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Resumen

RESUMEN

Se han estudiado diferentes aspectos de la biologia de 7. putrescentiae en
condiciones de laboratorio. En primer lugar, se ha determinando el efecto de siete
temperaturas constantes (10, 15, 20, 25, 30, 32,5, y 34°C) sobre la supervivencia y el
desarrollo de los estados inmaduros. El estado de larva fue el mas susceptible a las
temperaturas extremas con porcentajes de mortalidad de 93,6% y 53,7% a 10 y 34°C.
La mortalidad del periodo de desarrollo total a esas temperaturas fue de 98,5% y 63,3%,
respectivamente. El periodo de desarrollo total oscil6é entre 106,0 dias a 10°C y 7,2 dias
a 30°C, siendo en todos los casos significativamente mayor para las hembras respecto a

ios machos.

Los modelos de desarrolio aplicados presentaron distinto comportamiento en la
descripcion de la relacién existente entre la tasa de desarrolio y la temperatura. Los
modelos de Logan Il y Lactin proporcionaron los mejores ajustes, estimando en 5,0 y
6,8 °C, el umbral inferior y en 36,1 y 36,3 °C, el superior. La temperatura optima de
desarrollo predicha se situa alrededor de los 30°C.

La funcion Maxima y la funcion Weibull acumulada fueron empleadas para
describir la evolucion de la fecundidad diaria media y la fecundidad acumulada media en
relacién al tiempo para las diferentes temperaturas consideradas. Finalmente, la
ecuacion Weibull se usé para ajustar la probabilidad de supervivencia de machos y
hembras alo largo del tiempo a las siete temperaturas en estudio. Los coeficientes de

determinacion obtenidos en todos los casos fueron muy elevados.

Las temperaturas extremas aumentaron el periodo de preoviposicion y
disminuyeron el niumero de huevos puestos por hembra. El periodo de oviposicion se
incrementé linealmente a medida que la temperatura disminuia. La capacidad
reproductora de T. putrescentiae fue muy alta, siendo capaz de poner entre 15 y 20

huevos diariamente a temperaturas favorables. La probabilidad de supervivencia fue
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mayor para los machos respecto a las hembras, mostrando diferentes patrones tanto en

relacion al tiempo como a la temperatura.

La alta capacidad reproductora, junto con la reducida mortalidad de los estados
inmaduros y la corta duracion del desarrollo hace que la tasa intrinseca de crecimiento
(rn) de este acaro sea muy elevada. La temperatura optima de desarrollo de sus
poblaciones se obtuvo tras aplicar el modelo de Lactin a la r,, estimandose en 29,5°C. A
esta temperatura las poblaciones de T. putrescentiae se duplican en tan solo 1,8 dias.
Los limites de desarrollo se estimaron en 10,4°C y 34,8°C. Estos resultados muestran ia
gran capacidad multiplicativa de este 4caro y explican su potencial como plaga a ia vez

que constituyen una importante informacion de cara a su control integrado.

Se estudiaron tres humedades relativas (70, 80 y 90%), determinandose el efecto
sobre la supervivencia y el desarrollo de los estados inmaduros y sobre la reproduccién
y supervivencia de los adultos. A 70% HR se produjé cerca de un 60% de mortalidad en
el estado de huevo y un 100% en las larvas. Los adultos presentaron una longevidad
inferior a los 4 dias y no fueron capaces de poner huevos. Para las otras dos
humedades, T. putrescentiae mostrd patrones diferentes de desarrollo y reproduccién. A
80% HR la duracién del desarrollo se prolongé respecto a 90% HR. El estado de larva
fue el mas susceptible debido a su menor tamafo y, por tanto, a su mayor relacion
superficie/volumen que le hace ser mds proclive a la pérdida de fluidos a través de la
superficie corporal. La capacidad reproductora también se reduce bruscamente al
disminuir la humedad relativa, pasando la tasa de producciéon de huevos de 24 huevos a
90% HR a sdlamente 6 a 80% HR. Estos factores hacen que la capacidad multiplicativa
de las poblaciones de T. putrescentiae se vea enormemente afectada por la humedad,

lo que resulta de gran interesés para el control de este acaro.

Se ha evaluado la actividad acaricida por fumigaciéon de 13 componentes de
aceites esenciales de plantas, de los cuales siete mostraron una alta eficacia. Los
compuestos seleccionados fueron pulegona, mentona, fenchona, linalol, eucaliptol
a-terpineno y y-terpineno. La respuesta mortalidad vs dosis de hembras de
T. putrescentiae, se evalué por medio de la obtencién de rectas de regresion probit,
estiméndose las CL50 y CL90 para cada monoterpeno. Los compuestos mas efectivos

fueron pulegona, mentona, linalol y fenchona, con CL50 inferiores a los 14 w1 de aire.

vi
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Los machos y las larvas presentaron una mayor susceptibilidad al efecto de estas
sustancias ya que se obtuvieron mortalidades cercanas al 100% para las CL50
calculadas previamente para las hembras. Por ofra parte, no se observé efecto ovicida
por fumigacion con los monoterpenos seleccionados. También se ha evaluado el efecto
inhibidor de la acetilcolinesterasa de los productos ensayados para determinar si este
mecanismo esta relacionado con su modo de acciéon. Los porcentajes de inhibicion
obtenidos no superaron el 35% en ningdn caso a una dosis 150 veces mayor que la
CI50 estimada para un insecticida organofosforado. Este hecho permite desestimar el
citado modo de acciéon como el efecto principal de los productos considerados. El modo
de accién de estas sustancias parece estar relacionado con procesos de deshidratacion,

lo que a su vez explicaria la mayor mortalidad de los individuos de menor tamafio.

Se ha evaluado el efecto por ingestién de diferentes reguladores del crecimiento
de insectos y de un plaguicida neurotoxico de origen natural sobre larvas y adultos de
T. putrescentiae en condiciones de laboratorio: hexaflumurén (inhibidor de la sintesis de
quitina), halofenocida (analogo de la hormona de la muda), piriproxifén (anélogo de la
hormona juvenil), azadiractina (actiecdisoide de origen natural) y spinosad (neurotdxico).
Ninguno de los productos tuvo efecto a las dosis de 10 y 100 ppm, mientras que a partir
de 1.000 ppm se produjo un alargamiento del desarrollo de los estados inmaduros para
todos los productos. A 1.000 ppm, el halofenocide produjo un 46% de mortalidad,
concentrada principalmente en el estado de tritoninfa y a 10.000 ppm, este producto
junto con el piriproxifén produjeron un porcentaje de mortalidad cercano al 100% en el
estado de larva. Estos productos se evaluaron frente a adultos para determinar su
efecto sobre su supervivencia y capacidad reproductora. El piriproxifén no tuvo ningun
efecto mientras que el halofenocida redujo drasticamente la fecundidad a las dosis de
1.000 y 10.000 ppm. Asimismo, este producto incrementé la mortalidad de los adultos
hasta valores proximos al 80%. E! modo de accién de este compuesto sobre
T. putrescentiae no parece estar relacionado con su condicién de analogo de la
hormona de la muda de insectos. La baja actividad acaricida observada para los
diferentes plaguicidas ensayados hace que sean poco indicados para el control de las

poblaciones de este acaro.

Finalmente, se analizé el efecto de diferentes inhibidores de proteasas arfiadidos

a la dieta de T putrescentiae y de dos especies de &caros oligbfagos,

vii
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Dermatophagoides farinae y D. pteronyssinus. Los ensayos se iniciaron en el estado de
larva a dosis de 10.000 ppm de inhibidores puros o de mezclas de éstos. En el caso de
T. putrescentiae, las larvas no vieron afectada su supervivencia con ninguno de los
inhibidores empleados y sélo los inhibidores de serin proteinasas STI, SBBI y LB
produjeron retrasos en el desarrollo. Estos inhibidores presentaron un efecto sinérgico
cuando fueron afadidos en mezclas en la misma proporcién a una dosis de 10.000 ppm.
El mismo efecto se produjo al afiadirse junto con el inhibidor de aminopeptidasas,
bestatina y/o con el de carboxipeptidasas, PCPI, y cuando estos dos fueron afadidos en
ausencia de los anteriores. En el caso de D. farinae y D. pteronyssinus, el inhibidor de
cistein proteinasas E-64 produjo un 100% de mortalidad sobre los estados de desarrollo
de estos acaros, lo que contrasta con el resultado obtenido para T. putrescentiae. La
mayor plasticidad enzimatica de esta especie derivada de su caracter polifago le hace
menos susceptible al efecto de los inhibidores de proteasas.

viii



Capitulo 1

INTRODUCCION

En el desarrollo de la humanidad, la necesidad de almacenar alimento para el
futuro origind la aparicién de un nuevo ecosistema, artificial y relativamente simple, que
fue rapidamente colonizado y aprovechado por gran cantidad de organismos de todo tipo.
Diversas clases de alimentos, desde grano y legumbres hasta carnes y toda una serie de
productos crudos o procesados, particularmente ricos en nutrientes y originalmente
destinados para el consumo humano o animal, se constituyeron en una excelente
oportunidad para estos organismos que, a partr de ese momento, se vieron
ineludiblemete asociados a la actividad humana.

Aunque las pérdidas durante los periodos de almacenamiento son
considerablemente menores que aquéllas que se producen durante los procesos de
produccién y/o cosecha, los valores implicados son realmente grandes a escala mundial
(Benz, 1987). En estas valoraciones no se incluyen los costes de las medidas preventivas
establecidas para el control de las plagas, de tal forma que las pérdidas serian de mayor
indole sin 1a utilizacion de dichas medidas. Un factor mas a tener en cuenta es la
depreciacion de los productos en el comercio debido a razones estéticas, pero en mayor
grado debido a la creciente apreciacion por parte de los consumidores del dafo potencial

que las plagas representan.
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Las plagas mas importantes de los alimentos almacenados son de caracter
cosmopolita y estan compuestas principalmente por artropodos, presentando en general
un alto potencial de crecimiento y reproduccién. Dentro de los artropodos, ias plagas de
alimentos almacenados pertenecen a la clases Insecta y Arachnida, siendo todos los
aracnidos implicados representantes de la subclase Acari (Benz, 1987).

En la actualidad, la proteccién de los productos alimenticios almacenados se basa
en el uso de plaguicidas que mantengan a las plagas dentro de unos limites tolerables.
Sin embargo, existe un creciente interés en el desarrollo de métodos que ayuden a
mejorar la seguridad ambiental y la de los manipuladores de alimentos, y que permitan
evitar |la aparicion de resistencias a los plaguicidas y minimizar los niveles de los residuos
en los productos tratados. Por otra parte, existen numerosos productos alimenticios cuyas
caracteristicas de consumo impiden la utilizacion de plaguicidas para eliminar las plagas
que disminuyen su valor comercial. En este contexto, las nuevas aproximaciones al
problema acentian las medidas preventivas y la integracion de métodos de control
fisicos, mecanicos, bioldgicos y biotecnolbgicos con un uso de plaguicidas mas juicioso y
apropiado (Benz, 1987). En los distintos sistemas de almacenamiento es necesario
ademas la identificacion y estudio de las plagas potenciales y el desarrollo de técnicas
que ayuden a prevenir, detectar y controlar estas plagas (Adler, 1-998).

1.1.L0S ACAROS COMO PLAGAS DE PRODUCTOS ALIMENTICIOS
ALMACENADOS

Los Acari constituyen uno de los grupos mas amplios y biologicamente mas
diversificados dentro de los aracnidos, presentando una distribucién mundial y rivalizando
con los insectos en la colonizacion de los habitats terrestres y acuaticos. Algunos acaros
de vida libre viven sobre alimentos almacenados donde a menudo se multiplican
rapidamente alcanzando la categoria de plagas. Taxonémicamente los acaros de
productos almacenados pertenecen a los odrdenes Astigmata, Cryptostigmata,
Prostigmata y Mesostigmata (Zdarkova, 1991a). Ei orden Astigmata contiene las especies
de mayor importancia econdémica, infestando un amplio espectro de alimentos
almacenados tales como grano, queso, carne de pescado, frutos secos y otros productos
(Hughes, 1976). Los acaros pertenecientes a los otros drdenes son depredadores,
parasitos, o se alimentan de hongos (Zdarkova, 1991a), mientras que los Astigmata
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pueden alimentarse directamente de los productos que contaminan o bien de los hongos
asociados a los mismos (Hughes, 1976; Zdarkova, 1991a). Sin embargo, del gran numero
de especies de acaros astigmatidos existente sélo relativamente unos pocos pueden ser
considerados como pliagas de importancia (Hughes, 1976). Los alimentos atacados por
los acaros astigmatidos deben proporcionar elevados niveles de humedad relativa
ambiental, condicién necesaria para el desarrollo de estos organismos (Cunnington,
1976; Hughes, 1976), ya que al presentar una cuticula fina y débilmente esclerotizada
(Evans, 1992) tienen tendencia a perder fluidos corporales a través de la misma (Wharton
y Furumizo, 1977; Wharton et al., 1979).

Por otra parte, si bien la importancia médica de los acaros astigmatidos se centra
principaimente en los denominados acaros del polvo, al ser agentes causantes de
enfermedades alérgicas, los acaros astigmatidos de productos alimenticios almacenados
también han sido descritos como agentes etiologicos de enfermedades de este tipo
(Hallas, 1991; Zdarkova, 1991a; Van Hage-Hamsten y Johansson, 1992), existiendo
casos de reacciones alérgicas por mangjo o ingestién de alimentos infestados por acaros
(Cuthbert et al., 1979; Terho et al., 1985; Armentia et al., 1994, Matsumoto et al., 1996).
Un ejemplo bien conocido es el denominado “asma del panadero”, producido por [a

infestacion de acaros en la harina.

1. 1. 1. Dafios e importancia econémica

Las infestaciones de acaros astigmatidos en los productos alimenticios
almacenados causan cuantiosas pérdidas econdémicas y problemas de salud por distintos
motivos. Al vivir y alimentarse en alimentos almacenados, estos acaros pueden producir
pérdidas directas de peso en los productos que contaminan (Zdarkova y Reska, 1976;
Sinha, 1979), aunque quiza tenga mayor importancia la pérdida de valor comercial de los
alimentos y los problemas de higiene derivados de su mera presencia (Zdarkova, 1991a).
Otra fuente de contaminacién se debe a su capacidad de ‘actuar como medio de
transporte de hongos y bacterias (Griffiths et al, 1959; Hughes, 1976).

Existe una gran variedad de productos atacados por los 4caros astigmatidos, tanto
de origen vegetal como animal. En el caso del grano almacenado, {a alimentacion directa
sobre este producto por parte de los acaros produce pérdidas en peso asi como
disminucion de la capacidad germinativa del mismo, debido al dafio producido en el
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embrién por parte de determinadas especies (Jeffrey, 1976; Sinha, 1979; Parkinson,
1990). Sinha (1979) establecié el papel que los dcaros desempefan en la alteracion del
grano y apuntaba la gran capacidad de estos organismos como transformadores
energéticos desde los productores hasta los consumidores secundarios (depredadores).
Diversos autores han citado contaminaciones y pérdidas en grano almacenado en
distintas partes del mundo (Krantz, 1961; Cusack et al., 1976; Griffiths et al., 1976,
Lehtinen y Oskala, 1991; Mahmood, 1992; Emmanouel et al., 1994).

Las infestaciones de acaros también son comunes en productos de fabricacién
tradicional como determinados tipos de quesos. Wilkin (1979) indica como estos acaros
han estado tradicionalmente asociados a la fabricacion y almacenamiento de quesos,
existiendo referencias de ello desde el siglo XVI. En Inglaterra son particularmente graves
los ataques a los quesos tradicionales de Stilton, Cheshire y Clheddar, donde hasta un
25% de cada queso puede ser destruido por los dcaros en ausencia de medidas de
control (Wilkin, 1979). En las infestaciones mas graves, que generalmente se producen
en los quesos mas maduros, la actividad de los acaros origina la acumulacion de
cadaveres, exuvias, heces, trozos de alimento y huevos formande un polvo de color
ligeramente marrén que puede alcanzar una profundidad de 2 cm. (McClymont Peace,
1983). En Espana, la elaboracién del tradicional queso asturiano de Cabrales también
presenta problemas asociados con la degradacion de los quesos por infestaciones de
acaros, produciendo severas pérdidas econdémicas (observacion personal).

Otros productos alimenticios tales como cacahuetes (Zdarkova y Reska, 1976),
cocos (Shave, 1984) o bebidas fermentadas (Quinterc y Acevedo, 18991b) también son
infestados y deteriorados por los acaros, produciendo pérdidas econémicas. Entre las
referencias a alimentos atacados por acaros destaca un informe de Filipinas donde se
citan méas de 25 tipos infestados por estos organismos (Corpuz-Raros et al,, 1988). Sin
embargo, su accién no sélo se restringe a productos alimenticios ya que otra serie de
productos como bulbos de plantas ormamentales (Wilkin et al., 1976; Czajkowska y
Kropczynska, 1991), sustrato de cria de aves de corral (Brady, 1970; Quintero y Acevedo,
1991a) cultivos de hongos de laboratorio (Bolafios et al., 1991) e incluso colmenas
(Chmielewski, 1991) también son susceptibles de sufrir dafios por la accién de los acaros.
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1. 1. 2. El problema de los acaros en la produccién de jamén curado

LLas condiciones fisicas de alta humedad y temperatura que se producen durante
la maduracién y almacenamiento del jamén curado favorecen el desarrollo de acaros, los
cuales constituyen uno de los problemas mas importantes de los que deben afrontarse en
la industria del jamén curado {Arnau y Guerrero, 1994; Guerrero y Arnau, 1995; Arnau,
1998). Este problema es de especial importancia en la elaboracion de jamones de larga
curaciéon como el jamén ibérico curado, cuya produccion esta basada en procedimientos
de elaboracién tradicional. La simple presencia de estos organismos a menudo reduce la
capacidad de comercializacion del producto ademas de provocar la pérdida de alrededor
de un 10% de unidades en el proceso de elaboracién de los jamones (Amau et al., 1987).
L.a mayoria de los acaros identificados en los secaderos de jamén ibérico pertenecen a la
especie Tyrophagus putrescentiae (Schrank) (Astigmata: Acaridae) aunque ofras
especies también pertenecientes al orden Astigmata, tales como Tyrolichus casef
Qudemans, Tyrophagus longior (Gervais) y Tyrophagus palmarum Qudemans (Acaridae),
Carpoglyphus lactis (L) (Carpoglyphidae), Glyciphagus domesticus (De Geer)
(Glycyphagidae) (Amau y Guerrero, 1994) y Tyroborus lini Oudemans, (Acaridae)
(Estrada-Perfia et al., 1981) han sido también citadas infestando jamén curado. Asimismo,
la presencia de otras especies de acaros no astigmatidos tales como Cheyletus eruditus
(Schrank) y Cheletomorpha lepidopterorum (Shaw) (Prostigmata: Cheyletidae) y
Androlaelaps casalis casalis (Berlese) (Mesostigmata: Dermanyssidae) y Blattisocius
dentriticus (Berlese) (Mesostigmata: Ascidae) también ha sido confirmada en secaderos
de jamén ibérico curado (Amau y Guerrero, 1994), aunque éstas son especies

depredadoras asociadas al desairollo de &caros astigmatidos de los que se alimentan.

La elevada humedad y temperatura existentes durante el proceso de curado del
jamén ibérico son consideradas como esenciales por parte de los productores espafioles
de forma gue resulta improbable que puedan ser modificadas sustancialmente para
controlar las poblaciones de acaros sin alterar las caracteristicas organolépticas de este
producto. De hecho, se han citado alteraciones de la calidad de la carne debido al empleo
de métodos fisicos para controlar las infestaciones (Amau y Guerrero, 1994). El
desarrollo de un procedimiento de eliminacién de los acaros por medio de la combinacion
de atmésferas modificadas de CO; con alteraciones de la presioén (Guerrero et al., 1991),
aunque inicialmente resultd efectivo, se revelé inaplicable a escala industrial por el efecto

negativo del proceso sobre la calidad de los jamones.
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Por ofra parte, la eliminacién de plagas por medio del empleo de métodos
quimicos aplicados directamente sobre alimentos preparados para consumo inmediato
estd absolutamente prohibida por parte de la legislacion espaficla, segun queda
expresamente indicado en el articulo 10, apartado 3.3c del Real Decreto 3349/83. La
aplicacién de plaguicidas sobre los jamones provocaria su acumulacion sobre el
producto, especialmente en la grasa, constituyendo un grave peligro para los
consumidores (Guerrero et al.,, 1991).

Por tanto, actualmente no existe ningin método que combine al mismo tiempo
eficacia contra todos los estados de desarrollo de los acaros, facilidad de aplicacion,
inocuidad para el consumidor y ausencia de efectos darinos en el jamén (Arnau, 1998).
Hoy en dia, el mejor método de lucha es la prevencion a través de la ejecucion de un
buen plan de saneamiento, regulacion de la temperatura y la humedad relativa dentro de
los margenes admitidos por los productores, aislamiento de los secaderos y tratamiento
de los secaderos vacios por medio de la aplicacién de productos quimicos por parte de

empresas especializadas (Arnau et al., 1987).

1. 2. EL ACARO DEL MOHO, Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781)

Una de las especies mas importantes de acaros de productos alimenticios
almacenados es el acaro astigmatido Tyrophagus putrescentiae, comunmente conocido
como acaro del moho. Esta especie presenta una distribucion cosmopolita y ha sido
identificada infestando una gran diversidad de alimentos almacenados con un alto
contenido en lipidos y proteinas tales como huevos secos, jamén, came de arenque,
queso y diferentes tipos de frutos secos (Hughes, 1976). Su presencia en grano también
ha sido confirmada por diversos autores (Griffiths et al., 1876; Sinha, 1979; Pankiewicz-
Nowicka y Boczek, 1984; Van Hage-Hamstem y Johansson, 1992).

Por otra parte, la presencia de este acaro en los alimentos almacenados ha sido
indicada como causante de distintos tipos de procesos alérgicos entre consumidores y
manipuladores de alimentos. Cuthbert et al., (1979) detectaron casos de asma y rinitis
debido a distintas especies de acaros de almacén entre las que se encontraba
T. putrescentiae; Tehro et al. (1985) observaron casos de rinitis entre ganaderos de

vacuno producidas por esta especie y Armentia et al. (1994) asociaron un caso de
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rinoconjuntivitis y eczemas a la manipulacion de jamones infestados también por
T. putrescentiae. Asimismo, Matsumoto et al. (1996) describié dos casos de anafilaxis

sistémica por ingestion de alimentos contaminados con este acaro.

1. 2. 1. Clasificacion y descripcién

La posicion taxonomica de T. putrescentiae es como sigue a continuacién (Evans,

1992).
PHYLLUM: Arthropoda
CLASE: Arachnida
SUBCLASE: Acari
SUPERORDEN: Actinotrichida
ORDEN: Astigmata
DIVISION: Acaridia
SUPERFAMILIA: Acaroidea
FAMILIA: Acaridae
GENERO: Tyrophagus
ESPECIE: putrescentiae (Schrank, 1781)

Originalmente este acaro fue denominado como Acarus putrescentiae Scrank,
1781, hasta que Qudemans en 1924 estableci6 el género Tyrophagus y su especie tipo
T. putrescentiae (Robertson, 1959). Las sinonimias existentes indicadas por Hughes
(1976) son Tyrophagus fongior var castelfanii Hirst, 1912; T. noxius Zachvatkin, 1941, y
T. brauni E. and F. Turk, 1957.

Ademas de acaro del moho (mold mite) (Kramer y McGregor, 1976; Leal et al,,
1989), otros nombres vulgares empleados para denominar a esta especie son acaro del
queso (cheese mite) (Kuwahara et al., 1975), acaro de los hongos (mushroom mite)
(Sinha y Mills, 1968) y acaro de la copra (copra mite) {Ignatowicz, 1981).

Esta especie es un acaro de pequenc tamafo de cuticula blanquecina lisa y
brillante (Figura 1. 1.), en la que el grado de coloracién de los apéndices depende de la
naturaleza del alimento. Como el resto de acaros astigmatidos presenta el cuerpo
recubierto de setas sensoriales aunque éstas no se proyectan de manera tan rigida
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350 um, mientras que las hembras son sensiblemente méas grandes con una longitud de!
idiosoma entre 320 y 415 um (Hughes, 1976). Los huevos son blanquecinos y ovalados,
con unas dimensiones de 120+ 7 um de largo por 66 + 3 um de diametro (Callaini y
Mazzini, 1984). Presenta tres estados preimaginales méviles: larva, protoninfa y tritoninfa.
L.a larva, como en general en todos los acaros, presenta tres pares de patas, lo que la
diferencia facilmente de los estados ninfales ya que éstos poseen cuatro. Durante la vida
de cada estado mdévil, el cuerpo va aumentando en volumen, de forma que en la parte
final del desarrollo se encuentra completamente distendido, dando lugar a una fase
quiescente de aspecto vitreo en la que cesa la alimentacién y la locomocion (Evans,
1992). Durante esta fase tiene lugar la sintesis de la nueva cuticula del estado siguiente,
la cual se origina con unos plegamientos caracteristicos de las cuticulas extensibles que

permiten el aumento en tamanfo de los sucesivos estados.

e

Figura 1. 1. Fotografia realizada al microscopio 6ptico de una hembra de T. putrescentiae.

1. 2. 2. Ecologia de las poblaciones de T. putrescentiae

Las teorias actuales acerca de la evolucién de los 4caros astigmatidos plagas de
alimentos almacenados consideran que e! origen de estos organismos se encuentra en
habitats naturales especializados o efimeros, que se encontraban espacial y/o
temporalmente restringidos y donde desarrollaron unos habitos alimenticios fungivoros
{(Oconnor, 1979). La habilidad para explotar dichos habitats depende de la capacidad
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para dispersarse y localizar tales recursos, de forma que en los astigmatidos ancestraies
la solucién fue el desarrollo de la foresia, forma de comensalismo que consiste en el
transporte fisico de un organismo en el cuerpo de otro. En los Astigmata evolucionaron
especializaciones morfolégicas y comportamentales en el segundo estado ninfal de
desarrollo, la deutoninfa, para dar lugar a un estado de resistencia especializado para la
foresia lamado hipopo (Oconnor, 1982). Sin embargo, en muchas especies de acaros
astigmatidos esta capacidad se perdi6 al colonizar ambientes mas estables y predecibles
(Oconnor, 1982). La asociacién con otro tipo de habitats como madrigueras de roedores
(Krantz, 1961) o nidos de aves (Woodroffe, 1953) pudo entonces permitir el transporte de
los Acaros sobre estos animales hacia el nuevo habitat constituido por los alimentos
almacenados, tal y como Sinha (1979) argumenta en el caso de los almacenes de grano.

Asi, como el resto de acaros astigmatidos de productos almacenados,
T. putrescentiae sufri6 un proceso de dispersion desde sus restringidos habitats
originales hasta los habitats naturales que ahora ocupa, desde los que a su vez fue capaz
de colonizar el nuevo ecosistema representado por los alimentos almacenados. Oconnor
(1982) indica que presumiblemente los habitats originales de las especies del género
Tyrophagus fueran nidos de himenépteros, encontrandose actualmente en gran variedad
de habitats naturales, aungue de manera preferente en suelos de pastos y en deshechos
{Oconnor, 1979). Entre los habitats naturales donde se ha detectado la presencia de
T. putrescentiae se encuentran suelos de cultivos de alfalfa y trigo, donde ademas es la
especie dominante (Smrz y Catska, 1987, Smrz y Jungova, 1989), pilas de grano y paja
(Griffiths, 1960), nidos de aves (Asmat y Kader, 1990) y colmenas (Chmielewski, 1991).
Robertson (1959) en su revision del género Tyrophagus proporciond una extensa lista de
la diversidad de habitats de esta especie citados hasta entonces.

Como se ha comentado previamente, este proceso de colonizacion de habitats
estables y ampliamente distribuidos junto con una mayor tolerancia a condiciones
ambientales variables fue lo que, segin Oconnor (1979 y 1982), llev a algunos linajes
del orden Astigmata a perder la capacidad de originar formas foreticas de resistencia o
hipopos, tal y como sucede en T. pufrescentiae.

En sus habitats naturales, los acaros del género Tyrophagus son considerados
como consumidores de material vegetal en descomposicion y de microflora (Luxton y
Petersen, 1982). En consonacia con esta afirmacion, diversos autores sefialan a
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T. putrescentiae como una especie principalmente fungivora y/o saprofaga (Sinha y Mills,
1968; Hughes, 1976; Sinha, 1979). Numerosos estudios han establecido las relaciones
alimenticias existentes entre T. pufrescentiae y las especies de hongos presentes en
habitats naturales (suelos) y/o en alimentos almacenados ocupados por este acaro
(Griffiths et al, 1959; Sinha y Mills, 1968; Pankiewicz-Nowicka y Boczek, 1984; Smrz y
Catska, 1987; Abdel-Sater et al., 1995). Las preferencias indicadas por dichos autores se
centraron en determinadas especies de hongos de los géneros Eurotium, Aspergillus,
Penicillium, Alternaria, Mucory Cylindrocarpon.

Sin embargo, debido a la diversidad de sustratos alimenticios sobre los que
T. putrescentiae es capaz de desarrollarse, seria posible considerar a esta especie como
omnivora (Hughes, 1976; Pankiewicz-Nowicka y Boczek, 1984; Walter et al., 1986).
Incluso existen citas de T. putrescentiae como especie depredadora de nematodos
(Walter et al., 1986, Bilgrami y Tahseen, 1992; Bilgrami, 1994) y de otros organismos,
como Diabrotica undecimpunctata howardi Barber (Coleoptera: Chrysomelidae) (Brust y
House, 1988).

Este amplio espectro alimenticio indica la plasticidad enzimatica y la capacidad
adaptativa de T. putrescentiae (Smrz y Catska, 1987), lo que a su vez permite
comprender su potencial como plaga de productos alimenticios almacenados.

1. 3. EFECTO DE FACTORES FiSICOS SOBRE LA BIOLOGIA DE LOS ACAROS DE
PRODUCTOS ALMACENADOS

Resulta obvio que la magnitud del dafio producido por una poblacion de acaros de
productos almacenados es proporcional al tamafio de la poblacion y que el futuro dafio
que pueda causar depende de |a rapidez con que dicha poblacion pueda incrementarse.
Esta capacidad de incremento viene determinada por una serie de factores bidticos y
abidticos siendo los mas importantes dentro de estos dltimos la temperatura y la
humedad relativa (Cunnington, 1976, Zdarkova, 1991a). Otro factor fisico que también
influye es el fotoperiodo (Zdarkova y Voracek, 1993), aunque su incidencia en las
poblaciones de dcaros de alimentos almacenados es escasa debido a que generalmente
estos organismos viven en condiciones de completa oscuridad durante la totalidad de su
ciclo vitat (Zdarkova y Voracek, 1993).

10
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1. 3. 1. Efecto de la temperatura

Como en todo organismo ectotérmico, la actividad de los acaros de los productos
almacenados viene determinada por la temperatura ambiental. Dentro de la gama
favorable de temperaturas en la que las poblaciones de acaros astigmatidos pueden
desarrollarse, su capacidad de incremento puede ser tal que en condiciones optimas
multipliquen varias veces el tamafio de la poblacién en pocos dias. Asi, Cunnington
(1976) indica como a 25°C, y una humedad relativa del 90%, las poblaciones de
Lepidoglyphus destructor (Schrank, 1781) (Astigmata: Glycyphagidae), Acarus siro L.,
1758 (Astigmata: Acaridae) y T. putrescentiae potencialmente podrian multiplicarse 4, 7 y
10 veces respectivamente en una semana. Esta gran capacidad de incremento se reduce
considerablemente a medida que la temperatura se aleja, por encima o por debajo, de
ese rango optimo de desarrollo. En general, bajo condiciones extremas de temperatura
diversos procesos fisiolégicos se ven fatalmente alterados (Fields, 1992) de forma que si
dichas condiciones se mantienen a lo largo del tiempo las poblaciones tenderian a
desaparecer. En este sentido, la determinacién de los umbrales térmicos superior e
inferior de desarrollo sobrepasados los cuales las poblaciones de una especie plaga no
pueden desarrollarse resulta fundamental para el establecimiento de estrategias eficaces

de control.

1. 3. 2. Efecto de 1a humedad relativa

Los acaros astigmatidos de los productos almacenados son mas tolerantes a los
cambios en temperatura que a los cambios en humedad relativa ambiental (Zdarkova,
1991a), presentando tendencia a perder fluidos a través de la superficie corporal
(Wharton y Furumizo, 1977; Wharton et al., 1979). Para contrarrestar este efecto, los
acaros astigmatidos han desarrollado un mecanismo de absorcion de la humedad
ambiental basado en las denominadas glandulas supracoxales, oérganos
osmorreguladores situados en la base del primer par de patas que producen una
secrecién higroscdpica con capacidad de absorber vapor de agua del aire (Wharton y
Furumizo, 1977; Wharton et al., 1979). La minima humedad relativa a la que un
organismo es capaz de mantener su balance hidrico se denomina actividad critica de
equilibrio (Wharton y Devine, 1968). En los 4caros astigmatidos, por debajo de este valor
caracteristico de cada especie, la bomba de agua es incapaz de compensar las pérdidas
a través de la cuticula, de forma que en ausencia de otras fuentes de agua estos

11
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organismos no son capaces de sobrevivir. Debido a esta circunstancia, estos organismos
precisan de altos valores de humedad relativa ambiental para desarrollarse, en general
superiores al 70% (Wharton y Arlian, 1972). La capacidad de desarroliarse en valores de
humedad relativa ambiental inferiores a la actividad critica de equilibrio se debe al
contenido de agua libre del alimento y a estrategias de comportamiento de los acaros
(Cutcher, 1973). Como en el caso de la temperatura, el establecimiento del limite de
humedad relativa ambiental por debajo del cual las poblaciones de |las distintas especies
de acaros plaga de productos almacenados no son capaces de proliferar resulta de

enorme interés desde el punto de vista de su control.

1. 3. 3. Modelizacién de la biologia frente a factores fisicos

Una vez identificados los factores clave responsables de las fluctuaciones de las
poblaciones de los organismos plaga, el siguiente paso consiste en la cuantificacion de
su efecto con el fin de modelizar los diferentes aspectos de su biologia. La elaboracion de
modelos que simulen el desarrollo de las poblaciones de las plagas de los productos
almacenados resulta de gran utilidad para predecir los niveles poblacionales y optimizar
las estrategias a aplicar dentro del control integrado de plagas. Para realizar estos
modelos se debe evaluar el desarrollo, la supervivencia y la reproduccién bajo un rango
de valores de los factores considerados y establecer relaciones por medio del ajuste a
funciones matematicas (Parajulee et al., 1995; Lysyk, 1998; Tsai y Wang, 1999). Las
funciones empleadas con este propésito van desde simples ecuaciones lineales hasta
complejas ecuaciones no lineales que generan la forma adecuada para ajustarse al
comportamiento de los parametros a cuantificar (Hilbert, 1995).

El creciente interés en la modelizacion del desarrollo de los organismos plaga ha
llevado al empleo de muchas de estas funciones para describir el comportamiento de
diferentes paréametros biolégicos ante los factores fisicos. Asi, se han empleado
funciones para describir la tasa de desarrollo de los distintos estados de un organismo
(Lamb et al., 1984; Logan, 1988; Marco et al., 1897, Briere y Pracros, 1998; Tsai y Liu,
1998), la tasa intrinseca de incremento natural de las poblaciones (Logan et al., 1976;
Lysyk, 1998; Tsai y Wang, 1999), la fecundidad diaria (Nowierski et al., 1995; Tsai y
Wang, 1999) y la fecundidad acumulada (McClymont Peace, 1983; Carpenter, 1995),
otros parametros reproductores (Mason y Mack, 1984, Lysyk, 1998; Tsai y Wang, 1989),
la supervivencia preimaginal (Fomasari, 1995; Wagner, 1995; Lysyk, 1998) y {a del

12
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estado adulto (Nowierski et al., 1995; Tsai y Wang, 1999) o la longevidad (Mason y Mack,
1984; Lysyk, 1998). El desarrollo computacional ha permitido la elaboracién de modelos
cada vez mas complejos e incluso modelos que consideran a la vez mas de un factor,
como modelos bidimensionales de temperatura y humedad relativa (Throne et al., 1998) o
modelos para la tasa de desarmollo con respecto a la nutricion y a la temperatura (Hilbert,
1995).

Sin embargo, el interés de los entomélogos ha estado tradicionalmente mas
centrado en el efecto de la temperatura sobre la tasa de desarrollo de los organismos
plaga, existiendo una gran variedad de funciones desarrolladas para describir dicha
relacion que se emplean como aplicacion para predecir su fénologia (Wagner et al.,
1984a; Higley et al., 1986; Logan, 1988; Logan et al., 1991; Marco et al., 1997). Esta
circunstancia es debida a que la temperatura es considerada como uno de los principales
factores que influyen en la ecologia de los invertebrados terrestres (Tauber et al., 1986)
de forma que la relaciéon entre la tasa de desarrollo y la temperatura representa un
componente fundamental de la dindmica de poblaciones y su correcta descripcion resulta
esencial en la construccién de modelos fenoldgicos (Lactin et al., 1995). Este amplio
desarrollo de la modelizacién del efecto de la temperatura sobre la tasa de desarrollo se

considera de manera mas extensa en el apartado siguiente.

