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La atraccion sexual en Thaumetopoea Pityocampa Schiff. *

D, CapaHia, L, ENRIQUEZ y A. SANCHEZ.

En este trabajo se destaca la gran importancia de T'haumetopoea pityocampa
Schiff. en la economia de los pinares mediterraneos y se considera la aporta-
cién que la investigacion en el campo de las feromonas sexuales proporcionaria -
a un programa de lucha integrada contra la plaga.

Se demuestra que la atraccion sexual en Th. pityocampa Schiff. es de na-
turaleza quimica y se describe la localizaciéon y tipo de la gldndula feromonal.

Se describen y discuten varias técnicas de exiraccion de la feromona a
partir de los extremos abdominales ventrales de las hembras, asi como las de
fraccionamiento cromatografico de capa fina, con las que se consigue la sepa-
racién de una fraccién que se demuestra la mas activa, mediante bioensayos
con machos, y que puede ser considerada como una feromona sexual de la

‘“‘procesionaria”.

D. CapaHiA y A. SANcHEZ. Servicio de Defensa contra Plagas e Inspeccion
Fitopatolégica. Madrid.—L. ENrIQUEz. Estacion Central de Ecologia. 1.C.O.N.A.
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INTRODUCCION

La importancia de Thaumetopoea pityocam-
pa Schiff. en la economia de los pinares del
area mediterranea es incuestionable. Asi lo han
refrendado los especialistas de los diversos pai-
ses de esta regién geogrifica (TORRENT, 1962;
CapAHIA, INsuA y MALLEN, 1963; ANDROIC,
1966; ARru, Covassi y DE BELLIS, 1966; Bi-
LIOTTI, 1966; CADAHIA, 1966; CASTELAO VAZ
y AZEVEDO E SILVA, 1966; MALAZGIRT, 1966;
KaAILIDIS, 1966; ROMANYK, 1966; DEMOLIN,
- 1966; DAFAUCE, 1971; CouTroT, 1971).

En abril de 1966 se propone al consejo de
la Organizaciéon Internacional de Lucha Biol-
gica (O. I. L..B.) Ia constitucién del Grupo de
Trabajo “Lucha Integrada en pinares Mediterra-
neos”, teniendo en cuenta que el principal ene-
migo es la “procesionaria”, y se recomienda el
desarrollo de un programa de experiencias de

*

un minimo de cinco afios de accién concertada
internacional.

Basados en este interés por la “procesiona-
ria del pino” y el promisorio campo de inves-
tigacién que proporciona el uso de las feromo-
nas sexuales, tanto para estudios bioetoldgicos,
como con fines de deteccién y Iucha especifica
contra los insectos perjudiciales (JACOBSON,
1967; SHOREY y GASTON, 1967; RAHN, 1970;
CApAHIA, 1972), a principios del afio 1971 se
inici6 un programa para estudiar la naturaleza
de la atraccién sexual de las hembras de Thau-
metopoea pitycampa Schiff.; especialmente, con
el fin de aislar la feromona correspondiente.

DEMOLIN (1969), en un interesante estudio
sobre el comportamiento de adultos de Th. pi-
tyocampa Schiff., establece que las hembras

. atraen a los machos mediante la evaginacién

de su armadura genital y exposicién, por exten-
sién, de su glandula odorifica, adoptando la ac-

Este trabajo fue presentado a la “Conferencia OEPP/IUFRO sobre las plagas y enfermedades

forestales” en AS (Noruega), celebrada entre los dias 5 al 7 de julio de 1972.
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titud tipica de reclamo, que describe. En este
mismo trabajo se apunta la posibilidad de la
utilizacién de la atraccién sexual en determina-
das situaciones gradoldgicas.

