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Resumen
Seha puestoa puntounanuevadietaartificial paralacríaenel laboratoriode

AubeonyrrnesmariaefranciscaeRoudier, con la que sedesarrollansatisfactoriamente

desdelarvas neonatashasta la emergenciadel adulto. Se ensayarondietas que

conteníandistintosagentesanitimicrobianos,y los mejoresresultadosse obtuvieron

con una mezcla de 0,2% (plp) de formaldehido y 0,08% (plp) de metil-p-

hidroxibenzoato,con un porcentajede supervivenciadel 78%. Se criaron tres

generacionesconsecutivascon estadieta sin que afectarasignificativamentea su

supervivencia,tiempode desarrolloy capacidadreproductora. ¡

Sehanestudiadodiferentesaspectosdela biologíadeA. ,naríaefranciscaeen

condicionesde laboratorio.En primer lugarseevaluóel efectode distintasvariables

ambientalessobre la reproducción.Cuando se les proporcionóplantasenterasel

lugar elegidoparalaoviposiciónfUe la raíz, y en hojassueltasinsertadasen arenade

río humedecidael 91% de los huevosfUeronencontradosen la porción de peciolo

pordebajode la superficie.La fertilidad de los huevosfUe siemprepróximaal 100%,

en todas las condiciones. La fecundidad se relacionó directamente con la

temperatura,y de todaslas estudiadasla másadecuadaparala oviposición fUe 260C.

En unascondicionesde fotoperiodode 16:8 h (LO) A. mariaefranciscaeexhibió un

largo periodo de preoviposiciónde 106 díasy la fecundidadfUe de 39 huevospor

hembra,mientrasque a 9:15 esteperiodo se acortóa 80 días y la fecundidadse

incrementóa 73 huevos. La fecundidad fUe la misma independientementedel

númerode parejasporponedero.

Se hadetenninadoel efectode la combinaciónde condicionesconstantesde

dos temperaturas(22 y 260C) y dos fotoperiodos(16:8 y 9:15 h (LO)) sobre el

desarrollolarvario de A. mariaefranciscae.De las cuatrocombinacionesensayadas,

el tiempode desarrollomáscortoseobtuvoa260 y 16:8,con un total de 52,5 días, y

un porcentajede pupacióndel 98%. Bajo un fotoperiodode 9:15 el porcentajede

pupacióndisminuyó, y a 220 el tiempo de desarrollose alargó. Se encontraron
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Resumen

interaccionesentre las dos variablesque afectaronfUertementeal último estadio

larvario. Así, a 220 y 9:15 su desarrollosedetuvo, y no seprodujo pupación.Se ha

sugeridoque estecurculiónido podría sufrir una diapausafacultativaduranteeste

estadio,peroseríannecesariosnuevosexperimentosparaconfirmarlo.

Se han ensayadotres reguladoresdel crecimiento de insectos(RCIs) con

distintosmodos de acción sobreadultosde A. mariaefranciscaeen condicionesde

laboratorio:hexaflumurón(inhibidor de la síntesisde quitina), piriproxifén (análogo

de la hormonajuvenil) y halofenocida(análogode lahormonade la muda).

Se han evaluadolos efectosdel hexafiumurónaplicadoen adultossobrela

fertilidad y el desarrollode la progenie,así como su actividadporcontactosobrelos

huevos. La aplicación tópica o foliar con hexaflumurón sobre adultos de A.

rnariaefranciscaedio lugar a una inhibición significativa de la eclosión de los

huevos.El tratamientotópico de ambossexos SO días antesdel comienzode la

oviposicióninhibió la eclosiónduranteun 73% del periodode oviposición,y cuando

el tratamientoerafoliar la inhibición seprodujo duranteel 43%del periodototal. La

inhibición fue menor,tantoen aplicacióntópica(56%)comofolia¡~ (22%)cuandolos

adultossetrataron al comienzode la oviposición.El periodo de la inhibición de la

eclosióntras el tratamientotópico fUe 1,5 vecesmayorcuandoambossexos eran

tratadosque cuandohembrastratadasse apareabancon machossin tratar. No se

observóinhibición de la eclosióncuandomachostratadosseaparearoncon hembras

sin tratar. La mortalidadde los huevosde 0-24 horasde edadsobrepapel de filtro

tratado con hexaflumurónfUe significativamentemás alta comparadacon la de los

huevos de 1-6 días de edad, sugiriendo que este momento es crítico para la

penetracióndel hexaflumuróno para la síntesisde quitina. Ambos métodosde

aplicación (tópico y foliar) dieron lugar a una alta mortalidad de las larvas de la

siguientegeneración.

Se estudió la farmacocinéticade estecompuestoempleandohexaflumurón

marcadocon C~. Su retenciónen el cuerpo fue alta comparadocon otros insectos.