1. 3. 3. 1. Modelizacién de ia tasa de desarrollo frente a |a temperatura

En los organismos ectotérmicos, la relacidon entre la tasa de desarrollo y la
temperatura es de caracter no lineal, presentando una forma asimeétrica compuesta por
tres secciones (Wagner et al., 1984a; Briere y Pracros, 1998). En la primera, |a tasa de
desarrollo se aproxima asintéticamente al punto de desarrollo cero, debido a que estos
organismos a menudo son capaces de sobrevivir durante largos periodos de tiempo a
bajas temperaturas con su desarrollo detenido o ralentizado. Por esta razén, el umbral
térmico inferior de desarrollo es dificil de medir con precisién. En la segunda seccion, a
medida que la temperatura se incrementa, la tasa de desarrollo se vuelve proporcional a
la temperatura. Finalmente, una vez sobrepasada la temperatura dptima (esto es, la
temperatura asociada con la tasa mas alta) el desarrollo se ralentiza y cae bruscamente
hasta el umbral térmico superior de desarrollo.

13



Capitulo 1 Introduccion

Muchos modelos empiricos y biofisicos han sido desarrollados para describir la
relacion entre la tasa de desarrollo y la temperatura. Como Wagner et al. (1984a) indican,
una de las primeras aproximaciones fue el modelo lineal de grados-dia, que se centra en
la porcion lineal de la curva para establecer dicha relacién, de forma que ésta queda
representada por medio de una linea recta. Este modelo calcula la duracion dei desarrollo
en forma de unidades termales, los grados-dia, que se interpretan como el numero de
grados de temperatura acumulados diariamente por encima del umbral térmico inferior
que son necesarios para completar el desarrollo. Para calcular los grados-dia se debe
multiplicar el tiempo de desarrolio predicho por el modelo a una temperatura determinada
por la diferencia entre esa temperatura y el umbral inferior. Al ser el modelo una linea
recta dichos productos son constantes a lo largo de todo el rango de temperaturas. El
umbral inferior de temperatura se calcula extrapolando la linea recta hasta cortar el eje de
temperaturas. Este modelo es y ha sido ampliamente utilizado debido a que requiere
pocos datos para su formulacién y a ser facil de calcular y aplicar (Wagner et al., 1984a).

Sin embargo, el hecho de que este modelo no considerara las porciones no
lineales de la relaciéon entre la tasa de desarrollo y la temperatura motivé a numerosos
investigadores a la formulacion de modelos mas complejos que tuvieran en cuenta esta
circunstancia. Asi, Stinner et al. (1974) emplearon una ecuacién sigmoidea modificada;
Logan et al. (1976) desarroltaron dos modelos, uno por combinacion de dos ecuaciones
exponenciales (ecuacion 6) y otro por combinacion de una ecuacién sigmoidea y otra
exponencial (ecuacion 10); Sharpe y DeMichele (1977) elaboraron un complejo modelo
biofisico basado en cinética enzimatica que contenia 6 pardmetros con interpretacion
bioquimica y termodinamica; este modelo fue posteriormente simplificado por Schoolfield
et al. (1981) para subsanar ciertos problemas que surgian durante la estimacién de los
parametros; Hilbert y Logan (1983) combinaron nuevamente una ecuacion sigmoidea con
una exponencial para obtener un modelo que predecia a la vez los umbrales térmicos
superior e inferior; Lactin et al. (1995) modificaron la ecuacion 6 de Logan et al. (1976)
para permitir la estimacion del umbral inferior de desarrollo; Briere et al. (1999)
desarrollaron un modelo simplificado con menor namero de parametros que estimaba

también los umbrales de desarrollo.
Esta amplia disponibilidad ha criginado la necesidad de.establecer una serie de

criterios de seleccidon que permitan escoger aquél o aguéllos modelos que ofrezcan

mejores resultados. La premisa basica es la descripcion precisa de los datos (Lamb et al,,
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1984), para lo cual resulta esencial que el modelo tenga en cuenta la no linearidad asi
como ia asimetria asociada a la temperatura 6ptima de desarrollo (Logan y Hilbert, 1983).
Debido a que en numerosas ocasiones los coeficientes de determinacion que establecen
el grado de ajuste de los modelos a los datos observados son elevados y similares entre
si (Briere y Pracros, 1998), este criterio por si solo no permite la realizacién de una
seleccion adecuada de los modelos. Por ello es necesario aplicar otros criterios, como los
establecidos por Lamb et al. (1984) y Wagner et al. (1984a). Otro punto a considerar son
las distintas necesidades a la hora de aplicar un modelo (Logan, 1988), como, por
ejemplo, si existe o no interés en la prediccién de los umbrales térmicos de desarrollo.
Teniendo en cuenta todas estas circunstancias no resuita extrafio que en los ultimos afios
diversos estudios se hayan centrado en la comparacion del ajuste de diferentes modelos
a datos de desarrollo (Got et al., 1997; Marco et al., 1997; Briere y Pracros, 1998; Tsai y
Liu, 1998).

La realizacién de estudios de desarrollo en los que se aplican modelos para
describir 1a relacion entre la tasa de desarrollo y la temperatura generalmente tiene su
base en experimentos de laboratorio a temperaturas constantes. Sin embargo, la
velocidad a la que un organismo ectotérmico se desarrolla depende no sélo de la curva
que relaciona la tasa de desarrollo con la temperatura, sino también del régimen de
temperaturas en el que vive {Andrewartha y Birch, 1954; Taylor, 1981). Debido a esta
circunstancia, los datos de desarroilo obtenidos en laboratorio bajo condiciones de
temperatura constantes proporcionan aproximaciones al desarrollo en condiciones
naturales bajo temperaturas fluctuantes (Hagstrum y Milliken, 1991). Asi, en diferentes
insectos, la comparacion de las tasas de desarrollo bajo regimenes de temperaturas
fluctuantes respecto a las obtenidas bajo temperaturas constantes que representaban la
media correspondiente a esos regimenes ha dado lugar a resultados muy diversos (Beck,
1983). En unos casos el desarrollo se producia mas rapidamente, en otros de manera

mas lenta y en un tercer grupo se producia a la misma velocidad.

Ante esta situacién, para modelizar el desarrollo de los organismos ectotérmicos
en un ambiente sometido a fluctuaciones de temperatura, varios autores han propuesto
un modelo global obtenido a partir de |a integracion, a traveés del régimen de temperaturas
fluctuantes, de la funcidén que describa la relacién existente entre la tasa de desarrollo y la
temperatura (Stinner et al., 1974; Logan et al, 1976, Logan y Hilbert, 1983, Hilbert y
Logan, 1983; Logan, 1988).
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Logan (1988) indica la existencia de dos asunciones necesarias para la aplicacion
de este modelo global. La primera se refiere al ajuste instantaneo de las tasas de
desarrollo frente a las variaciones de temperatura mientras que la segunda implica la
ausencia de sinergismo debido a las fluctuaciones de temperatura frente a las

temperaturas constantes.

£1 modelo global también puede ser aplicado al nivel poblacional a través de dos
aproximaciones diferentes. En fa primera, la distribucion de frecuencias de las tasas de
desarrollo para cada temperatura se transforma en una unica distribucion normalizada de
probabilidades acumuladas de forma sigmoidea. En esta distribucion el valor de Di
corresponde a la tasa de desarrollo normalizada y se emplea como variable
independiente para predecir la fraccion de una cohorte de individuos que completa el
desarrollo en funcion de las tasas acumuladas (Wagner et al.,, 1984b). En este sentido,
cuando Di toma el valor 1, la mitad de la poblacién ha completado el desarrollo (Logan,
1988). En la segunda aproximacion, la funcién rT(t)] se emplea para describir la relacion
entre la tasa intrinseca de incremento de una poblacion (r,) y la temperatura, ya que el
patrén de dicha relacién es similar al de la tasa de desarrollo frente a la temperatura. De
esta forma, ajustando dicha funcion a los valores de r,, obtenidos a distintas temperaturas
e incorporandolo al modelo global, se podria predecir la evolucién de una poblacién en un
régimen fluctuante de temperaturas (Logan et al., 1976).

1. 4. METODOS DE CONTROL DE ACAROS DE PRODUCTOS ALMACENADOS

La proteccion de productos alimenticios almacenados, especialmente los
destinados al consumo humano, es particularmente critica debido a que deben
encontrarse libres de artrépodos vivos o muertos asi como de evidencias de su presencia
anterior (Benz, 1987). Esto provoca que los niveles de tolerancia admitidos sean
extraordinariamente bajos. La primera medida para la proteccién de estos productos
consiste en evitar la aparicién de las infestaciones por medio del empleo de diversos
métodos de control preventivos (Benz, 1987). Sin embargo, no siempre resulta factible
conseguir la exclusion completa de las plagas de los productos que se desean proteger,
haciéndose entonces necesaria la aplicacion de medidas de control curativas eficaces.
En este sentido, la deteccién temprana de la infestacién es de gran importancia para el
éxito de estas medidas (Benz, 1987, Zdarkova, 1991a). En el caso de los caros, su gran

16



Capitulo 1 . Introduccicn

capacidad de incremento hace que en pocos dias sus densidades poblacionales
alcancen niveles no tolerables, por lo que se hace ain mas importante la aplicacién
urgente de métodos de controi efectivos. Como para el resto de las plagas de productos
almacenados, se han usado y experimentado variados procedimientos de control para
luchar contra estos organismos. Estos procedimentos se han centrado principalmente en
el empleo de métodos fisicos y quimicos, pero también incluyen el uso de feromonas y la

lucha biolégica.

1. 4. 1. Fisicos

s Limpieza. Una de las mas importantes medidas preventivas a tener en cuenta en
la industria alimentaria consiste en la limpieza de almacenes, graneros, silos y maquinaria
de procesado de alimentos, lo que priva a muchas plagas de lugares de cria y
alimentacion que puedan actuar como refugios (Benz, 1987). En este sentido, las grietas
de paredes y techos deben ser rellenadas con materiales inertes para evitar la
acumulacion de productos que puedan ser empleados como sustrato alimenticio (Benz,
1987).

e Barreras mecanicas. El aislamiento fisico de los aimacenes respecto al medio
extemo es otra medida preventiva bastante conveniente. Esto puede conseguirse
colocando mallas protectoras en las aberturas de ventilacion y ventanas, si es posible en
combinacion con aparatos de electrocucién (Benz, 1987)

El empaquetado de las mercancias por medio de diferentes tipos de envolturas
herméticas es otro método de aislamiento de los alimentos que los protege de las
diferentes plagas de productos almacenados. Un perfecto sellado evita, por una parte, la
penetracion de las plagas y, por otra, la emanacion de olores que las puedan atraer
(Benz, 1987).

e Eliminacion mecanica. Benz (1987) sefiala como uno de los procedimientos mas
simples para la eliminacién de las plagas de productos almacenados el empleo de
métodos mecanicos de extraccién, como el tamizado o la aspifacién. Sin embargo, los
métodos mecanicos no siempre son enteramente satisfactorios ni aplicables a todo tipo

de productos.
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e Modificacién de factfores ambientales. Una de las metodologias mas empleadas
para eliminar o disminuir las poblaciones de acaros en productos aimacenados consiste
en la alteracién de las condiciones de temperatura y humedad relativa (Benz, 1987,
Zdarkova, 1991a), para lo cual resulta de gran utilidad el conocimiento previo del efecto
de la modificacion de estos factores sobre las poblaciones de acaros plaga.

El uso de temperaturas extremas ha constituido una técnica empleada con gran
éxito durante muchos anos contra las plagas de productos almacenados (Fields, 1992),
existiendo diversos estudios de su efecto sobre dcaros de este tipo (Sinha, 1964; Burrel y
Havers, 1976; Zdarkova y Voracek, 1993; Arnau y Guerrero, 1994). Para obtener bajas
temperaturas el método mas empleado consiste en la ventilacion del producto
almacenado por medio de aire refrigerado (Armitage, 1980; Zdarkova, 1991a; Fields,
1992), existiendo también disponibilidad de equipamientos para congelacion en la
industria alimentaria (Zdarkova y Voracek, 1993). Asimismo, el sobrecalentamiento a
temperaturas letales por medio de calefactores (Benz, 1987), aire caliente (Fields, 1992)
o microondas (Fields, 1992; Halverson et al., 1998) es también un meétodo comun

aplicable a la eliminacion de acaros de productos almacenados.

Por otra parte, como los acaros son mas tolerantes a los cambios en la
temperatura que a los cambios en humedad ambiental (Zdarkova, 1991a) la disminucion
de la humedad relativa se presenta como un sistema mas eficaz, aunque menos
extendido, para el control de estos organismos, al provocar en ellos procesos de
desecacién. En este sentido, Zdarkova (1991a) indica que los procesos de aireaciéon no
s6lo modifican la temperatura ambiental sino que también eliminan gran parte de la
humedad de los productos almacenados, manteniendo las poblaciones en niveles bajos.
Ademas afirma que en almacenes de grano en los que se lleva a cabo una aireacion
activa desde el momento de la carga, generalmente no se desarrollan problemas de
plagas de acaros. Sin embargo, Hurlock et al. (1980) indicaron que el trigo almacenado
en contenedores aireados presentaba un contenido de humedad de un 0,5% a un 1%
mayor que en los no aireados, exceptuando en la superficie, donde generalmente se
mantenian condiciones mas secas. La aplicacidén de esta técnica dependeria, por tanto,

de la capacidad de los &caros de penetrar en el interior de los productos a proteger.

» Radiaciones. Otro método disponible para el control de acaros en productos

almacenados es el uso de radiaciones ionizantes, generalmente de tipo gamma (Benz,
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1987). Existen diversos estudios que certifican la eficacia del meétodo, tanto para eliminar
los acaros como para producir esterilidad de los adultos, lo que depende de la intensidad
de la radiacién (Ignatowicz et al., 1983; Kumud y Mathur, 1989, Ignatowicz, 1992; Amau y
Guerrero, 1994). Sin embargo, hasta ahora sélo unos pocos paises han aprobado el uso
de esta metodologia para controlar las plagas de artrépodos de los alimentos
almacenados (Benz, 1987), lo que supone un serio impedimento para el desarrollo e
instalacion de equipos de irradiacién en la industria alimenticia. Un ejemplo lo constituye
Espafia, donde esta técnica se ha mostrado especialmente eficaz a nivel experimental
para el control de acaros en jamones curados pero donde su uso no esta permitido

(Arnau y Guerrero, 1994).

+ Atmdésferas modificadas. De acuerdo con Jay (1984) una atmdsfera modificada
se origina cambiando |la atmosfera original de un contenedor de almacenamiento por otra
letal para los artrépodos al afiadir diéxido de carbono (CQO;), nitrégeno (Nz) o aire exento
de oxigeno a través de la aplicacién de gases de combustion desde un generador de
"atmosferas inertes". Este control en la composicion de la atmésfera puede ser empleado
para la eliminacién de plagas de insectos y acaros en alimentos aimacenados tales como
grano (Benz, 1987; Zdarkova, 1991a), siendo el maximo problema la transformacion de
los graneros y silos existentes en camaras herméticas al gas (Benz, 1987). Para
determinado tipo de productos tales como came de cerdo curada, este procedimiento se
ha mostrado efectivo con exposiciones de tres dias en atmésferas con un 100% de CO;
(Pagani y Ciampitti, 1990; Guerrero y Amau, 1995). En el caso del jamon ibérico curado,
la aplicacion de atmosferas de CO; a distintos valores de presion produjo inicialmente
resultados satisfactorios a nivel experimental con tratamientos de tan sélo una hora de
duracién, aunque los posteriores procesos de despresurizaciéon producian alteraciones de
la calidad del producto (Arnau y Guerrero, 1994). .

1. 4. 2. Quimicos

En muchas ocasiones los métodos fisicos no son suficientes para controlar las
poblaciones de acaros e insectos plaga de productos almacenados, por lo que, en [a
actualidad, el método de control mas eficaz y ampliamente empleado es la aplicacion de
plaguicidas (Benz, 1987; Zdarkova, 1991a). Estos productos son utilizados como medida
preventiva para eliminar las poblaciones de organismos plaga presentes en los
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almacenes que puedan infestar los alimentos a proteger, o como medida curativa cuando
el ataque ya se ha producido para evitar que las pérdidas econémicas sean elevadas.

Numerosos productos han demostrado tener actividad acaricida sobre
T. putrescentiae y otros acaros de almacén (Zdarkova y Horak, 1973; Wilkin y Hope,
1973; Bowley y Bell, 1981; Stables, 1984; Tigar y Pinniger, 1989; Zdarkova, 1994). Sin
embargo, existen estrictos requerimientos para el uso de plaguicidas en la industria
alimenticia. Los productos empleados deben tener la minima toxicidad para el hombre,
minima actividad residual y no deben afectar la apariencia, olor, sabor u otras cualidades
de los productos alimenticios (Zdarkova, 1991a). Por ello, actualmente en Espaia el
numero de productos cuyo empleo esta permitido para controlar las plagas de productos
alimenticios almacenados es muy reducido (De Lifian, 1899). En general, el control
quimico se emplea principalmente para proteger grano almacenado de cereales o
leguminosas (Benz, 1987).

Los productos quimicos empleados como plaguicidas pueden ser divididos en
fumigantes y no fumigantes segun su forma de actuacion. Los primeros son gases toxicos
caracterizados por tener una gran capacidad de difusién y penetracion dentro del sustrato
y nula actividad residual, aunque su manejo es peligroso, laborioso y muy caro
(Zdarkova, 1991a). En cuanto a los no fumigantes, su forma de actuacion es por contacto
o por ingestion, con capacidad fumigante limitada (Zdarkova, 1991a). Presentan mayor
actividad residual y menor toxicidad para los mamiferos, siendo extremadamente toxicos
para los insectos y otros artrépodos, por lo que pueden ser aplicados en concentraciones
muy bajas (Benz, 1987; Zdarkova, 1991a).

Sin embargo, muchos de los productos alimenticios due potencialmente son
susceptibles de ser atacados por acaros caen fuera del espectro de alimentos que
pueden ser protegidos por medio del control quimico en nuestro pais. Ademas, otro
problema relacionado con las plagas de acaros es su menor sensibilidad a los plaguicidas
empleados actualmente en comparacion con los insectos (Zdarkova, 1991a). Como
resultado, los tratamientos quimicos rutinarios contra plagas de insectos de productos
almacenados son a menudo inefectivos contra los acaros que se dan simultaneamente.
Los operadores del control de plagas a veces resuelven este problema seleccionando.

acaricidas mas especificos, en los lugares donde esté permitida su aplicacion, o
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incrementando las dosis de insecticidas convencionales. Esta Ultima aproximacion
presenta serios problemas sanitarios y ambientales (Zdarkova, 1991a).

Por otra parte, existen estudios que indican la capacidad de los acaros de
desarrollar lineas resistentes a determinados plaguicidas usados actualmente (Wilkin,
1973; Stables, 1984). En este sentido Zdarkova (1991a) recomienda que los productos a

emplear sean altemados con el fin de mantener su efectividad.

1. 4, 3. Feromonas

Dentro de los métodos de control de plagas de productos almacenados, el empleo
de feromonas supone una metodologia atractiva debido a su alta especificidad. La
aplicacion de estas sustancias como sistema de deteccion temprana constituye un gran
ventaja, ya que permite disponer de mayor cantidad de tiempo para introducir otras
practicas de control ambientalmente seguras (Benz, 1987). El empleo de las feromonas
como método de control también ha sido sugerido, al haberse comprobado la capacidad
de estos productos para capturar masivamente a los individuos de una especie
(Burkholder, 1984). Sin embargo, Benz (1987) indica que son necesarias enormes
cantidades de feromonas para el tratamiento de grandes almacenes, lo que supondria
problemas econdmicos para el desarrollo de esta tecnologia.

En el caso de los acaros de productos almacenados, su gran capacidad de
incremento en poco tiempo hace que sea de enorme importancia la deteccion temprana
de su presencia, con el fin de aplicar cuanto antes medidas de control. Como se ha
comentado, dentro de este contexto las feromonas resultan de gran ayuda, siendo
necesaria su identificacién asi como la determinacién del efecto que producen. En acaros
astigmatidos el complejo de feromonas implicado en sus procesos biologicos se
encuentra ampliamente estudiado, habiéndose detectado feromonas de agregacion
(Kuwahara et al., 1982; Mori y Kuwahara, 1986), de alarma (Kuwahara et al., 1975; Leal
et al., 1988; Kuwahara et al., 1989) y sexuales (Kuwahara, 1991; Mori y Kuwahara, 1995).
Dichos autores caracterizaron las distintas sustancias implicadas y determinaron el papel
de las mismas dentro de a ecologia de |las poblaciones de acaros. Dentro de |os tipos de
sustancias detectadas, las feromonas de alarma abren otra posibilidad a desarrollar
dentro de las estrategias de control, al poder ser empleadas como método de proteccion
de alimentos. Un ejemplo lo constituye T. putrescentiae, donde dos monoterpenos han
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sido identificados como feromonas, el formato de nerilo, que actua como feromona de
alarma (Kuwahara et al., 1975) y el B-acaridial, que actia como feromona sexual (Leal et
al., 1989). Rodriguez et al. (1979) demostraron la capacidad de la feromona de afarma de
T. putrescentiae para prevenir la invasion de este acaro en comida de animales
domésticos aplicandola en el envoltorio. Otra sustancia quimicamente similar, el citrai,
también se mostré igualmente efectiva para proteger el alimento frente a la entrada de los
acaros de esta especie por medio del mismo método de aplicacién (Rodriguez et al.,
1979). El citral es el principal constituyente del aceite de limoncillo (Andropogon
schoenanthus) (Gramineae) y aparece en numerosos otros aceites (Templeton, 1969).
Este monoterpeno esta compuesto por dos isomeros, el neral y el geranial (Templeton,
1969), los cuales actian como feromona de alarma en otros acaros astigmatidos,
habiéndose encontrado en las glandulas opistonotales de otras especies en mayor o
menor cantidad (Kuwahara, 1991).

Por tanto, el conocimiento del complejo de feromonas de las distintas especies de
acaros plaga de productos almacenados resulta fundamental para la introduccion de esta
tecnologia en los programas de control integrado. Segan Sonenshine (1985) la necesidad
prioritaria radica en la recopilacion e interpretacion de la informacién bésica sobre
feromonas y otros semioquimicos de los acaros. El siguiente paso seria la evaluacion de
la posible aplicacién de estos productos a nivel practico (Silverstein, 1981). Por tanto, y
atendiendo a la problematica apuntada por Benz (1987) respecto a su uso en almacenes,
seria necesario determinar el grado de proteccion que proporcionan, el tiempo necesario
para alcanzar las concentraciones requeridas y la duracidn del periodo de efectividad, las

cantidades a emplear y la viabilidad econémica de su aplicacion.

1. 4. 4. Control biolégico

El término control biolégico implica la utilizacion de depredadores, parasitoides y
patdgenos para el control de plagas de insectos y acaros. Esta metodologia proporciona
enormes ventajas debido a su alta especificidad y a la ausencia de riesgos de toxicidad y
de otros efectos ambientales indeseables derivados del empleo de plaguicidas quimicos
(Davies, 1991.). Sin embargo, en el caso de las plagas de productos almacenados, esta
metodologia presenta a su vez determinados inconvenientes. Arbogast (1984) indica que
la funcidn de control por parte de enemigos naturales generalmente comienza cuando ya
se han producido dafios serios en los productos a proteger, aunque esta situacion puede
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ser bastante diferente cuando los enemigos naturales se liberan deliberadamente durante
los primeros estados de la infestacion. Ofro problema asociado a este tipo de
metodologia radica en el hecho de que la introduccién de enemigos naturales puede
incrementar la contaminacién del producto (Benz, 1987). En cualquier caso, este mismo
autor indica que, aunque esta critica es correcta, no justifica el sistematico rechazo del
control biolégico, considerando ademas que los restos de enemigos naturales son
comparativamente de escasa importancia en muchos productos alimenticios que,
ademas, pueden ser objeto de limpiezas antes o durante el procesado.

Las perspectivas actuales de contro! biolégico de los acaros astigmatidos de
productos almacenados se basan en el empleo de depredadores. La diversidad de
parasitoides y patégenos de los dcaros en general es mucho menos conocida que la de
los insectos (Lipa, 1971) debido a que el pequefio tamario de los acaros ha limitado la
cantidad de investigaciones sobre enfermedades de este importante grupo de artrépodos

(Poinar y Poinar, 1998).

Las principales especies depredadoras de los acaros plaga de productos
almacenados estan constituidos por acaros de los 6rdenes Mesostigmata y Prostigmata
(McMurtry, 1984). De todas ellas, el prostigmatido Cheyletus eruditus ha demostrado
tener un gran potencial como agente de control biolégico en grano almacenado (Norris,
1958; Pulpan y Vemer, 1965; Berreen, 1976). Este acaro se alimenta de acaros
astigmatidos de las familias Acaridae y Glycyphagidae, principalmente sobre las especies
T. putrescentiae, A. siro y L. destructor (Zdarkova, 1991a y 1991b). Respecto a su
capacidad como depredador, Norris (1958) observé la eliminacion de densas poblaciones
de A. siro y L. destructor en almacenes de trigo en grano. Asimismo, Pulpan y Verner
(1965) indicaron la existencia de control espontaneo en graneros donde la proporcion
depredador-presa era de 1 a 75-100, siempre y cuando la infestacion no excediera los
1000 individuos de acaros plaga por 500 gramos de grano. L.os mismos autores sugerian
como medida preventiva la introduccién en grano aun no infestado de un individuo de
C. eruditus por cada 100 Kg. de grano. Berreen (1976) sefiald que la tasa de depredacion
de este acaro era de 5 presas por depredador y por dia.‘Bajo este contexto se
desarrollaron planes de control biolégico de acaros astigmatidos con este depredador en
alimento almacenado en Checoslovaquia, donde actualmente se comercializa el bio-
preparado "Cheyletin” en forma de bolsas que contienen entre 2000 y 3000 individuos de
esta especie (Zdarkova, 1991b). El problema fundamental radica en que el control
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biolégico con C. eruditus no es eficaz cuando la densidad de presa es superior a los 1000
individuos por Kg de grano, debido a que el depredador es incapaz de erradicar
poblaciones tan densas de acaros plaga (Pulpan y Verner, 1965, Zdarkova, 1994). Esta
situacion imposibilita la aplicacién de esta metodologia para la proteccion de determinado
tipo de productos donde las condiciones de elaboracién y almacenamiento hacen que las
densidades de acaros plaga sean muy superiores a la cifra indicada.

1. 5. METODOS ALTERNATIVOS DE CONTROL

Uno de los objetivos prioritarios del control integrado de plagas es el empleo de
diversos métodos que reduzcan al maximo la utilizacién de los plaguicidas sintéticos
convencionales. Con este fin se han venido desarrollando nuevas tecnologias de control,
mas selectivas, con diferentes modos de accion y de menor toxicidad para el resto de
organismos. Entre las posibles altemativas consideradas esta el empleo de productos
naturales de origen vegetal, idea que retoma las tendencias originales de obtencion de
plaguicidas a partir de extractos y compuestos derivados de plantas. Por otra parte,
existen en el mercado diversos plaguicidas que actian como reguladores de crecimiento,
al intervenir en distintos procesos fisiolégicos del desarrollo (Oberlander, 1997 et al.).
Estos productos fueron denominados originalmente como “plaguicidas de tercera
generacion” (Williams, 1967). Ademas, los avances en técnicas de biologia molecular han
posibilitado la obtencién de plantas transgénicas que expresan proteinas con capacidad
plaguicida. Actualmente existe un amplio espectro de genes que potencialmente serian
capaces de conferir resistencia a las plantas cultivadas frente al ataque de insectos
(Reeck et al., 1997; Czapla, 1997; Schuler et al., 1998).

En los siguientes apartados se considera la posible aplicacion de las distintas
estrategias citadas para el control de plagas de alimentos almacenados, y en particular
de las de acaros.

1. 5. 1. Productos de origen botanico: monoterpenos

La toxicidad de numerosos aceites esenciales y de sus constituyentes principales
ha sido evaluada frente a diversas plagas de productos almacenados por medio de
diferentes métodos de aplicacidon, habiéndose obtenido en general resultados
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satisfactorios (Schoonhoven,1978; Messina y Renwick, 1983; Don-Pedro, 1989; Risha et
al., 1990; Shaaya et al., 1991; Stamopoulos, 1991; Shaaya y Kostjukovsky, 1998; Huang
et al., 1999). Otros estudios han demostrado también la efectividad de estas sustancias
en el control de acaros y garrapatas (Delaplane, 1992; Mwangi et al., 1995), siendo de
especial relevancia la actividad observada sobre determinadas especies de acaros de
productos alimenticios almacenados como T. putrescentiae (Gulati y Mathur, 1995) y

T. longior (Perrucci, 1995).

La mayor parte de los constituyentes principales que se consideran en los
estudios citados corresponden a monoterpenos, siendo este grupo el principal
componente de los que integran los aceites esenciales. Estos productos representan la
serie de terpenocides de diez dtomos de carbono y comprenden una amplia variedad de
hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas y otros compuestos que contienen oxigeno,
caracterizados por sus olores generalmente agradables (Templeton, 1969). El
mecanismo de accién toxico de monoterpenos y aceites esenciales no es aun muy claro,
aunque se han sugerido procesos de asfixia (Schoonhoven, 1978; Messina y Renwick,
1983) o efectos neurotoxicos (Ryan y Byrne, 1988; Coats et al.,, 1991) como posibles
modos de actuacién. Debido a que se considera que la actividad de este tipo de
compuestos presenta escasos riesgos para la salud humana (Schoohoven, 1978; Coats
et al., 1991; Coats, 1994; Perrucci, 1995), su aplicacién para controlar las poblaciones de
insectos y acaros plaga de productos almacenados le confiere gran interés.

1. 5. 2. Plaguicidas potenciales

Actualmente existe disponible en el mercado una nueva generacion de plaguicidas
con formas de actuacion diferente a los productos convencionales y con una mayor
selectividad y una menor toxicidad para los mamiferos y otros vertebrados. Dicha
selectividad se relaciona con su modo de accion, al intervenir en procesos fisioldgicos
especificos de los organismos objeto del control. Los productos que forman parte de este
nuevo tipo de plaguicidas son los denominados reguladores de crecimiento de insectos
(RCls), los cuales interfieren en el crecimiento y desarrollo de estos organismos
(Retnakaran et al., 1985). Los RCls estan constituidos por inhibidores de la sintesis de
quitina, analogos y antagonistas de la hormona juvenil y analogos y antagonistas de la
ecdisona u hormona de la muda. Los efectos que estas sustancias producen incluyen

desde alteraciones en los procesos de muda de los insectos, dando lugar a individuos no
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viables que acaban muriendo, hasta alteraciones en la reproduccion de los adultos,
inhibiendo la puesta de huevos o la eclosidén de los mismos (Retnakaran et al., 1985;
Dhadialla et al., 1998). La utilizacién de este nuevo tipo de plaguicidas para el control de
plagas agricolas se encuentra en proceso de expansion y todo parece indicar que su uso

tendera a incrementarse en los proximos afios.

Los RCls también pueden constituir un factor importante a largo plazo dentro del
manejo integrado de plagas de insectos de productos almacenados (Oberlander et al.,
1997). Su posible empleo para el control de este tipo de plagas fue anticipado en los afios
70 como una alternativa valiosa al uso de otros plaguicidas. Las investigaciones
realizadas al respecto han demostrado los efectos de una gran variedad de RCls sobre
diversos insectos de productos almacenados (ver revisién de Oberlander et al., 1997),
mostrando un gran potencial como candidatos para su control. De hecho en algunos
paises ya se han registrado productos de este tipo para su uso en almacén, aunque dicha
circunstancia atn no ha tenido lugar en Espara (De Lifian, 1999).

Ademas de estos compuestos, se han desarrollado otros nuevos plaguicidas de
origen natural y de menor toxicidad que los convencionales. Entre ellos se encuentran
principios activos obtenidos a partir de extractos del arbol del Neem (Azadirachta indica
A. Juss.) (Meliaceae) y un metabolito del actinomiceto Saccharopolyspora spinosa Mertz
y Yao, que actia sobre el sistema nervioso aunque de forma distinta a la del resto de

productos neurotéxicos conocidos hasta el momento (Salgado, 1997).

Las caracteristicas y modo de accion de algunos compuestos pertenecientes a las
distintas categorias de plaguicidas previamente indicadas y que han demostrado su
efectividad sobre plagas de diferentes érdenes de insectos se describen brevemente a

continuacion:

e Azadiractina. Este producto es un actiecdisoide natural extraido del arbol del
Neem (Azadiracta indica) cuyos extractos han sido empleados como plaguicidas desde
antiguo en el sudeste de Asia (Schmutterer, 1990). Se considera que actta como
regulador de crecimiento de los estados juveniles de insectos y otros artrépodos,
interfiiendo en la actividad de la ecdisona y por tanto en el proceso de la muda
(Rembold, 1995). A dosis altas presenta también efecto antiapetitivo (Kraus, 1995; Blaney
y Simmonds, 1995).
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« Piriproxifén. E| piriproxifén es un analogo de !a hormona juvenil que ocasiona la
supresion de la embriogénesis afectando asimismo a la metamorfosis y a la formacion del
adulto. También se han descrito efectos negativos en la reproduccion de determinadas

especies (Ishaaya y Horowitz, 1992; Ishaaya et al., 1994).

» Halofenocida. El halofenocida es un nuevo tipo de plaguicida que interfiere con
el normal desarrollo del proceso de metamorfosis. Pertenece al grupo de los analogos de
la hormona de Ja muda de insectos, la 20-hidroxiecdisona, afectando principalmente a los
estados juveniles aunque también reduce draméticamente la fecundidad en insectos
adultos tratados y tiene propiedades ovicidas (RohMid, 1996). Presenta un minimo
impacto sobre organismos beneficiosos tales como depredadores (Kunkel et al., 1999).

e Hexaflumurdn. El hexaflumurén actla inhibiendo la sintesis de quitina en la
cuticula de los insectos. Este proceso ocurre normalmente tras la ingestién del producto
por parte de los estados juveniles, produciendo graves lesiones durante el proceso de
muda o ecdisis hacia el siguiente estado de desarrollo. También presenta actividad
ovicida (Komblas y Hunter, 1986; Horowitz et al., 1992) asi como efectos sobre la
fecundidad y la fertilidad de diferentes especies (Ascher et al., 1986, Horowitz et al,
1992; Marco y Vifuela, 1994). Este producto, ademas, carece de efectos perjudiciales
sobre la fauna asociada de insectos y aracnidos si es aplicado de acuerdo a las

recomendaciones de los fabricantes.

« Spinosad. El spinosad es un plaguicida de origen biol6gico, con un novedoso
modo de accion, compuesto por dos metabolitos, el spinosin A y el spinosin D, derivados
del actinomiceto Saccharopolyspora spinosa. Este producto actia sobre el sistema
nervioso de los insectos induciendo actividad continua de las neuronas motoras lo que a
su vez origina la contraccion de la mayoria de los musculos del cuerpo. Este efecto se
debe a una activacion en la neurona postsinaptica de los receptores nicotinicos de
acetilcolina (Salgado, 1997). El spinosad actia sobre un amplio espectro de insectos
plaga, pero presenta mucho menor toxicidad para los enemigos naturales que los
plaguicidas sintéticos convencionales (Bret et al., 1997). Asimismo su toxicidad para los
vertebrados es también mucho menor que la de los plaguicidas convencionales (Bret et
al., 1997).
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El conocimiento acerca de la actividad productos de este tipo sobre acaros
presenta un menor desarrollo que en el caso de los insectos. Determinados estudios han
analizado el efecto de RCls sobre acaros fitéfagos (Schauer y Schmutterer, 1981;
Meazza et al., 1992; Sundaram et al., 1995), depredadores (Spolien e lsman, 1996),
parasitos (Abo-Taka, 1990; Teel et al., 1996; Donahue et al., 1997; Ross et al., 1997) y
acaros del polvo (Downing et al., 1990), siendo menos abundantes las investigaciones
acerca de como afectan este tipo de plaguicidas a los Acaros de productos almacenados
asi como su posible aplicacion en programas de control. En este sentido, la evaluacion
del efecto de estos productos en el desarrollo y reproduccién de especies de acaros
plaga de productos almacenados podria suponer una nueva y valiosa informacion para el

control de estos organismos.

1. 5. 3. Inhibidores de proteasas y lectinas

La introduccidon de genes en plantas para dotarlas de resistencia frente al ataque
de insectos ha supuesto un nuevo y revolucionario método a tener en cuenta dentro del
control integrado. Esta tecnologia proporciona una proteccion mas efectiva y selectiva y
de menor riesgo para la salud humana al reducir la cantidad de blaguicida necesaria para
combatir las plagas (Gatehouse et al., 1992). Aunque actualmente el uso de estas
técnicas se restringe a la proteccion de las plantas cultivadas (Hilder y Boulter, 1999), la
posibilidad de su uso para la proteccion de productos derivados tales como grano de
cereales o leguminosas no debe ser descartada. Esto permitiia un avance muy
importante en las estrategias encaminadas a la proteccion frente a insectos y acaros
plaga de determinados productos almacenados.

Hasta el momento, todos los genes de resistencia frente a insectos transferidos a
las plantas dirigen su actuacion al sistema digestivo de los insectos (Schuler et al., 1998).
Por esta razon resulta fundamental el conocimiento de las funciones digestivas de las
especies a controlar, habiéndose producido en los dltimos afios un enorme progreso en el
conocimiento de los procesos fisiologicos y de los complejos enzimaticos implicados en la
digestién de los insectos (Terra et al., 1996). Entre los genes candidatos para ser
transferidos se encuentran aquéllos que expresan inhibidores de proteasas digestivas
(ver revision de Reeck et al., 1997) y los que expresan lectinas (Czapla, 1997), al haberse
comprobado el efecto negativo de estos compuestos afadidos a la dieta sobre distintas
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especies plaga o inducidos en plantas (Broadway and Colvin, 1992; Jongsma y Bolter,
1997; Czapla, 1997).