Mis tarde, DeEMoOLIN (1971) y MoNTOYA
(1971), comentan los trabajos objeto de este
articulo, y ven una via posible de utilizacioén de
las feromonas sexuales, para actuar sobre los
machos de “procesionaria” de acuerdo con la
gran importancia de la relacién numérica entre
sexos segin el tiempo y el lugar, sobre todo con
las consecuencias etoldgicas, y posteriormente
ecolégicas que se derivan, relativas a las pro-
babilidades de encuentro de machos y hembras.
Después de una caida brusca de la poblacion
provocada por un tratamiento, se podria com-
pletar la eficacia real de esta intervencion ac-

tuando sobre la relacién sexual, con la consi-
guiente disminucion de la probabilidad de coin-
cidencia. Este resultado podria obtenerse con
la suelta de hembras estériles, o bien mediante
la distribucién de la feromona sintetizada so-
bre una amplia superficie (BErRozZA, 1960). La
primera hipdtesis estd basada en los trabajos de
STATLER (1970), que demuestran para Lyman-
tria dispar L. que el tratamiento de esteriliza-
cién de las hembras por irradiacién no afecta,
significativamente, sus facultades atractivas,

MATERIALES Y METODOS

Obtencién masiva de adultos.

Las pupas machos y hembras se obtuvieron
en los Altos de Cabrejas, a 1.200 metros de al-

Fig. 1.—Pino en que se han acumulado arlificialmente colonias de Th. pilyocampa Schiff. para completar
el desarrollo de las orugas y su recogida en procesién de enterramiento, Obsérvese el cilindro de plas-
tico al pie del drbol.
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Fig. 2.—Recogida de orugas en procesion de enterramiento confinadas en el ecilindro de plistico dispues-
to para evitar su marcha y desaparicion.

titud, en la provincia de Cuenca, de un pinar de
P. laricio Poir. con alto nivel de infestacion de
procesionaria. Durante los meses de marzo y
abril se recolectaron colonias de ultimo estadio,
que se agrupaban sobre pinos donde las orugas
proseguian la alimentacion hasta la procesion de
crisalidacién. Para evitar su huida y desapari-
cién por enterramiento en el suelo, los troncos
de los arboles se rodeaban con cilindros de
plastico rigido semienterrados, de 60-80 centi-
metros de didmetro (fig. 1). Diariamente, de
estos circulos se recogian las orugas en proce-
si6n dispuestas a enterrarse (fig. 2). Seguida-
mente, eran trasladadas a camas de arena de
rio de 20 cm. de espesor, convenientemente dre-
nadas y circundadas por cilindros de plastico
andlogos a los descritos, de 1 m. de didmetro,

en las que se agrupaban hasta 10.000 orugas
para su crisalidacion.

Un mes después de su enterramiento las pu-
pas se seleccionaban por cribado y se traslada-
ban a los laboratorios de montana del Vento-
rrillo (Madrid). Alli se separaban por sexos,
instalando las hembras en cajas de madera y
malla para evitar su contacto con los machos
en el momento de la emergencia. La tempera-
tura de la cimara era de 25°C y la humedad
relativa del 50 %.

Asi, se prepararon unas 250.000 pupas, de
las que se obtuvieron en el periodo de emer-
gencia, unos 100.000 adultos utiles; de ellos
unas 50.000 hembras. Las restantes correspon-
dieron a pupas en diapausa, que emergerian en
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el verano de 1972, y bajas causadas por el ma-
nejo.

La emergencia de adultos comenzd en la pri-
mera decena de julio y se extendidé hasta fina-
les de agosto.

Ensayos de campo.

Los machos emergidos en Optimo estado se
destinaban para bioensayos; los demas se de-
jaban en libertad en las proximidades del lugar
de las experiencias, para obtener respuesta en
los ensayos de captura por trampas sexuales.

Las trampas que se utilizaron para los ensa-
yos de atraccién sexual en el campo fueron de
dos tipos:

Tipo A.—Consistentes en una superficie ci-
lindrica, de unos 12 cm. de didmetro y 15 cm.
de longitud, con la cara interna impregnada de
un adhesivo especializado de la “Tanglefoot
Company de Michigan” (U. S. A.). El cebo
sexual a ensayar se ponia dentro de una celdi-
lla de malla situada en el centro del eje del
cilindro.

Tipo B.—Compuesto por un cubo de 40 X
X 40 X 40 cm. de plastico transparente, con
las caras verticales impregnadas del citado ad-
hesivo, provisto de una aleta, a modo de veleta,
situada en un plano diagonal vertical del cubo,
también de plastico transparente. El conjunto,
montado en eje vertical sobre rodamiento de
bolas. Las hembras virgenes atractivas se situa-
ban dentro de dos tubos de 2,5 cm. de didme-
tro, con los extremos cerrados por mallas, que
atravesaban cada uno, en sus centros, a dos de
las caras verticales contiguas, paralelamente a
la veleta.