Losadultosjóvenesretuvieronunacantidadmásalta quelos viejos.En los huevosse

encontró un pequeñoporcentajeque fUe suficiente para producir daños en el
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Resumen

embrión, dando lugar a la inhibición de la eclosión. El tratamiento de A.

mariaefranciscaecon hexaflumuróndio lugar a clarossíntomasde desorganización

en la ultraestructuradel tegumentode los embriones.La procutículafUe la capamás

afectada.La exo- y la endocutículaperdieronpor completo su estructuray no

mostrabala típicaorganizaciónlamelada.Esteefectopareceestarrelacionadocon la

disposiciónirregularde lascapasde quitina-proteína,quellevan al debilitamientoya

posteriormuertedel embrión.

La aplicacióntópicade piriproxifén sobreadultosde A. mariaefranciscaeno

produjoningúnefectosobrela fecundidad,fertilidad y desarrollode la progenie,por

lo que esteinsecticidano esunabuenaopciónateneren cuentaen el control de esta

plaga.

La aplicacióntópica de halofenocidasobreadultosde A. mariaefranciscae

produjo una drástica disminución de la supervivencia de la progenie. La

farmacocinéticase estudióusandohalofenocida-d~. La retencióndel halofenocida

en el sistemareproductorde los machosfue baja, mientrasque se recuperaronaltos

porcentajesde radiactividaden el de las hembras(ovarios + huevos).Los daños

fueron muy visibles en el desarrollo de la progenie de los adultos tratados

tópicamente,muriendomás del 80% de las larvasde primer estadiodebido a una

muda prematuray a la inhibición de la ecdisis. Seccionestransversalesde estas

larvasmostraronla presenciadeunadoblecutícula,sin quepudierandesprendersede

lavieja cutícula.

Distintos inhibidoresde serínproteasasseensayaronin vivo paraestudiarsu

potencial como factores de resistenciafrente a A. mariaefranciscae.Las larvas

alimentadasdesdesu emergenciahastala pupaciónsobredietasque conteníanun

0,2% (p/p) de SBBI, STI, TEl o LBI mostraronbajas tasasde supervivencia,

retrasosen el tiempo de desarrolloy dificultadesen el momentode la pupacióny

emergenciadel adulto. Los nivelesmásaltos de mortalidad(~ 90%) seencontraron

en las larvas alimentadascon dietasen las que se habíancombinadodos o tres

inhibidores, sugiriendoun efectosinérgico.
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Summary
It hasbeendevelopeda newartificial larval diet thatcanbeusedsuccessfully

for rearingAubeonymusinariaefranciscaeRoudierfrom neonateto adult, malcing

easierthehandlingofthis insectin the laboratory.Diets with different antimicrobial

agentswereassayed,andthe bestperformancewasobtainedfor thoselarvaefed on a

diet with a mix of 0,2% (plp) formaldehide and 0,08% (p/p) methil-p-

hidroxibenzoate,giving a survival rateof 78%.Threeconsecutivegenerationswere

rearedon this diet without significantly affecting theirsurvival, developmentaltime

andreproductivecapacity.

Different aspectsof the biology of A. tnariaefranciscaehavebeenstudied

under laboratoryconditions. It hasbeenstudiedthe effect of some environinental

variables on reproduction. When whole plants were supplied, the preferred

oviposition site was the root. When detachedleaves, inserted in moistenedsand,

were supplied,91% of the eggswere laid in the portion of the petioles below soil.

Fertility of eggswas always very high, near 100%regardlessthe variable studied.

Fecunditywasdirectly relatedto temperature,andfrom thetemperaturesstudied,the

most suitablefor oviposition was 260C. Under 16:8 h (UD) photoperiodconditions

A. mariaefranciscaeshowed a long preoviposition period of 106 days and the

fecundity was 39 eggsper female,but under9:15 (UD) the preovipositionperiod

wasshortenedto 80 daysandfecundity increasedto 73 eggs.Fecuñditywasthe same

regardlessthenumberofpairsper ovipositionpot.

It hasbeendeterminedthe effectofthecombinationofconstantconditionsof

two temperatures(22 and 260C) and two photoperiods(16:8 and 9:15 h (UD)) on

developmentof larval stagesofA. mariaeftancíscae.Among the four treatments,the

shortesttime to completethe larval stagewas 52,5 days at 260 and 16:8, and and

theseconditions98%of larvaereachedpupation.Whenthephotoperiodwas9:15 the

percentageof pupationdecreased,andwhentemperaturewas 220the developmental

time was prolonged.But therewere found interactionsbetweenboth variablesthat
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Summary

strongly affectedthelast larval instar. At 220 and9:15 the developmentof last larval

instarwasarrested,andpupationwasprevented.It hasbeensuggestedthatthis insect

could suifer a facultative diapauseduring its last instar, but new experimentsare

neededto be confirmed.

Three insect growth regulatorswith different modes of action have been

assayedon adultsofA. mariaefranciscaeunderlaboratoryconditions:hexaflumuron

(chitin synthesis inhibitor), piriproxifen (juvenile hormone analogue) and

halofenozide(molt hormoneanalogue).

The effectsof hexaflumuronon fertility and offspring developmentof A.

mariaefranciscaeafler adult treatmenthave beenevaluated,as well as the direct

contactactivity on eggs.Topical andfoliar exposureofhexaflumuronon adultsofA.

mariaefranciscaeresultedin significantinhibition of egg hatch.Both sexestopically

treated 50 daysbeforethe startofoviposition inhibitedegghatchfor 73%ofthe

total oviposition period, and the percentagewas 43% for adults exposed to

hexaflumuron-treatedsugarbeetleaves.Inhibition was lower for topical (56%) and

foliar (22%) applicationswhen weevilswere treatedsoon after onset oviposition.

