks (Ixodesscapularis). En: Proceedings of 9th International Conference on

Lyme Borreliosis and Other Tick-Borne Diseases, New York, pp.18-22.

Corbel V., Stankiewicz M., Pennetier C., Fournier D., Stojan J., Girard, E.,
Dimitrov, M., Molgo, J., Hougard, J. M., & Lapied, B. (2009). Evidence for
inhibition of cholinesterases in insect and mammalian nervoussystems by the insect

repellent deet. BMC Biology, 7(1): p.47.
Cribb, B. W., & Merritt, D. J. (2013). Chemoreception. En: Chapman, R. F.,

Simpson, S. J., & Douglas, A. E. (editores), The Insects: Structure and Function,

Cambridge University Press, Cambridge, pp.771-792.

38



Dalton, P. (2000). Psychophysical and behavioral characteristics of olfactory
adaptation. Chemical Senses, 25(4): pp.487-492.

Dethier V. G., Browne, B. L., & Smith, C. N. (1960). The designation of chemicals
in terms of the responses they elicit from insects. Journal Economic Entomology,

53(1): pp.134-136.

Diotaiuti L, Penido C. M., Araeejo H. S., Schofield C. J., & Pinto C. T. (2000).
Excitorepellency effect of deltamethrin on triatomines under laboratory conditions.

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 33(3): pp.247-252.

Ditzen, M., Pellegrino, M., & Vosshall, L. B. (2008). Insect odorant receptors are
molecular targets of the insect repellent DEET. Science, 319(5871): pp.1838-1842.

Fradin, M. S., & Day, J. F. (2002). Comparative efficacy of insect repellents against
mosquito bites. New England Journal of Medicine, 347(1): pp.13-18.

Frances, S. P., Debboun, M., Frances, S., & Strickman, D. (2007). Efficacy and
safety of repellents containing DEET. En: Strickman, D. (editor), Insect repellents:
principles, methods, and uses, CRC Press, New York, pp. 311-326.

Gatehouse, J. A. (2002). Plant resistance towards insect herbivores: a dynamic

interaction. New phytologist, 156(2): pp.145-169.

Goodyer, L. L., Croft, A. M., Frances, S. P., Hill, N., Moore, S. J., Onyango, S. P.,
& Debboun, M. (2010). Expert review of the evidence base for arthropod bite
avoidance. Journal of travel medicine, 17(3): pp.182-192.

Grant, A. J., Aghajanian, J. G., O'Connell, R. J., & Wigton, B. E. (1995).
Electrophysiological responses of receptor neurons in mosquito maxillary palp
sensilla to carbon dioxide. Journal of Comparative Physiology A: Neuroethology,

Sensory, Neural, and Behavioral Physiology. 177(4): pp.389-396.

39



Inazuka, S. (1982). Cockroach repellents contained in oils of Japanese mint and

Scotch spearmint. Journal of Pesticide Science, 7(2): pp.145-154.

Isman, M. B. (2000). Plant essential oils for pest and disease management. Crop

Protection, 19(8): pp.603-308.

Jaenson, T. G., Garboul, S. & Pélsson, K. (2006). Repellency of oils of lemon,
eucalyptus, geranium, and lavender and the mosquito repellent MyggA natural to
Ixodesricinus (Acari: Ixodidae) in the laboratory and field. Journal of medical

entomology, 43(4): pp.731-736.

Jiger, W. (2010). Metabolism of Terpenoid in Animal Models and Humans. En: Can
Baser, K. H., & Buchbauer, G. (editores), Handbook of Essential Oils: Science,
Technology and Applications, CRC Press, New York, pp.209-234.

Keil, T. A. (1999). Morphology and Development of the Peripheral Olfactory
Organs. En: Hansson, B. S. (editor), Insect Olfaction, Springer, New York, pp.5-48.

Kuenen, L. P. S., & Baker, T. C. (1981). Habituation versus sensory adaptation as
the cause of reduced attraction following pulsed and constant sex pheromone pre-

exposure in Trichoplusia ni. Journal of Insect Physiology, 27(10): pp.721-726.

Lacher, V. (1964). Elektrophysiologische untersuchungen an einzelnen rezeptoren
fiir geruch, kohlendioxyd, luftfeuchtigkeit und tempratur auf den antennen der
arbeitsbiene und der drohne (Apis mellifica L.). Journal of Comparative Physiology
A: Neuroethology, Sensory, Neural, and Behavioral Physiology, 48(6): pp.587-623.

Liu, Q., Chen, H., Liu, Q. Z., Jiang, S. Y., & Liu, Z. L. (2015). Evaluation of
contact toxicity and repellency of the essential oil of Pogostemon cablin leaves and
its constituents against Blattella germanica (Blattodae: Blattelidae). Journal of

medical entomology, 52(1): pp.86-92.

Liu, Z. L., Yu, M., Li, X. M., Wan, T., & Chu, S. S. (2011). Repellent activity of

eight essential oils of Chinese medicinal herbs to Blattella germanica L. Records of

40



Natural Products, 5(3): p.176.

Lutz, A., Sfara, V., & Alzogaray, R. A. (2014). Repellence produced by
monoterpenes on Rhodnius prolixus (Hemiptera: Reduviidae) decreases after

continuous exposure to these compounds. Journal of Insect Science, 14(1), 254.

Maia, M. F., & Moore, S. J. (2011). Plant-based insect repellents: a review of their
efficacy, development and testing. Malaria Journal, 10(1), S11.
http://doi.org/10.1186/1475-2875-10-S1-S11.