Preparacion de extractos.

Una parte minima de las hembras se desti-
naban para bioensayos. A las restantes se les
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extirpaba la gldndula feromonal, por corte del
epitelio de la zona ventral de los Ultimos seg-
mentos del abdomen, mediante tijeras de hojas
curvas de pequefio tamafio. Seguidamente, se
ponian en maceracién en el disolvente a en-
sayar,

Los disolventes ensayados fueron: acetato de
etilo, cloruro de metileno, éter etilico, n-hexano
y benceno libre de tiofeno.

Con el fin de seleccionar la mejor extraccién
de la feromona de las glandulas se ensayaron
tres técnicas:

a) Maceracion de las glandulas en bence-
no, durante doce horas, seguida de una sim-
ple filtracion.

b) Las glindulas tratadas por la técnica an-
terior, residuo de la filtracién, se pasaban por
un mortero y se mantenian en maceracién otras
doce horas y finalmente se filtraban.

¢) Las glandulas recién extirpadas de las
hembras se pasaban por un mortero, se mace-
raban durante doce horas y se filtraban.

Para la obtencién de cada uno de los ex-
tractos descritos se partié de 500 extremos ab-
dominales de hembras virgenes.

Bioensayos.

Los machos destinados a bioensayos eran
encerrados en cajas de plastico herméticas, en
grupos de cinco y sometidos a un fotoperiodo
de 16 horas de luz. Los bioensayos se reali-
zaban durante el perfodo de oscuridad, con
machos de 1 a 3 dfas de vida, con una ilumi-
nacién tenue e indirecta del laboratorio, que
permitia la observacién de las respuestas sexua-
les.

Para estas pruebas se adoptaron técnicas
muy elementales. En ocasiones se utilizd 1a sim-
ple presentacién, a un centimetro de distancia
de 1a cabeza del macho en reposo, de una barra
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de vidrio portadora de la glandula odorifica ex-
tirpada de la hembra o de su inmersién en los
extractos a ensayar, previa evaporacién del di-
solvente, como en el caso de los bioensayos de
las fracciones cromatograficas del extracto ben-
cénico glandular.

Para los bioensayos comparativos de extrac-
tos o fracciones, se adopté el método, algo mo-
dificado, descrito por HAMMOND y HENSLEY
(1910). Cada fraccién ensayada se introducia
en una pipeta-cuentagotas, devolviendo la so-
lucién al frasco, se esperaba la completa eva-
poracién del disolvente y después, mediante
diez soplos moderados con el cuentagotas se
lanzaba aire contaminado a la cabeza del macho
en reposo y se anotaba la respuesta. Como tes-
tigo se tomaron las respuestas correspondientes
al cuentagotas contaminado sélo con el disol-
vente.

Se fijaron los cuatro niveles de respuesta si-
guientes:

Reposo (0), elevacién de antenas y vibracién
de alas de pequefia amplitud (1), vibracién de
alas de gran amplitud y locomocién en circulos
de pequefio radio (2) v finalmente, intentos de
cépula (3).

Fraccionamiento de extractos

Para el fraccionamiento cromatografico de
los extractos se han seguido las técnicas de ca-
pa fina.

Se probaron placas de kieselgel G, 6xido de
aluminio y fosfato de magnesio, activadas y sin
activar, de 0,25, 0,50 y 1 mm. de espesor, en
sus diferentes combinaciones, eligiéndose por
ser las que mejor realizaban la separacién las de
kieselgel G de 0,25 mm. de espesor, sin activar.

Como medios liquidos, fueron ensayados los
mismos disolventes empleados anteriormente en
la extraccién. Se comprobd que las glandulas
llevaban adheridas sustancias adyacentes lipi-
das. La nitida separacién de las manchas dista-
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ba mucho de ser la ideal para el fraccionamien-
to posterior.

La eliminacién de lipidos por técnicas de ex-
traccién de los mismos, esterificacién o segin
el método de Bloor no era adecuado por el
tiempo que necesita su aplicacion, en unos tra-
bajos en que la rapidez es esencial, por lo que
se buscd un medio liquido que permitiera esta
separacién sin el empleo de aquellas técnicas.
Después de numerosas pruebas el medio liqui-
do seleccionado fue: éter de petrdleo (P. E.
60-700C) — éter etilico — acido acético (90 +
10 + 1).