Periodofegghatchinhibition by topical applicationwas 1.5 times greaterwhenboth

sexeswere exposedand mated togethercomparedto exposedfemalesmatedwith

untreatedmales.No egg hatch inhibition was observedwhen treatedmalesmated

with untreatedfemales. Mortality of treatedeggs(0-24 h oíd) on hexaflumuron-

treatedfilter paperwas significantly greatercomparedwith mortality of eggs 1-6

days oíd, suggestingthat the age group was a critical stagefor penetrationof

hexaflumuron or chitin synthesis. Both topical and foliar application of

hexaflumuron to ovipositing weevils resulted in a large mortality of the Fi-

generation larvae. The pharmacokineticswas studied using hexaflumurónlabeled

with ‘4C. Theretentionin thebody washigh comparedto otherinsects.Youngadult

weevilsretainedhigheramountsofhexaflumuronin the reproductivesystemthat the

older ones.Moreover,the low percentageofradiolabeledhexaflumurónrecoveredin

the eggs impaired the embryo development,leading to inhibition of egg hatch.

Treatmentwith hexaflumurónon A. mariaefranciscaeadults resulted in obvious
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symptoms of disorganizationin the integument ultrastructureof embryos. The

procuticle was particularly affected as a result of low residual amounts of

hexaflumurón.Both endo-and exocuticle weretotally unstructuredand the typical

lamellatedorganizationwasabsent,resulting in an amorphousstrúctureappearance.

This efl’ect seemsto berelatedto irregular depositionofchitin-protein layers,leading

to mechanical weakness and death oftheembryolater on.

Topical applicationof piriproxifen on adultsofA. mariaefranciscaedid not

produceany effect on fecundity, fertility or developmentof the progeny, so this

insecticide is nota goodoptionfor thecontrolofthis pest.

Topical application of halofenozide on adults of A. mariaefranciscae

exhibitedproduceda drasticdecreaseofthe progenysurvival. Pharmacokineticswas

studied using ‘4C- halofenozide.Retention of halofenozidein the reproductive

systemof maleswas low, whereashigh leveis of radioactivitywere recoveredin

females (ovaries + eggs).Thedevelopmentof theprogenywasstronglyaffected,and

morethan80% offirst-instarlarvaediedafteregghatchingin the first 25 daysafier

thetreatment,dueto prematuremolting and inhibition of ecdysis.Crosssectionsof

intoxicated first larval instarsof A. ¡nariaefranciscaeoriginating ftom adults that

weretopically treatedwith halofenozideshowedthepresenceof adoublecuticle and

theselarvaecouldnot shedtheoíd cuticle.

Several sermeproteinaseinhibitors were tested iii vivo to establish their

potential as resistance factors against A. mariaefranciscae.Larvaefed ftom neonate

to pupation on dietscontaining0,2% (p/p) SBBI, STI, TEl or LBI enduredlower

survival rates, displayed significant delays in the developmentaland presented

disturbancesat the time of pupation and adult emergence.Interestingly, the most

significant levels of mortality (about 9O0/o) occurred with larvae fed on diets

containing a combination of two or three inhibitors, suggesting a synergistic toxicity.
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CAPÍTULO 1

Introducción

La remolachaazucarera(BetavulgarisL., Chenopodiaceae) constituye un cultivo

de granimportanciaen España,tantodesdeun puntode vistasocial comoeconómico,al

tratarsede la principal fuentede recursosde numerosasfamilias del agro español.En la

actualidadexiste en nuestropais una superficiecultivadade unas150.000hascon un

rendimientomediode 523 qm/ha (ANÓNIMO, 1997).

La ampliavariabilidadclimatológicade la penínsulahaceque existandoszonas

claramentediferenciadasen el cultivo de la remolachaazucareraen España.La zonasur

comprendelasComunidadesAutónomasde Andalucíay Extremadura,dondela siembra

esotoñal (octubre-noviembre)y la recolecciónesenjunio-julio, y lazonacentroy norte,

dondela siembraesprimaveral(marzo-abril)y la recolecciónesen náviembre.

Durantela campañaremolacherade 1 979-80 se detectaronimportantesdaños

producidospor un coleópterode la familia Curculionidae,sobreplántulas y plantas

jóvenesde remolachaazucareraen las provinciasde Córdobay Sevilla. El insectofUe

descrito como nueva especie por Roudier (1981), denominándoleAubeonymus

rnariaefranciscae(Figura 1.1). El géneroAubeonyrnusJaquelin-Duval1854 comprende

cincoespeciesconocidashastael momento,cuatrode ellaspresentesenEspaña.
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1.1. A. mariaefranciscaeROUDIER

1.1.1. Origen,distribucióngeográficay expansiónde la plaga

El origen de A. rnariaefrancíscaeesincierto. Podríahaberestadopresenteen el

campo antesde su localizacióncomo especieplaga,aunqueTABERNER et al. (1997)

conjeturanquepodríahaberseintroducidorecientementedesdeel nortede Africa.