1. 5. 3. 1. Los inhibidores de proteasas

Durante el proceso digestivo, las proteinas ingeridas con la dieta son hidrolizadas
a oligémeros, dimeros y finalmente aminoacidos debido a la accién secuencial de las
proteasas, las cuales actiuan sobre los enlaces peptidicos internos de las proteinas
{(endoproteasas) o sobre los extremos de las cadenas peptidicas (exoproteasas). Las
exoproteasas se clasifican segun la especificidad de los sustratos hidrolizados, recibiendo
el nombre de aminopeptidasas si hidrolizan un aminoécido del extremo N-terminal y
carboxipeptidasas si el aminoacido pertenece al extremo C-terminal. Por su parte, las
endoproteasas se clasifican de acuerdo con el mecanismo catalitico de su centro activo,
habiéndose citado en insectos cuatro tipos: serin proteinasas, cistein proteinasas, aspartil
proteinasas y metaloproteasas, presentando cada una de ellas distintos pHs optimos de
actividad (Terra et al., 1996).

Los inhibidores de proteasas son proteinas que se unen él centro activo de estas
enzimas alterando la digestion proteica del insecto tras su ingestion. Estas sustancias
presentan una amplia distribucion en plantas (Ryan, 1981 y 1990; Whitaker, 1997), donde
intervienen en mecanismos de regulacion fisiolégica asi como en la defensa frente a
insectos y patdgenos (Ryan, 1990; Whitaker, 1997, Royo et al., 1999). Muchos
inhibidores se encuentran constitutivamente en érganos de reserva, tales como semillas y
tubérculos, pero también pueden ser inducidos en respuesta a dafios provocados por
herbivoros (Ryan, 1990).

Debido a la especificidad de los inhibidores, la caracterizacion de las proteasas
que participan en el proceso digestivo resulta fundamental para seleccionar aquélios que
potencialmente sean utiles como método de control. Como se ha comentado, existe un
amplio conocimiento acerca de las proteasas digestivas de insectos, especialmente en
Lepidopteros (Christeller et al., 1992; Terra y Ferreira, 1994; Ortego et al., 1996) y
Coledpteros (Murdock et al., 1987; Wolfson y Murdock, 1990; Novillo et al., 1997). Sin
embargo, los componentes bioguimicos del sistema digestivo en acaros son bastante
desconocidos. Dentro de Astigmata, el estudic de proteasas tiene gran interés en los

denominados acaros del poivo debido a que estan implicados en procesos alérgicos y a
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que precisamente muchos de los alergenos de estos acaros son enzimas proteoliticas
(Thomas, 1993; Stewart, 1995). Por otra parte, algunos estudios han revelado la
presencia de actividad proteolitica en varias especies de acaros de productos
almacenados, incluyendo Tyrophagus spp. (Bowman, 1981 y 1984), aunque las
proteasas responsables de esta actividad no han sido caracterizadas en detalle. En este
sentido, el conocimiento de las proteasas implicadas en el proceso digestivo de los
acaros de productos almacenados asi como el efecto que los inhibidores especificos
tienen sobre estas enzimas resulta de gran utilidad de cara a su posible utilizacion en |
programas de control integrado.

1.5.3. 2. Las lectinas

Las lectinas son proteinas de origen no inmune que Se unen a hidratos de
carbono pudiendo aglutinar células o unirse a la parte glucidica de glicoproteinas,
glicolipidos o polisacaridos (Goldstein et al., 1980). Estas proteinas estén presentes en
numerosos 6rganos vegetales tales como raices, hojas, rizomas, tallos (Etzler, 1986),
aunque aparecen de manera predominante en las semillas, dénde pueden constituir una
gran porcion de la proteina total de este érgano (Liener, 1976 y 1979).

En relacion a la funcién de estas sustancias en las plantas, se ha propuesto que,
ademas de su implicacion en distintos procesos fisiologicos, actian como mecanismo de
defensa frente a patdgenos viricos, bacterianos o fangicos, asi como frente a herbivoros,
incluyendo insectos (Peumans y Van Damme, 1995; Gatehouse et al., 1995). En este
sentido, 1as lectinas han demostrado tener un efecto téxico en Coleoptera (Czapla y Lang,
1990; Allsopp y McGhie, 1996), Lepidoptera (Czapla y Lang, 1990; Law y Kfir, 1997),
Diptera (Eisemann et al., 1994) y Homoptera (Habibi et al., 1993; Sauvion et al., 1996), lo
que las convierte en dtiles herramientas biolégicas para ser empleadas como altemativa
en el control de plagas. E! mecanismo de accién subyacente a la toxicidad de las lectinas
frente a insectos no ha sido aun establecido con exactitud, aunque es probable que
implique la unidn especifica a glicoconjugados localizados en el tubo digestivo medio de

los insectos (Czapla, 1997).
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1. 6. OBJETIVOS DE LA TESIS

El conocimiento de los umbrales de desarrollo del &caro astigmatido
T. putrescentiae, plaga de productos almacenados, y la determinacion de la capacidad de
incremento de sus poblaciones resultan fundamentales para el desarrolio de estrategias
eficaces de control. Por otra parte, el moderno desarmolio computacional ha permitido fa
elaboracion de complejos modelos que describen los mas diversos parametros biologicos
respecto a diferentes factores ambientales, asi como la posibilidad de manejar gran
numero de datos. En este contexto se enmarca el primero de los objetivos abordados en

la presente tesis doctoral:

1. Modelizar el efecto de la temperatura y la humedad relativa sobre el desarrollo y
la reproduccion de T. putrescentiae, con el fin de optimizar las estrategias encaminadas

al control de sus poblaciones.

Por otra parte, los problemas asociados al control de T putrescentiae y otros
acaros astigmatidos sobre productos almacenados han motivado la investigacion de
métodos de control mas eficaces y ambientalmente mas seguros respecto a los
procedimientos empleados actualmente. Los otros tres objetivos estan enfocados en este

sentido:

2. Evaluar la actividad acaricida de monoterpenos componentes de aceites
esenciales de plantas sobre T. putrescentiae.

3. Estudiar el efecto de diferentes reguladores del crecimiento y otros plaguicidas
sobre el desarrollo y la reproduccién de T. putrescentiae.

4. Determinar la actividad de inhibidores de proteasas digestivas y de lectinas
sobre el desarrollo y la supervivencia de los estados juveniles de 7. putrescentiae.
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MATERIAL Y METODOS

2. 1. ACAROS

2. 1. 1. Tyrophagus putrescentiae

La poblacién de T. putrescentiae procedia de muestras de jamén ibérico obtenidas
en la primavera de 1996 y el otofio de 1999 en los secaderos situados en la localidad de
Almendralejo (Badajoz, Espafia). La identificacion de la especie se realizd por medio de
la clave de Hughes (1976). A partir de estas muestras se mantuvo una poblaciéon de
reserva que fue criada usando como sustrato levadura de cerveza en copos (Santiveri
S.A., Barcelona), suministrada ad libitum y considerada como una dieta ideal segin
Parkinson et al. (1991b). Para la cria se empled un método similar al descrito por
Kuwahara et al. (1975), consistente en cajas cilindricas de plastico (9 cm de diametro y 3
cm de altura) cubiertas por su correspondiente tapadera. En ésta se realizaba un agujero
de 3 cm de diametro que posteriormente se cerraba por la cara interior de la tapa con
discos de papel de filtro adheridos con pegamento, lo que permitia el intercambio
gaseoso y la entrada de humedad (Figura 2. 1.). La zona de contacto entre |la tapadera y
la caja se sellaba con vaselina (Vaseline Chesebrough, EGSA, Madrid) para evitar fugas.
Las cajas se mantenian sobre bandejas con agua, renovadas semanalmente, con el fin
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de inmovilizar los acaros que pudieran escapar de las cajas. Las condiciones de cria de
la poblacién de reserva se establecieron en 25 + 0,5°C y 90 + 5% de humedad relativa y
oscuridad total dentro de camaras de cria SANYO MLR-350H (SANYOQ, Japén). Todos
los experimentos de la presente tesis se realizaron en esas condiciones excepto cuando
se indica lo contrario. Cada dos semanas los cultivos eran renovados transfiriendo la
tapadera de un cultivo saturado a una caja con alimento fresco. Los acaros concentrados
en la cara interna de la tapadera eran suficientes para establecer una nueva poblacién.
Los cultivos saturados eran eliminados previa congelacién. Al menos 3 cultivos fueron
mantenidos de manera simultdnea durante todo el pericdo que duré la investigacion.

Levadura de
cerveza

Pegamento

Figura 2. 1. Método de cria de acaros astigmatidos.

2. 1. 2. Otras especies

Las poblaciones de Dermatophagoides farinae Hughes, 1961 y Dermatophagoides
pteronyssinus (Trouessart, 1897) (Astigmata: Pyroglyphidae) fueron proporcionadas por
la empresa farmacéutica ALK Abeilld S. A. (Madrid, Espafia), que asimismo cedié los
laboratorios para la realizacién de los ensayos. Las condiciones de cria de estos acaros
en sus instalaciones eran de 24 + 0,5°C y 80 + 5% HR y oscuridad total. Los acaros eran
criados en matraces cubiertos por un tapén de algoddn que permitia el intercambio

gaseoso y la entrada de humedad a la vez que evitaba que los acaros pudieran escapar.
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L.os matraces se situaban en cajas cubicas de metacrilato (40 cm de lado) abiertas por su
cara superior, sobre un soporte apoyado en la base cuyos bordes no contactaban con las
paredes de la caja. El fondo de la misma se inundaba de aceite de vaselina, sin alcanzar
el soporte donde se encontraban los matraces, para inmovilizar los &caros que pudieran
escapar (Figura 2. 2.). Como alimento se empleaba una mezcla 1:1 suministrada ad
libitum de levadura de cerveza en copos (Santiveri S.A., Barcelona) y un suplemento

alimenticio, cuya composicion habia sido desarrollada en los laboratorios de la empresa.

Algodén

Cajade
metacrilato

|_» Matraz

Sustrato

alimenticio

Soporte

Aceite de vaselina

Figura 2. 2. Método de cria de D. farinae y D. pteronyssinus.
2. 2. BIOENSAYOS

2. 2. 1. General

Las celdas de cria empleadas para los diferentes ensayos fueron analogas a las
descritas por Barker (1967). Estas consistian en un porta excavado con un diametro de
excavacién de 16 mm aproximadamente y una profundidad en el centro de alrededor de
0,8 mm, la cual se cubria con un cubreobjetos de 22 x 22 mm. Para sellar el cubre se

hacia correr una gota de agua entre éste y el porta y se aplicaba una gota de agua. Al
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secarse quedaba perfectamente sellado sin que se impidieran tanto el intercambio
gaseoso como el de humedad. Previamente los &caros, en numero y estado
correspondiente a cada tipo de ensayo, eran introducidos en cada porta junto con una
escama de levadura de cerveza por medio de la utilizacion de un pincel de calibre 00

humedecido en agua destilada (Figura 2. 3.).

Acaros Cubreobjetos
Escama de /v
levadura de
cerveza

/

Porta excavado

Figura 2. 3. Esquema del método empleado para los ensayos con &caros astigmatidos.

La diferenciacion de los sexos se efectué atendiendo a los caracteres sexuales
secundarios descritos por Hughes (1976). La identificacién del estado de larva se realizé
contando el numero de patas, ya que este estado, a diferencia de los de protoninfa y
tritoninfa, presenta tres pares de patas en vez de cuatro. La determinacién de los dos

estados ninfales se flevo a cabo atendiento al tamano relativo.

En los ensayos en los que fue necesario pesar cantidades pequefias, éstas se
realizaron por medio de una balanza de precision Mettier AM100 (Mettler-Toledo, Suiza).

Todas las observaciones se realizaron por medio de una lupa binocular Wild M8
(Wild Heerbrugg, Suiza) con zoom de 6-50 aumentos y con una fuente de luz fria Intralux
5000 (Volpi, Suiza) para evitar el efecto del calor de las l&mparas convencionales sobre

los acaros.
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2. 2. 2. Efecto de factores fisicos sobre la biologia de T. putrescentiae

2. 2.2 1. Temperatura

Para estudiar el efecto de la temperatura sobre la biologia del 4caro del moho se
establecieron poblaciones de reserva a la temperatura correspondiente que fueron
mantenidas durante un periodo minimo de un mes antes del inicio de los ensayos, con el
fin de lograr su aclimatacion (Fields, 1992). De esta forma, para todas las temperaturas
en estudio excepto para 10° C, se conseguia que al menos una generacion completara

su desarrolio en la condiciones deseadas antes de iniciarse los ensayos.

El desarrollo y reproduccién de T. putrescentiae fueron determinados a las
temperaturas constantes de 10, 15, 20, 25, 30, 325 y 34°C. El empleo de tres
temperaturas en el rango de 30 a 34°C permitia una mejor caracterizacion del desarrollo
de los estados inmaduros a temperaturas cercanas al umbral superior de desarrollo,
donde la respuesta de la tasa de desarrolio frente a la temperatura sufre un descenso no
lineal desde la temperatura 6ptima de desarrollo hasta la temperatura letal superior
(Logan et al., 1976; Wagner et al., 1984a; Logan, 1988, Briere y Pracros, 1998).

 Desarroflo y supervivencia de estados inmaduros. Para establecer la duracién de
los distintos estados inmaduros de T. pufrescentiae se partié de 100 huevos
individualizados de menos de 24 horas para las temperaturas situadas entre 15 y 32,5°C,
mientras que para 10 y 34°C se emplearon 200 y 120 respectivamente debido a que a
dichas temperaturas era de esperar una mayor mortalidad al situarse cerca de los
umbrales de desarrollo inferior y superior indicados por Cunnington (1969). Para la
obtencion de los huevos se extrajeron hembras de las poblaciones aclimatadas y se
dispusieron en portas con escamas frescas de levadura de cerveza. Al dia siguiente se
recogian los huevos que habian sido depositados a lo largo del dia y se individualizaban.
El desarrollo desde el estado de huevo hasta adulto era registrado diariamente,

estableciéndose tanto la duracién como la mortalidad de cada estado.

» Reproduccién y supervivencia imaginal. Para estudiar la reproducciéon de
T. putrescentiae, 70 parejas individualizadas de menos de 24 horas fueron establecidas
para cada temperatura. Para obtener los machos y hembras, tritoninfas quiescentes

fueron recogidas de los cultivos de reserva aclimatados e introducidas dentro de celdas
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de cria junto con escamas frescas de levadura de cerveza. Al dia siguiente, los nuevos
adultos eran sexados y emparejados registrandose diariamente el numero de huevos
puestos por cada pareja hasta la muerte de la hembra. Las parejas se transferian a
nuevas celdas de cria con dieta fresca antes de la eclosién de los huevos. Cuando un
macho moria antes que su correspondiente hembra era sustituido por otro macho de la
misma edad, para lo cual se disponia de una reserva de machos procedentes de las

tritoninfas quiescentes a partir de las cuales se establecio la poblacion en estudio.

Para cada temperatura, la tasa de fertilidad (calculada como: nimero de parejas
fértiles / namero inicial de parejas X 100), el periodo de preoviposicion, el periodo de
oviposicidn, el numero total de huevos producidos por hembra (fecundidad), el numero de
huevos producidos por hembra y por dia (tasa de produccién de huevos) y la longevidad
de machos y hembras fueron calculados. La produccion diaria de huevos de la poblacion
fue empleada para construir curvas de fecundidad diaria media por hembra y curvas de
fecundidad acumulada media por hembra. Para construir estas curvas se consideré el
numero inicial de hembras fértiles durante todo el periodo de oviposicion de la poblacién.
El porcentaje diario de machos y hembras supervivientes de las parejas fértiles fue
empleado para construir curvas de supervivencia.

e Tabla de vida y parametros poblacionales. Una vez determinado el periodo pre-
reproductivo, la supervivencia pre-reproductiva y las matrices de nacimientos, se
construyd la tabla de vida para cada temperatura y se calcularon los distintos parametros
poblacionales por medio del programa ry, 2.0 (Tabemer et al., 1993). Por medio de este
programa se obtuvo una estimacién de la varianza de la tasa intrinseca de incremento
natural (r,), asi como su intervalo de confianza, a través de |a aplicacion de técnicas de
Bootstrap, empleando 500 réplicas, tal y como Meyer et al. (1986) recomiendan.

Los parametros calculados a partir de |a tabla de vida fueron los siguientes:

- Tasa intrinseca de incremento natural (r,,), que representa /a fasa de incremento
por individuo bajo condiciones fisicas especificas, en un ambiente ilimitado donde los
efectos del incremento de la densidad no son considerados (Birch, 1948). La r, es la
constante en la ecuacién diferencial para el incremento de una poblaciéon en un ambiente

ilimitado;
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dN/dt = rmN

siendo la forma integrada:

Nt = Noe

dende,

N, = ndrﬁero de individuos a tiempo igual a 0
N; = numero de individuos a tiempo igual a t
rm = tasa infinitesimal de incremento

t =tiempo

La r, se interpreta como la diferencia entre la tasa de natalidad (n) y la de

mortalidad (m): rp,=n—-m

- Tasa finita de incremento (A). Se define como el nimero de veces que una
poblacién con una distribucién de edades estable se multiplica en la unidad de tiempo
(Birch, 1948). Se calcula como:

F
A=e™

-Tasa de reproduccién neta (Rp). Se define como el numero de hembras
producidas por una hembra durante su vida (Hone, 1992). También suele definirse como
el numero de veces que una poblacion se multiplica por generacién (Laughlin, 1965) o,
segun la definicién original de Lotka (1945), como /a tasa de muitiplicacion en una
generacién. Se obtiene a partir de la siguiente expresion:

2 o)

R():Elxmx
0

donde,

l, = proporcion de individuos supervivientes a la edad x (dias)

m, = numero medic de hembras producidas en la unidad de tiempo (dias) por una
hembra de la edad x (dias).
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- Duracién media de una generacion (T). Segun Laughlih (1965), se define como
la edad media en el momento de la reproduccién en una poblacion con una distribucion
de edades estable. De forma mas sencilla se definiria como el tiempo que transcurre
desde que una generacién nace hasta el momento medio de nacimienfo de foda su
progenie. T se calcula a partir de la siguiente expresion:

T=INRe/Im

- Tiempo de duplicacidon de la poblacion (TDP). Es el tiempo necesario para que
una poblacién duplique su numero de individuos. Se obtiene como:

TDP=In2/rm

- Distribucién de edades estable. Para las temperaturas con un valor obtenido de
Im positivo se calculé la distribucion estable de edades segun el método descrito por Birch
(1948).

2. 2. 2. 2. Humedad relativa

Se escogieron 3 humedades relativas para evaluar el efecto de este factor fisico
sobre |a biologia de 7. putrescentiae. Estas humedades fueron 70, 80 y 90%. El
procedimiento general para el estudio del desarrollo, reproduccion y calculo de los
parametros pobiacionales respecto de la humedad relativa fue igual al realizado para la
temperatura con algunas particularidades.

Para la humedad relativa de 90% se emplearon los mismos datos obtenidos en los
experimentos de temperatura a 25°C. Para la humedad de 80% se establecié una
poblacion de reserva que se mantuvo durante un mes antes del inicio de los ensayos
para lograr su aclimatacién. Para los ensayos a 70% de humedad se recogieron 100
huevos de menos de 24 horas de una poblacidén aclimatada a 80% de humedad relativa y
se establecieron 70 parejas individualizadas de menos de 24 horas a partir de tritoninfas

quiescentes desarrolladas también a 80% HR.
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2. 2. 3. Evaluacién de la actividad acaricida de monoterpenos componentes

de aceites esenciales de plantas

2. 2. 3. 1. Productos ensayados

Las sustancias empleadas para evaluar su efecto acaricida fueron cariofileno,
mirtanol, pineno, terpineol y valenceno (proporcionados por el Dr. Benjamin Rodriguez
del Instituto de Quimica Organica de Madrid (C.S.1.C., Madrid, Espafa)); linalol, o-
terpineno y y-terpineno (Sigma Chemical Co., St. Louis, EEUU), linalil acetato, eucaliptol,
fenchona y mentona (Acros Organics, New Jersey, EEUU) y pulegona (Fluka Chemie AG,
Buchs, Suiza). Para su aplicacién fueron disueltos en metanol, a excepcion del y-

terpineno que fue disuelto en ciclohexano.
2. 2. 3. 2. Ensayos

Para evaluar la actividad acaricida, se emplearon como camaras de fumigacion
cajas de plastico de 134 mm x 95 mm x 30 mm, con un volumen interior de 300 cm’.
Dentro de la caja se introducia un porta excavado con diez individuos del estado
correspondiente a cada ensayo y una escama de levadura de cerveza en el interior de la
excavacion, sellandose ésta con un cubre, de forma que cada caja con un porta
constituia una réplica (Figura 2. 4). Las sustancias a evaluar se administraban en la
dosis necesaria previa disolucién, por medio de una micropipeta Gilson P20 (Gilson
Medical Electronics, Francia) sobre un tapén de 8 mm de didmetro, que hacia de
recipiente y que se colocaba en el interior de la caja adyacente al porta. El volumen de
disolucién aplicado fue de 20 pl/caja para todos los ensayos. Las dosis empleadas se
expresan en forma de ul de producto por litro, referido al volumen de la camara de
fumigacion. El periodo de exposicion fue de 24 horas en todos los ensayos. Los ensayos
de seleccion y caracterizacion de los productos naturales se realizaron sobre hembras
debido a que observaciones preliminares revelaron que éstas eran el estado moévil mas

resistente a los monoterpenos en estudio.
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> Caja de plastico

Figura 2. 4. Camara de fumigacion empleada en los ensayos de actividad de monoterpenos

componentes de aceites esenciales de plantas.

e Ensayos de actividad. Se probaron todos los productos mencionados a una
dosis de 66,7 ul/l (equivalente a 20 pl/caja) para seleccionar aquellos que tuvieran un
mayor efecto acaricida. Cinco réplicas de diez hembras de menos de una semana de
edad fueron empleadas para cada producto. Como control se emplearon los disolventes
utilizados para las disoluciones, esto es, el metanol y el ciclohexano, a una dosis también
de 66,7 ul/l. Aquellos compuestos que produjeron una mortalidad superior al 90% fueron

selecionados para la evaluar su actividad a distintas dosis.

» Ensayos de dosis-mortalidad. Para cada producto seleccionado en los ensayos
de discriminacién se establecieron seis dosis y un control tratado con el disolvente
empleado para cada sustancia. Cinco repeticiones de diez hembras de menos de una
semana de edad fueron utilizadas para cada dosis y para los controles. Como el
porcentaje de mortalidad es, en general, proporcional al logaritmo de la dosis, se
emplearon series de las mismas que seguian, aproximadamente, una progresion
geométrica. Para cada producto se estimé la CL50 y la CL90, es decir las
concentraciones que producen un 50% y un 90% de mortalidad respectivamente. La

"Tabla 2. 1. muestra las dosis empleadas para cada producto.
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Tabla 2. 1. Dosis (ulfi) utilizadas para los productos naturales en los ensayos de dosis-
mortalidad.

Fenchona Mentona Linalol Eucaliptol Pulegona «-Terpineno y-Terpineno
53 2,5 43 10 2,7 20 227
6,3 3 53 13 33 233 25,3
7.7 37 6,3 15 37 283 28,3
9,3 43 7.7 17,3 4 333 N7
11,3 5 9 18,7 5 - 373 35,7
13,7 6 10,7 227 6,3 417 40

e Efecto del sexo y el estado de desarrollo en la mortalidad. La mortalidad
diferencial de larvas, machos y hembras fue determinada para cada producto a la CL50
estimada a partir de los resultados de los ensayos de caracterizacién. Para cada estado y
producto se emplearon diez réplicas con diez individuos cada una. El ensayo se realiz6
con machos y hembras de menos de una semana de edad asi como con larvas de menos
de 16 horas de edad. Para |la obtencion de las larvas se extrajeron huevos de menos de
24 horas de edad que eran controlados diariamente hasta la eclosion de las primeras

larvas. El ensayo tenia lugar dentro de las 16 horas siguientes a ese momento.

Una vez transcurridas las 24 horas se procedia a la observacion de la mortalidad.
Para establecer la muerte de los acaros se empleé un criterio similar al descrito por
Perrucci (1995), aunque con una pequefia madificacién que se describe a continuacion:
todos los Acaros que, aun presentando movimientos de las patas, eran incapaces de
caminar se trasladaban con ayuda de un pincel fino humedecido a nuevos portas con
dieta fresca. Estos acaros eran observados durante tres dias para determinar si eran
capaces de recuperarse. Los acaros que no recuperaban su capacidad para desplazarse
eran finalmente estimulados mecanicamente con un pincel fino, de forma que la ausencia
de reaccion fue considerada como indicativa de su muerte (Stendel y Fuchs, 1984).

s Efecto de fos monoterpenos sobre los huevos. Para determinar ef efecto de los

monoterpenocs seleccionados en los ensayos de actividad sobre el estado de huevo se
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emplearon huevos de menos de 24 horas de edad que fueron obtenidos de la misma
forma que los empleados en los ensayos de desarrollo frente a factores fisicos. Para
cada producto se emplearon cinco réplicas de diez huevos cada una que fueron
expuestos a las CL90 estimadas para cada producto durante 24 horas. Diariamente se
observo la evolucién de los huevos hasta que eclosionaban, registrandose tanto la
mortalidad como la duracién de dicho estado.

2. 2. 3. 3. Determinacion de la actividad acetilcolinesterasa

La actividad acetilcolinesterasa fue determinada segun el método de Ellman et al.
(1961). Este método se basa en el incremento de absorbancia (Ass) que se produce tras
la reaccién de la tiocolina con el acido 5,5'-ditiobis 2-nitrobenzoico (DTNB}). La tiocolina se
origina por la accién de la acetilcolinesterasa sobre la acetiltiocolina yodada (ATCI):

(enzima)
Acetiltiocolina yodada (ATCIl) ——— tiocolina + acetato

Tiocolina + ditiobisnitrobenzoato (DTNB) ———— color amarillo

Los monoterpenos ensayados fueron pulegona, mentona, fenchona, linalol,
eucaliptol y a-terpineno, todos ellos disueltos en metanol. El y-terpineno no pudo ser
ensayado debido a que el disolvente empleado (ciclohexano) hacia inviable la reaccion.
Para determinar la actividad enzimatica se homogeneizaron 9 mgr de acaros en 500 pl de
tampén fosfato 0,1 M pH 8, que contenia un 1% de Tritdn X-100. El extracto obtenido se
mantuvo durante una hora a 4°C antes de ser centrifugado, extrayéndose posteriormente
el sobrenandante. Se emplearon 20 p! del extracto obtenido para cada reaccion. EI DTNB
(50 wl) y la ATCI (20 wi) fueron afadidos diluidos en tampon fosfato 0,1 M pH 7,5. Las
disoluciones de los monoterpenos se afadieron en un volumen de 50 pl. La
concentracion final de cada producto respecto al volumen de reaccion fue la siguiente:
DTNB, 1 mM: ACTI, 1 mM; monoterpenos, 10 mM. El volumen final de la reaccién fue de
1 ml, afadiéndose tampon fosfato 0,1 M pH 8 con 1% de Triton-X-100, hasta alcanzar
dicho volumen. La reaccidén se iniciaba, previa incubacion durante 10 minutos a 30°C, al
anadir la ACTI, determinandose el incremento de absorbancia a 405 nm durante 10
minutos. Para el control se emplearon 50 ut de metanol en lugar de las disoluciones que
contenian los monoterpenos y en cada reaccién se establecié un blanco que carecia de
extracto. El porcentaje de actividad se establecio como la media de los porcentajes de

actividad registrados en tres repeticiones.
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Para establecer una referencia comparativa, previamente se determind la
concentracién que producia un 50% de inhibicion (CI50) para el clorpirifos, insecticida
organosfosforado cuyo mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la
acetilcolinesterasa. El clomirifos fue disueito en agua destilada, empleandose 4 dosis (10
uM, 30 uM, 60 uM y 100 uM, respecto al volumen final de la reaccion) con su blanco
correspondiente mas un control a partir del cual se determind el porcentaje de inhibicion.
Los valores obtenidos se ajustaron a una regresién logaritmica para establecer la CI50.

En cada ensayo se emplearon 3 repeticiones.

En todo los ensayos, el incremento de absorbancia fue medido en un

espectrofotémetro Hitachi U-2000 .

2. 2. 4, Ensayos de actividad de plaguicidas

2. 2. 4. 1. Productos ensayados

Los plaguicidas seleccionados para determinar su efecto por ingestién sobre

T. putrescentiae fueron los siguientes:

« Azadiractina. Producto con un 95% de pureza suministrado por Sigma Chemical
Co. (St Louis, EEUU).

e Piriproxifén. Concentrado emulsionable al 10%, suministrado por Sumitomo

Chemical Co., (Osaka, Japdn).

» Halofenocida. Producto técnico, suministrado por Rochm & Haas Co. (Spring

House, PA, EEUU).

e Hexaflumurén. Concentrado emulsionable, 100 g. i.a./litro, de nombre comercial

Consuit 10EC, suministrado por Dow-Elanco Espana.

» Spinosad. Suspension concentrada, 480 g. i.aflitro, de nombre comercial Tracer,

suministrado por Dow-Elanco (indianapglis, EEUU).

44



Capitulo 2 Material y Métodos

« Clorpirifos. Liquido emulsionable, 480 g. i.a/litro, de nombre comercial Dursban

48, suministrado por Agrocros Espana.

E! organofosforado clormpirifos y los controles correspondientes fueron empleados

como tratamientos de referencia.
2. 2.4.2. Ensayos

El halofenocida y la azadiractina fueron disueltos en metanol para su aplicacion y
el resto en agua destilada. Estos disolventes fueron asimismo empleados como
controles. Todos los productos fueron aplicados por medio de una micropipeta Gilson P2
(Gilson Medical Electronics, Francia) en 2 pl del disolvente correspondiente sobre
escamas de levadura de cerveza de alrededor de 1,3 mg de peso, las cuales fueron

proporcionadas a los 4caros como alimento.

Las dosis empleadas en los experimentos de desarrolio fueron 10, 100, 1.000 y
10.000 ppm respecto al peso de la escama para todos los productos. Diez réplicas de 5
larvas menores de 16 horas fueron empleadas para cada tratamiento. Diariamente se

controlaba el desarrollo de los &caros registrandose la duracion y la mortalidad total.

Los plaguicidas que mostraron mayor actividad sobre los estados inmaduros
fueron seleccionados para los experimentos de fecundidad, a'plicéndose en dosis de
1.000 y 10.000 ppm respecto al peso de la escama. Diez parejas individualizadas de
menos de 24 horas fueron establecidas para cada dosis y producto seleccionado, con su
control correspondiente. Para ello se extraian tritoninfas quiescentes de los cuitivos de
reserva y se disponian sobre escamas de levadura de cerveza tratadas a la dosis
correspondiente. Al dia siguiente los adultos se sexaban y emparejaban introduciéndose
cada pareja dentro de las celdas de cria sobre una escama tratada. Diariamente y
durante un periodo de 25 dias se contabilizaba el numero de huevos puestos. La
fecundidad se obtuvo teniendo en cuenta el numero inicial de parejas y para la
supervivencia se consideraron los machos y hembras juntos dentro de cada tratamiento.
De los huevos puestos dentro de los primeros 5 dias de oviposicion, diez por pareja
fueron extraidos y transferidos a celdas de cria con una escama de levadura de cerveza,

siguiéndose su evolucién para determinar el efecto sobre la fertilidad y el desarrollo.
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2. 2. 5. Ensayos de actividad de inhibidores de proteasas y lectinas

2.2.5. 1. Ensayos con T. putrescentiae

Los inhibidores empleados se eligieron tomando como referencia la
caracterizacion de las proteasas digestivas de T. putrescentiae realizada por Ortego et al.
(2000). Diferentes inhibidores correspondientes a los distintos tipos de proteasas

detectadas fueron seleccionados para la realizacién de los ensayos in vivo.

En dichos ensayos se emplearon 10 réplicas de 5 larvas de menos de 16 horas
para cada producto y control. Las larvas se observaron cada 24 horas hasta que los
acaros alcanzaron el estado adulto, registrandose la duracion del desarrollo y la
mortalidad total. Los acaros fueron alimentados con una escama de levadura de cerveza
de aproximadamente 1,3 mg de peso tratada con un 1% en peso de albumina (usada
como control), un 1% de los siguientes inhibidores de proteasas seleccionados: SBBI
(Soybean Bowman-Birk Inhibitor), CEQM (Chicken Egg White Ovomucoid), TEI (Turkey
Egg White Inhibitor), STI (Soybean Trypsin Inhibitor), LBl (Lima Bean Inhibitor), E-64 (L-
trans-epoxisuccinil-leucilamido-(4-guanidino)-butano), pepstatina-A, bestatina, y PCPI
(Potato Tuber Carboxypeptidase Inhibitor); o un 1% de las siguientes lectinas: VSA (Vicia
sativa Agglutinin), LEA (Lycopersicon esculentum Agglutininn), WGA (Wheat Germ
Agglutinin), Con-A (Concavalin-A) y DBA (Dolichos biflorus Agglutinin);, solos o en
mezclas. Todos los sustratos, inhibidores de proteasas y lectinas fueron adquiridos de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, EEUU). Los compuestos fueron afadidos en 2 pl de
disolucion acuosa de NaCl 0,15 M, excepto la pepstatina-A que fue anadida en 2 pul de

metanol.

2.2. 5. 2. Ensayos con acaros del polvo

La seleccion de los inhibidores para los ensayos in vivo se realizé basandose en
los resultados in vitro obtenidos Pemas et al. (en prensa). Para estudiar el efecto de los
inhibidores seleccionados sobre la mortalidad y el desarrollo de D. pteronyssinus y D.
farinae se emplearon 10 réplicas por tratamiento y especie, cada una con 10 huevos de
menos de 24 horas. Los ensayos se iniciaron en el estade de huevo debido a que las
larvas de ambas especies se mostraron muy sensibles a la manipulacién directa. Para la

obtencion de los huevos, se extrajeron hembras de la poblaciones de reserva mantenidas
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por ALK Abellé S. A. (Madrid, Espafia) y se dispusieron en portas excavados sobre dieta
fresca dejandolas poner huevos durante 24 horas y retirandolas tras ese periodo de
tiempo. Inmediatamente, los huevos eran recogidos y agrupados de 10 en 10. Un dia
antes del periodo minimo para la eclosion de los huevos de cada especie, estimado a
partir de observaciones preliminares, se introducia una escama de levadura de cerveza
de alrededor de 1,3 mg de peso que se trataba con el inhibidor correspondiente. Los
inhibidores seleccionados fueron el SBBI y el E-64, los cuales fueron aplicados a una
concentracion del 1% en peso en 2 ul de agua destilada, que asimismo fue utilizada
como control. Diariamente se observaba el desarrollo de los acaros hasta que
alcanzaban el estado de protoninfa, registrandose la duracion del estado de huevo, la
duracion total desde huevo hasta protoninfa y la mortalidad del estado de larva. Los
ensayos tuvieron lugar bajo unas condiciones de 24 + 0,5°C y 80 + 5% HR y en oscuridad
total.

2. 3. METODOS ESTADISTICOS

2. 3. 1. Modelizacién

El ajuste de los modelos no lineales y la estimacién de los parametros se
realizaron por medio de los programas Tablecurve 2D (Jandel Scientific, San Rafael, CA)
y SAS (SAS Institute, Cary, NC). Por su parte, el ajuste y obtencion de los parametros de
los modelos lineales se realizaron a través del programa estadistico Statgraphics Plus 3.0
(Statgraphics, user’s guide, STSC, Rockville, MD)

2. 3. 1. 1. Supervivencia de estados inmaduros

Los porcentajes de mortalidad obtenidos a las temperaturas constantes
consideradas para los diferentes estados de desarrollo de T. putrescentiae asi como la
mortalidad preimaginal total fueron ajustados a la siguiente ecuacién no lineal, extraida
de Parajulee et al. (1995):

Iny = a + bT? +cT>

donde /ny representa el porcentaje de mortalidad, T es la temperatura y a, b y ¢ son
parametros.
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2.3.1. 2. Modelos de desarrollo

La relacién entre la temperatura (T) y la tasa de desarrollo, obtenida como la
inversa del tiempo empleado para completar un estado (r=1/d), fue determinada por
medio del ajuste al modelo lineal clasico de grados-dia y a los modelos no lineales de
Logan tipo IIl (Hilbert y Logan, 1983), Lactin et al. (1995) y Briere et al. (1999). El modelo
lineal fue seleccionado por su simplicidad mientras que los modelos no lineales fueron
seleccionados ya que, a diferencia de otros modelos, son capaces de predecir los
umbrales superior e inferior de temperatura para el desarrollo. Los modelos fueron
aplicados a los estados de huevo, larva, protoninfa, tritoninfa y a la duracién total del
periodo preimaginal. La estimacion inicial de los pardmetros para los modelos no lineales

fue realizada siguiendo las indicaciones de Logan (1988).

« Modelo lineal de grados-dia. La relacién entre la temperatura (T) y la tasa de

desarrollo r(T) fue predicha por medio de un andlisis de la regresion donde
(My=a+bT

siendo el parametro a la ordenada de la recta en el origen y b la pendiente. El umbral
minimo de desarrolio (t,) y los grados-dia (GD) requeridos para completar el desarrollo
fueron estimados por medio de las ecuaciones t, = - a/b y DD = 1/b. El rango de

temperaturas empleado para la obtencién de los modelos lineales fue de 10 a 30°C.