Entre los varios reveladores ensayados, los
que mejores resultados dieron fueron el per-
manganato potasico al 2 por 1.000 en agua y
la solucién alcohdlica del 2’, 7’ diclorofluores-
ceina.

Cada una de las cinco calles en que se divi-
dia la placa se marcaba con extracto bencéni-
co equivalente a 40 2.

Las placas fueron desarrolladas hasta que el
frente alcanzaba los 14 cm. desde el origen.
Para preparar extractos de las diferentes frac-
ciones y localizarlas en las placas se destinaba
una calle lateral para su revelado. Las zonas
correspondientes a cada fraccién se raspaban
de la placa y eran extraidas con benceno me-
diante un pequefio soxhlet, obteniéndose una
serie de extractos de fracciones equivalentes a
160 ¢ para su bioensayo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Localizacién de la glandula feromonal.

Por observaciones anatémicas y del compor-
tamiento de “reclamo” de las hembras, pudo lo-
calizarse el campo glandular feromonal en la si-
tuacién que DEMOLIN (1969) describe mediante
un dibujo esquemadtico. La simple presion digital
sobre el abdomen de la hembra pone de mani-
fiesto la glandula, que pertenece al grupo defi-
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Fig. 3.—Glandula leromonal de la hembra de Th. pi-
tyocampa Schiff., evaginada por presion digital del
abdomen,

nido por G6TZ (1939) como “vesiculas odorife-
ras evaginables”. Se encuentra en posicién ven-
tral entre el octavo y noveno segmentos abdo-
minales, es de forma globosa no muy pronun-
ciada y se esboza tenuemente su formacién lo-
bular doble (fig. 3). La evaginacién natural de
la glandula, cuando la hembra se encuentra en
actitud de “reclamo” (fig. 4), se debe a la ex-
tensiéon muscular de los ltimos segmentos ab-
dominales y a la presién interior de la hemolin-
fa, de la que toma su coloraciéon por transpa-
rencia. En reposo, el campo glandular queda
oculto bajo el octavo esternito.

La region glandular descrita, extirpada por
simple pinzado del epitelio y bioensayada por
presentacion de la misma mediante varilla de
vidrio, provoca en los machos una respuesta
muy clara, de gran intensidad; desde la eleva-
cién de antenas, casi instantinea, hasta alcan-
zar las tltimas etapas de la secuencia etologi-
ca tipo. Esto demuestra de forma definitiva la
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localizacion de la fuente de la feromona sexual
de la hembra de Th. pityocampa Schiff.

La respuesta sexual de los machos a la fe-
romona concuerda con el esquema general, de
etapas ectolégicas ordenadas jerdrquicamente,
establecidas para otros insectos (CADAHIA,
1972). A partir del reposo, en que las antenas
del macho inmdévil se encuentran adosados al
cuerpo, semiocultas bajo el borde externo de las
alas anteriores, segin la intensidad del estimu-
lo, pasan a: elevacién de antenas, vibracion de
las alas en pequefia amplitud, vibracién de las
alas de gran amplitud con desplazamiento circu-
lar de pequefio radio o “danza zumbona” y, por
Gltimo, intentos de copulacion.

Ensayos de campo con trampas sexuales.

En el Cuadro 1. se dan los resultados de las
capturas de los machos atraidos por cuatro

Fig. 4—Hembra de Th. pityocampa Schiff. en po-
sicion de “reclamo™.
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Cuapro 1.—Captura de machos en trampas sexuales tipo A, con hembras vivas virgenes y con glindulas
extirpadas como cebo. Sustitucién de cebos cada dos dias.

Num. de machos capturados

Trampa
Tipo A 1 @ viva por trampa 4 glindulas 9 por trampa
15/VH 17/VII 19/VIL 21/VII 23/VIL 25/VIIL 27/VIL 29/VII

Num. 1 8 24 3 0 2 1 1 3

Num. 2 5 1 3 4 0 1 2 0

Nim. 3 0 6 4 2 3 1 0 1

Nam. 4 1 0 ki 1 0 1 0 1
Tesligo sin cebo 0 0 0 0 0 0 0 0

trampas del tipo A en que se han utilizado como
cebos en cada trampa: a) una hembra virgen
viva recientemente emergida, b) cuatro glindu-
las feromonales extirpadas de hembras virgenes
adheridas a un cilindro de papel de filtro. Una
quinta trampa sin cebo servia de testigo.