Los primerosfocos de daño fueron encontradosen Montemayor(Córdoba) y

Écija (Sevilla) (SANTIAGO-ALVAREZ et aL, 1982). A partir de los focos inicialmente

detectadosla plaga se ha ido extendiendopor la región, aumentandoel tamañode los

primerosfocos al mismo tiempo que se detectabanotros nuevos. SegúnGifiALDo y

ALVARADO (1990b),en 1989 eranya unas3000 las hectáreasafectadas,lo cual supone

aproximadamenteun 5% deI total de la zonasur.

Estudios realizadospara determinar la variabilidad genéticade esta especie

revelaronque el árbol filogenético obtenido con individuosprocedentesde los cinco

focosde infestaciónmás importantesse podía relacionarfácilmentecon el patrónde

dispersiónobservadoen A. rnariaefranciscae(TABERNER et aL, 1997). Así, el primer

foco de dañoseprodujo en Écija en 1979. Inmediatamentedespués,en 1980, apareció

en Santaella,a 21 1cm de Écija, seguidode otro ataqueen FernánNúñez, a 16 1cm de

Santaella.Mástarde,en 1985, seprodujoun nuevoataqueenMengíbary, finalmente,en

1993 en Carmona,ambaslocalidadesbastanteapartadasdel foco original (a unos 100

km, aunqueen direccionesdistintas). Parece,por tanto, que hubo un único episodio

colonizador,seguidode unaexpansióntras ftanquearlas inmediacionesde los cultivos

de remolachaazucarera.

Como posiblesvíasde dispersiónsehan sugerido,dentrode cadafoco, el aguay

aperos y también mediante la propia movilidad de los adultos, mientras que su

propagaciónde foco afoco podríahabersido atravésde corrientesde agua,maquinaria,

aperosy al transportarla remolachaa la fábrica(GntxLDoY ALvARADO, 1990b).
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1.1.2.Descripción

Los adultosdeA. mariaefranciscaemiden, sin rostro,unos4,30 mm de longitud

y la anchuramáximaesdeunos2 mm. El cuerpoesoval, robusto,negro,con las patasy

las antenasferruginosas.Presentanun revestimientoescamosoirregularde color marrón

grisáceoquecubreparcialmenteel tegumento,el cualposeeunamicrorreticulaciónpoco

marcadaque no modifica su aspectobrillante. Las patas son robustas,punteadasy

pubescentes.La cabezaesesférica,con ojos ovales.El rostrotieneunalongitud similar a

la del pronotoy estáciliado por debajo,escasi cilíndrico y estáregularmentecurvado.

Las antenassongeniculadas,alargadasy finas, conel escapocasi recto,el funículocon

sieteanejosy la mazaoval y obtusaen la extremidad.Pronotoligeramentetransverso

con los ladosclaramenteredondeados.El canal rostral de la parteventral del protórax

estámuy marcadoy bien limitado lateralmente,alcanzandoclaramenteelbordeanterior

de las cavidadescoxalesanteriores.Los élitros, que estánsoldados,son ovales,con los

hombrosmedianamentesalienteshaciadelante.De la basede todos los puntosde los

élitros naceun peloescamosotumbadohaciaatrás(RoUDIER, 1981).

Los huevossonamarillos,ovalados,de unos0,74 mmde longitud, con el corion

liso.

Las larvasson ápodas,blancasy arqueadas,y alcanzanunos 5 mm de longitud.

La cabezaesredonday de color marrónpálido. Antenascónicas,un pocomáslargasque

anchas.Mandíbulasesclerotizadascon las puntasromas.Lóbulospedialescon 4 sedas.

Las pupas son libres, blancas,de unos 5 mm. En el extremo del abdomen

presentandos formaciones espiniformes que llevan en su base una fUerte seda

(SANTIAGO-ALVAREZ eta!, 1982).

1.1.3.Biología

El ciclo biológico de A. mariaefranciscaepareceajustarseperfectamentea la

fenologíadel cultivo de remolachaen el surde España,dondela siembraseproduceen
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otoño. Los adultos comienzan su actividad en otoño con las primeras lluvias,

coincidiendocon la nascenciade la remolacha.Durante el otoño y gran parte del

invierno su actividad es tan solo nutricia, alimentándosede las plántulasy de las raíces

de plantasmás viejas. Las cavidadesexcavadaspara alimentarsesepuedenobservar

sobretodo en la parteenterradacercanaa la superficie, pero tambiénhasta25 cm de

profundidad (hasta 25 cm) (SANTTAGO-ÁLVAREZ el a!, 1982). Este periodo de

inactividad reproductiva pero con actividad alimenticia es lo que se ha llamado diapausa

reproductiva, fenómenocomún en los insectosy ampliamenteextendido entre los

coleópteroscon unasolageneraciónal año(MAsAKi, 1980;TAUBER eta!, 1986).