« Modelo de Logan tipo /il (Hilbert y Logan, 1983). La expresién matemética de
este modelo es una combinacién de dos funciones. La primera representa el incremento
de la tasa de desarrollo en relacion al incremento de la temperatura. Dicha funcién es de
tipo sigmoidal y es andloga a la forma de la curva de respuesta funcional tipo Il de
Holling (1965). La segunda funcién, desarrollada por Logan et al. (1976), representa fa
porcion descendente de la tasa de desarrolio en relacion al incremento de la temperatura.

La expresién del modelo es
KT) = w (T = Tu)?7 ((T - Tp)? + D?) — g~ {TM-(T-To)/4TY

donde T es |la temperatura; r(T) es la tasa de desarrollo a la temperatura T; T, es la

temperatura base (a temperaturas inferiores a la temperatura base la tasa de desarrollo
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es cero segun el modelo); T, es el umbral de temperatura maxima letal expresada en °C
por encima de la temperatura base de forma que T, + Tp = Tmay AT €s l2 anchura del
area limite de temperaturas altas y representa el rango de temperaturas en el que la crisis

termal tiene una influencia decisiva; 'y D son dos constantes empiricas.

» Modelo de Lactin et al. Lactin et al. (1995} modificaron el modelo no lineal de
Logan et al. (1976, ecuacién 6) para obtener un modelo que estimara el umbral minimo
de desarrollo. Para ello eliminaron el parametro y del modelo original e introdujeron uno
nuevo (A) que permite la estimacion del umbrali minimo de desarrollo. La expresién del

modelo es ia siguiente

I'(T) = epT _ e[meax— (Tmax - T)/ A) +

donde T es la temperatura; r(T) es la tasa de desarrolio a la temperatura T, Tmax €5 1a
temperatura supradptima a la que r(T) = A; 4 es la diferencia entre T ¥ l1a temperatura a
la que r(T) es maxima (Tma); © describe la aceleracion de la funcion desde el umbral
minimo de temperatura hasta la temperatura optima; A permite a la curva cortar a la
abcisa a temperaturas subdptimas permitiendo a su vez la estimacién de un umbral
minimo de desarrollo; este parametro representa la asintota a Ie_: que la funcién tiende a
bajas temperaturas. Este modelo se empled asimismo para describir la relacion entre la
tasa intrinseca de incremento natural (r,) y la temperatura.

e Modelo de Briere et al. Con e} fin de obtener un modelo simplificado de
desarrollo (con el menor nimero de parametros posible) para describir la relacion no
lineal entre la tasa de desarrollo y la temperatura, Briere et al. (1999) desarrollaron un

modelo de 3 parametros cuya expresion es como sigue

0siT<Ty
f(T)=1aT (T-To) YTL—~T si To<T<T,
0siT=2T,

donde T es |la temperatura; r(T) es la tasa de desarrollo a la temperatura T, T, es el
umbral inferior de temperatura para el desarrollo; T, es el umbral superior de temperatura

para el desarrollo; a es una constante empirica.
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Para la comparacién de los modelos, Logan (1988} sugiere la utilizacion del
coeficiente de determinacion ajustado de Kvalseth (1985). Dicho coeficiente permite la
comparacién de funciones con diferente niimero de grados de libertad (i. e. el nimero de

parametros funcionales) y su expresion es la siguiente
Ra2=1-(1-RA (n-1/n-k-1)

donde n es el niumero de observaciones, k es el nimero de parametros en la i-esima

funcién, R, es el coeficiente de determinacién ajustado y R se calcula como

n n
RZ=1- ?31(3/1 - 21 (vi- ¥y
= =

siendo y; la j-ésima tasa de desarrollo observada y ¥ la j-ésima tasa de desarrollo

predicha de la i-ésima funcion.

2. 3. 1. 3. Modelos polinomiales

La funcién polinomial que mejor se ajusté a los datos observados fue usada para
modelizar el periodo de preoviposicion, el periodo de oviposicién, la fecundidad, la tasa
de produccién de huevos y la longevidad de machos y hembras. EIl ANOVA de la
regresion y las pruebas de la t de Student para cada parametro fueron empleados como
criterio de seleccion de la funcién polinomial que mejor se ajustaba a los datos, usando
un nivel de significacién del 5%. El polinomio cuyo parametro de orden superior fuera

significativamente distinto de cero era seleccionado.
2. 3. 1. 4. Modelos de fecundidad

e Funcién Maxima (Richter y Séndgerath, 1990). La funcién Maxima fue empleada

para ajustar la fecundidad diaria media por hembra a cada temperatura. La ecuacion es
f(t) = at exp(—rt)

donde f(t) representa la fecundidad diaria media por hembra, « y 7 son parametros y { es

el tiempo.
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e Funcién Weibull acumulada. La fecundidad acumulada media por hembra a cada
temperatura fue ajustada usando una funcién Weibull acumulada de 5 parametros
seleccionada del programa estadistico Tablecurve 2D. La ecuacién fue seleccionada al
ser la que propociond un mayor coeficiente de determinacién (R? y por describir de
manera apropiada los datos observados. La expresion de esta ecuacion es

f(t) =a+b (1 - exp (- ((t + d(In2)""¢ — c) / d)*))

donde f(t) representa la fecundidad acumulada media por hembra, a, b, ¢, d y e son

parametros y t es el tiempo.

2. 3. 1. 5. Modelo de supervivencia en adultos

o Funcién Weibull (Pinder Il et al., 1978). La supervivencia de machos y hembras

a cada temperatura fue ajustada a la funcién Weibull, cuya expresién general es
S(t) = exp [-(t/b)"]

donde S(f) representa la probabilidad de sobrevivir a una edad determinada, b es el
parametro que describe la escala, g es el parametro que describe la forma de la curva y ¢

es el tiempo.

2. 3. 2. Andlisis estadisticos

Para la comparacién entre medias de los distintos pardmetros considerados en los
diferentes capitulos de la presente tesis se emplearon de manera preferente pruebas
parametricas. Diversos autores coinciden en indicar la robustez del analisis de la varianza
(ANOVA) ante las violaciones de normalidad e igualdad de varianzas, premisas
necesarias para la aplicacién de estas pruebas, especialmente si se dispone de tamaros
muestrales elevados y éstos son mas o menos iguales (Zar, 1984; Milliken y Johnson,
1984). Solo ante severas desviaciones de la homogeneidad de varianzas estos autores

recomiendan el uso de pruebas no parameétricas.
Cuando fue necesario comparar dos muestras se empleo la prueba de la t de

Student mientras que para establecer diferencias entre tres o mas medias se empleo el
ANOVA. Dentro de este caso, cuando sdlo existia una variable independiente se empleé
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el ANOVA de una via y cuando existian dos variables independientes se empled el
ANOVA de dos vias. El andlisis del efecto de inhibidores de proteasas, lectinas y
plaguicidas en el desarrollo de los estados inmaduros de T. putrescentiae se realizé
encajando el efecto "porta” dentro del efecto “tratamiento” por medio de un ANOVA
encajado. Para establecer entre qué medias existian diferencias significativas se utilizd la
prueba de comparaciones muiltiples de Newman-Keuls. En el caso de querer comparar
distintos grupos de datos frente a un grupo control se utilizé la prueba de Dunnet de dos
colas. E! efecto de las mezclas de inhibidores de proteinasas y lectinas fue comparado
con el grupo de medias de sus componentes por separado por medio de contrastes.

Cuando existian severas desviaciones de la homogeneidad de varianzas se
procedié a realizar un cambio de variable por medio de la transformacion y = In(x+1).
Cuando alguna de las medias muestrales presentaba varianza 0 se emplearon
preferiblemente las pruebas no parametricas de la U de Man-Whitney (para dos
muestras) o de Kruskall-Wallis (para mas de dos muestras). Esta situacion se dio en la
comparaciéon de porcentajes de mortalidad. Para detectar qué tratamientos producian
mortalidades significativamente distintas de su control correspondiente una vez aplicada
la prueba de Kruskall-Wallis, se empled la prueba de Dunn. Esta misma prueba se
empled en los ensayos de productos naturales para establecer qué estados presentaban
porcentajes de mortalidad significativamente diferentes entre si.

Por otra parte, cuando fue necesario la comparacién de frecuencias ésta se llevo
a cabo por medio de la prueba de la Chi-cuadrado. Si en dichas comparaciones el
numero de grados de libertad era igual a 1 se aplico la correcién de Yates.

La calidad del ajuste de los modelos lineales y no lineales empleados
(exceptuando los modelos de desarrollo preimaginal) se establecié a partir del coeficiente
de determinacion R?.

Los analisis se realizaron por medio de los programas estadisticos Statgraphics
Plus 3.0, SPSS 6.0.1 (SPSS Inc.) y SuperAnova (Abacus Concepts Inc., Berkeley, CA).

En todos los analisis se empled un nivel de significacion del 5%.

Los resultados de mortalidad a distintas dosis obtenidos con los productos

naturales mas activos se ajustaron a rectas de regresién ponderada probit, estimandose
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las CL50 y CL90 para la mortalidad de las hembras y sus limites fiduciales al 95%,
utilizando el programa Polo (LeOra Software, 1897) basado en Finney (1971). La
mortalidad fue corregida previamente respecto a la del control por medio de la férmula de
Abbott (Abbott, 1987). A continuacién se desarrolld una prueba de paralelismo segun el
método de estimacién de las potencias relativas. Para establecer qué lineas paralelas
eran diferentes entre si se utilizé el criterio de solapamiento de los limites fiduciales de las

potencias relativas con un nivel de significacion del 5%.
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Capitulo 3

INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN LA
BIOLOGIA DE T. putrescentiae

3. 1. INTRODUCCION

En los acaros, como en el resto de organismos ectotérmicos, la temperatura juega
un papel fundamental en el desarrollo y la supervivencia de las poblaciones (Tauber et
al., 1986). Dentro del rango favorable de temperaturas en las que un organismo
ectotérmico puede subsistir, el incremento de la temperatura conlleva un aumento de la
actividad metabdlica y, por tanto, un incremento en el ritmo de los procesos biolégicos
desempefiados por este tipo de organismos. Las temperaturas extremas, sin embargo,
alteran el normal funcionamiento de diferentes procesos fisioldgicos (Fields, 1992),
limitando la capacidad de desarrolio. Como consecuencia, la manipulacion de este factor
supone uno de los mas simples métodos disponibles en la actualidad para el control de
plagas de &caros e insectos. En este sentido se han estudiado el desarrollo y la
reproduccion de T. putrescentiae bajo distintas condiciones de temperatura (Rivard, 1961,
Barker, 1967; Cunnington, 1969 y 1976) con el fin de determinar los umbrales termicos de
este acaro asi como el efecto en la capacidad de incremento de sus poblaciones. Sin
embargo, |a estimacion de las temperaturas limite de desarrollo se realizé de forma poco
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precisa y sin ningun intento de aplicar modelos matematicos predictivos para los
diferentes parametros biologicos considerados. Actualmente, la extensa disponibilidad de
modelos que describen el efecto de diferentes factores ambientales sobre la biologia
supone una valiosa herramienta para predecir la evolucién de las poblaciones de acaros
e insectos plaga. Esta informacion resulta de enorme utilidad para optimizar las

estrategias de control de estos organismos.

Los objetivos especificos abordados en el presente capitulo se enumeran a

continuacion:

1. Establecer el efecto de una amplia gama de temperaturas en ia supervivencia y

el desarrollo de los estados inmaduros de T. putrescentiae.

2. Aplicar cuatro modelos de desarrollo respecto a ia temperatura, con el fin de
establecer los umbrales térmicos predichos por cada uno de ellos y seleccionar aquél o
aquéllos modelos que mejor describan dicha relacion.

3. Establecer modelos predictivos para los parametros reproductores respecto a la
temperatura y para la evolucion de la fecundidad y la supervivencia de T. putrescentiae

respecto al tiempo a las diferentes temperaturas consideradas.
4. Obtener las tablas de vida de T. putrescentiae en relacién a la temperatura, con

el fin de modelizar el efecto de este factor en la capacidad de incremento de las
poblaciones de este acaro y determinar el umbral de desarrollo de dichas poblaciones.
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3. 2. RESULTADOS

3. 2. 1. Efecto sobre el desarrollo de los estados inmaduros
3. 2. 1. 1. Mortalidad

La Figura 3. 1. muestra los patrones de mortalidad de los diferentes estados de
desarrollo de T. putrescentiae obtenidos para el rango de temperaturas elegidas asi como
el ajuste al modelo no lineal Iny = a + bT? + cT* (Parajule et al., 1995). Para los estados
de huevo, larva y protoninfa, asi como para el periodo de desarrollo total se obtuvo un
patron de mortalidad en forma de U (Fig. 3.1. A, B, C y E). Para las tritoninfas la
mortalidad fue practicamente nula a lo largo de las siete temperaturas estudiadas (Fig.
3. 1. D). El porcentaje de mortalidad obtenido entre 15°C y 32,5°C fue inferior al 7% para
todos los estados de desarrollo. Sin embargo, la mortalidad se incrementé bruscamente a
las temperaturas inferior (10°C) y superior (34°C) estudiadas para el estado larvario, con
unos porcentajes de 93,6% y 53,7% respectivamente. De manera similar, un alto
porcentaje (70%) de las protoninfas no consiguieron alcanzar el estado de tritoninfa a
10°C. El porcentaje de mortalidad para el estado de huevo fue similar (alrededor del
22°C) a las 2 temperaturas extremas consideradas. '

Tabla 3. 1. Paramétros estimados y coeficientes de determinacién (R?) obtenidos tras la
aplicacion del modelo no lineal Iny = a + bT? + ¢T? a los datos de mortalidad de los estados inmaduros

de T. putrescentiae con relacion a la temperatura

Parametros estimados

Estado R?
a b G
Huevo 5,3639 -0,03101 0,0008525 0,9982
Larva 98,0084 ~0,06151 0,0016811 0,9975
Protoninfa 8,8265 -0,08153 0,0015747 0,9952
Tritoninfa -5,5299 0,01997 -0,0004774 0,2517
Huevo - Adulto 7,4504 --0,03935 0,0010734 0,9978
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Figura 3. 1. Porcentaje de mortalidad de T. putrescentiae a temperaturas constantes (°C).

(A) Huevo; (B) Larva; (C) Protoninfa; (D) Tritoninfa; (E) Periodo de Desarrollo Total. (») Porcentajes

de mortalidad observados; (-) linea de mejor ajuste por medio de regresién no lineal al modelo:

Iny=a+bT2+cT.

La Tabla 3. 1. muestra los pardmetros y los coeficientes de determinacion (R?)

obtenidos tras la aplicacion del modelo seleccionado a los datos de mortalidad respecto a

la temperatura. Como puede apreciarse, los coeficientes de determinacion obtenidos,

fueron superiores a 0,99 para todos los estados excepto para el de tritoninfa, para el que

el ajuste fue bastante pobre, con un coeficiente inferior a 0,26. Esto puede deberse a la

ausencia de valores elevados de mortalidad a las temperaturas extremas consideradas

para dicho estado de desarrollo.
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3. 2.1, 2. Duracion del desarrollo

En la Tabla 3. 2. se pone de manifiesto la gran influencia de la temperatura en la
duracion de los distintos estados de desarrollo de 7. putrescentiae. La duracién del
desarrollo sufre una brusca disminucion para todos los estados al incrementarse la
temperatura de 10°C a 15°C. A partir de esta temperatura, el tiempo de desarrollo
disminuye graduaimente segun aumenta la temperatura hasta alcanzar su valor minimo a
30°C. Por encima de esta temperatura se produce un pequefio incremento del periodo de
desarrollo en todos los casos. El periodo de desarrollo total (desde huevo hasta adulto)
sigue un patrén similar a lo observado para los estados de desarrollo, sufriendo una
drastica disminicién desde los 106 dias observados a 10°C hasta los Unicamente 7,2 a
30°C, aumentando posteriormente hasta 10,5 dias a 34°C.

El estado de huevo es el que precisa el mayor tiempo de desarrollo a todas las
temperaturas, lo que supone entre un 30,1% y un 40,4% de la duracion total. El estado
larvario representa entre un 23,4% y un 27,1%; el de protoninfa entre un 15,9% y un 21%,
siendo este estado el que menos tiempo precisé para completar su desarrollo; finalmente
la duracién del estado de tritoninfa supone entre un 19,1% y un 23,5% del total. Los
valores medios y sus errores estandar correspondientes obtenidos para cada estado de
desarrollo fueron: 38,2% + 1,6 (huevo); 24,8% + 0,5 (larva), 17,5% + 0,7 (protoninfa) y
21,4% £ 0,7 (tritoninfa).

La influencia de la temperatura y del sexo sobre la duracién del periodo de
desarrollo total resultd ser significativa (F = 5522,3 y F = 17,0; P < 0,0001), siendo dicha
duracién mayor en el caso de las hembras que en el de los machos. En este andlisis no
se incluyeron los datos obtenidos a 10°C al no disponer de valores de desarrollo para los
machos a esta temperatura. La interaccion entre ambos factores también fue significativa
(F = 2,4, P < 0,05), lo que implica un efecto diferencial de la temperatura en la duracion
del desarrollo para machos y hembras. Analizando la representacion de la interaccion se
observé que a 34°C la diferencia de duracion entre machos y hembras fue
proporcionalmente mayor respecto al resto de temperaturas.

La proporcion de hembras obtenida a las diferentes temperaturas consideradas

fue mayor en todos los casos a la de machos (Tabla 3. 3.). Para determinar si dichas

proporciones eran significativamente diferentes entre si se determiné primero si la
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Tabla 3. 2. Duracién media del desarrollo (dias + ES) de los estados inmaduros de T. putrescentiae a temperaturas constantes

Estados de desarrolid

Temgecr;l tura Huevo Larva Protoninfa Tritoninfa Huevo - Adulto
10 329+0,2 27.7+1,0 230x15 257+03 1060+25
(153) (10) (3) 3) (3)
15 12,3+£0,2 82+01 54101 6,3+0,1 322102
(96) (94) (93) (93) (93)
20 6,2+0,1 40+01 25+0,1 3010, 15,8 £ 0,1
(99) (96) (96) {96) (96)
25 384+0.1 22+0,1 1,6+0,1 1,9+0,1 94+0,1
(100) (98) (98) 97) (97)
a0 28+0,1 1,7+£0,1 1,2+0,1 1,56+0,1 72101
(98) (95) (95) (95) (95)
325 3,0+0,1 20101 1,5+0,1 20401 85+0,2
’ (94) 89) ' (85) - (84) (84)
34 33+01 29+0,2 2001 2,5+0,1 10,5+ 0,2
(95) (44) (44) (44) (44)

El efecto de la temperatura fue altamente significativo para todos!los estados (P < 0,0001 en todos'los casos, ANOVA de una via)
Debajo de cada valor, entre paréntesis, se'indica el tamafio muestral.
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temperatura influia en et nimero de machos y hembras producidos. Este factor no influyé
en la proporcion sexual (x* = 3,39; P > 0,7), de forma que los datos de las distintas
temperaturas se agruparon obteniéndose una proporcién de hembras global de 54,9%
frente a un 451% de machos. Tras el andlisis de estos resultados se detectaron
diferencias significativas entre el nimero de individuos producidos de ambos sexos (=
4,69; P < 0,05).

Tabla 3. 3. Proporcion sexual y duracion media del desarrollo (dias + ES) para machos y

hembras de 7. pufrescentiae a temperaturas constantes

Tem?g;atura Machos Hembras Proporciérzt;:;! Hembras
10 _m 10'3-?3)i 2,5 100
15 32‘&35)0’4 32'?5?)0'2 348
20 ' 15,(54%0.1 16,(14:5)0.1 51,0
s
30 7‘%::2;3 ! 7'?3? ! >58
32,5 a"tsis;) 3 8’5(-4,i<e.;) 2 >48
34 9'%%? 2 " 'in)o'?’ %91

™ Ningan macho complet6 el desarrollo a 10°C.

Debajo de cada valor, entre paréntesis, se indica el tamaiio muestral

3. 2. 1. 3. Modelizacién del desarrollo de los estados inmaduros

Los parametros estimados para los diferentes modelos considerados asi como los
coeficientes de determinacién ajustados se muestran en tas Tablas 3. 4. (modelo lineal),
3. 5. (modelo de Briere), 3. 6. {(modelo de Logan I} y 3. 7. (modelo de Lactin). En el caso
de los modelos de Logan lll y Lactin también se indican los umbrales térmicos superior e

inferior predichos, determinados gréficamente. Los coeficientes de determinacion
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ajustados fueron en general altos (> 0,93) en todos los modelos y para todos los estados
de desarrollo. Los requerimientos térmicos necesarios para completar cada estado de
desarrollo oscilaron entre los 59,9 GD para el estado de huevo y los 24,7 GD para el de
protoninfa, mientras que los estados de larva y ftritoninfa precisaron 345y 31,3 GD
respectivamente. El desarrollo desde huevo hasta la emergencia de los adultos se estimo
en 149,3 GD (Tabla 3. 4.).

Por otra parte, los modelos no lineales permitieron establecer las estimaciones de
las temperaturas éptimas de desarrollo de los diferentes estados de 7. putrescentiae, asi
como del periodo de desarrollo total. Dichas temperaturas fueron: 31,1°C, 29,5°C, 29,3°C,
29,3°C y 29,8°C (segun Briere); 30,9°C, 30,0°C, 29,5°C, 29,4°C y 30,1°C (segun Lactin); y
31,2°C, 30,2°C, 29,4°C, 29,4°C y 30,2°C (segun Logan lll), para los estados de huevo,
larva, protoninfa, tritoninfa, y para el periodo de desarrollo total, respectivamente. A
dichas temperaturas las tasas de desarrollo predichas fueron 0.3376, 0,5467, 0,7744,
0,6080 y 0,1292 (segun Briere); 0,3550, 0,5863, 0,8042, 0,6300 y 0,1362 (segun Lactin);
y 0,3522, 0,5790, 0,7999, 0,6244 y 0,1351 (segun Logan lll), respectivamente. Como
puede apreciarse tanto las temperaturas 6ptimas como las tasas de desarrollo predichas
por estos modelos fueron muy similares entre si. Asimismo, los patrones mostrados por
los modelos no lineales fueron también muy parecidos (Figura 3. 2. A2-E2, Figura 3. 3.
A1-E1 y A2-E2), produciéndose en todos los casos un brusco descenso de 1a tasa de
desarrollo desde |la temperatura 6ptima predicha hasta el umbral térmico superior.

Los umbrales térmicos superiores predichos por los modelos no lineales
resultaron ser muy similares entre si para todos los estados (Tablas 3. 5., 3. 6., 3. 7.). Sin
embargo, en el caso de los estados de huevo y larva y del periodo de desarrollo total, las
estimaciones obtenidas para los umbrales térmicos inferiores segun los modelos lineal y
de Briere fueron sensiblemente mayores a las proporcionadas por los modelos de
Logan Il y Lactin, con una discrepancia media de alrededor de 4°C. En el caso de los
estados ninfales los dos primeros modelos estimaron umbrales inferiores de entre 9 y
10°C, mientras que las estimaciones facilitadas por los otros dos oscilaron entre los 6 y
los 8°C (Tablas 3. 4. a 3. 7.). En general se aprecia como el desarrolio individual de esta
especie de acaro se situa en el rango de temperaturas situadas entre los 5-10°C y los 35-
37°C.
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Tabla 3. 4. Umbrales inferiores de desarrollo y periodo de desarrollo en grados-dia para los

estados inmaduros de T. putrescentiae, estimados segin el modelo lineal

Parametros estimados

Estado R, GD to
a b
Huevo -0,1544 0,0187 0,9867 59,9 9,3
Larva -0,2889 0,029 0,9822 34,5 10,0
Protoninfa -0,3877 0,0405 0,9838 247 9.6
Tritoninfa -0,2991 0,032 0,8947 31,3 9.4
Huevo - Adulto —0,0642 0,0067 0,9885 149.3 96

t,, umbral inferior de desarrollo; GD, grados dia (°C). Raz, coeficiente de determinacién ajustado de
la regresion lineal entre la tasa de desarrollo (r =1/d) y la temperatura (°C); a y b, ordenada y
pendiente de la recta de regresién. ‘

Tabla 3. 5. Parametros estimados segin el modelo no lineal de Briere et al. {1999) para la
relacién entre la temperatura (°C) y [a tasa de desarrollo {=1/d) de los estados inmaduros de

T. putrescentiae.

Parametros estimados

Estado Rs’
a To T
Huevo 0,00012044 8,8226 37,6069 0,9746
Larva 0,00040656 10,5388 35,2;/98 0,9315
Protoninfa 0,00056269 9,9069 35,1665 0,9760
Tritoninfa 0,00042701 09,3546 35,2357 0,9616
Huevo - Adulto 0,00008815 9,74094 35,8076 0,9611

a, constante empirica; To, umbral inferior de desarrollo; T, umbral superior de desarrollo; Re’,
coeficiente de detemminacion ajustado.
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Tabla 3. 6. Umbrales de desarrollo y parametros estimados segin el modelo no lineal de
Logan Il (Hilbert y Logan, 1983) para la relacién entre la temperatura (°C) y la tasa de desarrollo

(r=1/d) de los estados inmaduros de T. putrescentiae.

Parametros estimados

Estado RaZ. Ul us
W D AT Tm To

Huevo 15650 44,7422 26047 352493 44357 0,9976 44 37.0

Larva 34461 48,0399 25103 32,6592 6,0496 0,9926 6,1 355

Protoninfa 55975 455324 4,0723 344246 65888 0,9964 7.3 36,1
Tritoninfa 2,4648 34,2779 34219 32,7756 6,0996 0,9849 6,3 36,1

Huevo - Adulto 1,0711 58,3899 3,0273 357253 4,9177  0,9950 50 36,1

w y D, constantes empiricas; AT, amplitud del 4rea limite a altas temperaturas; Tr, umbral de
temperatura maxima letal; T,, temperatura base; Rf, coeficiente de determinacién ajustado; Ul,
umbral inferior de desarrollo; US, umbral superior de desarrollo.

Tabla 3. 7. Umbrales de desarrollo y parametros estimados segiin el modelo no lineal de
Lactin et al. (1995) para la relacién entre la temperatura (°C} y la tasa de desarrollo {r=1/d) de los

estados inmaduros de T. putrescentiae.

Parametros estimados

Estado Ra’ Ul us

P Tinax A A
Huevo 0,1480 37,6388 66902 -00425  0,9989 5,4 37,4
Larva 0,1724 358060 57794  -0,0535  0,9944 6,1 35,7
Protoninfa 01416 36,5136 69526 -0,1988  0,9925 8,4 36,0
Tritoninfa 0,1378 36,6551 7,576  -0,1604  0,9709 8,0 36,1
Huevo - Adultc 0,1539 36,5819  6,4867  -0,0198  0,9931 6.8 36,3

p, aceleracién de la funcion; Tna, temperatura supradptima a la q‘ue Ty = A; A, rango de
temperaturas entre Trmax ¥ Tmax ; A, pardmetro que permite a la curva cortar a la abcisa a
temperaturas subdptimas; R.., coeficiente de determinacién ajustado; Ul umbral inferior de

desarrolio; US, umbral superior de desarrollo.

63



04 [ 0.4
03 | 03
02 & 02
01 | 0.1
0:.....“‘ AT TR 0 [ s, T ,
O 5 10 15 20 25 30 35 40 D 5 10 15 20 25 30 35 40
B-1 B-2

08 [

0 5 10 15 20 25 30 35 40

c-1 - C-2
2 1¢
©° :
o 06
o :
(=] 04t
3 02 f
g8 o :
ﬁ 0 5 10 15 20 25 30 35 40 40
D-1 D-2
0.8 0.8 ‘
0.6 06 2
0.4 0.4
0.2 0.2
0 TP S Al il byl L banaals 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
E-1 E-2
0.16 [ 0.16
: ; [
gIz | 012 |
008 | 0.08 |
004 | 004 |
ot ' ot
D 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

_ Figura 3. 2. Modelos lineal {1) y de Briere et al. (2) para los estados de Huevo (A), Larva (B),
Protoninfa (C), Tritoninfa (D) y para el Periodo Preimaginal Total (E} de Tyrophagus putrescentiae en
funcion de la temperatura. () Tasas de desarrollo observadas; (-) linea de mejor ajuste por medio de

regresion lineal para el modelo (1) y no lineal para el modelo (2).



A-1 A-2
0.4 0.4 [
03 03 [
02 02 f
0.1 041k
0 fm ot J

0 5 10 15 20 25 30 35 40

0 5 10 15 20 25 30 35 40

B-1 B-2
08 08
06 06 [
04 04 [
02 0.2
0 0

0 5 10 15 20 25 30 3B 40

0 5 10 15 20 25 30 35 40

0 5 10 15 20 25 30 35 40

c1 c-2

g 1 1

o]

%- 0.8 08

@ 0.6 06

(a] 0.4 0.4

[

T 0.2 0.2

& 0 0

ILU 0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
D-1 D-2

0.8

Q06

0.4

0.2
0

5 10 156 20 25 30 35 40

EA1 E-2
0.16 | 0.16
0.12 0.12
0.08 0.08
0.04 0.04
ol o

0 5 10 15 20 25 30 35 40

10 15 20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

Figura 3. 3. Modelos de Logan ill (1) y Lactin (2) para los estados de Huevo (A), Larva (B},
Protoninfa (C), Tritoninfa (D) y para el Periodo Preimaginal Total (E) de Tyrophagus putrescentiae en
funcion de la temperatura. () Tasas de desarrollo observadas; (-} linea de mejor ajuste por medio de

regresién no lineal.



Capitulo 3 Efecto de la Temperatura

3. 2. 2. Efecto sobre la reproduccién y el desarrollo de los adultos

3. 2. 2. 1. Modelizacién de pardmetros reproductores y longevidad

El efecto de la temperatura sobre los distintos parametros reproductores y sobre la
longevidad de machos y hembras se muestra en la Tabla 3. 8.

El periodo de preoviposicién a 10°C fue entre 9 y 30 veces mayor que los periodos
de oviposicion obtenidos para el resto de temperaturas, no siendo incluido en el posterior
andlisis polinomial. El modelo polinomial que mejor describi6 la evolucién del periodo de
preoviposicién, del nimero total de huevos producidos por hembra y de la longevidad de
machos y hembras respecto a la temperatura fue la regresién cuadratica, mientras que el
periodo de oviposicién y el nimero de huevos producidos por hembra y por dia fueron

mejor ajustados por medio de regresion linea! y clbica respectivamente (Figura 3. 4.).

La gran extensién del periodo de preoviposicién a 10°C (35,7 + 2,0 dias) sugiere
que esta temperatura esta cerca del umbral inferior de desarrollo de_las poblaciones de
T. putrescentiae. El menor periodo de preoviposicién se obtuvo a 30°C, iniciandose la
puesta so6lo 1,2 + 0,1 dias después de ia muda de las tritoninfas quiescentes. Por encima

de esta temperatura este parametro tiende a incrementarse ligeramente.

El periodo de oviposicién se incrementd a medida que |a temperatura disminuia,

aungue la mayor duracion se obtuvo a 15°C, con casi 54 dias.

La temperatura afecto significativamente al numero de parejas fértiles obtenidas a
cada temperatura. En el rango entre 15°C y 34°C el porcentaje de fertiidad fue cercano al
100%, mientras que a 10°C sdélo un 69% de las parejas iniciales puso huevos.

La fecundidad se vio negativamente afectada por las temperaturas extremas,
obteniéndose el menor numero de huevos por hembra a 10°C y 34°C. A 20°C se produjo
la mayor fecundidad, con casi 555 huevos por hembra, aunque el maximo numero de
huevos puestos por hembra y dia ocurrié a 25°C, con mas de 24 huevos depositados
cada dia. A 10°C, el nimero de huevos puestos por hembra y por dia fue de tan solo 0,7

huevos.
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Capitulo 3 Efecto de la Temperatura

La longevidad de machos y hembras mostré patrones diferentes en relacion a la
temperatura. En las hembras este parametro se incrementé a medida que la temperatura
disminuia, mientras que los machos tuvieron su maxima esperanza de vida a 20°C,
disminuyendo la longevidad por encima y por debajo de esta temperatura (Tabla 3. 8.,
Figura 3. 4.). En cualquier caso, las longevidades de los machos entre 10°C y 20°C no
fueron significativamente diferentes entre si (P > 0,05, prueba de Newman-Keuls). La
longevidad en machos fue significativamente mayor que la registrada en hembras (F =
291,9; P <0,0001), existiendo ademas un efecto de interaccion estadisticamente
significativo (F = 22,3; P < 0,0001) entre ia temperatura y el sexo en relacion a la
longevidad. Se observa como la magnitud de la diferencia de longevidad en machos y
hembras es mucho mas pronunciada a temperaturas intermedias respecto a las

extremas.
3. 2. 2. 2. Curvas de fecundidad

La funcién Maxima proporciond un buen ajuste a los datos de fecundidad diaria
media por hembra de la poblacién para todas las temperaturas (Tabla 3. 9., Figura 3. 5.),
con coeficientes de determinacién (R?) superiores a 0,91, excepto para 10°C, temperatura
que registré el peor ajuste (R? = 0,73). Los picos de fecundidad predichos por esta
funcion tuvieron lugar a los dias 27, 15, 10, 6, 4, 5 y 3, para 10°C, 15°C, 20°C, 25°C,
30°C, 32,5°C y 34°C, respectivamente.

Las curvas de fecundidad acumulada media por hembra se muestran en la Figura

3. 6., y los parametros estimados de la funcion Weibull acumulada en la Tabla 3. 10. El

ajuste fue excelente con R? mayores de 0,999 para todas las temperaturas.
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Tabla 3. 8. Parametros reproductores y longevidad (media + ES) de T. putrescentiae a temperaturas constantes

Temperatura Porcentaje de Periodo de Periodo de Fecundidad Tasa de Produccion  Longevidad de Longevidad de
(°C) Fertilidad Preoviposicion Oviposicion de Huevos Machos Hembras
10 68 6% 35720 47,0+3,2 322+29 0,7+0,1 12,7+ 5,3 94538
' (48) (48) (48) (48) (48) (48)
15 100% 38+£03 53,8+3,2 413,1+238 80+0,2 137136 73,9150
(70) (69) (69) (69) 69) (69)
20 100% 21+0,2 342117 554,8 + 30,6 16,11 0,5 145,0+ 6,2 48,3+3,6
(70) (69) (69) (89) (69) (69)
25 92 9% 1,5+0,1 21,0+£1,2 48831285 242+10 797 +42 3731386
! (65) (64) 64) 64) 84) (64)
30 97 1% 1,2+0,1 186+1,0 32761185 174106 66127 347+23
’ (68) (85) (85) (65) (65) (65)
32 5' 97 1% 1.4+01 16,2+ 1,0 218,7+146 13,4+0,5 461+22 33,3124
’ ' 67 64) 64) (84) (64) 64)
a4 94 3% 1,5 £ 0,1 109+£08 - 68,3 +6,3 - 6,0+03 BB8L16 274+19
’ (66) (66) (66) (66) (66) {66)
El efecto de la temperatura fue attamente significativo para todosilos pardmetros (P < 0,0001 en todos losicasos, prueba de la xz para la fertilidad y ANOVA

de una via para el resto),

Debajo de cada valor, entre paréntesis, se indica el tamafio muestral.
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Figura 3.4. Relacion entre la temperatura y periodo de preoviposicion (A), periodo de

oviposicion (B}, fecundidad (C), tasa de produccion de huevos (D) y longevidad (E) de machos (e) y
hembras (o) para T. putrescentiae. Los coeficientes de determinacion (R?) y los parametros
estimados + ES para las lineas de regresion polinomial son: (A): R? = 0,9923; ap = 12,247 + 0,754; a1 =
—0,765+ 0,065; a; = 0,0132 + 0,0013; (B): R2= 0,8969; a, = 69,402 + 6,532; a; = —1,706 + 0,259; (C): R?=
0,9822; ag = —1116,11 + 105,53; a, = 150,939 + 10,43; a; = -3,410 + 0,230; (D): R?= 0,9796; ap = 14,762 +
15,438; a; = —4,407 + 2,466; a; = 0,374 + 0,120; a; = —0,0074 + 0,0018; (E) Machos: R? = 0,9505; a, =
77,419 + 32,169; a; = 6,151 £ 3,179, a, = —-0,2195 + 0,070; (E) Hembras: R? = 0,9863; a; = 163,476 +
11,404; a, = —8,012 £ 1,127; az = 0,121 + 0,025.
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Capitulo 3 Efecto de la Temperatura

Tabla 3. 9. Parametros estimados segin el modelo Maxima para la evolucién de la fecundidad

diaria media por hembra de las poblaciones de T. putrescentiae

Parametros estimados

Temperatura R?