Los resultados demuestran que existe una
atraccion sexual en las hembras de Th. pityo-

campa Schiff. y que ésta es de naturaleza qui-
mica, feromonal.

En el Cuadro 2 se dan los resultados de las
capturas de los machos atraidos por la trampa
del tipo B, en que se han utilizado como cebo
sexual hembras virgenes vivas recién emergi-
das, que fueron renovadas en cada una de las
fechas que figuran en el cuadro.

Cuapro 2.—Numero de machos capturados en la trampa sexual Tipo B, con dos hem-
bras vivas como cebo, renovadas en las fechas que figuran. Las caras I y II al viento,
IIT y IV a resguardo del viento.

CARAS

Fecha
I I I v
30- VII-11 0 0 4 6
2 VIII-11 0 0 1 2
6-VIII-71 0 1 1 3
T-VIII-T1 0 0 2 0
8-VI1II-T1 0 0 2 2
10-VHI-T1 0 0 O 1
11-VIII-71 1 0 2 5
12-VIII-71 1 0 2 3
14-VIII-71 1 0 0 3
15-VIII-T71 0 0 3 2
16-VIHI-71 0 0 3 2
18-VIII-71 0 0 1 1
21-VIH-T1 1 0 1 1
Total 4 1 22 31
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Fig. 5.—Trampa sexual Tipo A, Obsérvense, en la

celdilla, los cuatro exlremos abdominales venirales,

comprensivos de la gldndula feromonal, ulilizados
como cebo.

Por efecto de veleta, las caras I y II se pre-
sentan siempre al viento y las 111 y IV a res-
guardo del viento. La diferencia significativa
entre los machos capturados por adherencia en
las caras I + II y los capturados por las caras
IIT + IV, demuestran claramente una orienta-
cion olfativa anemotaxica positiva. Los pocos
machos adheridos a las caras I y II son excep-
cién y, sin duda, su captura se debe a giros
bruscos de la trampa por rafagas de viento, con
la consiguiente captura fuera de la norma.
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Seleccion de fa técnica de extraccion.

Al concentrar los extractos correspondientes a
cada uno de los disolventes ensayados, acetato
de etilo, cloruro de metileno, éter etilico, n-hexa-
no y benceno libre de tiofeno, se aprecio la preci-
pitacion de una sustancia que interferia la se-
paracion de las fracciones (lipidos o adheridos
a la gldndula sexual). Todos los extractos pre-
sentaron, después del revelado de las placas, pa-
recidas fracciones. Se eligié el benceno, libre de
tiofeno, como el disolvente mas idéneo, por ser
el que daba una separacion mds nitida de las

Fig. 6.—Trampa sexual. Tipo B.

Cuapro 3.—Resultado de los bioensayos comparativos de técnicas de extracciéon de la feromona.

Nivel de respuestas. Nim. de & g eslimulados.

Extracto ensayado

()] (1) (2) (3)

Extracto a) 1 4 14 1
Extracto b) 4 13 3 0
Extracto c) 0 8 12 0
Testigo 16 3 1 0
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SUPERFICIE NATURALEZA § RESPUESTA
FRACCION Rf. %o QUIMICA
mm2 C;O’
70 24,60 | Hidrocarburo - - - -
70 24,60 Hidrocarburo + - - -
- 29 40 14,03 | Epdxide - = -
- 23 50 17,50 | Epoxido N
- 11 20 7,01 | Epoxido + + + +
- 7 10 3,50 | Fluorescente + + - -
- 3 15 5,26 | Acido + + - -
- 0 10 3,50 | Acido - - - -
& —
‘ T Cuapro 4.—Cromatograma del extracto bencénico equivalente a 40 hem-
bras y resultado de los bioensayos de cada fraccién por respuesta de
) N los machos.

fracciones y mayor numero de ellas, con una
menor extracciéon de lipidos.