SegúnSMH1AGO-ALVAREZ el aL (1982) la actividad reproductoraempezaría

entre finales de febrero y principios de marzo y se prolongaríahastamayo,mientrasque

GIRAiLDO y ALVARADO(1990a) mantienen que comienza en enero y se prolongahasta

mayo,siendomásalta los tresprimerosmesesdel añoy disminuyendoapartir de marzo.

Los adultos depositan los huevos aislados aprovechando las cavidades

producidas para alimentarse. De acuerdo con SANTIAGO-ALVAREZet aL (1982), los

huevosse localizanpreferentementea lo largo de toda la longitud de la raíz, y más

raramenteen la zonade la coronao en la basede los peciolos,pudiendoencontrarse

puestasen el suelo en las proximidades de la raíz. Por el contrario, GIRALDO y

ALvAKMO (1990a) indicaron que las puestasse realizabanen el suelo a distintas

profUndidadescercade la raíz, pero no dentrodeellas.Las hembrasrealizanpuestasala

vez que van ovulando y al diseccionar hembras grávidas éstas presentaban de 5 a 7

huevos en su interior (GIRALDO y ALVARADO, 1990a). Sin embargo nosotros hemos

diseccionado hembras con hasta 13 huevos (observación personal).

Las primeras larvas aparecenen el campo a finales de enero (GIRALDO y

ALVARADO, 1990a)o a mediadosde marzo(SANTIAOO-ALVAREZ elaL 1982)y durante

los mesesde marzo,abril y mayo puedenversesimultáneamenteen el campoadultos,

huevos y larvas en los diferentesestadios.Las larvas viven en la raíz, y cuando

completansu desarrollofabricanen las proximidadesde éstasunacáitara,con tierraque

aglutinangraciasa sustanciasque ellasmismassegregan,en la que pupan.Estudiosde

laboratoriohanreveladoqueA. mariaefranciscaeposeecuatroestadioslarvarios,cuyos
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tiempos de desarrollodependende la temperatura.El rangode temperaturasen el que

los estadiosinmadurosfUeron capacesde completarsu desarrolloera muy estrecho

(entre20 y 300C). El tiempode desarrollodel cuartoestadiolarvario abarcóel 50% del

periodo larvario total en totas las temperaturasestudiadas,lo cual sugiere algún

significado adaptativo,ya que estehecho permitea los individuossubsistiren la época

final del invierno para alcanzarel estado pupal a finales de primavera, cuando la

temperaturaya esmásalta en la zonaremolacheradel sur de España(MARCO el a!,

1997).

Las primeraspupasaparecena finales de abril (AYALA el al., 1994). En la

cámarafabricadasetransformanen adultos,y entremayoy junio ya sepuedenencontrar

los primeros adultos de la nuevageneración,aunqueotros permanecenenterrados

estivandohastael otoño siguiente.Así, pareceque A. mariaefranciscaetiene una sola

generaciónporaño enAndalucía(MARcoel aL, 1997).En el momentode la recolección

podemosencontrarlarvas, pupasy adultos,siendotransportadosalgunosde elloshasta

las fábricasazucareras.

Gutaino y ALVARADO (1990a) señalanque los adultos tienen una gran

movilidad durantela noche.Duranteel día seocultanen lugaresprotegidosde la luz,

principalmentebajo la costrade tierra, terrones,restosde remolacha,etc.,y salende sus

refugiosdiurnosal oscurecer.

1.1.4. Hospedadoresalternativos

Los dañosproducidosporA. mariaefranciscaeno se han registradoen ninguna

otra planta cultivada. GR.b¿nOy ALVARADO (1990a) sugirierondistintos huéspedes

alternativosde los cualessealimentaban.Como plantascultivadasindicaron la acelga

(subespeciedeBelavulgaris, al igual quela remolachaazucarera),y como flora silvestre

Raphistrumrugosum (L.), Diplotaxis spp.,AnaciclusradíatusLoisel., Picris echioldes

L. y Malva silvestrísL.. No obstante,los datossebasanen observacionesocasionales,y

ademásnuncasellegaronaencontrarhuevoso larvasen estasplantas.
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Másrecientementesehan llevadoa caboestudiosde laboratorioparadeterminar

el rangode hospedadoresde esteinsecto(MARCO ela!, 1998b).Paralos experimentos

se emplearon plantas de remolachay acelga, así como 19 extractos de plantas

pertenecientesa 13 familiasdistintas,que soncomunesen los alrededoresde los campos

de remolachaazucarerade Andalucía. Los resultadosobtenidos revelaron que los

adultossólo fueroncapacesde alimentarsey hacerlapuestaen las dos subespeciesdeB.

vulgaris: la remolachaazucarera(B. vulgaris vulgaris) y la acelga(B. vulgaris cicla).

Ademásse encontróun efecto fagoestimulantecuando se suministrabaa los adultos

homogeneizadosde remolachay acelgasobreplantasde las que no sealimentan.Porel

contrario,al suministrarsacarosano seobservóningúnefecto.Estosresultadossugieren

que A. rnariaefranciscaetiene un rango muy restringido de hospedadoresy que la

selección del hospedadorviene determinadapor la presencia de un compuesto

fagoestimulanteno determinadoen la remolachaazucareray la acelga,y no por el

reconocimientode sustanciasdisuasoriasen lasplantasno hospedadoras(MARCO elal,

1998b).