(°C) o .
10 0,0535 0,0375 0,7305
15 1,7628 0,0656 0,9457
20 58719 0,1021 0,9631
25 15,1207 0,1716 0,9782
30 17,2071 0,2289 - 0,9785

32,5 10,3945 0,2116 0,9697
34 71154 0,3193 0,9106

Tabla 3. 10. Parametros estimados segin el modelo Weibull acumulado para la evolucién de

la fecundidad acumulada media por hembra de las poblaciones de T. putrescentiae

Parametros estimados

Temperatura 2

°C) a b c d e R
10 -0,4413 32,7895 40,1199 52,8909 2,2928 0,9998
15 -301,7493 716,2591 8,1691 84,7922 2,7499 0,9998
20 -394 ,5793 549,3201 5,5396 64,6184 3,4407 0,9998
25 0,2026 487,6938 9,1102 10,8629 1,4513 0,9999
30 -330,5713 658,0618 0,6051 23,1201 2,5316 0,9998

32,5 4,9301 213,2506 7,3428 8,4317 1,4883 0,9999
34 -2,2216 71,4716 4,6825 5,7565 1,1358 0,9998
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Capitulo 3 Efecto de la Temperatura

Namero de Huevos/Hembra

0 25 S0 75 100 125 150

(+]
30 25°C

25
20
15
10

34°C

Figura 3.5. Fecundidad diaria media () y funciones Maxima ajustadas (-) para las
poblaciones de T. putrescentiae a siete temperaturas constantes; (* dias desde el inicio de la

oviposicién).
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Figura 3. 6. Fecundidad acumulada media para las poblaclones de T. putrescentiae a siete temperaturas constantes; (* dias desde

él iniclo de la oviposicion).



Capitulo 3 Efecto de la Temperatura

3. 2. 2. 3. Curvas de supervivencia

La distribucion Weibull proporcioné un excelente ajuste a los datos de
supervivencia obtenidos, con coeficientes de determinacion superiores a 0,96 en ambos
" sexos para todas las temperaturas en estudio (Tabla 3. 11., Figura 3. 7.). La comparacion
del parametro que describe la forma de la funcién (B), entre machos y hembras mostro un
patron diferencial de mortalidad en relacién al sexo a lo largo de las siete temperaturas.
Este parametro fue siempre significativamente mayor para los machos en relacion a las
hembras, excepto a 10°C, temperatura a la que esta situacién fue inversa. Por su parte, el
parametro que define la escala de la curva (b), también fue significativamente mayor para
los machos respecto a las hembras, incluido a 10°C, situacion en consonancia con la
mayor longevidad detectada previamente para los machos (ver apartado 3. 2. 2. 1.}. La
comparacién de los parametros se realizd atendiendo al solapamiento de sus intervalos

de confianza al 95%.

3. 2. 2. Tablas de vida de T. putrescentiae en relacién a la temperatura

La Tabla 3. 12. muestra los resultados obtenidos tras la ablicacién del programa r,,
2.0 (Taberner et al., 1993) a las matrices de nacimientos de T. putrescentiae para las
siete temperaturas estudiadas. Como puede observarse, a 10°C la tasa intrinseca de
incremento natural (r,) fue negativa, lo que indica que a dicha temperatura las
poblaciones de este acaro tienden a desaparecer si las condiciones se mantienen a lo
largo del tiempo. El maximo valor de r,,, se obtuvo a 30°C, presentando también la menor
duracién media de una generacién (T) y el menor tiempo de duplicacion de |la poblacion
(TDP). El modelo de Lactin se ajustd perfectamente a los valores de r,, obtenidos a las
diferentes temperaturas, con un R? de 0,9982 (Figura 3. 8.). Este modelo predijo un
umbral térmico inferior de desarrollo para las poblaciones de T. putrescentiae de 10,4°C y
un umbral superior de 34,8°C. La temperatura optima de desarrollo predicha por el
modelo fue 29,5°C, a la que la r,, tomaba el valor 0,3889. A esta temperatura el tiempo de
duplicacién de la poblacién es de tan solo 1,8 dias.

La Figura 3. 9. muestra la distribucion de edades estable para las poblaciones de
este 4caro a las distintas temperaturas consideradas. Un 89% a 96% de los individuos de
una poblacion esta constituido por formas juveniles y s6lo de un 4% a un 11% son

adultos. Dentro de los estados inmaduros, un 65% a 75% corresponden a huevos y el
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Tabla 3. 11. Parametros estimados segin el modelo Weibuli para la evolucion de II superviven

T. putrescentiae a siete temperaturas consta

tes.

Ta de machos y hembras de

Machos Hembras
Temperatura 2 5

C) b+ES BES R b+ES B+ES R
10 124,2855 + 0,6354 2,9851 + 0,0839 0,9821 97,5677 +0,3792 5,5716 + 0,1551 0,9895
15 134,6415 + 0,5555 6,9685 + 0,2535 0,9758 88,2296 + 0,5483 1,5574 + 0,0251 0,9875
20 143,8753 + 0,4163 2,6223 + 0,0286 0,9936 50,8104 + 0,4486 2,2304 + 0,069 0,9826
25 92,0319 + 0,3905 2,8845 + 0,0486 0,9914 39,3786 + 0,6373 1,3400 + 0,0434 0,9669
30 71,0112 £ 0,2665 3,5641 + 0,0641 0,9937 39,3247 +£0,2134 1,0192 + 0,0289 0,9957

32,5 53,6315 + 0,4002 3,1338 + 0,1014 0,9825 39,3892 + 0,5239 1,6476 + 0,0571 0,9749
34 42,1220 + 0,2500 3,1181 10,0787 0,9924 33,0184 + 0,5073 1,6756 + 0,0695 0,9713
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Probabilidad de Supervivencia

10°C 15°C

0 50 100 150 200 250 o 50 100 130

0 25 50 75 100 0 25 50 75 100

34°C

100

Figura 3.7. Probabilidad de supervivencia en relacién al tiempo para machos (e) y hembras

(o) de T. putrescentiae, y funcion Weibull ajustada (-) a siete temperaturas constantes; (* dias desde

la emergencia).
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Tabla 3. 12. Parametros de la tabla de vida de T. putrescentiae a siete temperaturas constantes.

Parametros

Temperatura (°C)

10

15 20 25 30 32,5 34
Supervivencia Pre- 15 93 06 97 95 84 37
reproductora (%) :
fn + ES -0,0109+0,0007 01008 +0,0007 0,2052+0,0017 03189 +0,0038  0,3970 +0,0044  0,2989 +0,0042  0,1456 + 0,0048
IC 95% (-0,0123 - ~0,0004) (0,094 - 0,1023) (0,2019-0,2086) (0,3113-0,3265) (0,3882- 0,4057) (0,2906 - 0,3073) (0,1361 - 0,1551)
A 0,9892 1,1061 1,2278 1,3756 1,4873 1,3484 1,1567
Ro 0,1703 192,1057 266,3165 219,6839 150,0649 89,0591 11,9193
TDP . 6,88 3,38 2,17 1,75 2,32 4,76
T 162,8567 52,1528 27,2132 16,9087 12,6390 15,0189 17,0227

Supervivencia Pre-reproductora: porcentaje de individuos que alcanzan el estado adulto; rn: tasa intrinseca de incremento natural; 95% IC: intervalo de

confianza al 95% para ry; A: tasa finita de incremento; Ry: tasa de reproduccion neta; TDP: tiempo de duplicacién de la poblacion (dias); T: duracion media

de una generacioén.



Capitulo 3

Efecto de la Temperatura

resto a formas moviles. Dentro de éstas, un 15% a 22% del total de estados inmaduros

corresponden a larvas, un 5% a 8% a protoninfas y un 3% a 6% a tritoninfas. La

contribucién global de formas juveniles a! total de la poblacién muestra una tendencia a

disminuir a medida que la temperatura se acerca al limite superior de temperatura

predicho (34,8°C).

Figura 3.8.
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Modelo de Lactin para la tasa intrinseca de incremento natural (rn) de

T. putrescentiae en funcion de la temperatura. (e) valores de rn observados; (-) linea de mejor ajuste
por medio de regresion no lineal. R? = 0,9982. Parametros estimados: p = 0,01695; Tma = 37,4285; A =

2,3639; A = ~1,1940.
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Figura 3.9. Distribucion de edades estable de las poblaciones de T. putrescentiae a 7

temperaturas distintas.
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3. 3. DISCUSION

3. 3. 1. Desarrollo de los estados inmaduros

La temperatura tuvo una gran influencia tanto en la mortalidad como en el periodo
de desarrollo de los estados inmaduros de T. putrescentiae.

El mayor porcentaje de mortalidad global de los estados inmaduros (98,5%) tuvo
lugar a 10°C, concentrandose dicha mortalidad en los estados de huevo, farva y
protoninfa. Dentro de éstos, el estado mas susceptible fue el de larva seguido del de
protoninfa. Este resultado contrasta con el obtenido por Barker (1967), el cual observo |a
mayor mortalidad (67%) para el estado de huevo a 11,2°C, temperatura muy similar a la
inferior considerada en el presente trabajo. En A. siro Cunnington (1965) registro,
asimismo, altos porcentajes de mortalidad a bajas temperaturas en los estados iniciales
de desarrollo. Fields (1992) indica la gran variabilidad existente en cuanto a la
susceptibilidad de los diversos estados de desarrolio de insectos y acaros en relacion a
las bajas temperaturas. Ademas sefiala los diversos efectos que dichas condiciones
producen en el desarrollo, como alteraciones en la funcionalidad de las membranas
celulares, desequilibrios en reacciones bioquimicas producidos por actividades
enzimaticas reducidas o modificacién de la actividad iénica de moléculas. Sin embargo,
los resultados aqui obtenidos no permiten explicar los mecanismos por los cuales las
bajas temperaturas producen una disminucién tan brusca de la supervivencia de
determinados estados de desarrollo de T. putrescentiae sin afectar aparentemente la
viabilidad de otros. Asi, destaca el hecho de que las tres tritoninfas que se obtuvieron a
10°C fueron capaces de completar su desarrollo hasta el estado adulto, aunque un
tamano muestral tan pequefio implica una gran cautela a la hora de interpretar dichos

resultados.

A 34°C, las larvas de T. putrescentiae presentaron también la mayor tasa de
mortalidad, seguidas por los huevos, no registrandose practicamente mortalidad para las
protoninfas y las tritoninfas. La mortalidad global a esta temperatura fue del 63%, valor
ligeramente superior al 53% encontrado por Barker (1967) a 33,9°C. La mortalidad
obtenida por dicho autor a esa temperatura para el estado de huevo fue del 19%, valor
muy similar al 21% registrado en el presente trabajo a 34°C. Uno de los mecanismos
implicados en el incremento de mortalidad asociado a las altas temperaturas son los
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procesos de desecacion (Fields, 1992), lo que podria explicar la mortalidad diferencial
encontrada para los diferentes estados de desarrollo de T. putrescentiae. Los Astigmata
presentan cuticulas débilmente esclerotizadas que favorecen la pérdida de fluidos
corporales a través de la superficie corporal (Wharton et al., 1979; Evans, 1992). A su vez
un aumento en la temperatura provoca un incremento en la permeabilidad de la cuticula
debido a la ruptura de la capa de ceras (Beament, 1958). El efecto combinado daria lugar
a una mayor pérdida de fluidos a medida que aumenta la temperatura, siendo este efecto
mayor en aquellos estados de desarrollo de menor tamafio y por tanto con una relacion
superficie/volumen mayor, como es el caso de las larvas. Las altas temperaturas tendran,
por tanto, menor efecto en protoninfas y tritoninfas debido a su mayor tamafio. Por otra
parte, la menor mortalidad registrada en los huevos respecto a las Iarvas‘ podria deberse
a que el exocorién de los huevos del género Tyrophagus actua como barrera contra la
desecacion (Witalinski, 1993).

Dentro del rango de temperaturas intermedias, los resultados obtenidos difieren
sensiblemente de los citados por otros autores sobre T. putrescentiae. Asi, si bien Rivard
(1961) no observé mortalidad para el estado de tritoninfa a 5 temperaturas constantes
situadas entre 20°C y 30°C y a 90% de humedad relativa, la mortalidad global de los
estados inmaduros fue muy elevada, con valores que oscilaban entre el 26% a 21,5°C y
el 77,5% a 30°C. Asimismo, los porcentajes de mortalidad obtenidos por Barker (1967) en
un rango de temperaturas similar fueron también elevados, oscilando entre el 43% a 24°C
y el 65,5% a 20,2°C. A 32,2°C este autor registré la menor mortalidad, siendo dicho valor
del 21%. En dicho rango, la mortalidad registrada en el presente estudio nunca fue
superior al 4%, y ni siquiera al 16% si se incluyen las temperaturas de 15°C y 32,5°C.

En el caso del estudio de Rivard (1961), la metodologia empleada pudo haber
influido en los elevados porcentajes de mortalidad registrados. Dicho autor empled como
alimento cultivos de hongos del género Aspergillus, dieta que segun Rivard (1958b) debia
presentar alguna deficiecia, impidiendo la puesta de altos porcentajes de huevos viables.
Ademas, segun Cunnington (1976), el elevado crecimiento de fos hongos a altas
humedades relativas puede interferir en el normal desarrollo de los acaros.

Por su parte, la metodologia empleada por Barker (1967) fue la misma que la

empleada en este estudio, aunque las condiciones de humedad relativa fueron del 98%-

100%. Este factor puede explicar en parte las dicrepancias observadas ya que Rivard
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(1958b y 1961) observd, en lineas generales, un incremeto de mortalidad de estados
juveniles de T. putrescentiae, al aumentar la humedad relativa del 0% al 100%. Sin
embargo, la magnitud de dicho incremento no parece justificar por si sola las diferencias
de mortalidad registradas.

El modelo no lineal seleccionado para describir la relacion entre el porcentaje de
mortalidad de los estados de desarrollo y la temperatura proporcioné resultados
excelentes, excepto para el estado de tritoninfa. Como se menciono en el apartado
3.2.1.1., la ausencia de valores de mortalidad elevados para dicho estado a las
temperaturas de 10°C y 34°C pudo ser la causa del bajo coeficiente de determinacion
obtenido, al no ajustarse los datos disponibles al perfil general en forma de U de la
funcion. Otras funciones han sido empleadas por diversos autores para describir |a citada
relacion, como parabolas (Fornasari, 1995), polinomios de cuarto orden (Wagner, 1995) o
regresiones cuadraticas (Lysyk, 1998). Los ajustes proporcionados por dichas funciones,
aunque presentaron altos coeficientes de determinacién, no fueron tan buenos como los
mostrados por la ecuacion empleada en el presente trabajo.

Respecto a la duracién del periodo de desarrollo total, la temperatura 6ptima de
desarrollo de los estados inmaduros de T. putrescentiae, se situd alrededor de los 30°C,
valor ligeramente inferior a los 32,2°C y a los 32°C indicados por Barker (1967) y
Cunnington (1969) respectivamente. Por su parte, los periodos de desarrollo registrados
fueron inferiores a los obtenidos por Barker (1967) y Rivard (1961) a las distintas
temperaturas consideradas. Nuevamente, las diferencias metodologicas pueden ser
responsables de parte de las discrepancias encontradas. Por ejemplo, a diferencia de
Barker (1967), la poblacion de &caros empleada en el presente trabajo fue mantenida en
laboratorio durante menos de dos aftos y fue aclimatada antes de ser expuesta a cada
temperatura, tal y como Fields (1992) recomienda, ya que estos factores juegan un papel
importante en la supervivencia y desarrollo de las poblaciones de acaros.

La mayor velocidad de desarrollo registrada en los machos respecto a las
hembras concuerda con los resultados obtenidos por Rivard (1958b y 1961). Este efecto
podria estar relacionado con la influencia del tamafio sobre la duracién del periodo de
desarrollo. Cuando los machos son mas pequefios usualmente se desarrollan mas
rapidamente que las hembras (Hilbert, 1995), circunstancia que se produce en

T. putrescentiae, donde el macho presenta una longitud del idiosoma de 280 a 350 pm
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mientras que en la hembra dicha longitud oscila entre 320 y 415 pm (Hughes, 1978). La
magnitud de la diferencia en el periodo de desarrolio entre machos y hembras fue
significativamente mayor a 34°C respecto al resto de temperaturas incluidas en el
analisis. Esto podria indicar un efecto diferencial de las temperaturas extremas respecto
al resto de temperaturas sobre dicho factor, aunque la ausencia de machos que
completaran el desarrollo a 10°C no permite confirmar esta idea.

Debido al caracter diploide de esta especie (Grondziel, 1976), la proporcién sexual
esperada en los experimentos de desarrollo realizados deberia ser 1:1. Sin embargo, una
vez determinada la ausencia de efecto de la temperatura sobre la proporcion sexual
obtenida y tras agrupar el nimero de individuos de cada sexo a lo largo de las distintas
temperaturas estudiadas, se detecté un numero significativamente mayor de hembras
respecto al de machos. Esta situacion podria estar asociada con una mayor mortalidad
de los estados inmaduros para los machos respecto a las hembras. Este resultado no
coincide con los obtenidos por Rivard (1961) e Ignatowicz (1986), los cuales registraron
proporciones de hembras de alrededor de 52% y 54% respectivamente, valores que
segun estos autores no se desviaban de la proporcion esperada. Llama la atencién, en
cualquier caso, el dato aportado por Ignatowicz (1986), obtenido como la media de la
proporcién de hembras producidas en la progenie de 28 parejas parentales. En dicho
trabajo no queda explicitamente indicado el analisis estadistico empleado, pero se indica
que el valor obtenido de 53,81% * 4,43 (expresado como media + desviacién estandar)
no se desvia significativamente de la proporcion esperada de 1:1. El intervalo de
confianza al 99% para dicho resultado es de 51,49%-56,13%. Atendiendo a la
metodologia del experimento, la proporcién de machos deberia ser de 100 menos el valor
registrado para las hembras y con la misma desviacién estandar, esto es 46,19% + 4,43.
En tal caso, el intervalo de confianza al 99% para los machos seria de 43,87%-48,51%.
Como se observa, ambos intervalos de confianza no solapan de forma que con un nivel
de significacién del 0,01 se concluiria que realmente las proporciones obtenidas por
Ignatowicz (1986) para T. putrescentiae si se desvian significativamente de la esperada
de 1:1, tal y como sucede en el presente trabajo.
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3. 3. 2. Modelizacién del desarrollo de los estados inmaduros

Los modelos lineales de grados-dia han sido ampliamente usados a nivel practico
debido a la facilidad de estimacién de sus parametros y a que a menudo proporcionan la
precisién deseada (Fan et al., 1992). Sin embargo, su aplicacion se limita a la parte lineal
de la relacion existente entre la tasa de desarrollo y la temperatura, existiendo modelos
no lineales que proporcionan mejores predicciones para el conjunto de dicha relacién
(Wagner et al., 1984a). Uno de los problemas asociados al modelo de grados-dia es la
ausencia de prediccién del umbral superior de desarrollo asi como la sobreestimacion del
umbral minimo, aunque para la mayoria de las especies esta aproximacion lineal es
aceptable siempre y cuando las temperaturas a las que estén sometidas en condiciones
naturales no sean extremas (Higley et al., 1986).

En el caso de T. putrescentiae, el modelo de grados-dia proporciond coeficientes
de determinacién superiores a 0,98 para todos los estados dentro del rango de
temperaturas empleadas para ajustar la regresion lineal, constituyendo, por tanto, una
buena prediccion de la evolucion de |a tasa de desarrollo respecto a la temperatura. Los
requerimientos termales desde huevo hasta adulto se estimaron en 149,3 GD, valor muy
similar a los 150,4 GD obtenidos tras sumar los grados-dia necesarios para completar el
desarrollo de los estados de huevo, larva, protoninfa y tritoninfa. Esta similitud es
atribuible a que los umbrales inferiores de desarrollo predichos bor el modelo de grados-
dia fueron asimismo muy parecidos entre si (Marco et al., 1997).

A pesar de los buenos resultados obtenidos tras la aplicacién del medelo de
grados-dia y debido a sus limitaciones para estimar los umbrales de desarrollo, resulta
necesaria la utilizacién de modelos mas complejos que permitan la estimacion precisa de
estos parametros con el fin de poder ser empleados en programas de control integrado.
Como se ha comentado, los umbrales inferiores predichos por el modelo lineal de grados-
dia sobreestiman los umbrales verdaderos y esto es debido a que esta funcidn no
considera la parte inicial no lineal de la curva que relaciona la tasa de desarrollo con la
temperatura (Wagner et al.,, 1984a). Entre los modemos modelos desarrollados, las
ecuaciones no lineales de Logan Il (Hibert y Logan, 1983), de Lactin {Lactin et al. 1985) y
de Briere et al. (1999), no sblo subsanan, en teoria, este problema sino que ademas
permiten estimar tanto los umbrales superiores como las temperaturas optimas de

desarrollo.
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El comportamiento de dichos modelos tras ser aplicados al desarrollo de
T. putrescentiae fue muy similar para la parte final de la curva que relaciona la tasa de
desarrollo y la temperatura. Debido a ello, las estimaciones de los parametros citados
fueron, asimismo, muy similares entre los tres modelos a lo largo de los diferentes
estados de desarrollo de este acaro. El umbral superior se establecié alrededor de 35°C a
37°C para todos los estados, valores muy parecidos a los indicados por Cunnington
(1969) para esta especie. Por su parte, el 6ptimo de desarrollo de los diferentes estados
se estimo entre los 29°C y los 31°C, situdndose alrededor de los 30°C el optimo para
completar la totalidad det periodo de desarrollo.

Sin embargo, los umbrales inferiores de desarrollo establecidos por los modelos
no lineales presentaron mayor variacion debido al comportamiento diferencial de las tres
ecuaciones a bajas temperaturas. Las temperaturas predichas fueron mayores en todos
los estados para el modelo de Briere respecto a los otros dos, y para el de Lactin
respecto al de Logan lll, excepto para el estado de larva, para el que ambos modelos
proporcionaron el mismo valor {(6,1°C). A temperaturas cercanas al limite inferior, la tasa
de desarrollo se aproxima asintéticamente al punto de desarrollo cero debido a que los
insectos y acaros a menudo scbreviven durante largos periodos de tiempo a bajas
temperaturas con el desarrollo ralentizado o detenido (Wagner et al., 1984a). El modelo
de Logan lll fue el que mejor describié esta situacion, seguido del de Lactin, lo que
concuerda con las diferencias existentes entre los umbrales inferiores de desarrollo
predichos. Esto origina, a su vez, que los umbrales inferiores predichos por Cunnington
(1969) para este &caro (entre 7°C y 10°C) sean ligeramente superiores a los obtenidos
con los modelos de Logan lll y Lactin, presentando mayor similitud con los del modelo de
Briere et al. (1999).

Briere y Pracros (1998) indicaron que el modelo de Lactin se comportaba de
manera lineal dentro del rango de temperaturas inferiores, aludiendo a la ausencia de
datos a estas temperaturas como una de las posibles causas de dicho comportamiento.
Esta situacion también ha sido observada por otros autores (Tsai y Liu, 1998, Lactin y
Johnson, 1995) aunque el ajuste obtenido en el presente trabajo no coincide con dichas
observaciones. En este caso, la existencia de datos de desarrollo correspondientes a
10°C permiti® que el modelo de Lactin fuera capaz de describir perfectamente la
respuesta de la tasa de desarrollo de los distintos estados de T. putrescentiae en relacion

a las bajas temperaturas. En consecuencia, y debido a la elevada mortalidad que se
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suele registrar cerca de las temperaturas limites de desarrollo, tanto inferiores como
superiores, resulta necesario el empleo de mayores tamafios muestrales con el fin de
obtener estimaciones méas precisas de los umbrales de desarrollo (Arias-Reveron y
Browning, 1995). Como se observa, esta situacion es méas importante a bajas
temperaturas debido a la mayor dificultad inherente a la determinacion de la temperatura

a la que el desarrollo ocurre por primera vez (Wagner et al., 1984a).

Atendiendo a los coeficientes de determinacion ajustados obtenidos tras la
aplicacién de los modelos no lineales se observa como los modelos de Logan Ill y Lactin
produjeron mejores ajustes que el modelo de Briere et al. (1999). Basandose en esto, los
umbrales predichos por estos dos modelos parecen ser mas fiables que los
proporcionados por el tercero. Briere et al. (1999) desarrollaron su modelo con el fin de
reducir el numero de parametros a estimar en las ecuaciones que relacionan la tasa de
desarrollo con la temperatura. La aplicacién de su modelo a datos de desarrollo de 7
insectos produjeron resultados satisfactorios, aunque no compararon la calidad del ajuste
con la de otros modelos como los aqui empleados. Sin embargo, el hecho de poder
disponer de de diversas funciones constituye una gran ventaja a la hora de intentar
precedir el desarrollo de plagas de insectos y acaros, ya que permite seleccionar aquél o

aquéllos que mejor se ajusten a cada caso particular.

Para la posterior seleccién de los modelos obtenidos, Lamb et al. (1984) y Wagner
et al. (1984a) establecieron diversos criterios, entre los que se encuentra el citado
coeficiente de determinacion ajustado. Sin embargo, este valor es en muchas ocasiones
es muy proximo a 1 para distintos modelos, no permitiendo definir de forma concluyente
cual es la mejor ecuacion (Briere y Pracros, 1998). Esta situacion se produjo en los
modelos de Logan Il y Lactin aqui presentados. Ctro criterio alude a la simplicidad del
modelo, el cual deberia contener el menor numero de parametros posibles (Lamb et al,
1984) (como se ha citado, la aplicacién de este criterio fue lo que motivo a Briere et al.
(1999) a desarrollar su modelo). En este caso, y una vez rechazado el modelo de Briere
et al. (1999) por sus menores R?aj., el modelo de Lactin fue el que mejor se ajusto a esta
premisa, al presentar 4 parametros a estimar en lugar de los 5 de la ecuacién Logan Ill.
Esta circunstancia es importante ya que la mayor complejidad de un modelo puede
producir dificultades computacionales que imposibiliten la estimacion precisa de sus
parametros, tal y como Lamb et al. (1984) indican en el Ultimo de sus criterios. Sin
embargo, ninguno de los modelos de T. putrescentiae obtenidos presentd este problema.
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En definitiva, y atendiendo a los diferentes criterios indicados, tanto el modelo de
Lactin como el de Logan Il presentaron excelentes propiedades para ser empleados
como modelos que relacionan la tasa de desarrollo de T. putrescentiae respecto a la

temperatura.

Finaimente, la escasa variacidn térmica de los ambientes donde T. putrescentiae
se desarrolla ha favorecido, probablemente, que los umbrales térmicos de los diferentes
estados de desarrollo sean muy similares. Esta situacién es diferente a lo que sucede en
especies que presentan una Unica generacién al afio bajo condiciones de campo. Para
estas especies, los diferentes estados de desarrolio se han adaptado a las condiciones
existentes en las diferentes estaciones en las que viven, mostrando por ello una mayor
variabilidad en los umbrales de desarrollo de cada estado inmaduro, tal y como se ha
citado en el caso de un curculidénido de la remolacha azucarera (Marco et al., 1997).

3. 3. 3. Reproduccidn y desarrollo de los adultos

Los distintos parametros reproductores analizados presentaron una gran variacion
a lo largo del rango de temperaturas seleccionadas, demostrando la gran influencia de
este factor en la reproduccion de T. putrescentiae. Por su parte, los altos coeficientes de
determinacién obtenidos para los modelos polinomiales (> 0,89) indican la gran
capacidad predictiva de los mismos para la relacién existente entre dichos parametros y
la temperatura. Esto modelos han sido utilizados por numerosos autores para describir el
efecto de la temperatura en todo tipo de pardmetros de insectos y acaros (Parajulee et
al., 1995; Wagner, 1995; Lysyk, 1998; Tsai y Wang, 1999)

Por encima de los 22°C, los nuevos adultos emergidos inician su proceso
reproductor a partir del segundo dia desde la muda de las tritoninfas quiescentes, lo que
resulta indicativo de la gran capacidad de incremento de las poblaciones de este acaro.
Los datos acerca de los periodos de preoviposicion en otros acaros astigmatidos no son
muy abundantes. Arlian et al. (1990) obtuvieron periodos de preoviposicion de menos de
3 dias para D. pteronyssinus a 23°C, valor que disminuia a menos de 2 dias a 35°C. Por
su parte, Cunnington (1985) observé el inicio de la oviposicién en A. siro dentro de las
primeras 24 horas de vida adulta en el rango de temperaturas entre 20°C y 25°C y en
condiciones favorables de humedad relativa (80%-90%); el menor intervalo entre
emergencia y primera puesta fue de, aproximadamente, 6 horas a 25°C y 90% HR. Para
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T. putrescentiae, el modelo polinomial predice en 29°C el menor periodo de

preoviposicion, siendo éste de menos de 28 horas.

La duracion del periodo de oviposicion fue inversamente proporcional al
incremento de la temperatura, situacion similar a 1a obtenida por otros autores en
diversas especies de acaros astigmatidos (Barker, 1967; Cunnington, 1985; Arlian et al.,
1990). Los valores predichos por el modelo lineal a las temperaturas estudiadas por
Barker (1967) se ajustaron razonablemente a los encontrados por este autor. Por otra
parte, el porcentaje de parejas fértiles solo se vio significativamente reducido a la
temperatura extrema inferior seleccionada. Dicho porcentaje fue mayor del 94% a 34°C,
temperatura ésta muy cercana al umbral superior de desarrollo estimado previamente.

E! modelo de regresién cuadratica aplicado al numero total de huevos puestos por
hembra estimé en 22,1°C la temperatura de maxima fecundidad, con 554 huevos. A esta
temperatura Barker (1967) sélo registrd 327,3 huevos, partiendo de un tamafio muestral
de tan solo 8 parejas. Este autor observé la mayor produccién (383,6 huevos) a 30°C. Por
otra parte, la méaxima tasa de produccion de huevos (n® de huevos por hembra y por dia
de oviposicién) fue estimada a 26,1°C, con casi 23 huevos por hembra y dia. Cunington
(1985) observé un resultado similar en A. siro sugiriendo que, aungue los procesos
fisiologicos implicados en la oviposicidn se desarrollan mejor a determinadas
temperaturas (en el caso de T. putrescentiae cercanas a los 22°C), las condiciones més
favorables para el incremento de las poblaciones de los &caros son a su vez mas
dependientes de las mejores condicicnes para la tasa de oviposicion (26°C para
T. putrescentiae). Esto no implica que otros factores como la longitud del periodo de
desarrollo total o la supervivencia pre-reproductora no intervengan también en dicha
capacidad de incremento, como se puede apreciar en el apartado 3. 3. 4.

La temperatura también afecto en gran medida los patrones de fecundidad diaria
media de T. putrescentiae. Dichos patrones fueron similares a los mostrados por otros
acaros astigmatidos tales como A. siro (Cunnington, 1985), D. pteronyssinus (Arlian et al.,
1990), Rhizoglyphus robini Claparéde, 1869 (Fashing y Hefele, 1991) o D. faninae (Arlian
y Dippold, 1996). Bajo condiciones favorables, la produccion media diaria de huevos se
incrementa rapidamente desde un valor inicialmente reducido hasta un maximo
alcanzado en un estado temprano del periodo de oviposicién de la poblacién. Esta alta
tasa de produccion se mantiene sélo durante un pequerio intervalo de tiempo en relacion
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a la extension total del periodo de puesta. Una vez se alcanza ese valor, la produccion de
huevos disminuye mas o menos rapidamente, dependiendo de las condiciones, hasta que
la oviposicion cesa. Bajo condiciones menos favorables, tales como bajas temperaturas,
la cantidad diaria de huevos producida se reduce considerablemente y la oviposicion
continua a una tasa menor y mas constante a lo largo del periodo de puesta. Las tasas de
oviposicién maximas encontradas para T. putrescentiae fueron similares a las
encontradas por Cunnington (1985) en A. siro, situandose entre los 25 y 30 huevos por
dia dentro de sus respectivos rangos favorables de temperatura. Dichos rangos son
sensiblemente inferiores para A. siro (20°C - 25°C) respecto a T. putrescentiae (25°C -
30°C).

Por otra parte, los altos coeficientes de determinacién obtenidos por la funcion
Maxima (Richter y Soéndgerath, 1990) y por la funcién Weibull acumulada (Jandel
Scientific, 1994) para la fecundidad diaria media y para la fecundidad acumulada media,
respectivamente, indican la gran capacidad predictiva de estas ecuaciones. La aplicacion
de funciones para predecir la evolucion de estos pardmetros en diferentes especies de
Acaros e insectos ha sido realizada por diversos autores (McClymont Peace, 1983; Smith,
1986; Carpenter, 1995; Nowierski et al., 1995; Tsai y Wang, 1999). En el caso de
T. putrescentiae, la escasa duracién de los periodos de desarrollo hacen que las
generaciones solapen dentro de una poblacién, manteniéndose una tasa constante de
produccion de huevos a menos que las altas densidades aumenten la competencia
intraespecifica (Santos, 1989). Sin embargo, en especies en las que las generaciones no
se solapan, la aplicacién del modelo Maxima puede predecir el momento medio de
maxima produccién de descendientes por parte de la poblacioén, con el consiguiente
interés desde el punto de vista practico. Por su parte, el modelo Weibull acumulado
aplicado a T. putrescentiae mostré como hacia la mitad del periodo de oviposicion de la
poblacién se justificaba entre el 90% y el 95% de la produccién de descendencia a las
diferentes temperaturas consideradas.

El efecto de la temperatura sobre la longevidad de machos y hembras de
T. putrescentiae fue similar al registrado por Cunnington (1985) en A. siro bajo las
mismas condiciones de humedad relativa. En ambos casos la longevidad de los machos
fue superior a la de ias hembras, incrementandose la diferencia desde fas temperaturas
extremas hasta las intermedias. Otros autores también han indicado una mayor

esperanza de vida en machos respecto a las hembras de diferentes especies de acaros
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astigmatidos con gran potencial reproductor tales como T. putrescentiae (Rivard, 1959),
R. robini (Fashing y Hefele, 1991) o A. siro (Parkinson et al, 1991a). Las hembras sufren
un gran desgaste debido a la continua produccién de huevos, lo que podria explicar este
fenémeno. Parkinson et al. (1991a), estudiando el efecto de la alimentacion de A. siro
sobre difererites hongos en la fecundidad y longevidad de este acaro, indicaron que el
coste reproductor asociado a la mayor produccion de huevos en la dieta control (germen
de trigo y levadura de cerveza) podria causar en las hembras una mortalidad mas
temprana respecto a la dieta fungica. A su vez, la muerte de las hembras permitiria a los
machos vivir mas debido a la reduccién del coste metabélico asociado a la
gametogénesis (Parkinson, 1991a). Otras observaciones también apoyan estas ideas.
Boczek (1974) observé un incremento en la longevidad de hembras no emparejadas de
T. putrescentiae respecto a hembras emparejadas y Arlian et al. (1990) observaron un
resultado similar en D. pteronyssinus, para el que las hembras no emparejadas vivieron
alrededor de un 50% mas. Por su parte, Cunnington (1985) comprob6é que hembras de
A. siro aisladas tras la primera copula duplicaban practicamente su longevidad respecto a
hembras que permanecian toda su vida junto a un macho. Asimismo, el hecho de que a
temperaturas cercanas al limite de desarrollo de los acaros los procesos reproductores se
vean afectados implica a su vez un menor desgaste para las hembras respecto a las
temperaturas favorables, lo que podria ser |la causa de |a mayor Similitud en la longevidad
de los dos sexos a temperaturas extremas. En acaros con un menor potencial
reproductor como D. pteronyssinus, cuya tasa de produccién de huevos es de tan sélo
2,5y 3,3 huevos por hembra y dia a 23°C y 35°C respectivamente {Arlian et al., 1990), se
ha observado una longevidad mayor en las hembras respecto a los machos (Dobson,
1979).

La funcién Weibull ha sido considerada como un modelo adecuado para describir
los patrones de supervivencia de las poblaciones animales respecto al tiempo (Pinder I
et al., 1978), habiendo sido aplicada sobre insectos por diferentes autores con resuitados
satisfactorios (Smith, 1986; Nowierski et al., 1995; Krafsur et al.,, 1985). Esta funcion
presenta cuatro tipos basicos de curva (Slobodkin, 1962; Southwood, 1976); en el tipo | la
mortalidad se concentra mayoritariamente en los animales de mayor edad; en el tipo Il se
produce un nimero constante de muertes por unidad de tiempo; en el tipo Il la tasa de
mortalidad es constante respecto al tiempo; y en el tipo IV la mortalidad se concentra
principalmente en los estados juveniles. Las poblaciones naturales no se rigen en general

por ninguno de esos patrones ideales sino que muestran curvas de supervivencia que

88



Capitulo 3 Efecto de la Temperatura

son mezclas de las diferentes curvas ideales posibles (Slobodkin, 1962). En la funcién
Weibull, el parametro B determina la forma de la curva, de forma que valores altos de
este parametro originan funciones de tipo 1 y valores bajos funciones de tipo IV (Pinder Il
etal., 1978).

En el caso de T. putrescentiae, el patron de mortalidad obtenido en el estado
adulto no sélo fue diferente entre las distintas temperaturas consideradas, sino que
también lo fue para cada sexo dentro de cada temperatura. Entre los 15°C y los 34°C el
parametro que describe la forma de la funcién (B) fue mayor para los machos que para
las hembras. Atendiendo a los patrones ideales de las curvas de supervivencia y a su -
correspondencia con el citado pardmetro de la funcién Weibull, esta situacién implica que
la tasa de mortalidad en el caso de los machos se incrementa a medida que éstos
envejecen, presentando un curva cercana al tipo |. Por su parte, la forma de la curva en el
caso de las hembras se asemeja mas al tipo lll, de forma que la tasa de mortalidad se
mantendria mas o menos constante a lo largo del tiempo. E! mismo factor indicado como
posible causante de las diferencias de longevidad registradas entre machos y hembras
puede ser responsable de esta situacién, esto es el mayor desgaste reproductor en el
caso de las hembras. L.a situaciéon obtenida a 10°C fue contraria al restoc de temperaturas,
lo que puede deberse al prolongado periodo de preoviposicion (mas de 35 dias)
registrado a esta temperatura, que retardé el inicio de la actividad reproductora de las
hembras, asi como a la escasa produccion de huevos (0,7 huevos por dia) por parte de

las mismas.