Mclver, S. B. (1981). A Model for the Mechanism of Action of the Repellent Deet
on Aedes Aegypti (Diptera: Culicidae). Journal of medical entomology, 18(5):
pp.357-361.

Miller J. R., Siegert, P. Y., Amimo, F. A., & Walker, E. D. (2009). Designation of
chemicals in terms of the locomotor responses they elicit from insects: An update of

Dethier et al. (1960). Journal of economic entomology, 102(6): pp.2056-2060.

Moore, S. J (2015). Plant-Based Insect repellents. En: Debboun, M., Frances, S. P.,
& Strickman, D. (editores), Insect Repellents Handbook, CRC Press, New York,
pp-179-212.

Moore, S. J., & Debboun, M. (2007). History of insect repellents. En: Strickman D.
(editor), Insect repellents: principles, methods, and uses, CRC Press, New York, pp.
3-29.

Puccetti, G.; M. Debboun, S. P. Frances, & D. Strickman (2007). /R3535 (ethyl
butylacetylaminopropionate). En: Insect Repellents: Principles, Methods, and Uses,

CRC Press, Boca Raton, FL, p. 353.

Reeder, N. L., Ganz, P. J., Carlson, J. R., & Saunders, C. W. (2001). Isolation of

a deet-insensitive mutant of Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae).

41



Journal of economic entomology, 94(6): pp.1584-1588.

Schenk, O. (1903). Die antennalen Hautsinnesorgane einiger Lepidopteren und

Hymenopteren. Zool Jb Anat, 17: pp.573-61.

Sfara V., Mougabure-Cueto G. A., Zerba E. N. & Alzogaray R. A. (2013).
Locomotor behaviour of Blattella germanica modified by DEET. PLoS ONE, 8(12):
€83433. DOI:10.1371/journal.pone.0083433

Sfara, V., Mougabure-Cueto, G. A., & Gonzailez-Audino, P. A. (2016).
Modulation of the behavioral and electrical responses to the repellent DEET elicited

by the pre-exposure to the same compound in Blattella germanica. PeerJ 4: €2150.

DOI: 10.7717/peer;.2150.

Sfara, V., Mougabure-Cueto, G., Zerba, E. N., & Alzogaray, R. A. (2011).
Adaptation of the repellency response to DEET in Rhodnius prolixus. Journal of
insect physiology, 57(10): pp.1431-1436.

Sfara, V., Zerba, E. N., & Alzogaray, R. A. (2006). Toxicity of pyrethroids and
repellency of diethyltoluamide in two deltamethrin-resistant colonies of Triatoma

infestans Klug, 1834 (Hemiptera: Reduviidae). Memorias do Instituto Oswaldo Cruz,
101(1): pp.89-94. https://dx.doi.org/10.1590/S0074-02762006000100017.

Sfara, V., Zerba, E. N., & Alzogaray, R. A. (2008), Decrease in DEET repellency
caused by nitric oxide in Rhodnius prolixus. Archives of insect biochemistry and

physiology, 67(1): pp.1-8. DOI:10.1002/arch.20210.

Singh Rathore, H. (2017). Mentha oil. En: Leo M.L. Nollet & Hamir Singh Rathore
(editores). Green Pesticides Handbook: Essential Oils for Pest Control, CRC Press,

Taylor and Francis Group, New York, pp.59-69.

Stanczyk, N. M., Brookfield, J. F., Field, L. M., & Logan, J. G. (2013). Aedes

aegypti mosquitoes exhibit decreased repellency by DEET following previous

42



exposure. PloS one, 8(2): €54438. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0054438.

Stengl, M., Ziegelberger, G., Boekhoff, 1., & Krieger, J. (1999). Perireceptor
Events and Transduction Mechanisms in Insect Olfaction. En: Hansson, B. S.,

(editor), Insect Olfaction, Springer, New York, pp.49-66.

Strickman, D. (2015). Topical repellent Active Ingredients in Common Use. En:
Debboun, M., Frances, S. P., & Strickman, D. (editores), Insect Repellents Handbook,
CRC Press, New York, pp.231-238.

Strickman, D., Frances, S. P., & Debboun, M. (2009). Prevention of bug bites,

stings, and disease. New York: Oxford University Press.

Syed, Z., & Leal, W. S. (2008). Mosquitoes smell and avoid the insect repellent
DEET. Proceedings of the National Academy of Sciences, 105(36): pp.13598-13603.
DOI: 10.1073/pnas.0805312105

Tabaru, Y., & mochizuki, K. (2005). Repellency of ethanol extracts of herbs to the
German cockroach, Blattella germanica (Blattaria: Blattellidae), observed by feces

distribution in the extract treated harborages. Medical Entomology and Zoology,
56(2): pp.139-143.

Xia, Y., Wang, G., Buscariollo, D., Pitts, R. J., Wenger, H., & Zwiebel, L. J.
(2008). The molecular and cellular basis of olfactory-driven behavior in Anopheles
gambiae larvae. Proceedings of the National Academy of Sciences, 105(17): pp.6433—
6438.

Zufall, F., & Leinders-Zufall, T. (2000). The cellular and molecular basis of odor
adaptation. Chemical senses, 25(4): pp.473-481.

43



	Portada
	Sumario
	Resumen
	Introducción
	Materiales y métodos
	Resultados
	Referencias bibliográficas