1.1.5.Dafios producidos en la remolachay métodosde control

Los daños causados por A. mariaefranciscaepueden ser muy graves,

especialmentelos producidospor los adultosen otoño,queatacana las plántulasrecién

emergidasa las que muerdenen la radícula,bordesy centro de los cotiledonesy las

primerashojas verdaderas,acabandopor causarlesla muerte. En casosde ataques

fuertespuedendestruirla prácticatotalidadde las plántulasde remolacha,obligandoa

hacerreplantacionesdel cultivo, lo cual suponeun retrasoen el mismo y un gran gasto

económicoen semillas.Debido a la longevidadde los adultoslos ataquesse pueden

sucedersobrelas plantasen sus distintasfasesde desarrollo,peroa partir de unascuatro

hojasno sesueleproducirla muertede lasplantas(GIRALDO y ALVARADO, 1990a).

Tanto los adultoscomo las larvasproducendañostambiénen primavera.Los

adultos se alimentande las hojas y la raíz, mientrasque las larvas excavangalerías

superficialesen la raízque dificultan su normaldesarrollo(Figura 1.2). En estecasono
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El control de A. mariaefranciscaeen el campopresentanumerosasdificultades

debidoa sus hábitostelúricos: el periodolarvario tiene lugar bajotierra y los adultos

pasanlamayorpartedel díaenterrados,lo quedificulta el controlquímico.

El hallazgode individuos en el campoafectadospor el hongo entomopatógeno

identificado posteriormentecomo Beauveria bassiana (MELGAREn, comunicación

personal)hizo pensaren suutilizacióncomométodode controlbiológico. Sin embargo,

ensayos en el laboratorio llevados a cabo para estudiar su eficacia revelaron que

Naturalis-L, insecticidaa basede esporasde estehongo, no era eficaz freante a los

adultosdeA. rnariaefranciscae(MARCo y CASTAÑERA, 1996).

Las medidasmás ftecuentesde control aplicadasen la actualidadse basanen las

recomendacionesefectuadaspor AYALA ela! (1994)y MMCRA (1998):

a) Métodosculturales:

* Rotación de cultivos en las parcelasafectadas.

* Creación de barreras de protecciónen el cultivo mediantelíneas de alta

densidadde remolachaconsemillamultigermenprotegidacon insecticidas.

b) Métodosquímicos:

* Aplicación de pildorados: imidacloprid (Gaucho), aldicarb (Temik),

carbofurano+ fenamifos (Curaterr Forte), oxamilo (Vidate), benfiiracarb (Oncol),

imidacloprid (Gaucho)+ teflutrin (Force).

* Aplicacionesmediantepulverizacióncon insecticidasfoliares(principalmente

metilparatión).Más recientementese han obtenidobuenosresultadosen el campocon

fipronil.

Por otra parte, MARCO y CAsTAÑERA (1996) estudiaronen el laboratorio la

eficacia de aplicaciones foliares de nueve insecticidas para el control de A.

rnariaefranciscae,y obtuvieronbuenosresultadoscon tresorganofosforados,ademásdel

metilparatión: clorpirifos, metil-clorpirifos y diazinon, con mejores características

toxicológicas, aunque sería necesarioverificar la eficacia de estos insecticidasen

condicionesdecampo.
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1.2. LOS REGULADORES DEL CRECIMIENTO DE INSECTOS (RCIs)

En las últimas décadasse han investigado nuevostipos de compuestosquímicos

másselectivos,menospersistentesy de menortoxicidad en el hombre.La selectividad

de un insecticidajuegaun papelfUndamentalenel conceptoactualdel manejode plagas.

La selectividaddeun compuestosepuedever desdevariospuntosdevistadistintos.La

selectividadecológicasebasaen que el único organismoque entreen contactocon el

productoseala plagafrente a la que serealizael tratamiento.Esto puedeconseguirse

manejandoadecuadamenteuna serie de factores relativos a la formulación y la

aplicacióndel productoy conociendola biologíay comportamientode la especiehacia

la cual sedirige el tratamiento.Por otra parte, la selectividadfisiológica sebasaen el

modo de accióndel compuesto.Ello estárelacionadocon diferenciasen la morfología,

fisiologíay bioquímicade los distintosorganismosexpuestos(METqALF, 1990).