3. 3. 4. Desarrollo de las poblaciones de T. putrescentiae

La tasa intrinseca de incremento natural (r,) constituye un gran indicador de la
capacidad potencial de incremento de las poblaciones animales en ambientes ilimitados,
en ausencia de competencia interespecifica e intraespecifica y una vez aicanzada una
distribucion de edades estable en la poblacién (Andrewartha y Birch, 1954). Por ello, el
uso de este parametro para estimar el efecto de diferentes factores ambientales sobre el
desarrollo de las poblaciones animales resulta de enorme utilidad.

Los resultados obtenidos para 7. putrescentiae fueron sensiblemente diferentes

de los citados por otros autores. Barker (1967) encontré la maxima tasa intrinseca de

crecimiento para este acaro a 32,2°C, con un valor de 0,32782. En el presente trabajo, el
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6ptimo fue establecido a 30°C, con un valor de 0,39695, mientras que a esa temperatura,
Barker (1967) obtuvo un valor de 0,2654. Las condiciones experimentales en los dos
casos fueron similares, por lo que las diferencias encontradas son atribuibles
principalmente a la mayor mortalidad registrada por Barker (1967) para los estados
juveniles y en menor grado a la menor capacidad reproductora citada por este autor.

Por su parte, Riv\ard (1959) estableci6 un valor para ry de 0,2077 en condiciones
de 25°C y 90% HR, valor muy inferior al aqui obtenido bajo las mismas condiciones
(0,3189). En este caso las discrepancias son atribuibles a las diferencias metodoldgicas
empleadas, ya que este autor empled cultivos de hongos del género Aspergiliius como
alimento, lo que podria influir en la capacidad multiplicativa de la poblacién. Como se
indico previamente, Rivard (1958b) sefalé que la dieta empleada en sus ensayos debia
presentar alguna deficiecia que impedia la puesta de aitos porcentajes de huevos viables.
En la misma linea, Parkinson et al. (1991a y 1991b) observaron una gran reduccion de la
fecundidad de A. siro en poblaciones alimentadas con hongos frente a poblaciones
controles alimentadas con levadura de cerveza y germen de trigo.

Una situacién similar explicaria los resultados obtenidos por Czajkowska y
Kropczynska (1991), los cuales estudiaron el potencial reproductor de T. putrescentiae al
actuar como plaga de diferentes plantas ornamentales bajo condiciones de 25°C y 85%
HR. Estos autores registraron la mayor tasa intrinseca de incremento sobre bulbos de
Crocus (Iridaceae), con un valor de 0,20586. La menor humedad relativa empleada

también podria explicar parte de las diferencias encontradas (ver capitulo siguiente).

Finalmente, Cunnington (1976) indicoé que T. putrescentiae es capaz de
incrementar su poblacién 10 veces por semana a 25°C y 90 HR, cifra muy similar a la
correspondiente a la r calculada en el presente trabajo bajo las mismas condiciones,
aunque concluia que esa temperatura era la Optima para el desarrolo de

T. putrescentiae.

La condicién de plaga de T. putrescentiae queda de manifiesto al observar los
resultados obtenidos. A pesar de haberse obtenido a 20°C la mayor tasa de multiplicacién
por generacion (R, = 266,31652), la maxima r, fue registrada a 30°C, ya que, aunque su
R, fue igual a 150,96493, la duracién media de una generacién se redujo mas de la

mitad. Esta temperatura es similar a la éptima predicha por el modelo de Lactin (Lactin et
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al., 1995), esto es, 29,5°C, y bajo esas condiciones una poblacion de este acaro es capaz
de duplicarse en menos de dos dias, y sélo en poco mas de 48 horas en el rango entre
25°C y 32°C. Sin embargo, hay que tener siempre en cuenta que los valores de rn
obtenidos para T. putrescentiae proporcionan cifras potenciales de incremento de sus
poblaciones. Los procesos de competencia intraespecifica aumentan la tasa de
mortalidad de los individuos y disminuyen su capacidad reproductora (Santos, 1989),
disminuyendo a su vez la tasa intrinseca de incremento. Por otra parte, los resultados
obtenidos a 10°C, donde la r, fue negativa, se debieron a la gran duracion del periodo de
desarrollo, a la alta mortalidad de los estados inmaduros y a la reducida fecundidad
registrada a esta temperatura. El gran ajuste proporcionado por el modelo de Lactin
(Lactin et al., 1995) permitié establecer con precisién los umbrales térmicos de desarrollo
de las poblaciones de T. putrescentiae. Estos umbrales fueron ligeramente diferentes de
los establecidos para el desarrollo individual debido a que la tasa intrinseca de
incremento no sélo considera la capacidad de desarrollo de los estados inmaduros, sino
la mortalidad de los estados inmaduros y de los adultos y la capacidad reproductora de
éstos. Los umbrales obtenidos son de enorme interés para el control de las poblaciones
de este acaro sobre productos almacenados ya que una de las estrategias de control de
este tipo de plagas generalmente empleada es la modificacion de la temperatura (Fields,
1992).

Por Gltimo indicar que la estructura poblacional obtenida a las diferentes
temperaturas consideradas fue ligeramente distinta a la indicada por Barker (1967). Este
autor estimé un porcentaje de adultos del 11%-13%, con un 33%-34% de formas
juveniles méviles y un 53%-56% de huevos. Los resultados aqui presentados mostraron
un mayor numero de huevos en detrimento de larvas, ninfas y adultos en relacion a los
datos aportados por el citado autor. Los mayores periodos de desarrollo de los estados
inmaduros (especialmente en los estados méviles) y la menor capacidad reproductora
registrada por Barker (1967) para T. putrescentiae fueron responsables de las diferencias
existentes entre ambos trabajos. En cualquier caso es de destacar el alto porcentaje de
huevos existentes en las poblaciones de este acaro lo que sugiere la necesidad de
desarroliar técnicas de muestreo y control que tengan en consideracion la dominancia de

las formas inméviles de esta especie (Barker, 1967).
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INFLUENCIA DE LA HUMEDAD RELATIVA EN
LA BIOLOGIA DE T. putrescentiae

4. 1. INTRODUCCION

L a influencia de la humedad relativa en |a ecologia de los invertebrados terrestres
ha sido generalmente considerada de importancia secundaria en comparacion con otros
factores ambientales (Tauber et al., 1998). Dichos autores apuntan, no obstante, que la
humedad relativa constituye realmente un factor determinante en la biologia de insectos y
acaros, pudiendo influir en el desarrollo y ia actividad, acelerando o retardando la tasa de
desarrollo, de maduracién o de oviposicion, y determinando aspectos del comportamiento

de estos organismos.

En el caso de los acaros astigmatidos, dicho factor ha recibido la necesaria
atencion por parte de los investigadores, existiendo numerosas publicaciones acerca de
su efecto y de sus implicaciones fisiologicas (Rivard, 1961; Wharton y Arlian, 1972;
Cutcher, 1973; Arlian y Wharton, 1974; Wharton y Furumizo, 1977, Wharton et al, 1979;
Arlian, 1992). Esto es debido, como se anticipé en la introduccion general de la presente
tesis, a las particulares caracteristicas de la cuticula de estos Aacaros, que resulta

92



Capitulo 4 FEfecto de la Humedad relativa

inusualmente permeable al flujo de fluidos al exterior (Wharton y Furumizo, 1977; Evans,
1992). La capacidad de estos organismos de absorber vapor de agua del ambiente para
contrarrestar estas pérdidas (Wharton y Furumizo, 1977; Wharton et al., 1979) sélo se
produce por encima de un determinado valor de humedad relativa, caracteristico de cada

especie.

En el caso de T. putrescentiae, diferentes estudios han tratado de establecer la
influencia de la humedad relativa sobre su biclogia, intentando determinar ese valor
minimo por debajo del cuél el desarrollo no se produce (Cutcher, 1973; Rivard, 1958b,
1959 y 1961). Las diversas metodologias empleadas han dado lugar a resuitados
contradictorios, enmascarandose en ocasiones el efecto real de la humedad relativa

ambiental por otros factores no considerados.

Por consiguiente, los objetivos abordados en el presente capitulo tienen por

objeto:

1. Establecer el efecto de 3 humedades relativas ambientales en |la supervivencia,

desarrollo y reproduccién de T. putrescentiae.

2. Establecer modelos predictivos para los patrones de fecundidad y supervivencia
de T. putrescentiae, en relacion a dicho factor.

3. Obtener las tablas de vida de T. putrescentiae, y determinar la capacidad de

incremento de las poblaciones de este acaro en funcion de la humedad relativa.
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4. 2. RESULTADOS

4. 2. 1. Efecto sobre el desarrollo de los estados inmaduros

4.2. 1. 1. Mortalidad

La Figura 4.1. muestra los porcentajes de mortalidad obtenidos a las 3
humedades relativas consideradas para los estados de huevo y larva y para el periodo de
desarrollo total. En los tres casos el efecto de la humedad resulté ser altamente
significativo (P < 0,0001), debido a la elevada mortalidad registrada a 70%. Los
porcentajes obtenidos a 80% y 90% de humedad relativa no fueron significativamente
diferentes entre si, y si lo fueron respecto a 70% (P <0,0001). A esta humedad el
desarrollo se detuvo en el estado de larva, donde el 100% de los individuos fueron
incapaces de alcanzar el estado siguiente. La mortalidad registrada para los estados de
protoninfa y tritoninfa fue practicamente nula a 80% y 90%.

70 j "“’ 70%
H 80%
0O 90%

% Mortalidad

Huevos Larvas Total

Estado de desarrollo

Figura 4. 1. Porcentajes de mortalidad obtenidos a tres humedades relativas para los estados
de huevo y larva y para el periodo de desarrollo total; (* indica diferencias significativas; P < 0,0001;

prueba de la ).
4. 2. 1. 2. Duracién del desarrollo

El periodo de desarrollo de los estados inmaduros de 7. putrescentiae a las 3
humedades relativas estudiadas se resume en la Tabla 4. 1. La duracion del estado de

huevo fue significativamente distinta en los 3 casos. Asimismo el efecto de la humedad
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también resulto significativo para los estados de larva, protoninfa y tritoninfa y para el
periodo de desarrolio total. La extensién de la duracion del desarrollo desde huevo hasta
adulto al pasar de 90% a 80% de humedad se debe principalmente al efecto sobre las
formas moviles, ya que el tiempo necesario para completar dichos estados practicamente
se duplica, mientras que el estado de huevo sélo se ve ligeramente afectado. Esto implica
que el porcentaje de contribucién del estado de huevo pase del 40,4% a 90% de
humedad a solo un 27,5% a 80%, aumentando el del resto de los estados. Este
incremento es mas notable en el estado de larva (de 23,4% a 30,9%).

Tabla 4.1. Duracion media del desarrollo (dias + ES) de los estados inmaduros de

T. putrescentiae a tres humedades relativas

Humedad relativa (%)

Estados 70 80 90

Huevo 51:0,1a 4101b 38+01¢
(43) (96) (100)

Larva _ 46+0,1a 22+01b
(90) (98)

Protoninfa 30+0,1a 1,5+0,1b
(90) (98)

Tritoninfa 32x01a 1,9+0,1b
(90) 97

Huevo - Adulto 149+01a 94+01b
(90) o7

Machos ¥ 146+02a 9210,1b
(37 (44)

Hembras @ 151+02a 9.5+0,1b
(53) (53)

™ Ningun individuo completé el estado de larva.

@ Machos y Hembras son los considerados conjuntamente en la columna Huevo — Adulto.

Los valores seguidos por letras distintas dentro de una misma fila presentan diferencias
significativas (P < 0,05; ANOVA de una via seguida de prueba de Newman-Keuls en el caso del
estado de huevo y prueba de la t de Student para el resto).

Debajo de cada valor, entre paréntesis, se indica el tamafio muestral.

La humedad relativa y el sexo también influyeron significativamente el la duracion
del periodo de desarrollo total (F = 10634, P < Q0001 y F = 54; F < 0,05
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respectivamente), siendo esta duracion mayor para las hembras en relacion a los
machos, aungue no se produjo efecto de interaccién entre ambas variables (F = 1,0; P >
0,3). La proporcién sexual obtenida fue de un 58,8% de hembras a 80% HR y de un
54,6% a 90% HR, no existiendo influencia de la humedad relativa en dicho factor (%=
0,19; P > 0,6). Asimismo, tras agrupar el nimero de machos y hembras obtenidos a 80%
y 90% de humedad relativa tampoco se detectaron diferencias entre el nimero de

individuos producidos de ambos sexos (x* = 3,08; P > 0,05).

4. 2. 2. Efecto sobre la reproduccion y el desarrollo de los adultos

4. 2. 2. 1. Parametros reproductores y longevidad

La Tabla 4.2 muestra los resultados obtenidos para las 3 humedades
consideradas. Ninguna de las parejas establecidas a 70% de humedad relativa fue capaz
de poner huevos. Los valores obtenidos para los parametros reproductores fueron
significativamente distintos a las dos humedades restantes, excehto para el porcentaje de
fertilidad. El efecto de la humedad relativa fue enormemente acentuado. Una disminucion
de un 10% en el porcentaje de saturacion del aire supuso, en lineas generales, duplicar el
periodo de oviposicién, reducir a la mitad el nimero total de huevos puestos por cada
hembra, y dividir por 4 el nimero de huevos puestos por hembra y dia. Estos datos
indican la enorme dependencia de T. putrescentiae de valores altos de humedad relativa
ambiental. La longevidad también se vio significativamente afectada por el efecto de la
humedad relativa, tanto en machos como en hembras. La longevidad de los machos
resultd ser significativamente mayor a la de las hembras a 90% (t = 7,75; P < 0,0001),
mientras que a 70% la situacién fue inversa (t = 2,27, P < 0,05). A 80% no se encontraron
diferencias significativas en la longevidad de ambos sexos (t = 0,08; P > 0,9). Las
mayores diferencias se observaron a 90% de humedad, donde los machos vivieron mas
del doble que las hembras. Otro aspecto llamativo es el patrén diferencial obtenido en
machos y hembras a las dos humedades mas altas. Mientras en machos un aumento en
las condiciones de humedad relativa produjo a su vez un aumento en la longevidad, la
situacién en las hembras fue la inversa, disminuyendo su esperanza de vida a medida
que se incrementé este factor. Por ofra parte destaca la escasa longevidad registrada a
70%, donde la media no superd los 4 dias y tan sélo un individuo fue capaz de sobrevivir

durante al menos una semana.
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Tabla 4. 2. Parametros reproductores y longevidad (media + ES) de 7. putrescentiae a tres

humedades relativas

Humedad relativa (%)

Parametros 70 80 90
Porcentaje de _ 0 g2 3%
Fertilidad 95.7% a e
Periodo de _ 21+0,1a 15+01b
Preoviposicién e7) (65)
Periodo de _ 443+23a 21,0x12b
Qviposicién (67) {64)
‘ 2595+145a 488,3+28,5b
d d - 1 ' ' ’
Fecundidad ©7) ©4)
Tasa de Produccién _ 57+02a 242+10Db
de Huevos 67) (64)
Longevidad 28x02a 53,3+20b ‘ 797t42c
deMachos (70) (67) (64)
Longevidad de 3,3+01a 530+160D 373+36¢
Hembras (70) (67) (64)

Los valores sequidos por letras distintas dentro de una misma fila presentan diferencias
significativas (P < 0,05; prueba de la x? en el caso del porcentaje de fertilidad; ANOVA de una

via seguida de prueba de Newman-Keuls en el caso de la longevidad y prueba de la t de Student
para el resto ). Debajo de cada valor, entre paréntesis, se indica el tamafio muestral.

4. 2. 2 2 Curvas de fecundidad

La Figura 4. 2. muestra la evolucién de |la fecundidad diaria media por hembra de
las poblaciones de T. putrescentiae en condiciones de 80% y 90% asi como el ajuste de
la funcién Maxima y sus parametros correspondientes. Los coeficientes de determinacion
fueron 0,9349 y 0,9782 respectivamente. La funcion Maxima predijo a los 12 y 6 dias los
momentos de mayor fecundidad para 80% y 90% respectivamente. Las curvas de
fecundidad acumulada media por hembras se representan en fa Figura 4. 3. El ajuste de
la funcién Weibull acumulada fue excelente con coeficientes de determinacion de 0,9999
en ambos casos. Los pardmetros estimados fueron: a = —-109,1498; b = 369, 8475;
c=12,2909: d = 58,2448; e = 2,8591, para 80% y a = 0,2026; b = 487,6938; ¢ = 9,1102;
d = 10,8629 e = 1,4513, para 90%.
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40 |

Namero de Huevos/Hembra

Figura 4. 2. Fecundidad diaria media y funciones Maxima ajustadas para las poblaciones de

T. putrescentiae a dos humedades relativas; (* dias desde el inicio de [a oviposicién). Parametros

estimados; o = 1,7342; © = 0,0807, para 80% y a = 15,1207; T=0,1716, para 80%.

500
400
300
200

100 }

Nimero de Huevos/Hembra

Figura 4. 3. Fecundidad acumulada media para las poblaciones de T. pufrescentiae a dos

humedades relativas; (* dias desde el inicio de [a oviposicién).
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4.2. 2. 3. Curvas de supervivencia

La funcidn Weibull proporcioné un buen ajuste a los datos de supervivencia
obtenidos a las 3 humedades consideradas tanto para los machos como para las
hembras, con coeficientes de determinacion superiores a 0,96 en todos los casos (Tablas
4.3y 4. 4; Figura 4. 4.). El patrén de mortalidad determinado a través de la comparacion
del parametro p fue similar para machos y hembras a 70%. Para las otras dos
humedades se observaron patrones diferentes, siendo dicho parametro mayor para las
hembras respecto a los machos a 80%, dandose la situacion inversa a 20%. Por su parte
el parametro b fue significativamente mayor para los machos a 80% y 90% y para las
hembras a 70%. lLa comparacién de los parametros se realizé6 atendiendo al

solapamiento de sus intervalos de confianza al 95%.

Tabla 4.3. Parametros estimados segin el modelo Weibull. para la evolucion de la

supervivencia de los machos de 7. putrescentiae a tres humedades relativas

Humedad

Relativa (%) b+ ES B +ES R®
70 3,5997 + 0,0710 2,9095 + o.2zs_é 0,9949
80 60,5818 + 0,2855 3,6170 + 0,0844 0,9908
90 92,0319 + 0,3905 2,8845 + 0,0486 0,9914

Tabla4.4. Parametros estimados segin el modelo Weibull para la evoluciéon de la

supervivencia de las hembras de T. putrescentiae a tres humedades relativas

Humedad
Relativa (%) b+ES B+ES R?
70 41765 £ 0,0739 3,5851 + 0,3045 0,9950
80 58,8011 £ 0,2267 4 3797 + 0,0988 0,9934
a0 39,3786 + 0,6373 1,3400 + 0,0434 0,9669
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o 20 40 60 80 100 120 140 160

Probabilidad de Supervivencia

Dias*

Figura 4. 4. Probabilidad de supervivencia en relacion al iempo para machos (A) y hembras
(B) de T. putrescentiae y funcion Weibull ajustada a tres humedades relativas; (* dias desde la

emergencia).

4. 2. 3. Tablas de vida de T. putrescentiae en relacion a la humedad relativa

Los resultados obtenidos tras aplicar el programa r, 2.0 (Taberner et al., 1993) a
las matrices de nacimientos de T. putrescentiae para las condiciones de 80% y 0% de
humedad relativa se muestran en la Tabla 4. 5. La tasa intrinseca de incremento natural a
90% fue practicamente el doble respecto a 80%, lo que hace que a su vez se duplique el
numero de veces que una poblacion es capaz de multiplicarse por generacion (Ro). Esto
implica, por tanto, una reduccién a la mitad del tiempo de duplicacion de la poblacién a

90% respecto a la otra humedad considerada.
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La contribucién de individuos inmaduros al total de la poblacién fue muy similar
para ambas humedades, con un 92% a 80% de humedad relativa y un 95% a 90% de
humedad. Sin embargo, dentro de los estados inmaduros, un 75,2% correspondieron a
huevos en e! caso de la humedad mas alta y unicamente un 56,1% en el caso de la
inferior, 1o que muestra la menor capacidad multiplicativa de este &caro en dichas
condiciones. La contribucion de larvas, protoninfas y tritoninfas fue del 15,0%, 5,7% y
4,1% para 90% y del 28,1%, 9,7% y 6,2% para 80%.

Tabla 4. 5. Parametros de la tabla de vida de T. putrescentiae a 3 humedades relativas

Humedad relativa (%)

Parametros 70 80 80
it SO . o
mtES* - 0,1645 + 0,0020 a 0,3189 £ 0,0038 b
IC 95% - (0,1605 — 0,1685) (0,3113 - 0,3265)
A - 1,1788 | 1,3756
Ro - 111,7607 219,6839
TDP - 4,21 2,17
T - - 28,6709 16.9087

Supervivencia pre-reproductara: porcentaje de individuos que alcanzan el estado adulto; rn: tasa
intrinseca de incremento natural; 95% IC: intervalo de confianza al 95% para rp; A: tasa finita de
incremento; Ry: tasa de reproduccién neta; TDP: tiempo de duplicacién de la poblacion (dias); T:

duracion media de una generacion.
* Los valores de r, seguidos por letras distintas presentan diferencias significativas (P < 0,05,
segin solapamiento de intervalos de confianza).
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4. 3. DISCUSION

4. 3. 1. Desarrollo de los estados inmaduros

La humedad relativa presentd una gran influencia tanto en la mortalidad como en
los periodos de desarrollo de los estados juveniles de 7. putrescentiae. A diferencia de
los resultados obtenidos por Rivard (1958b y 1961), se precisd un 70% HR para eliminar
la totalidad de los estados inmaduros de este acaro. Dicho autor empled cultivos de
hongos del género Aspergilius como alimento y establecié en 60% HR el porcentaje de
humedad para el que el desarrollo de T. putrescentiae dejaba de producirse, registrando
un 100% de mortalidad en el estado de huevo. Sin embargo, en los resultados aqui
obtenidos el 43% de los huevos establecidos a 70% HR fue capaz de eclosionar, aunque
ninguna de las larvas completd su desarrollo hasta el estado de protoninfa. Por encima
de esa humedad, no se detecté ningun efecto en los porcentajes de mortalidad de los
estados juveniles, siendo estos porcentajes inferiores al 10%. Rivard (1958b y 1961), sin
embargo, obtuvo valores de alrededor del 50% bajo esas condiciones, produciéndose ia
mayor parte de esa mortalidad en el estado de huevo. Como se indicé en el capitulo
anterior, la fuerte mortalidad registrada durante el periodo de incubacién sugeria que,
aunque los acaros eran capaces de desarrollarse y reproducirse alimentandose sobre los
hongos, la dieta empleada debia ser deficiente en algin aspecto de forma que prevenia
la puesta de altos porcentajes de huevos viables (Rivard, 1958b). Por otra parte, el
elevado crecimiento de los hongos a altas humedades relativas puede afectar al
desarrollo de los acaros (Cunnington, 1876).

Respecto a los periodos de desarrollo de los estados inmaduros, los resultados
obtenidos contrastan nuevamente con los aportados por Rivard (1958b y 1961). Este
autor observd desarrollo hasta el estado adulto entre 70% y 100% de humedad relativa,
no encontrando diferencias significativas en los periodos de desarrollo de los distintos
estados (excepto el de tritoninfa) asi como en el periodo de desarrolio total para las
humedades de 90% y 100%. Por debajo de 90%, todas las duraciones se incrementaron
significativamente, excepto para el estado de huevo, para el que la duracion a 90% y 80%
no fue significativamente diferente. La magnitud del incremento al disminuir la humedad
de 90% a 80% fue de menos de 48 horas para completar el desarrollo hasta adulto (12,2
dias frente a 13,9 dias, respectivamente). Sin embargo, los resultados obtenidos en el

presente trabajo mostraron diferencias significativas para la duracién del estado de huevo
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a las 3 humedades consideradas, asi como un alargamiento generalizado del periodo de
desarrollo para los estados moéviles al pasar de 90% a 80%, que fue especialmente
pronunciado para las larvas. El resultado global fue un incremento de 5,5 dias en el
tiempo necesario para cubrir el desarrollo desde huevo hasta adulto.

Las discrepancias observadas entre ambos estudios respecto a la magnitud del
efecto de la humedad relativa sobre el desarrollo de este acaro se explican por el
diferente sustrato alimenticio empleado. Cutcher (1973) establecié entre 0,75 y 0,84 el
valor de la actividad critica de equilibrio de T. putrescentiae en condiciones de ayuno.
Esto significa que a humedades relativas inferiores a 75%-84% esta especie es incapaz
de absorber vapor de agua del ambiente y, por tanto, contrarrestar las pérdidas que sufre
a través de la superficie corporal (Wharton y Furumizo, 1977; Evans, 1992). A este
respecto conviene indicar que la actividad hidrica (a,) en el interior del cuerpo de la
mayoria de los animales es superior a 0,99 (Arlian, 1992), de forma que en los acaros
astigmatidos se produce una pérdida constante de agua a través de la cuticula. Sin
embargo, los datos aportados por Rivard (1958b y 1961) muestran la capacidad de
T. putrescentiae para desarrollarse bajo condiciones de 70% HR. Cutcher (1973)
establece dos explicaciones para este fenémeno. Por un lado, el comportamiento de los
4caros en condiciones de estrés hidrico les hace buscar refugios que actuen como
barrera a la transpiracion de agua hacia el ambiente. En este sentido el propio Rivard
(1958b y 1961) indicaba la necesidad de retirar parte del micelio del hongo de las celdas
de cria cuando el crecimiento del mismo era demasiado abundante. Por otra parte, y
quizd mas importante, los 4caros ingieren el contenido de agua libre existente en el
alimento. El contenido hidrico de los hongos empleados por Rivard (1958b y 1961) es
mucho mas elevado que el presente en los copos de levadura de cerveza, al tratarse de
organismos vivos. Ademas, el sustrato empleado a su vez para cultivar los hongos estaba
formado por una pasta compuesta de polvo de germen de trigo y agua (Rivard, 1958a), lo
que también proporcionaba parte de humedad. Por tanto, las condiciones de humedad
relativa establecidas por este este autor en sus ensayos estaban sesgadas debido a un
aporte extra de agua a causa de la metodologia empleada. Los resultados aqui
presentados parecen mas fiables respecto al efecto de la humedad relativa como unico
factor sobre el desarrollo de los estados inmaduros de T. pufrescentiae.

En cualquier caso los trabajos de Rivard (1958b y 1961) son interesantes desde
otro punto de vista, ya que las condiciones microclimaticas en los alimentos almacenados
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susceptibles de ser atacados por los acaros no tienen por que coincidir con las
ambientales. Asi, Hilsenhoff y Dicke (1963) observaron individuos de T. pufrescentiae que
sobrevivian a 61% HR en el interior de grietas de quesos, mientras que aquéllos que no
penetraban en dichos refugios morian. En el caso de productos como el jamén ibérico
esta situacion también tiene lugar, existiendo muititud de posibles refugios que permiten a
los acaros sobrevivir cuando las condiciones de humedad relativa les son desfavorables.

Por otra parte, los resultados aqui obtenidos sugieren que la actividad critica de
equilibrio de T. putrescentiae se aproxima mas al valor de 0,75 del rango indicado por
Cutcher (1973). Arlian y Wharton (1974) sefialaron que a humedades relativas por debajo
de la actividad critica de equilibrio de D. farinae la pérdida de agua se producia de forma
muy rapida dentro de las primeras 14 horas desde la exposicién a esas condiciones. Esto
contrasta con los resultados aportados por Cutcher (1973), el cual observé que en
T. putrescentiae el equilibrio hidrico se mantenia durante 18 dias a 84% HR, lo que indica -

que esta humedad esta por encima de la actividad critica de equilibrio para este acaro.

Respecto a la diferente susceptibilidad observada por los estados juveniles en
relacién a la humedad relativa, dos posibles explicaciones pueden formularse. Por una
parte, el menor tamafo de las larvas hace que su relacion superficie/volumen sea mayor,
presentando una mayor tendencia a perder agua que el resto de estados moéviles. Collof
(1991) indica el mismo argumento para explicar las diferencias en la actividad critica de
equilibrio encontradas para Euroglyphus maynei (Cooreman, 1950) (Astigmata:
Pyroglyphidae) y D. pteronyssinus. Por otra parte, la menor mortalidad y el menor efecto
sobre los periodos de desarrollo registrados en los huevos respecto a las larvas esta
relacionado con la funcién de barrera contra [a desecacién que desemperia el exocorion
de los huevos del género Tyrophagus (Witalinski, 1993).

Finalmente, ta duracién del periodo de desarrollo fue mayor en el caso de las
hembras respecto a los machos, situacién idéntica a la indicada en el capitulo anterior
(ver apartado 3. 3. 1.). Sin embargo, la proporcion sexual global encontrada (56,7% de
hembras) no fue estadisticamente diferente de la tedrica de 1:1 (Grondziel, 1976), a
pesar de estar aln mas sesgada que la encontrada en los ensayos a diferentes
temperaturas (54,9% de hembras). Este resultado se explica por el menor tamafo
muestral disponible en los ensayos del efecto de la humedad relativa, lo que hizo que la

104



Capitulo 4 Efecto de la Humedad relativa

prueba estadistica aplicada fuera mas exigente a la hora de detectar diferencias

significativas.

4. 3. 2. Reproduccién y desarrollo de los adultos

Como en el caso del desarrollo de los estados inmaduros, el efecto observade de
la humedad relativa sobre la reproduccién de T. putrescentiae fue mas acentuado que el
citado por Rivard (1959). Segln este autor, el periodo de preoviposicion y la fecundidad
sélo se vieron afectados a 70% HR respecto a las humedades relativas de 80%, 90% y
100%, para las que dichos parametros no fueron estadisticamente diferentes. Analizando
las cifras, la fecundidad obtenida por este autor en el rango de humedades entre 80% y
100% fue similar a la obtenida en el presente trabajo a 80% HR y muy inferior a la
correspondiente a 90%, lo que se explica por la peor calidad de la dieta fangica respecto
a la levadura de cerveza (Parkinson et al., 1991a). Por su parte el periodo de oviposicion
obtenido fue similar a 70% y 80% HR, prolongandose alrededor de un 50% mas respecto
a los periodos observados a 90% y 100% HR. La metodologia empleada por Rivard
(1959) fue la misma que en los estudios anteriormente citados de este autor, de forma
que el efecto del mayor contenido hidrico del alimento apuntado por Cutcher (1973)
explicaria igualmente las diferencias detectadas entre ambos estudios. La magnitud del
efecto de la humedad relativa sobre los parametros reproductores de A. siro alimentado
sobre copos de germen de trigo fue muy similar a la aqui indicada para T. putrescentiae
(Cunnington, 1985). Asi, la fecundidad, tasa de oviposicion y fertilidad para el citado
4caro se redujeron drasticamente al disminuir la humedad relativa desde 90% hasta
62,5% HR (Cunnington, 1985).

Por otra parte, los modelos de fecundidad empleados describieron con precision
los datos obtenidos, tal y como habia sucedido respecto a los datos de temperatura. La
fecundidad diaria media a 80% HR fue mucho menor en relacion a 90% HR,
prolongandose mas en el tiempo y a una tasa mas constante. Esta situacion es similar a

la mostrada por Cunnington (1985) en A. siro.

Respecto a la longevidad, el efecto de la humedad relativa podria explicarse bajo
los mismos criterios empleados en el caso de la temperatura. Como se indicé en el
capitulo anterior (ver apartado 3.3.3.), el mayor desgaste que sufren las hembras

durante el proceso reproductor podria ser la causa de su menor longevidad respecto a los
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machos, situacién ésta observada por diversos autores en diferentes acaros astigmatidos
(Rivard, 1959; Cunnington, 1985; Fashing y Hefele, 1991; Parkinson et al., 1991a). Por
ello, las condiciones que atenuten el potencial reproductor de las hembras sin afectar la
viabilidad de los procesos fisiolégicos vitales tenderan a aumentar la longevidad. Asi lo
comprobaron Parkinson et al. (1991a) en hembras de A. siro alimentadas sobre hongos,
las cuales presentaron menor fecundidad pero mayor longevidad que hembras
alimentadas en germen de trigo y levadura de cerveza. Sin embargo, el efecto de la
diferencia de tamafio existente entre sexos también debe ser considerado. Como en el
caso de las larvas, el menor tamano de los machos respecto a las hembras hace que su
relacién superficie/volumen sea mayor, presentando, por tanto, mayor susceptibilidad
para perder agua a través de la superficie corporal (Colioff, 1991). Este efecto sera mas
acusado a medida que la humedad relativa ambiental disminuya. Asi, estos dos factores
explicarian, por una parte, el aumento de longevidad de las hembras al pasar de 90% a
80% HR, y por otra, el efecto contrario registrado para ios machos. En consecuencia, la
esperanza de vida de cada sexo tendra tendencia a igualarse a medida que la humedad
relativa disminuya manteniéndose dentro de unos limites tolerables, conclusion que
concuerda razonablemente con los datos aportados por Cunnington (1985) para A. siro.
Esta situacion se produjo a 80% HR para T. putrescenﬁae,' humedad a la que la
longevidad de machos y hembras no fue estadisticamente diferente. Por debajo de este
valor, la drastica reduccién de longevidad observada se debe a que la humedad de 70%
se encuentra muy por debajo de la actividad critica de equilibrio establecida por Cutcher
(1973). Las diferencias de tamafio entre machos y hembras explican de nuevo las ligeras

diferencias de longevidad encontradas a esta humedad.

Tras la aplicacién de la funcién Weibull a los datos de supervivencia, se observd el
mismo patrén de mortalidad para machos y hembras a 70% HR. A las otras dos
humedades consideradas, se produjo un cambio en los patrones de mortalidad de
Slobodkin (1962) y Southwood (1976) mostrados por los dos sexos, de manera similar al
cambio de tendencia sufrido por la longevidad. Asi, mientras -a 90% HR los machos
presentaban un patrén mas cercano al tipo | y las hembras al tipo Ill, a 80% HR ambos
sexos presentaron un patrén tipo |, mas pronunciado en el caso de las hembras. Este
efecto fue parecido al descrito en el capitulo 3 para la temperatura inferior, pudiendo
explicarse con los mismos argumentos indicados en el parrafo anterior para los cambios

de longevidad respecto a la humedad relativa.
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4. 3. 3. Desarrollo de las poblaciones de T. putrescentiae

Como consecuencia del efecto registrado de la humedad sobre el desarrolio y
reproduccion de T. putrescentiae, las tasas intrinsecas de incremento obtenidas fueron
muy diferentes a 80% y 90% HR. Asimismo, el efecto observado por Rivard (1959) fue
mas atenuado debido al mayor aporte hidrico de la dieta anteriormente citado. Esto se
pone de manifiesto al comparar las r, obtenidas en ambos trabajos. A 90% HR, este
autor obtuvo una r,, de 0,2077 y a 80% su valor fue de 0,1727. En el presente estudio la
r» @ 90% HR (0,3189) duplicé el valor obtenido a 80% (0,1645). Los resuitados obtenidos
a 90% HR sefalan la diferente calidad del alimento empleado. Sin embargo, la esperable
reduccion a 80% no solo no se produjo, si no que la r, obtenida por Rivard (1959) fue
mas alta que la del presente trabajo, lo que, sin duda, pone de manifiesto el efecto del
contenido de agua del alimento sefalado por Cutcher (1973).

En resumen, los datos aportados por Rivard (1959) muestran la capacidad de
T. putrescentiae de tolerar condiciones ambientales de humedad moderadamente
desfavorables a través del alimentro ingerido, aunque las tasas de incremento obtenidas
por este autor pueden no ser un buen reflejo de la situacién real existente en poblaciones
salvajes que tengan una mayor gama de alimentos a su disposicion. En este sentido, los
datos aqui aportados, obtenidos sobre una dieta ideal (Parkinson et al., 1991b), muestran
el gran potencial de incremento de este acaro en condiciones favorables y ayudan a

comprender su condicién de plaga.
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ACTIVIDAD ACARICIDA DE IONOTERPENOS
SOBRE T. putrescentiae

5.1. INTRODUCCION

El uso de productos naturales de origen vegetal para el control de plagas
agricolas ha recobrado un gran interés en los ultimos afios debido a los riesgos
ambientales derivados del abuso y empleo poco juicioso de los plaguicidas sintéticos
tradicionales. Mas de 2400 especies vegetales han sido descritas presentando
propiedades para el control de plagas (Grainge y Ahmed, 1987}, incluyendo especias y
hierbas aromaticas que contienen aceites esenciales cuya alta volatilidad hace posible su
extraccidon por medio de distintos procesos de destilacion. La mayoria de los
constituyentes de los aceites esenciales son monoterpenos, productos quimicos
secundarios de las plantas considerados de escasa importancia metabdlica pero con
demostrada actividad plaguicida tanto por contacto como por fumigacién (Shaaya y
Kostjukovsky, 1998). Asimismo, muchos de estos compuestos son utilizados como
frangancias o saborizantes en alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos,
presentando, salvo excepciones, una toxicidad aguda minima para los vertebrados
(Coats, 1994).
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Diversas investigaciones han constatado |a actividad fumigante y por contacto a
bajas concentraciones de monoterpenos y aceites esenciales extraidos de plantas frente
a insectos plaga de productos almacenados como coledpteros y dictidpteros (Don-Pedro,
1989; Risha et al., 1990; Coats et al., 1991; Stamopoulos, 1991; Shaaya et al 1991). Sin
embargo, la informacién concemiente al posible empleo de este tipo de sustancias para
el control de acaros de productos almacenados no es tan abundante. Gulati y Mathur
(1995) observaron resultados satisfactorios respecto al control de poblaciones de
T. putrescentiae en trigo almacenado a través de la aplicacion por contacto de poivo de
hojas de Eucalyptus (Myrtaceae) y Mentha (Labiatae) y de rizomas de Curcuma
(Zingiberaceae). Asimismo, Perrucci (1995) estudi6 el efecto acaricida de aceites
esenciales y sus constituyentes procedentes de Lavandula angustifolia Miller, Lavandula
stoechas L., Mentha x pipenita L. (Labiatae) y Eucalyptus globulus Labill (Myrtaceae),
sobre T. longior. Sus resultados mostraron una gran actividad acaricida de varios
monoterpenos como el linalool, la fenchona, la mentona, el mentol y el eucaliptol sobre
esta especie. Estos antecedentes motivaron el estudio de la actividad fumigante de varios
monoterpenos sobre T. putrescentiae como posible método de control, abordandose los

siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar la actividad acaricida de diversos monoterpenos y obtener las de rectas
de regresion probit de mortalidad vs dosis de aquélios que resulten méas activos.