De las tres técnicas de extraccidon realizadas,
el extracto que dio una respuesta mads intensa
de los machos fue el correspondiente al primer
procedimiento segin se deduce de los resulta-
dos contenidos en el Cuadro 3, correspondientes
a cuatro repeticiones de cinco machos cada
una. La obtencién de la feromona se realiza asi
de forma 6ptima sin el acompafiamiento de sus-
tancias enmascaradoras.

Por tanto, la técnica de extraccién mejor de
las probadas resultd ser la maceracién de las
glandulas durante doce horas en benceno libre
de tiofeno, seguida de filtracion.

Ensayos con fracciones cromatograficas
del extracto bencénico.

Realizando el fraccionamiento cromatografi-
co, segln la técnica seleccionada, del extracto
bencénico de las glandulas para un equivalente
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de 40 hembras, se obtuvieron cromatogramas,
cuyo tipo se representa en el Cuadro 4, en el
que se dan ademds, algunas caracteristicas qui-
micas de las fracciones y una valoracién semi-
cuantitativa.

En el mismo cuadro 4 se dan los resultados
de los bioensayos, en términos de respuesta ne-
gativos (—) o positivos { +) de cada una de las
cuatro repeticiones. Aparece una fraccién con
Rf = 11, que puede identificarse como la fe-
romona de Th. pityocampa Schiff., ya que las
pruebas dieron un 100 % de respuestas posi-
tivas.

La determinacién cromatografica de las di-
versas fracciones después de su tratamiento con
los 4cidos benzoico y clorobencénico, hacen
prever para la fraccién activa una composicion
hidrocarbonada con la funcién

= C\g/c < (epoxido)
derivada de un hidrocarburo olefinico.

CONCLUSIONES

La investigacion en el campo de la atraccién
sexual en Th. pityocampa Schiff. es promete-
dora, y sin duda aportard nuevos elementos a
considerar en un programa de lucha integrada
contra este importante insecto perjudicial de los
pinares del area mediterranea.

La atracciéon sexual en Th. pityocampa
Schiff. es de naturaleza quimica. La glandula
feromonal de las hembras, corresponde al tipo
de “vesiculas odoriferas evaginables”, localiza-
za ventralmente, entre el 8.2 9.9 segmentos ab-
dominales. Mediante bioensayos, se ha demos-

ABSTRACT

ENRIQUEZ Y A. SANCHEZ

trado que esta estructura es la secretora de la
feromona sexual atractiva. Esta feromona esti-
mula al macho a distancia, determinando en él
una anemotaxia positiva para su encuentro con
la hembra,

En los bioensayos con hembras virgenes vi-
vas, glandulas extirpadas, extractos glandulares
feromonales y fracciones de los mismos, la res-
puesta sexual de los machos concuerda con el
esquema general de etapas etoldgicas, ordena-
das jerarquicamente, observado en otros lepi-
ddpteros. A partir del reposo, pasan, seglin la
intensidad del estimulo, a la elevacién de las
antenas, vibracidon de las alas de pequefia am-
plitud, vibracién de las alas de gran amplitud
con desplazamiento circular de pequefio radio y,
por ultimo, intentos de copulacién.

La determinacién cromatografica de las di-
versas fracciones y su comparacién por los re-
sultados obtenidos en los ensayos bioldgicos de
laboratorio, después del tratamiento con los aci-
dos benzoico y clorobenzoice; hace prever para
la fraccion mds activa una composicién hidro-
carbonada con la funcién epoéxido.
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1: 1-11.

Thaumelopoeidae). Bol. Serv. Plagas,

In this paper, the great importance of Thaumetopoea pityocampa Schiff. in
the economy of the Mediterranean pine forest is shown and consideralion is
given to the contribution that research on sex pheromones would provide in

the integraled control of this pest.
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It is shown thal the sexual atraction in 7. pityocampa is of a chemical na-

Lure.

Localion and type of pheromonal gland are desecribed.

Various techniques on lhe exlraction ¢f the plieromone from the females
abdominal tips are discussed, included those of extracls fractioning by thin

layer chromatography.

An aclive fraction was obtained which was shown

to be the most aelive, by bioassays, wilhh males. Il may be considered as the

sex pheromone of the pine processionary moth.
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