Siguiendo esteúltimo concepto, se ha desarrolladouna nuevageneraciónde

insecticidasque absorbidospor el insecto se incorporana sus procesosinternos de

desarrollo alterándolos de forma irreversible. Son los llamados reguladoresdel

crecimiento de insectos (RCIs), que interfieren directa y negativamentesobre el

crecimiento y desarrollo de los insectos y a los que se ha denominado “tercera

generaciónde insecticidas’ (CASIDA y QuISTAD, 1998). Dentro de este grupo se

encuentranlos compuestos:

* inhibidoresde la síntesisde quitina

* análogosy antagonistasdela hormonajuvenil yjuvenógenos

* análogosy antagonistasde lahormonade la muda
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1.2.1.Insecticidas que inhiben la síntesisde quitina

1.2.1.1.El tegumentode los insectos

Una de las característicasque compartentodos los insectos,y que tambiénes

comúnal restode los artrópodoses la presenciade una cubiertaquitinosaexterna,el

tegumento,queles confiereuna granrigidez, y que esresponsableen gran medidadel

éxito evolutivo de estegrupo. Dosde lasconsecuenciasmásimportantede la existencia

de estacubiertarígidade los insectossonla impermeabilidadqueles confierey la forma

como se manifiestael crecimiento:es necesarioque el animal se desprendade ella

periódicamente,durante el procesoque denominamosecdisis o muda. Tal proceso

origina un estado de crisis durante el cual el insecto permaneceinmóvil, deja de

alimentarse,y la protecciónque le oftece su exoesqueletoesmuy limitada, puestoque

durantela mudaseproducencambiosestructuralesen la cutículaparaformar otranueva

(ZACHARUK, 1976; GNATZY y ROMER, 1986). Es en estemomentode vulnerabilidad

cuandoalgunosinsecticidaspuedensermásefectivos.

De acuerdocon la informaciónaportadapordiversosautores (HACKMAN, 1971,

1987; REYNOLDS, 1987; DAVIES, 1991; NEVILLE, 1986; BINNINOTON, 1993), las

diferentescapasque constituyenel tegumentoson, comenzandodesdeel interior, las

siguientes:

Membrana basal. Está inmediatamente debajode la epidermis.Es una capacontinua,

muy fina, de estructuraglandularamorfa.Contienemucopolisacáridosy a su nivel se

produceun importantetransponede sustanciashacialas célulasepidérmicas.

Epidermis. Consiste en una capa celular encargadade segregar la mayor parte de la

cutícula,y estáencargadade disolver y absorbercasi la totalidadde la vieja cutícula

cuandoel insecto muda. Su estructuramicroscópicaguardaestrecharelacióncon sus

ciclosdeactividadsecretora.

Cutícula.Es la capamás importante,puestoque contienela quitina, compuestoque

sirve de soportea la estructuradel tegumento.Las funcionesque desempeñason muy
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variadas.Por su situación protegey delimita la integridad anatómicadel insecto,y

debido a su composición y estructura interviene activamenteen su fisiología del

crecimientoy desarrollo.Tieneestructuralaminar, con capasdispuestasen paraleloa la

superficie, atravesadaspor poros o canales.Constade dos capas: la más externao

epicutículay la internao procutícula.

La eDicutícula no contienequitina y sedivide a su vez en trescapasqueson,de

dentro a fUera: la epicutículainternao proteica,sin estructuralamelada;la epicutícula

externa,antesdenominadacuticulina, que esunacapatrilaminar y es la primeraque se

depositadurantela apolisis;y lacapasuperficialo capade ceras,encargadade reducirla

pérdidadeaguaa travésdel tegumento.Algunosautoresafirman la existenciade otra

capa más externa, la capade cemento, aunquepareceque no todos los insectosla

poseen.

La procutículao cutículaquitinosaes la capamás interna de la cutícula.Está

formadaesencialmenteporuna matriz proteicaen la que van embebidaslas fibras de

quitina. Presentauna estructuralamelada,resultadode la ordenacióny distribución de

las microfibrillas de quitina en diferentes planos, formando finas capas. Las

microfibrillas de las sucesivascapas se disponen orientadas formando diferentes

ángulos, siendo el ángulo de rotación direccional constante,lo que da lugar a una

disposicióndenominadahelicoidal.

La procutículasedivide en dos capas.La másexternaesla exocutícula,formada

principalmentepor quitina y proteínas,estabilizadasmediantecompuestosfenólicos,

dandocomoresultadoun materialduro, llamadoesclerotina,queesel queproporcionaa

la cutículasurigidez. La exocutículafalta o estáreducidaen laszonasmás flexiblesdel

tegumento,y los insectosde cutículablanday delgadapuedencarecerde ella por

completo.La endocutículaesnormalmentela capamásgruesa,y tambiénestáformada

porquitinay proteínas,perono estáendurecida.

La quitina, que comoya seha mencionadoanteriormentees el compuestoque

detenninalas propiedadesque definenel tegumentode los insectos,esun polisacárido

constituido porunidadesdeN-acetil-D-glucosaminaunidasmedianteenlaces13-1-4. Es
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insoluble en la mayoríade los solventes.El polímerotieneunaestructurahelicoidal que

esestabilizadamediantepuentesde hidrógeno intramoleculares.En estadocristalino,

estabilizadomediantepuentesde hidrógenode polímerosadyacentes,las cadenasde

polisacáridose ensamblanparaformar microfibrillas, que constituyenel componente

fibroso del exoesqueletode los insectos(HEPBURN, 1985; COHEN, 1987; Hácn¿A=4,

1987). Este complejo es el que proporciona al tegumento la resistencia a fuerzas de

tensión, flexión y compresiónasí como una alta relación fuerza/pesoasociadaa la

ausenciade salesminerales.La quitina, además,es la encargadade dar flexibilidad y

elasticidadno sólo a los tegumentosblandosde algunosestadosinmaduros,sinotambién

a las uniones entre escleritos y segmentosen el caso de adultos con tegumentos

endurecidos,para facilitar los movimientos de los apéndices, las contraccionesy

distensionesasociadascon la respiraciónactivay el vueloy los finos mecanismosde los

ovipositores,formadospor varios segmentosinvaginadosunos en otros (HEPBURN y

JOrFE, 1976;HEPBURN, 1985).