2. Determinar el efecto diferencial de los compuestos activos en relacién al sexo y
el estado de desarrollo de T. putrescentiae.

3. Estudiar los posibles mecanismos de accién de estas sustancias.
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5. 2. RESULTADOS

5. 2. 1. Seleccién de compuestos activos

Los porcentajes de mortalidad obtenidos tras la aplicacion de los monoterpenos
considerados a la dosis de 66,7 w/l de aire sobre hembras de 7. putrescentiae se
muestran en la tabla 5. 1. Siete de los compuestos ensayados (eucaliptol, fenchona,
linalol, mentona, pulegona, a-terpineno y y-terpineno) produjeron porcentajes de
mortalidad superiores al umbral establecido de 90%. El pineno y el terpineol, que
produjeron mortalidades del 56% y 38% respectivamente, y el resto de compuestos en

los que no se observo actividad acaricida fueron descartados para estudios posteriores.

Tabla 5. 1. Porcentaje de mortalidad (media + ES) de hembras de T. putrescentiae tratadas

por fumigacién con diversos monoterpenos

Producto Mortalidad (%)
Cariofiteno 0+0,0
Eucaliptol 98'+2,0
Fenchona 100 £ 0,0
Linalil acetato 0100
Linatol 100+ 0,0
Mentona 100+ 0,0
Mirtanol 0+0,0
Pineno 56+ 13,6
Pulegona 100 £ 0,0
a-Terpineno 100+0,0
y-Terpineno 100 £ 0,0
Terpineol 38+86
Valenceno 4125
Control (Metanol)* 0100

* Excepto para el y-Terpineno, con el que se usé como control el ciclohexano; (n = 100 para cada

producto).
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5. 2. 2. Rectas probit de mortalidad vs dosis

{os valores de CL50 y CL90 obtenidos para las hembras de T. putrescentiae
expuestas a cada monoterpeno activo se muestran en la tabla 5. 2. Atendiendo a la
prueba de paralelismo de las rectas de regresién probit se establecieron dos grupos de
productos. Los compuestos pulegena, mentona, linalol y fenchona presentaron la mejor
actividad acaricida, con una CL90 < 14 pl/l, mientras que las CL90 obtenidas para el
eucaliptol, a-terpineno y y-terpineno estuvieron en el rango de 21 a 44 pl/l. En cualquier
caso, las tasas de mortalidad obtenidas demostraron que los siete compuestos
seleccionados poseen una elevada actividad acaricida por fumigacion.

Tabla 5.2. Concentraciones letales y pendiente de la recta de regresion probit de

monoterpenos de origen vegetal sobre hembras de 7. putrescentiae

Producto CL50 CL90 Pendiente + ES RM
(IC 95%) @ (IC 95%) @ (IC 95%) @
Grupo 1
. 14,9 21,5
Eucaliptol (14,1-15,6) (20-23.7) 80+08a ta
9 13,5 164 ¢
Fenchona 7.9-10.5) (11,3-19.8) 74+07a (1,48-1,80)
. 7 1,2 2,12b
Linalol 6.3-7.7) (9,6-14.8) 631072 (1,96-2,29)
Grupo 2
_ 32,3 43,4
a-Terpineno (30,3-33,9) (40,6-48.6) 10,0+16a 1a
. 33,2 42,6 0,98 a
y-Terpineno (30,7-36,7) (38,0-55,7) 11.8+12a (0,80-1,05)
4,7 6,2 6,83 b
Mentona (4,5-5) (5.8-7.2) 108172 (6.27-7,43)
3,7 4,7 8.83¢c
Pulegona (3.2-4,2) 4,2.7.1) 120x13a (8,14-9,48)

Dentro de cada grupo, los valores seguidos de la misma letra en cada columna no son

significativamente diferentes (o« = 0,05); (n = 300 hembras por producto).

) PR = Potencia relativa.

@ |ntervalo de confianza al 95%.
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En la Figura 5. 1. se representan las 7 rectas de regresion probit obtenidas. La
prueba de paralelismo mostré diferencias significativas entre ellas, pudiéndose establecer
dos grupos distintos de rectas de acuerdo con sus pendientes (Tabla 5. 2.). El primer
grupo estaba formado por eucaliptol, fenchona y linalol, con una pendiente comun de 7,1
+ 0,4, siendo el linalol el compuesto mas potente, con una potencia relativa 2,1 veces
mayor que la del eucaliptol. El segundo grupo estaba formado por pulegona, mentona,
a-terpineno y y-terpineno, con una pendiente comun de 10,9 + 0,8. Dentro de este grupo
las rectas correspondientes a a-terpineno y y-terpineno resultaron ser significativamente
iguales y distintas a las otras dos. La pulegona y la mentona fueron los productos mas
efectivos, presentando los menores valores de CL50 (3,7 y 4,7 ul/l, respectivamente) y la
mayor potencia relativa (8,8 y 6,8, respectivamente).

Mortalidad Probit

1 10 100

Dosis

Figura 5. 1. Rectas de regresion ponderada probit ajustadas para la mortalidad de hembras

adultas de T. putrescentiae, tras 24 horas de tratamiento por fumigacién con los monoterpenos
seleccionados. Las rectas corresponden a la pulegona (e), mentona (<), linalol (m}), fenchona (o),

eucaliptol (a), a-terpineno ( ¢) y y-terpineno (o).
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5. 2. 3. Efecto del sexo y el estado de desarrollo en la mortalidad

La actividad de cada compuesto sobre larvas, machos y hembras fue determinada
a una dosis correspondiente a la CL50 obtenida previamente para las hembras. Para
cada compuesto, el porcentaje de mortalidad de larvas y machos fue similar y

significativamente mayor que el de las hembras (Tabla 5. 3).

Tabla 5.3. Porcentaje de mortalidad (media + ES) de larvas, machos y hembras de

T. putrescentiae expuestos por fumigacion a las CL50, calculadas para las hembras, de los

monoterpenos activos

Producto Dosis (wl/) Larvas Machos Hembras
Mentona 4,7 98 +2,0a 95+40a 48+ 77b
Pulegona 3,7 1001002 97+30a 58+122b
Linalol 7 100+ 0,0a 100+0,0a 63+£75Db
Fenchona 9 100+ 0,02 95+50a 551+£99Db
Eucaliptol 14,9 88+55a 80+52a 48+83b
a-Terpineno 323 100+£0,0a 991+ 10a 46+69b
y-Terpineno 33,2 100+0,0a 77+6,5a 54+6,1b

Los valores seguidos de letras distintas dentro de cada fila son signiﬁcativamente diferentes
(P < 0,05; prueba de Kruskall-Wallis seguida de prueba de Dunn); (n = 100 individuos por estado y

producto).

5. 2. 4. Efecto ovicida

El porcentaje de mortalidad observado en huevos expuestos por fumigacion a la
CL90 de los monoterpenos activos calculada para las hembras oscild entre 0 y 4%,
valores que no fueron significativamente distintos a los de los controles correspondientes
(K = 8,5, P > 0,5). De manera similar, el periodo de desarrollo de los huevos en las
muestras tratadas, que oscild entre 3,8 £ 0,1 y 3,9 + 0,1 dias, no fue significativamente

distinto del observado en los controles (3,8 + 0,1 dias) (F = 0,7; P > 0,7). Asimismo, el
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posterior desarrollo de los huevos hasta el estado adulto se produjo con total normalidad,
no registrandose ningin efecto sobre la mortalidad total de los estados inmaduros ni
sobre el periodo de desarrollo total (K =6,8; P > 0,5y F =0,5; P > 0,8, respectivamente).

5. 2. 5. Evaluacién de la inhibicion de la acetilcolinesterasa

El porcentaje de actividad acetilcolinesterasa respecto al control (100%) en
extractos de T. putrescentiae para los distintos monoterpenos considerados se muestra
en la Figura 5.2. Como se observa, los compuestos con mayor capacidad inhibitoria
fueron la pulegona y el linalol, aunque sélo fueron capaces de reducir {a actividad por
debajo del 70% (68,2 + 6,0 y 69,0 + 4,5, respectivamente). Para el resto de compuestos
se obtuvieron actividades comprendidas entre el 81% y el 99%. Estos resultados
contrastan con la C150 estimada para el clorpirifos que fue de tan sélo 65,3 pM, de forma
que los monoterpenos con mayor actividad de inhibicién de la acetilcolinesterasa en
T. putrescentiae sélo fueron capaces de reducir alrededor de un 30% su actividad a la
dosis de 10 mM, valor mas de 150 veces mayor que la necesaria para reducir el 50% de

la actividad con el insecticida organofosforado clorpirifos.

1o+ N O
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40 |- f

20 |-

Porcentaje de Actividad

0 i sisnssl
Pulegona Mentona  Fenchona Linalol Eucaliptol a-Terpineno

Producto

Figura 5. 2. Porcentaje de actividad acetilcolinesterasa {media + ES) respecto al control en

extractos de 7. putrescentiae para seis monoterpenos a una dosis de 10 mM.
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5. 3. DISCUSION

De los 13 productos naturales ensayados, siete de ellos mostraron una elevada
actividad acaricida por fumigacién contra los estados méviles de T. putrescentiae. Dentro
de estos, la pulegona, la mentona, el linalol y la fenchona fueron los que presentaron la
mayor actividad acaricida, con un valor de CL90 menor de 14 ull de aire. Estos
compuestos son similares a los citados como activos para adultos de T. /ongior tratados
por contacto y por fumigacion (Perrucci, 1995), aunque para este acaro se requerian
dosis mas de 3 veces mayores de mentona, linalol y fenchona para obtener valores de
CL50 dentro del rango de los obtenidos en el presente trabajo.

La diferencia en susceptibilidad entre ambas especies podria estar relacionada
con la especificidad del compuesto. Sin embargo, resulta interesante el hecho de que las
larvas y los machos de T. putrescentiae presentaran una tasa de mortalidad alrededor de
dos veces mayor que la registrada para las hembras cuando se expusieron por
fumigacion a la misma dosis (CL50) de los monoterpenos activos. Este dato, junto con el
mayor efecto detectado en esta especie respecto a T. Iongiér, hace pensar en una
influencia del tamafo en la eficacia de los diferentes productos considerados. En este
sentido, hay que indicar que T.longior es sensiblemente mas grande que
T. putrescentiae (Hughes, 1976).

Los individuos muertos de T putrescentiae debido al tratamiento con los
monoterpenos presentaban sus cuerpos arrugados, las patas dobladas bajo el cuerpo, y
mostraban unas depresiones caracteristicas en la superficie dorsal del idiosoma,
sintomas usualmente considerados como asociados con procesos de desecacion
(Iignatowicz, 1981; Evans, 1992). Aunque es posible que ese efecto se produjera
posteriormente a la muerte de los acaros y no fuera la causa de a misma, no cbstante,
los sintomas también fueron observados en determinados &caros que transcurrida la
exposicion a los productos ensayados habian logrado sobrevivir. Al ponerlos
posteriormente en condiciones favorables fueron capaces de recuperarse y de retomar su
aspecto normal, sugiriéndose asi un proceso de rehidratacién. Si el mecanismo de accion
estd relacionado con un efecto de deshidratacion, seria logico esperar una mayor
susceptibilidad en los individuos de menor tamafo y, por tanto, con una relacién
superficie/volumen mayor, estando esto de acuerdo con lo indicado en el capitulo 4.
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Por su parte, la ausencia de actividad ovicida de los monoterpenos naturales
ensayados parece estar en consonancia con el hecho ya citado de que el exocorion de
los huevos del género Tyrophagus actia como una barrera en contra de la desecacion
(Witalinski, 1993). Esto apoyaria la idea de que |la mayor actividad acaricida observada en
los estados inmaduros y en los adultos podria estar principalmente relacionada con
procesos de deshidratacién. En cualquier caso, la tasa metabdlica y el consumo de
oxigeno es menor en los huevos que en los adultos, como Szlendak y Kraszpulski (1991)
han demostrado para Acarus siro. Este hecho podria reducir la tasa de mortalidad de los
huevos en caso de que el mecanismo de accién de los monoterpenos estuviera basado
en interferencias con los procesos respiratorios, tal y como ha sido sugerido para aceites
esenciales de plantas (Schoonhoven, 1978). Sin embargo, este autor indicé a partir de
sus resultados que otros mecanismos debian jugar un papel importante en el modo de
accion de estas sustancias, ya que insectos privados de oxigeno eran capaces de
sobrevivir mas tiempo que los tratados con aceites. Una situacion similar ha sido
registrada en acaros astigmatidos. Guerrero y Amau (1995) observaron efectos que iban
de ligeros a moderados en el control de T. putrescentiae, tras tratamientos de 24 horas
con atmosferas modificadas compuestas de un 100% de N; o de CQO,. Por su parte,
Pagani y Ciampitti (1990) observaron mortalidades del 50% en poblaciones de A. siro ¥
T. longior tratadas durante 3 y 4 dias con atmésferas modificadas del 100% de N.. Estas
observaciones muestran la tolerancia de estos acaros a bajas concentraciones de
oxigeno, lo que excluye el posible efecto sobre los procesos respiratorios de los

monoterpenos como principal mecanismo de accion de estas sustancias.

Determinados autores han indicado efectos neurotoxicos en insectos debido a la
accién de monoterpenos (Ryan y Byme, 1988; Coats et al., 1991). Asi, Coats et al. (1991)
observaron sintomas de envenenamiento agudo en Blatefla germanica (L.) (Dictyoptera:
Blattellidae) y en Musca domestica L. (Diptera: Muscidae) debido al efecto de varios
monoterpenos. Estos sintomas eran similares a los producidos por compuestos
neurotéxicos e incluian hiperactividad, pérdida de coordinacién y temblores. Sin embargo,
los datos obtenidos no les permitieron determinar el lugar exacto de actuacién de los
compuestos empleados. Por su parte, Ryan y Byrne (1988), determinaron procesos de
inhibicién de la acetilcolinesterasa por efecto de 5 monoterpenos sobre Trbolium
castaneum Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae). Entre los monoterpenos que emplearon
se encontraban el eucaliptol, la pulegona y el linalol, los cuales presentaron capacidad
inhibitoria a concentraciones del producto dentro de los rangos 0,01-0,1 mM, 0,1-1 mM y
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0,1-10 mM, respectivamente. Esta capacidad ha sido posteriormente demostrada para
monoterpenos y aceites esenciales de plantas en acetilcolinesterasa de vertebrados por
Miyazawa et al. (1997 y 1998). Estos autores observaron valores de Ci50 para a-
terpineno, pulegona y mentona menores de 2 mM. Sin embargo, en el caso de
T. putrescentiae, los porcentajes de inhibicién obtenidos a dosis de 10 mM fueron
menores del 20% para eucaliptol, a-terpineno, mentona y fenchona, y sélo ligeramente
superiores al 30% para pulegona y linalol. Esto hace pensar que, si bien el mecanismo de
inhibicién de la acetilcolinesterasa no debe ser descartado como posible modo de accién
de este tipo de compuestos, al menos en T. putrescentiae no constituye el principal efecto
causante de los altos porcentajes de mortalidad registrados en el presente trabajo.
Shaaya y Kostjukovsky (1998) se expresaron en este mismo sentido al indicar que la
incapacidad de los monoterpenos biolégicamente activos de producir fuertes inhibiciones
tanto in vivo como in vitro les llevaba a postular que la enzima acetilcolinesterasa no es el

principal centro de accion de estos compuestos.

Habiendo analizado los mecanismos propuestos acerca del modo de accion de los
monoterpenos, la idea planteada del efecto desecante de estas sustancias sobre
T. putrescentiae, parece cobrar mayor verosimilitud. El siguiente paso seria preguntarse
acerca de cual es el proceso fisico responsable de la deshidratacién de los acaros por
accion de los monoterpenos. El efecto deshidratante de aceites en contacto con la
cuticula de los insectos es bien conocido desde hace tiempo. Wigglesworth (1942)
observd la formacion de pequefias gotas de agua en la superficie de la cuticula de
insectos de pequefio tamafio sumergidos en aceite de petréleo refinado o en aceite de
oliva. Este efecto se producia dentro de la primera media hora del tratamiento y
transcurridas dos horas las gotas se volvian conspicuas por toda la superficie del insecto.
Si se empleaba un aceite mas ligero, como queroseno o xilol, las gotas aparecian en tan
solo cinco minutos. Beament (1945) demostré que aceites y sustancias solubles en
aceites alteraban la orientacion de las moléculas lipidicas de la cuticula de los insectos
que constituyen la barrera frente a la desecacién, dando lugar a cambios en la
permeabilidad de la misma. Sugeria, ademas, que los solventes méas efectivos a la hora
de causar la difusion de agua desde el insecto eran aquéllos con el mejor equilibrio en
sus caracteristicas hidrofilicas y lipofilicas. Esto se debe a la reduccién de la tension entre
las dos fases formadas por el agua y el solvente, lo que provoca un incremento de las
pérdidas de agua del animal (Ebeling y Wagner, 1959; Shaaya y Kostjukovsky, 1998).
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La naturaleza lipidica de los monoterpenos permite pensar que puedan dar lugar a
mecanismos similares a los observados para los aceites. A este respecto, conviene
recordar que estos productos son constituyentes fundamentales de aceites esenciales de
plantas, aceites que han demostrado tener efecto acaricida por fumigacion sobre otros
4caros astigmatidos como T. fongior (Perrucci, 1995). Los pesos moleculares de los
monoterpenos son relativamente bajos, lo que aumentaria la tasa de difusion del agua
hacia el exterior, tal y como Ebeling (1976) indica. Ademas, algunos de ellos presentan
radicales polares como grupos hidroxilo o cetonicos, aspecto que concuerda con las
caracterisitcas indicadas por Beament (1945) para una mayor efectividad. Sin embargo,
analizando las caracteristicas de los compuestos que resultaron ser activos frente a
T. putrescentiae y comparandolas con las de aquéllos que no lo fueron, no se observa
ninguna correlacion entre las mismas y la actividad acaricida observada. Shaaya y
Kostjukovsky (1998) indican que otras caracteristicas fisicoquimicas de los aceites, tales
como viscosidad y volatilidad, podrian determinar la actividad biologica de estos
compuestos, lo cual seria atribuible también a los monoterpenos. Considerando, por
tanto, como viable este mecanismo de accion para estas sustancias, seria de esperar un
efecto como el observado sobre organismos tan susceptibles a procesos de
deshidratacién como los acaros astigmatidos. El aumento de la permeabilidad en la ya de
por si permeable cuticula de estos acaros produciria fatales consecuencias que
aumentarian su actividad critica de equilibric {ver capitulo 4) aumentando a su vez su
susceptibilidad a la deshidratacion.

En definitiva, de todos los monoterpenos ensayados, pulegona, mentona, linalol y
fenchona fueron los mas prometedores para su posible uso contra 7. putrescentiae
debido a las bajas dosis requeridas para producir una alta mortalidad en los estados
inmaduros moéviles y en los adultos. Adicionalmente diversos autores han indicado
ausencia de residuos peligrosos para la salud humana derivados del tratamiento con
estos productos (Coats et al., 1991; Coats, 1994, Perrucci, 1995}, asi como ausencia de
modificacion del color, sabor, olor y textura de los alimentos tratados (Perrucci, 1995). Sin
embargo, la falta de actividad ovicida limita su posible uso dentro de los sistemas de
almacenamiento. La realizacién de experimentos in situ que confirmen |a alta actividad
observada asi como la no alteracidon de las caracteristicas organolépticas de los
productos almacenados es particularmente importante para el posible uso practico de
estos productos.
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Capitulo 6

EVALUACION DEL EMPLEO DE
PLAGUICIDAS PARA EL CONTROL DE

T. putrescentiae

6. 1. INTRODUCCION

La alta eficacia, selectividad y baja toxicidad mostrada por los plaguicidas de
ditima generacién para el control de plagas agricolas (refs) ha motivado la investigacion
de su posible aplicacién para el control de insectos de productos almacenados,
habiéndose obtenido resultados altamente satisfactorios (Oberlander et al., 1997). Sin
embargo, la informacion disponible acerca del efecto de este tipo de sustancias sobre el
desarrollo de los acaros de productos almacenados es muy limitada, debido en gran
medida a los escasos conocimientos existentes sobre la regulacién hormonal de los
procesos implicados en el crecimiento de estos organismos (Evans, 1992, Sakagami et
al, 1992). Aun asi, algunos estudics han puesto de manifiesto la actividad acaricida de
distintos reguladorés del crecimiento sobre determinadas especies de acaros

astigmatidos como T. putrescentiae y D. farinae (Czaja-Topinska et al., 1979; Downing et
al., 1990). »
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Por otra parte, existe actualmente en el mercado un nuevo tipo de plaguicidas de
origen biolégico denominados Naturalitos, los cuales etsan basados en metabolitos
naturales derivados de organismos vivos. Entre ellos destaca el Spinosad, al que se ha
atribuido una gran eficacia para el control de diversas plagas asi como una elevada
seguridad ambiental (Thompson et al., 1997).

En este contexto, se planted investigar el efecto de productos con distintos modos
de accién sobre el desarrollo y la reproduccién de T. putrescentiae. La forma de
tratamiento empleada fue fa ingestién ya que, de acuerdo a las especificaciones técnicas
de estos plaguicidas, su actividad presenta una mayor eficacia cuando son administrados

por este método frente a otras formas de tratamiento.

Por ofra parte también se ensay6 un plaguicida organofosforado convencional, el
clorpirifos, empleado para el control de plagas de &caros de productos almacenados

(Zdarkova, 1994), con el fin de establecer referencias comparativas.

6. 2. RESULTADOS
6. 2. 1. Efecto sobre la mortalidad y el desarrollo de los estados inmaduros
6. 2. 1. 1. Mortalidad

Los porcentajes de mortalidad obtenidos para los estados inmaduros de
T. putrescentiae ante dosis crecientes de los distintos productos ensayados se muestran
en la Tabla 6. 1. El ensayo para el hexaflumurén a 10.000 ppm no fue viable debido a que
las condiciones de textura que presentaba la dieta tratada no fueron las adecuadas para
el desarrollo de los estados juveniles de este acaro.

Como se observa, sdlo el halofenocida produjo mortalidad significativamente
mayor a la del control a la dosis de 1.000 ppm, con un 46% de estados juveniles muertos.
Dentro de ese porcentaje, el 9% de las muertes ocurrieron en el estado de protoninfa y el
91% en el de tritoninfa, no registrandose mortalidad en el estado de larva. A la dosis de
10.000 ppm, e! piriproxifén y el clorpirifos también se mostraron efectivos, junto con el
halofenocida, con cerca de un 100% de mortalidad para los tres productos. Dicha
mortalidad se concentré completamente en el estado de larva para el clorpirifos y para el
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piriproxifén, y sélo un 2% de los individuos muertos por efecto del halofenocida a esa

dosis lo hicieron en otro estado, concretamente el de tritoninfa.

Tabla 6.1. Porcentaje de mortalidad (media + ES) de los estados inmaduros de

T. putrescentiae alimentados sobre dieta tratada con diferentes plaguicidas

Dosis (ppm) Azadiractina Piriproxifén Halofenocida Hexaflumurén Spinosad  Clorpirifos

o 2+20 0+0,0 4140 0+0,0 2+20 4140
10 0+00 6+3,1 10 + 5,4 0+0,0 4+27 2+0,1
100 10 +3,3 2+20 2+20 4140 11,1+68 4+27
1.000 44+29 4+27 46+119* 156+104 2+20 4+27
10.000 2+20 96+27* 100+0,0* s/d 89+68 100+0*

* Dentro de cada columna indica diferencias significativas respecto al control (P < 0,05; prueba de
Kruskall Wallis seguida de prueba de Dunn}; (n = 50 individuos por producto y dosis).

“) como controles se emplearon el metanol (para el halofenocida y la azadiractina) y el agua
destilada (para el resto).

s/d: sin datos.

6. 2. 1. 2. Duracion del desarrollo

El periodo de desarrollo de los estados inmaduros moéviles de T. putrescentiae tras
los tratamientos por ingestién con los plaguicidas seleccionados se muestra en la Tabla
6. 2. No se produjo ningun efecto para ninguno de los productos a las dosis de 10 ppm y
100 ppm. Sin embargo, para la dosis de 1.000 ppm en todos los productos y para la de
10.000 ppm en aquéllics que no habian causado un 100% de mortalidad, tuvo lugar un
incremento significativo en el tiempo necesario para completar el desarrollo hasta el

estado adulto.

A la dosis de 1.000 ppm, los incrementos mas pronunciados en orden
descendente se produjeron con el hexaflumurdn, el halofenocida y el piriproxifén, para los
que el periodo de desarrollo desde larva hasta adulto se prolongé un 37%, un 22% y un
12%, respectivamente, respecto al tiempo empleado por los organismos control. Para los

otros tres productos dicho incremento no supero el 7%. A 10.000 ppm destaca el valor
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obtenido para el piriproxifén, ya que el periodo de desarrollo practicamente se duplicé con

respecto al control. Para la azadiractina y el spinosad a esta dosis el periodo de

desarrollo se alargé alrededor de un 15% respecto al observado en los controles.

Tabla 6. 2. Duracién {media + ES) desde larva hasta adulto para T. putrescentiae alimentado

sobre dieta tratada con diferentes plaguicidas

Dosis (ppm) Azadiractina Piriproxifén Halofenocida Hexaflumurén Spinosad  Clorpirifos
0 57+01a 58x+01a 58+01a 57+01a 58x01a 58+01a
49 (50) (48) (50) (49) {48)
10 56+01a 58x+01a 56x+01a 58+01a 58x01a 57+01a
(50) é4n (45) - (50) {(48) (49)
100 59+01a 56+01a 56+01a 59+01a 58+01a 58+t01a
(45) 49) (49) (48) {40) (48)
1.000 60+01b 65+£01b 7,11t03Db 78+01b 6,1+01b 62+01Db
(43) (48) 27 (38) (49) (48)
65+01c 11,0x10¢ 67+01¢c
10.000 , : ' 1 - - ' ' R
(49) (2 (41)

Los valores seguidos de letras distintas dentro de una misma columna presentan diferencias
significativas (P < 0,05; ANOVA encajado seguido de prueba de Newman-Keuls). Debajo de cada
valor, entre paréntesis, se indica el tamafc muestral.

6. 2. 2. Efecto sobre la fecundidad y la fertilidad

Tras la aplicacién de la funcién Weibull acumulada a los datos de fecundidad
acumulada obtenidos a 25°C y 90% de humedad relativa (ver apartado 3. 2. 2. 2.) se
comprobd que transcurridos aproximadamente 25 dias desde el comienzo de la
oviposicion quedaba justificada el 95% de la fecundidad total de una poblacién fértil de
T. putrescentiae. Por ello este periodo fue el elegido para estudiar el efecto de los
distintos productos seleccionados sobre la fecundidad de este acaro. Dichos productos
fueron los que habian mostrado un mayor efecto sobre 1a supervivencia y el desarrollo de
los estados juveniles de T. putrescentiae, esto es, el halofenocida, el piriproxifén y el

clorpirifos.

La Figura 6. 1. muestra la fecundidad acumulada media por hembra obtenida con

los distintos productos considerados y la Tabla 6. 3. el numero total de huevos puestos
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Figura 6. 1. Fecundidad acumulada media para T. putrescentiae tratado por ingestion con tres
plaguicidas: Clorpirifos {A); Piriproxifén (B); Halofenocida (C); a las dosis de 0 ppm (0); 1.000 ppm (e)
y 10.000 ppm(e).
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por hembra transcurridos los 25 dias del ensayo. El piriproxifen no afecto
significativamente |a fecundidad de T. putrescentiae a ninguna de las dosis establecidas,
mientras que para el clorpirifos sélo 1a dosis de 10.000 ppm redujo significativamente la
fecundidad respecto al control, con un numero de huevos casi 6 veces menor. Sin
embargo, el halofenocida tuvo un efecto considerable en la fecundidad, ya que se produjo
una reduccién en el nimero de huevos puestos de mas de 100 veces para 10.000 ppm y
de 5 veces para 1.000 ppm con respecto al control. Destaca e! valor obtenido a 10.000
ppm con este producto, con el que se obtuvieron menos de 5 huevos por hembra a lo
largo del periodo establecido para el ensayo. No hubo diferencias significativas en la
fecundidad encontrada para los 3 controles (F = 1,6; P > 0,2).

Tabla §. 3. Fecundidad (media + ES) de T. putrescentiae alimentado sobre dieta tratada con
diferentes plaguicidas

Dosis (ppm) Halofenocida Piriproxifén : Clarpirifos
0 6133+t711a 4757+789a 447,2+609 a
1.000 128,3+239Db 528,01+ 452a 4928+514a
40.000 47+17¢c 377,0+51,8a : 76,0+384Db

Los valores seguidos de letras distintas dentro de una misma columna presentan diferencias
significativas (P < 0,05; ANOVA de una via seguido de prueba de Newman-Keuls), (n = 10 parejas
por producto y dosis).

Tabla 6. 4. Fecundidad diaria {media + ES) de T. putrescentiae alimentado sobre dieta tratada

con diferentes plaguicidas

Dosis (ppm) Halofenocida Piriproxifén Clorpirifos
0 283+13a 261+t1,1a 251+13a
1.000 7.7+10Db 225+08b 205+17a
10.000 ‘ 1,1£03¢c 208+12b 60+19b

Los valores seguidos de letras distintas dentro de una misma columna presentan diferencias
significativas (P < 0,05; ANOVA de una via seguido de prueba de Newman-Keuls), (n = 10 parejas
por producto y dosis).
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La Tabla 6. 4. muestra los valores obtenidos respecto al nimerc de huevos
puestos por hembra y por dia de oviposicién. A diferencia de los resultados de la Tabla
6. 3. para la fecundidad total, la fecundidad diaria por hembra obtenida con el piriproxifen
presentd diferencias significativas a las dos dosis empleadas respecto al control
correspondiente. Esto es debido a que no todas las hembras en los diferentes
tratamientos pusieron huevos durante los 25 dias establecidos para el ensayo y a la
menor variabilidad registrada para la fecundidad diaria respecto a |a total. Para los otros
dos productos el patron fue el mismo que para la fecundidad total, siendo los dos
tratamientos significativamente diferentes entre si y respecto al control para el
halofenocida, y sélo el de 10.000 ppm para el clorpirifos. Como en el caso de la
fecundidad total, es de resaltar el valor obtenido a la dosis de 10.000 ppm para el
halofenocida, con el que cada hembra sdlo fue capaz de poner 1 huevo al dia durante el
periodo de oviposicion. Destaca asimismo el hecho de que dicho periodo de oviposicion
para el total de la poblacion tratada con halofenocida a 10.000 ppm fuera unicamente de
8 dias y a la dosis de 1.000 ppm, de 22 dias (Figura 6. 1.). Para el resto de tratamientos
todas las poblaciones pusieron huevos durante la totalidad del periodo previamente

establecido.

Tabla 6. 5. Porcentaje de mortalidad de adultos de T. putrescentiae alimentados sobre dieta

tratada con diferentes plaguicidas

Daosis (ppm) Halofenocida Piriproxifén Clorpirifos
0 10a 20a 20a
1.000 70b 10 a 5a
10.000 85b 30a . 75b

Los valores seguidos de letras distintas dentro de una misma columna presentan diferencias

significativas (P < 0,05; prueba de la xz); (n = 20 individuos por producto y dosis).

Respecto al efecto de los distintos tratamientos sobre la supervivencia de los
adultos de T. putrescentiae, la Tabla 6.5. muestra los porcentajes de mortalidad
obtenidos para cada producto y dosis transcurridos los 25 dias del ensayo. Ningun efecto
fue detectado para el piriproxifén a las dos dosis consideradas, mientras que la situacion

inversa se dio para el halofenocida, con el que tanto para 1.000 ppm como para 10.000
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ppm se produjo una mortalidad significativemtente mayor que la registrada para el
control, con un 70% y un 85% de los individuos iniciales muertos respectivamente. Con el
clorpirifos sélo a la dosis mas alta tuvo lugar una mortalidad significativamente mayor a la

del control, con un 75% de los individuos
representa la evolucién de la probabilidad de

T. putrescentiae durante el periodo de duracion del ensayo para los distintos productos y

dosis empleados.

iniciales muertos. En la Figura 6. 2. se
supervivencia de los individuos adultos de
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Figura 6. 2. Probabilidad de supervivencia en relacién él tiempo para adultos de

T. putrescentiae tratados por ingestion con Clorpirifos (A); Piriproxifén (B); Halofenocida (C); a las
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Finalmente, la fertilidad obtenida para T. putrescentiae no se vio afectada por los
distintos tratamientos realizados (K = 6,8; P > 0,5), siendo la mortalidad del estado de
huevo inferior al 2% en todos los casos. Asimismo, el desarrollo de la progenie tampoco
estuvo influenciado por el tratamiento de los adultos con los plaguicidas seleccionados.
La duracion del estado de huevo en las muestras tratadas, que oscild entre 3,5 £ 0,1 y
3,8 + 0,1, no fue significativamente distinta de Ia obtenida para los controles (entre 37 t
0,1y 3,8 £ 0,1) (F = 1,1; P > 0,3). De igual forma, la duracién del periodo de desarrolio
desde huevo hasta adulto y la mortalidad de dicho periodo tampoco fueron diferentes
para la progenie procedente de la poblacion sometida a los tratamientos respecto a la de
los controles (F = 1,6; P > 0,1y K =4,0; P > 0,8, respectivamente).

6. 3. DISCUSION

La ingestion de azadiracting, hexaflumurén y spinosad no afecté a la
supervivencia de los estados de desarrollo de T. putrescentiae a ninguna de las dosis
aplicadas, aunque si se produjo un retraso en el periodo de desarrollo de los estados
inmaduros para las dosis de 1.000 y 10.000 ppm (a excepcion del hexaflumurén a
10.000, para el que el ensayo no fue viable). Por su parte, el halofenocida y el
pririproxifén mostraron mayor efectividad, afectando tanto al  desarrollo como a la
supervivencia, aungue mostraron diferente comportamiento respécto a su efecto sobre la

reproduccién de este acaro.

6. 3. 1. Azadiractina

La disponibilidad de estudios que hayan abordado el efecto de la azadiractina
sobre acaros es muy limitada (Mansour y Ascher, 1995). Segun Sanguanpong y
Schmutterer (1992), la actividad de la azadiractina no parece ser muy marcada sobre
estos organismos, lo que estaria en consonancia con los resultados obtenidos en el
presente trabajo sobre T. putrescentiae y con los obtenidos por otros autores scbre otras
especies de acaros. Spollen e Isman (1996) evaluaron el efecto de un insecticida que
contenia azadiractina como ingrediente activo sobre dos especies de acaros
depredadores, Phytoseiulus persimilis  Athias-Henriot y Amblyseius cucumers
{Oudemans) (Mesostigmata: Phytoseiidae), empleados comerciaimente como elementos
para control biolégico. La aplicacién topica sobre huevos de menos de 24 horas de edad

a las dosis de 30 y 60 ppm no produjo ningun efecto sobre el porcentaje de eclosién de
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los huevos ni sobre el posterior desarrollo de larvas y ninfas. Asimismo, no se detectd
ningn efecto en la supervivencia de adultos tratados tépicamente ni en su fecundidad.
La evaluacién del efecto residual de la azadiractina tampoco mostrd efectos negativos en
P. persimilis, aunque si se produjo una reduccion significativa en el nimero de huevos
puestos por hembra para A. cucumernis a la dosis de 60 ppm. Por su parte, Stark (1992)
evalué el efecto de la alpicacién de azadiractina sobre la fauna de invertebrados
habitantes de césped, obteniéndose una reduccién de 1,5 veces en el nimero de acaros
oribatidos respecto a las parcelas control, mientras que no se detectd ningun efecto sobre
la fauna de acaros no oribatidos. Sin embargo, Sundaram et al. (1995) observaron control
de poblaciones de Tetranychus urticae Koch (Prostigmata: Tetranichidae) en Populus
tremuloides Michx. (Salicaceae) durante 30 dias por aplicacién en el suelo alrededor del
sistema radicular de una formulacion comercial que contenia azadiractina. El compuesto
se absorbia a través de las raices en las 3 horas siguientes a la aplicacion y era
traslocado hacia el tallo y el follaje durante 3 dias, alcanzando las concentraciones mas
altas a los 10 dias. Este resultado concuerda con el efecto rebelente de los extractos
hidrofilicos de semillas y frutos del arbol de Neem indicado por Schauer y Schmutterer
(1981) sobre T. urticae. Estos autores encontraron ademas altas mortalidades y retardo
en el desarrollo postembrionario tras la aplicacidn tépica de dichos extractos sobre
huevos de 24 horas de edad, aunque precisaron dosis de 100.000 ppm para conseguir
este efecto. El efecto de retraso en el desarrollo en T. urticae es similar al obtenido en el
presente trabajo para T. putrescentiae a las dosis de 1.000 y 10.000 ppm y es posible
que un aumento en la dosis hubiera influido asimismo en la supervivencia de los estados
juveniles de este Aacaro. Sin embargo, no se ensayaron dosis mayores por ser
excesivamente altas para su uso practico.

- 6. 3. 2. Hexaflumurén

El efecto del hexaflumurén sélo pudo ser evaluado en el rango de dosis entre 10 y
1.000 ppm. A 10.000 ppm, la dieta aparentemente captaba humedad de la camara de
cria, tomando una textura esponjosa que imposibilitaba el desarrollo de las larvas. Estas
morian en 24 horas posiblemente debido a la pérdida masiva de fluidos corporales. A
1.000 ppm se obtuvo una mortalidad para los estados inmaduros de cerca del 16%, cifra
superior a la encontrada para el resto de tratamientos, aunque dicho valor no fue
significativamente diferente debido a la alta variabilidad encontrada entre réplicas. Esta

dosis produjo ademas un retraso considerable en el desarrollo, sugiriendo efectos mas
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drasticos sobre la supervivencia y el desarrollo de haber sido posible el uso de dosis mas

altas.

Muy pocos estudios han evaluado el efecto de inhibidores de la sintesis de quitina
en acaros, no habiéndose encontrado ninguno que empleara entre ellos al hexaflumurén.
Meazza et al. (1992) estudiaron el efecto de numerosas benzoil fenilureas que
presentaban una sustitucion en el grupo fenil consistente en un grupo alquil o alquenil con
un radical trifluorometilo sobre T. urticae. Los tratamientos se realizaron tépicamente
sobre huevos de menos de 24 horas de edad, obteniéndose para Unicamente 5 de los
productos ensayados una mortalidad superior al 95% a la dosis de 100 ppm. Por su
parte, Abo-Taka (1990) evalud el efecto por contacto residual de 5 plaguicidas sobre
adultos de Dermanyssus gallinae (De Geer) (Mesostigmata: Dermanyssidae). Entre los
productos empleados se encontraba una benzoilfenilurea, el clorfuazurén, que fue el que
proporcioné mejores resultados al presentar CL50 de tan sélo 2,69 ppm. Este resultado
es dificit de explicar, ya que el modo de accién de este tipo de compuestos sOlo deberia
afectar en teoria a individuos inmaduros (ishaaya, 1990). Respecto a acaros
astigmatidos, Downing et al. (1990) estudiaron el efecto residual de diflubenzurdn y
triflumurén sobre D. farinae. Los tratamientos se realizaron sobre larvas, ninfas y adultos,
evaluando la evolucion de una poblacién inicial de 15 individuos en periodos de 30 y 90
dias. A pesar de las altas dosis empleadas (entre 1.000 y 50.000 ppm), no se detectd
menor nimero de individuos en ias poblaciones tratadas respecto a la poblacion control,
e incluso en determinados tratamientos el nimero de acaros final fue significativamente
mayor. Estos resultados concuerdan razonablemente con la escasa actividad observada
con el hexaflumurén sobre T. pufrescentiae.

6. 3. 3. Spinosad

El efecto del spinosad ha sido demostrado en numerosos insectos plaga (Bret et
al., 1997), pero su efectividad sobre acaros ain no ha sido ampliamente evaluada. Se ha
citado un gran efecto sobre diferentes estados de T. urficae aplicado topicamente,
habiéndose obtenide CL50 de tan solo 2,1 ppm (DowElanco, 1994). Por su parte, el
efecto sobre el acaro depredador P. persimilis fue considerado como “practicamente no
toxico” al presentar una CL50 mayor de 200 ppm en tratamientos topicos (Bret et al.,
1997). Los resultados obtenidos sobre T. putrescentiae indicaron una actividad
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practicamente nula de este producto al haberse obtenido tan sélo ligeros retrasos en el
desarrollo a la dosis mas alta empleada en tratamientos por ingestion.

6. 3. 4. Piriproxifén

La ingestion de piriproxifén por parte de T. putrescentiae produjo resultados
similares a los obtenidos por Czaja-Topinska et al. (1979) tras aplicar tépicamente
diferentes analogos de la hormona juvenil sobre este acaro. Estos autores emplearon
dosis entre 1 y 100.000 ppm sobre huevos de distintas edades, sobre larvas, protoninfas
y trironinfas activas recién emergidas y sobre adultos recién emergidos. Entre los
productos empleados se encontraban el kinopreno, metoprenc e hidropreno, sustancias
que se encuentran entre las primeras comercializadas de este tipo de productos y que
fueron de las menos efectivas sobre T. putrescentiae. El efecto sobre los huevos estuvo
relacionado con la edad de los mismos. S6lo los huevos de menos de 24 h de edad se
vieron afectados, mientras que el resto sufrieron leves efectos y sblo a las dosis mas
altas. Las larvas emergentes de los huevos afectados no ingerian alimento y morian poco
después. Los analogos de la hormona juvenil aplicados tépicamente sobre los estados
inmaduros méviles no mostraron ningun efecto. Sélamente dos de ellos aplicados sobre
tritoninfas a las dosis de 10.000 y 100.000 ppm produjeron un sensible alargamiento de
este estado, observandose un efecto similar con otros anélogoé aplicados a huevos de
menos de 24 horas de edad. Este hecho concuerda con los efectos aqui obtenidos para
el piriproxifén aplicado por ingestién a las dosis de 1.000 y 10.000 ppm, aunque a esta
Gltima dosis la mortalidad si se incrementdé en gran medida respecto a la poblacion

control,

~ Algunos de los compuestos seleccionados por Czaja-Topinska et al. (1979) en los
experimentos con estados juveniles también demostraron actividad sobre los adultos a
dosis de 10.000 ppm, observandose un incremento en la mortalidad de ambos sexos, una
disminucion en la fecundidad de las hembras tratadas y una tasa de supervivencia
reducida durante el desarrollo postembrional de la descendencia. Sin embargo, ninguno
de estos efectos fue observado en el presente trabajo con el piriproxifén, aunque si se
aprecié un efecto en el nimero medio de huevos puestos por hembra y dia debido a un
acortamiento del periodo de oviposicion. Por otra parte, la mortalidad registrada por estos
autores sobre los adultos de T. putrescentiae hace pensar que el mecanismo de accién

de los productos empleados no esta relacionado con su actividad como analogos de la
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hormona juvenil y si con algun otro tipo de efecto téxico. Muy pocos estudios acerca de la
accion de este tipo de sustancias sobre insectos han registrado mortalidad en el estado
adulto (Cogburn, 1988; Letellier et al., 1995).

La baja actividad de los analogos de la hormona juvenil sobre acaros astigmatidos
_ha sido también observada por otros autores. Downing et al. (1990) evaluaron el efecto
residual del metopreno, hidropreno y fenoxycarb sobre D. farinae empleando la misma
metodologia descrita para el diflubenzurdn y el triflumurén (ver apartado 6. 3. 2.). Estos
autores sélo observaron reduccion de las poblaciones tratadas respecto a las controles
por encima de las 5.000 ppm para el metopreno en los ensayos a 30 dias y partiendo de
estados juveniles. Para los otros dos compuestos las dosis necesarias para obtener
efectos significativos fueron incluso mayores. Cuando el experimento se prolongé a 90
dias la dosis necesaria para que el metopreno fuera efectivo se incrementé a las 50.000

ppm, no observandose efecto para hidroprenc y fenoxycarb.

Los resultados del efecto de andlogos de la hormona juvenil sobre acaros
astigmatidos contrastan con los encontrados sobre diferentes acaros de la familia
Ixodidae (orden Ixodida). Concretamente el piriproxifén ha demostrado ser muy efectivo
sobre diferentes especies de garrapatas tales como Amblyomma americanum (L.) (Teel
et al., 1996; Donahue et al., 1997) o /xodes scapularis (Say) y Rhipicephalus sanguineus
(Latreille) (Ross et al., 1997), produciendo inhibicién de la eclosion de los huevos,
reduciendo la supervivencia de larvas y ninfas y disminuyendo |la capacidad reproductora

de los adultos.
6. 3. 5. Halofenocida

Como se ha comentado previamente, poco se conoce acerca de los factores que
regulan los procesos de metamorfosis en los &caros, habiéndose descubierto
recientemente y por primera vez la presencia de un ecdisteroide enddgeno, la 2-
deoxiecdisona, en T. putrescentiae (Sakagami et al, 1992). La 2-deoxiecdisona es un
precursor de la ecdisona y ésta a su vez de la 20-hidroxiecdisona, de forma que estos
ecdisteroides podrian encontrarse en pequefias cantidades en este acaro. Estas
sustancias actuan como hormonas controlando la muda en insectos y se cree que en
acaros también estan implicadas en el inicio y control de dicho proceso (Evans, 1992).
Ademas, los ecdisteroides no sélo regulan el crecimiento y desarroflo en insectos sino

131



Capitulo 6 Plaguicidas vs T. putrescentiae

que también intervienen en diversos procesos reproductores de estos organismos tales
como el control de la vitelogénesis (Hagedorn, 1985) o la regulacion de la maduracion de
los 6rganos reproductores (Dhadialla et al., 1998). En este sentido, los resultados
encontrados tras la aplicacién del halofenocida sobre T. putrescentiae concuerdan con
los conocimientos existentes acerca de la funcién de los ecdisteroides en insectos,
aungue algunos de los efectos obtenidos en este acaro plantean dudas acerca de si
realmente los mecanismos propuestos para insectos tienen lugar también en

T. putrescentiae.

Los analogos de la hormona de la muda como el halofenocida provocan en
insectos la muerte de los estados larvarios debido a la induccion de mudas precoces
letales (Dhadialla et al., 1998). En diversos insectos en los que no se obtuvo un 100% de
mortalidad en la poblacién tratada, los individuos supervivientes se desarrollaron de
manera similar a los organismos control (Farinds et al., 1999) o incluso experimentaron
aceleraciones del desarrollo (Monthéan y Potter, 1992; Cowles y Villani, 1996). Sin
embargo, en el caso de T. putrescentiae, los individuos supervivientes al tratamiento a
1.000 ppm sufrieron retrasos en el desarrollo antes de alcanzar el estado adulto, hecho
éste que se produjo tras de haber cubierto con éxito tres mudas. Este resultado es dificil
de explicar atendiendo al modo de accién de este tipo de compuestos. Una posible
explicacién se basaria en uno de los efectos asociados producidos por estas sustancias.
En insectos tratados con analogos de la hormona de la muda, previamente a la induccién
de este proceso, las larvas afectadas dejan de comer muriendo posteriormente al ser la
muda anormal (Wing et al., 1988; Oberlander et al., 1995; Dhadialla et al., 1998). El cese
de la actividad alimentaria es un proceso normmal de preparaciéon para la muda
(Oberlander et al., 1995) habiéndose observado reduccién de peso en larvas de
lepidopteros tratadas con este tipo de compuestos (Silhacek et al.,, 1990; Monthéan y
Potter, 1992; Smagghe y Degheele, 1992). En el caso de T. pufrescentiae, sintomas
similares pudieron observarse en los estados de desarrollo alimentados sobre dieta
tratada con halofenocida. Obviamente los individuos no pudieron ser pesados, pero
presentaban un aspecto general arrugado y un menor volumen del cuerpo en relacion a
los acaros control, lo que era indicativo de una reduccion considerable de peso. Ademas,
la evolucion de la mortalidad respecto al tiempo para las larvas tratadas a 10.000 ppm fue
muy similar al mostrado por las larvas de este acaro cuando se disponen en condiciones
de ayuno continuo, sugiriendo que la causa de la muerte a esta dosis estuvo mas

relacionada con interferencias con la alimentacion que con efectos sobre la muda. E!
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efecto observado a 1.000 ppm pudo estar, por tanto, relacionado, asimismo, con este
hecho, prolongdndose el periodo de desarrollo debido a la reduccién en la actividad
alimentaria. Sin embargo, resulta dificil comprender que se produzca este efecto a causa
de la actuacion del halofenocida sin que se observen efectos sobre la muda de los

organismos tratados.

Por oftra parte, entre los efectos descritos de los analogos de la hormona de la
muda sobre los procesos reproductores en insectos se encuentra la disminucién de la
fecundidad de los adultos tratados (Wing et al., 1988; Monthean y Potter, 1992; Smagghe
y Degheele, 1994). Este fenémeno también fue observado en T. putrescentiae, sufriendo
una drastica reduccién de su capacidad reproductora a medida que se incrementé la
dosis aplicada de halofenocida. Sin embargo, este efecto se vio acompafiado a su vez de
un incremento en la mortalidad de los adultos de este &caro, ft_-znémeno que no parece
corresponder con el modo de accion de este tipo de compuestos. Aungue los sintomas
mostrados por los adultos de T. putrescentiae fueron similares a los observados en los
estados juveniles, no existen pruebas en la literatura cientifica de que el efecto inhibidor
de la alimentacién que se produce en insectos en desarrollo al aplicar analogos de la
hormona de la muda se produzca a su vez en los adultos. Por ello, el efecto observado
del halofenocida sobre los adultos podria ser indicativo de algun tipo de efecto toxico
diferente del mecanismo de accion establecido para este tipo de sustancias sobre
insectos.

En cualquier caso, el halofenocida fue el compuesto que presentdé una mayor
efectividad de cara al control de las poblaciones de 7. putrescentiae, por encima incluso
del clorpirifos, insecticida organofosforado que ha demostrado su efectividad para el
control de acaros de productos almacenados (Wilkin y Hope, 1973; Zdarkova, 1994). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que los plaguicidas organofosforados son mas
efectivos en tratamientos por contacto respecto a los tratamientos por ingestion,
habiéndose mostrado muy eficaces sobre &caros astigmatidos por medio de ese tipo de
aplicaciones (Zdarkova y Horak, 1973; Wilkin y Hope, 1973; Wilkin, 1979; Stables, 1984;
Zdarkova, 1994). '
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Capitulo 7

EFECTO DE LA INGESTION DE INHIBIDORES
DE PROTEASAS Y LECTINAS SOBRE

T. putrescentiae

7. 1. INTRODUCCION

La alteracién de los procesos digestivos de las especies de insectos plaga a
través de la creacion de plantas transgénicas supone una nueva e interesante
metodologia para el control de estos organismos. Entre las alternativas planteadas se
encuentra la transferencia de genes que expresan inhibidores de proteasas digestivas
(ver revision de Reeck et al., 1997) y la de genes que expresan lectinas (Czapla, 1997).
Previamente a la aplicacion de esta técnica resulta necesario seleccionar aquellos
inhibidores y lectinas que demuestren tener un efecto negativo sobre el desarrolio de los
organismos a combatir. Los inhibidores presentan una alta especificidad respecto al tipo
de enzimas sobre las que son capaces de actuar (Reesck et al, 1997), existiendo
ademas una amplia variabilidad de proteasas digestivas en insectos (Wolfson y Murdock,
1990). Por ello es necesario conocer a prion las proteasas presentes en el tubo digestivo

de cada especie con el fin de seleccionar los inhibidores apropiados, determinando
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posteriormente el efecto de la interaccién entre ambos tipos de moléculas sobre la
especie objeto del control. Esta circunstancia es igualmente aplicable para el caso de las

lectinas.

En general, el conocimiento acerca de los componentes bioquimicos implicados
en los procesos digestivos en acaros es bastante mas limitado que el existente para los
insectos, no habiéndose realizado ningln intento por determinar la posible aplicacién de
estas técnicas para el control de este tipo de organismos. Por ello se plante6 estudiar el
efecto in vivo de diferentes inhibidores de proteasas y lectinas sobre el desarrollo y

supervivencia de los estados inmaduros de T. putrescentiae.

Para ello se partié de un estudio realizado por Ortego et al. (2000), acerca de la
caracterizacién de las actividades proteoliticas de esta especie de &caro y la evaluacion
in vitro del efecto de distintos inhibidores de proteasas sobre la actividad de las enzimas
caracterizadas. En dicho trabajo se detectd la presencia de actividad proteolitica basada
en enzimas del tipo tripsina y quimotripsina (serin proteinasas), catepsina D (aspartil
proteinasas), catepsina B  (cistein  proteinasas), leucina aminopeptidasa
(aminopeptidasas) y carboxipeptidasas A y B (carboxipeptidasas).

En los Astigmata, |a digestion es tanto extracelular como intracelular, ocurriendo
esta ultima en células epiteliales derivadas de la pared del tubo digestivo que flotan
libremente en el lumen del mismo (Evans, 1992). Estas células ingieren las particulas
alimenticias para posteriormente digerirlas. Segun progresa el alimento procesado junto
con dichas células hacia la parte posterior del tubo digestivo medio, todo el conjunto
queda envuelto en una membrana peritréfica para ser finalmente compactado en el tubo
digestivo posterior antes de ser excretado en forma de “bolitas” fecales (Brody et al.,
1972). Por tanto, las proteasas digestivas son endoperitréficas, esto es, envueltas por
una membrana peritréfica o adheridas a ella, de forma que durante la digestion son
concentradas dentro de las bolitas fecales dando lugar a una actividad proteolitica mayor
en las heces respecto a la encontrada en el cuerpo completo (Stewart et al.,, 1992 y
1994).

Ortego et al. (2000) detectaron mayor actividad proteolitica (> 50 veces) del tipo

tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasa A y carboxipeptidasa B en las heces de este
acaro respecto a los extractos de cuerpos completos, considerando que este complejo
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enzimatico era el principal responsable de la degradacién enzimética de las proteinas
durante el proceso digestivo. Asimismo detectaron actividad del tipo catepsina B y
aminopeptidasas sélo 3 veces mayor en las heces respecto a los cuerpos completos,
aunque indicaban que al no emplear detergentes en el proceso de extraccion era posible
que se estuviera subestimando la contribucién de enzimas ligadas a membrana. En este
sentido, esta bien establecido que las aminopeptidasas se encuentran unidas a |as
paredes del sistema digestivo en la mayoria de las especies de insectos (Terra et al.,
1996), pudiendo tener una localizacién similar en los dcaros. Por su parte, la actividad
catepsina D sélo fue localizada en los extractos de cuerpos de T. putrescentiae, |0 que
indica que este tipo de enzimas no actia como protesa digestiva en esta especie.

A partir de esta informacion se emplearon los siguientes inhibidores de proteasas
para la realizacién de los ensayos in vivo: STI, LBI, SBBI, TEl y CEOM, inhibidores de
serin proteinasas; E-64, inhibidor de cistein proteinasas; pepstatina-A, inhibidor de
aspartil proteinasas; bestatina, inhibidor de aminopeptidasas; y PCPI, inhibidor de
carboxipeptidasas.

Por otra parte, y con el fin de establecer comparaciones entre el efecto de los
inhibidores de proteasas sobre especies de acaros astigmatidos con diferentes espectros
alimenticios, se realizaron experimentos sobre dos especies de acaros oligbfagos,
D. pteronyssinus y D. farinae, representantes de los denominados acaros del polvo. La
mayor plasticidad enzimética de 7. putrescentiae (Smrz y Catska, 1987) hace pensar que
el efecto de los inhibidores en estas dos especies de acaros de |la familia Pyroglyphidae
sea mas severo que el que se detecte sobre este representante de la familia Acaridae.

7. 2. RESULTADOS
7. 2. 1. Efecto de inhibidores de proteasas digestivas sobre T. putrescentiae

El desarrollo de los estados juveniles de T. putrescentiae, desde larva hasta
adulto, alimentados sobre dieta tratada con un 1% en peso de los distintos inhibidores
considerados se muestra en la Tabla 7. 1. Menos de un 5% de mortalidad fue registrado
en todos los tratamientos, no detectandose diferencias significativas entre ninguno de
ellos (K = 17,1; P > 0,5). La alimentacién sobre dieta que contenia un 1% en peso de STI,
LBl y SBBI incrementé significativamente el pericdo de desarrollo desde larva hasta
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Tabla 7. 1. Efecto de diferentes inhibidores de proteasas, solos o -en mezcla, sobre el periodo

de desarrollo (dias * ES) desde larva hasta adulto de T. putrescentiae

Tratamiento Dosis (% en peso) Duracién
Control (albimina) 1 5601
STI 1 64+01"
LBI 1 64+01"
SBBI 1 62+0,1*
TEI 1 58101
CEOM 1 56 +0,1
E-64 | 1 . 558401
Pepstatina-A 1 55101
Bestatina 1 58 +0,1
PCPI 1 5701
STI/SBBI 0,5/0,5 64+01"
STILBI 0,5/0,5 65+01*
SBBI/LBI 0,5/0,5 . 62:041"
STI/SBBI/LBI 0,3/0,3/0,3 . B66x01*™
STI/E-64 0,5/0,5 62+01*
STl/Pepstatina-A 0,5/0,5 60+01*
STI/Bestatina 0,5/0,5 65+£01**™
STIPCPI 0,5/0,5 67+01**
Bestatina/PCPI 0,5/0,5 60£0,1**
STI/PCPI/Bestatina 0,3/0,3/0,3 66+£0,1™*

* Diferencias significativas respecto al control (P < 0,05; ANOVA encajado seguido de prueba de
Dunnet de dos colas).

= Diferencias significativas de las mezclas respecto a los componentes por separado (P < 0,05;
contraste de grupo de medias).

(n inicial = 50 larvas por inhibidor o grupo de inhibidores)

adulto, mientras que las larvas alimentadas con dieta tratada con un 1% en peso de TEI,
CEOM, E-64, pepstatina-A, bestatina y PCPI presentaron periodos de desarrollo similares
a los del grupo control. El efecto de diferentes mezclas de los inhibidores de proteasas
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también fue determinado (Tabla 7. 1.). Se comparo el efecto de las mezclas con respecto
al grupo control y con respecto a los efectos de los componentes cuando se
administraron separadamente. Todas las mezclas ensayadas retrasaron de forma
significativa el desarrollo de los acaros con respecto al grupo control. La mezcla de los 3
inhibidores de serin proteinasas (STI/SBBI/LBI), la mezcla de STl con el inhibidor de
aminopeptidasas bestatina, con el inhibidor de carboxipeptidasas PCP!, o con ambos, y la
mezcla de bestatina y PCPI produjeron un incremento significativo del periodo de
desarrollo comparado con el grupo de medias de los componentes por separado de cada
mezcla.

7. 2. 2. Efecto de lectinas sobre T. putrescentiae

La adicién de las lectinas VSA, LEA, WGA, Con-A, DBA, y la de las mezclas
VSA/LEA y WGA/Con-A a una dosis de un 1% en peso de dieta no tuvo ningun efecto
sobre el desarrollo de los estados inmaduros (F = 2,7; P > 0,05) ni sobre la mortalidad de
los mismos (K = 1,2; P > 0,9). Cuando cada lectina fue mezclada con STl a la dosis
0,5/0,5 respecto al peso de la escama, el efecto sobre el desarrollo de los acaros fue
igual al promedio de las medias agrupadas de sus componentes por separado (P > 0,05;
contraste de grupo de medias).

7. 2. 3. Efecto de inhibidores de proteasas digestivas en dos especies de
acaros oligéfagos, Dermatophagoides pteronyssinus y D. farinae

Pernas et al. (en prensa) detectaron in vitro elevados niveles de inhibicién de la
actividad proteasa por parte del inhibidor de cistein proteinasas E-64 sobre extractos de
D. pteronyssinus y D. farinae. Dichos autores, sin embargo, registraron una débil
inhibicion por parte del inhibidor de serin proteinasas SBBI sobre ambas especies de
Acaros. A partir de estas observaciones se realizaron experimentos in vivo con el fin de
determinar el efecto diferencial sobre la mortalidad y el desarrollo de los estados juveniles
de estas especies de acaros tras la adicién sobre la dieta de los citados inhibidores.

El efecto de los inhibidores seleccionados sobre la mortalidad de los acaros del
polvo citados estuvo en consonancia con los resultados de inhibicion obtenidos in vitro
(Tabla 7. 2.). El E-64 produjo un 100% de mortalidad para el estado de larva en ambas
- especies. Este valor fue significativamente mas alto que los porcentajes de mortalidad
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encontrados para los otros dos tratamientos. La mortalidad registrada para el SBBl y para
el control fue del 23% para D. farinae, y del 30% y 23%, respectivamente, para
D. pteronyssinus, no existiendo diferencias significativas entre los dos tratamientos en

ninguna de las dos especies.

Por su parte, el periodo de desarrollo desde huevo hasta protoninfa fue
significativamente mayor en la poblacién sometida al tratamiento con SBBI respecto al
contral para ambas especies (Tabla 7. 2.). La magnitud de dicho incremento fue de un
2.4% respecto al control para D. fasinae y de un 6,5% para D. pteronyssinus. Como era
de esperar, la duracion del estado de huevo no fue significativamente diferente entre
tratamientos (Tabla 7. 2.) por lo que las diferencias detectadas en el citado periodo de
desarrollo desde huevo hasta protoninfa son atribuibles al efecto de la ingestién de SBBI
por parte de las larvas de D. farinae y D. pteronyssinus.

Tabla 7. 2. Efecto de dos inhibidores de proteasas sobre la duracion del estado de huevo y
del periodo de desarrollo desde huevo hasta protoninfa (dias + ES), y sobre el porcentaje de

mortalidad (media + ES) de larvas de D. farinae y D. pteronyssinus

D. farinae D. pteronyssinus
Tratamiento Huevo Huevo-Prot. % Mort. Larva Huevo Huevo-Prot. % Mort. Larva

Control 11.2% 01a 29,3+03a 237+t71a 7,7+t01a 1841+03a 232i72a
97 (T5) (75) (88) - (68) (68)

SBBI 11,2+0,1a 30,0x03b 229+45a 78+01a 196+03b 296+69a
(91) (69) (69) {95) 67) (67)

E-64 11,2t01a R 100+ 0,0b 77+01a R 100+£0,0b
{95) (95) (98) (98)

Los valores seguidos de letras distintas dentro de una misma columna presentan diferencias
significativas (P < 0,05; ANOVA encajado en el caso de las columnas de duracién y prueba de
Kruskall-Wallis seguida de prueba de Dunn en el caso de las columnas de mortalidad). Debajo de
cada valor, entre paréntesis, se indica el tamafio muestral.
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7. 3. DISCUSION

7. 3. 1. Efecto de inhibidores de proteasas digestivas y lectinas sobre
T. putrescentiae

Diversos inhibidores de proteasas de diferente especificidad fueron ensayados in
vivo para establecer su potencial como agentes de control de T. putrescentiae. Los
resultados obtenidos en estos ensayos se ajustaron a los obtenidos in vitro por Ortego et
al. (2000). El desarrolio sufrié un retraso significativo en larvas alimentadas con levadura
de cerveza que contenia inhibidores de serin proteinasas, mientras que no se detecto
ningtin efecto en los tratamientos con inhibidores de cistein y aspartil proteinasas, ni en
los que presentaban inhibidores de carboxi y aminopeptidasas. La ausencia de efecto de
inhibidores de carboxipeptidasas y aminopeptidasas afiadidos a la dieta por separado se
explica por el tipo de actividad de este tipo de enzimas. Su actuacion produce la
liberacion de los aminoacidos de las cadenas peptidicas al hidrolizar los enlaces
peptidicos de los amino4cidos terminales (Terra et al., 1996), de forma que al inhibirse
Gnicamente uno de los tipos enzimaticos el otro continta el proceso con normalidad. Sin
embargo, cuando se aplican mezclas de inhibidores de este tipo de enzimas, su accién
complementaria produce un efecto sinérgico retrasando el desarrollo de los estados
inmaduros de T. putrescentiae. E| mismo efecto se produce al alimentar este acaro con
dieta tratada con mezclas de inhibidores de serin proteinasas, y con mezclas de los tres
tipos de inhibidores, lo que es debido igualmente a su efecto complementario. Resultados
similares a estos han sido obtenidos al ensayar inhibidores de proteasas que actdan
sobre diferentes tipos enzimaticos en insectos. Asi, Oppert et al. (1993) observaron que
la mezcla de inhibidores de serin y cisteinproteinasas en la dieta producia toxicidad
sinérgica en larvas de Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae). Por su
parte Ortego et al. (1998), registraron tasas de mortalidad de cerca del 90% en larvas de
Aubeonymus mariaefranciscae Roudier (Coleoptera: Curculionidag) que habian sido
alimentadas con dieta que contenia mezclas de varios inhibidores, vaior superior al 70%

obtenido al aplicar los inhibidores por separado.

Aungue los resultados aqui mostrados fueron estadisticamente significativos, el
retraso producido no fue en ningln caso superior al 20% respecto al tiempo empleado
por los acaros alimentados sobre dieta enriquecida con albumina, siendo ademas la

mortalidad muy baja en todos los tratamientos. Es necesario, por tanto, identificar
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inhibidores mas efectivos antes de poder emplear esta metodologia para el control de

estos organismos.

Las lectinas de origen vegetal han mostrado también un papel importante en la
defensa de las plantas frente a insectos (Czapla, 1997). Sin embargo, resalta el hecho de
que, a pesar de la marcada diferencia en especificidad de las lectinas ensayadas frente a
T. putrescentiae, ninguna de ellas tuvo efecto alguno sobre este acaro, no detectandose
tampoco efectos sinérgicos cuando se aplicaron mezclas de lectinas, ni combinaciones
de éstas con inhibidores de proteasas.

7. 3. 2. Comparacién del efecto de inhibidores de proteasas digestivas en
T. putrescentiae y en D. pteronyssinus y D. farinae ‘

Los resultados obtenidos en T. putrescentiae con un amplio rango de inhibldores
contrasta con los que se produjeron para las dos especies de acaros del polvo. Como se
acaba de indicar, el efecto de los inhibidores sobre T. putrescentiae fue muy leve,
afectando Unicamente a la velocidad de desarrolio de los estados juveniles. Sin embargo,
en el caso de D. pteronyssinus y D. farinae, la totalidad de .Ias larvas sometidas al
tratamiento con el inhibidor de cistein proteinasas E-64 fueron incapaces de completar su
desarrollo hasta el estado de protoninfa. Por su parte el inhibidor de serin proteinasas
SBBI no tuvo ningin efecto sobre la mortalidad, produciendo tan solo un ligero

incremento en el periodo de desarrollo de las larvas de ambas especies.

Bowman (1984) indicé que el espectro de enzimas digestivas de los acaros
astigmatidos es un reflejo de sus especializaciones tréficas. En este sentido, las cistein
proteinasas detectadas en los acaros del polvo (Stewart et al.,, 1991 y 1992), parecen
haber evolucionado para hidrolizar proteinas de la piel, colageno y queratina (Stewart,
1995), ya que estas especies se alimentan del material epidérmico desprendido de
animales (Hughes, 1976; Hallas, 1991). Las cistein proteinasas no se han encontrado en
Acaros astigmatidos de productos almacenados (Pemas et al., 1998; Ortego et al., 2000).
Sin embargo, en los acaros del polvo si existen ofros tipos de proteasas tales como serin
proteasas (Stewart et al., 1991 y 1994) que aparecen en mayores concentraciones en las
bolitas fecales respecto a extractos de cuerpos, lo que indica su implicacion en procesos
digestivos. No obstabte, la importancia relativa de estas enzimas en la digestion proteica

parece ser menor segun los resultados obtenidos en el presente trabajo. La
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especializacién tréfica desarrollada por los dcaros del polvo parece haber desembocado
en una mayor susceptibilidad a determinados inhibidores de sus enzimas digestivas en
relacién a lo observado para T. putrescentiae. Por su parte, el amplio espectro alimenticio
mostrado por esta especie (Hughes, 1976; Pankiewicz-Nowicka y Boczek, 1984; Walter
et al.,, 1986) ha sido considerado como indicativo de una gran plasticidad enzimatica
(Smrz y Catska, 1987), lo que podria explicar el escaso efecto encontrado tras la
ingestion de los inhibidores aplicados.
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1. La temperatura tiene una gran influencia en la supervivencia y velocidad de desarrollo
de los estados inmaduros de T. putrescentiae. E| estado de larva es el mas
susceptible a las condiciones extremas de temperatura, presentando los mayores
porcentajes de mortalidad. La duracion del desarrollo desde huevo hasta adulto se
prolonga mas de 100 dias a 10°C, reduciéndose a poco mas de una semana a 30°C.

Dicha duracion es ligeramente mas larga para las hembras en relacion a los machos.

2. De los diferentes modelos de desarrollo aplicados para predecir el desarrollo de los
estados inmaduros de este dcaro respecto a la temperatura, los modelos no lineales
de Lactin y Logan Ill proporcionan los mejores resultados. Los umbrales térmicos
predichos por estos modelos para el periodo de desarrollo total oscilan entre 50 y 6,8
°C, para el umbral inferior y entre 36,1 y 36,3 °C, para el superior. La temperatura

6ptima de desarrollo predicha se sitGa alrededor de los 30°C.

3. Las temperaturas extremas aumentan el periodo de preoviposicion y disminuyen el
numero de huevos puestos por hembra. Por su parte, el periodo de oviposicion se
incrementa linealmente a medida que la temperatura disminuye. Dentro de la gama
de temperaturas favorables la capacidad reproductora de este acaro es muy alta,
siendo capaz de poner entre 15 y 25 huevos diariamente. La probabilidad de
supervivencia es mayor para los machos respecto a las hembras, presentando

patrones diferentes tanto en relacion al tiempo como a la temperatura.

4. El modelo de Lactin proporciona una excelente descripcion del desarrollo de las
poblaciones de T. putrescentiae a temperaturas constantes. Los limites de desarrollo
estimados en rélacién a la temperatura son de 10,4°C y 34,8°C. La temperatura
6ptima de desarrollo es de 29,5°C. A esta temperatura el tiempo de duplicacion de la
poblacion es de tan solo 1,8 dias, lo que ilustra la enorme capacidad multiplicativa de

este acaro y su potencial como plaga.
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5. La humedad relativa presenta, asimismo, una gran influencia en la biologia de
T. putrescentiae. El desarrollo no se produce a 70% HR y a 80% HR sufre un retraso
considerable respecto a las condiciones éptimas. El estado de larva es el mas
vulnerable frente a los cambios en las condiciones de humedad relativa, debido a su
mayor susceptibilidad a procesos de desecacién derivada de su elevada relacion

superficie/volumen.

6. La capacidad reproductora y la supervivencia de los adulios también se ve afectada en
gran medida por las variaciones de humedad relativa. La longevidad de machos y
hembras sufre un cambio de patréon a medida que este factor disminuye debido
nuevamente a la influencia del tamarfio en la susceptibilidad a los procesos de
desecacion. La fecundidad se reduce considerablemente a 80% HR, con tan solo 6
huevos por hembra y dia frente a los 24 huevos a 90% HR. Estos factores producen
una sensible disminucién de la capacidad multiplicativa de las poblaciones de

T. putrescentiae a 80% HR.

7. Siete monoterpenos componentes de aceites esenciales de plantas han demostrado
alta actividad acaricida por fumigacion sobre T. putrescentiae. Los compuestos mas
efectivos son pulegona, mentona, finalol y fenchona, con CL50 para las hembras
inferiores a los 14 ul/l de aire. Los machos y las larvas de este acaro son mas
susceptibles a la actuacion de estos compuestos, presentando porcentajes de
mortalidad cercanos al 100% a las CL50 calculadas para las hembras. Sin embargo,
no se ha observado efecto ovicida por fumigacion con los monoterpenos. El modo de

accion de estas sustancias parece estar relacionado con procesos de deshidratacion.

8. La aplicacidon por ingestion de azadiractina, hexaflumurén, piriproxifén, halofenocida y
spinosad no produce ningun efecto sobre los estados de desarrollo de
T. putrescentiae a las dosis de 10 y 100 ppm. A partir de 1.000 ppm se produce un
alargamiento del desarrollo en todos los casos y a 10.000 ppm sodlo halofenocida y

piriproxifén producen una mortalidad cercana al 100%.
9. El piriproxifén no afecta a la fecundidad ni a la supervivencia de los adultos mientras

que el halofenocida reduce drasticamente el nimero de huevos producidos por
hembra a las dosis de 1.000 y 10.000 ppm. Asimismo este producto incrementa la
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mortalidad de los adultos hasta valores cercanos al 80% respecto a la poblacion

control.

10. La baja actividad acaricida observada para los plaguicidas ensayados induce a

desestimar estos compuestos como alternativa para el control de T. putrescentiae.

11. Las larvas alimentadas desde su emergencia hasta el estado adulto sobre dieta que
contiene diversos inhibidores de proteasas y/o lectinas no ven afectada su
supervivencia, sufriendo tan sélo retrasos en el desarrollo por el efecto de los
inhibidores de serin proteinasas STI, SBBI y LBI. La mezcla de estos tres inhibidores,
la de STI con inhibidores de amino y carboxipeptidasas y la de estos dos ultimos
producen mayores incrementos en la duracién del desarrollo, sugiriendo un efecto

sinérgico de los inhibidores.

12. La alimentacion de larvas de D. farinae y D. pteronyssinus sobre dieta tratada con el
inhibidor de cistein proteinasas E-64 produce un 100% de mortalidad de los estados
de desarrollo de estos acaros. Este resultado contrasta- con el obtenido para
T. putrescentiae e indica que el caracter polifago de esta especie, y en consecuencia
su mayor plasticidad enzimatica, le hace ser menos susceptible al efecto de los

inhibidores de proteasas.
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