La quitina no esun compuestoexclusivo de los artrópodos,sino que se halla

ampliamentedistribuido en toda la escalade los seres.Además la poseen,aunqueen

pequeñasproporciones,algunosprotozoos,cnidarios,anélidos,moluscosy nematodos,

algunasalgasdiatomeas,y constituyeun componentedeterminantede la paredcelular

de casitodoslos hongos(RuIz-Hrn~ntx,1993).

El proceso de la formación de quitina implica una secuenciaordenadade

complicadastransformaciones(Figura 1.3.) (CoHEN, 1987). La enzima clave en la

formación de quitina es la quitina-sintetasa,presenteen la membranade las células

epidérmicas.

1.2.1.2.Las benzoilfenilureas

Existendiferentescompuestosinhibidoresde la formaciónde la cutícula,siendo

los más importanteslas benzoilfenilureas(BPUs). El descubrimientode las propiedades

insecticidasde las BPUsrepresentaun importanteavanceen el desarrollode productos

13

¡



Capítulo 1 Introducción

fitosanitarios,ya que el punto de ataquede estegrupo de principios activos no esel

sistemanervioso,sino el tegumentode los insectos,lo cualproporcionaun alto gradode

selectividadhaciaestegrupode organismos.

Las BPUs, en general, constande dos anillos aromáticossustituidosunidos por

un puentede acilurea.Los sustituyentesmás comunesson halógenos(Cl y F), aunque

los sustituyentes metilo, metoxilo, trifluormetoxilo o pentafluormetoxilotambién

presentanaltaactividadinsecticida.Es muy acusadasu insolubilidaden aguay muchos

solventesorgánicos(REr’iAKARAN elaL, 1985).

Estábien establecidoque las HPUs inhiben la sínteisde quitina en larvas de

insectos,impidiendo la incorporaciónde las unidadesde N-acetilglucosaminaen el

polímerode quitina, y medianteunaaccióncitostáticasobrela producciónde quitinade

las célulasepidérmicas(BEEMAN, 1982). Sin embargoexistendiversasteoríasacercade

su modode acción.RETNAKARAN y WRIGHT (1987)señalanochode ellas,e indicanque

la más ampliamenteaceptadaes la que proponela inhibición de la quitina-sintetasa,

enzimacatalizadorade la polimerizacióndel IJDP-N-acetilglucosaminaa quitina (VAN

ECK, 1979), aunquetambién se podríadaruna combinaciónde doso másde las teorías

citadas.
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Figura 1.3. Ilustración esquemática de la síntesis de quitina (de Cohen, 1987, modificado).
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U
U

MEMBRANA

(N-acetilglucosamina),,

U
U
U
U
U
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La principal actividad insecticida de las BPUs es la larvicida por ingestión,

aunquetambiénseha detectadoefecto larvicida por contactoen algunasespecies.En

general,existeuna gran diversidadde síntomasproducidossobrelos insectostras su

tratamiento con BPUs, entre los que se encuentran(RETNAKARAN et a!, 1985;

RETNAXARAN y WRIGHT, 1987):

- Trastornosen la ecdisis.El procesode mudaseinicia con la apolisispero no se

completa.La severidadde la interrupciónestá en relación directa con la dosis y es

característicapara cadacompuestoy especie de insecto. La interrupciónpuedeser

completade forma que el insecto muere dentro de la vieja cutícula, o bien puede

comenzarel desprendimientode la exuviasin concluirse.Tambiénafectaa la muda de

larvaa pupa.

- Interrupciónde la alimentaciónEn algunosinsectos,aunqueaparentementela

mudaesnormal,las mandíbulasy el labro aparecendesplazados,de maneraque no es

capazde alimentarse

- Mortalidadretardaday efectosovicidas.Se han detectadocasosde muertede

adultosen el momento de su emergencia,tras habertratado larvas de último estadio.

Tambiénsehandemostradolos efectosovicidastras el tratamientode adultos.En este

caso,el embriónaparentementeestácompletamenteformado,pero esincapazde romper

el coriono dedesprendersedeél completamente.

- Trastornos en la reproducción En algunos coleópterosel tratamiento de

adultoscon BPUs ha ocasionadouna reducciónde la fecundidady tambiénsepuede

darsefallos enel apareamientode los machosjóvenes.

LasBPUs hanmostradoactividadparaungran númerode plagasde insectosde

diversos órdenes: ortópteros, isópteros, malófagos, tisanópteros, hemípteros,

lepidópteros,coleópteros,dípterose himenópteros(RETNAKARAN el aL, 1985). Paraque

las aplicacionestenganéxito sedebeteneren cuentano sólo su modo de acción, sino

tambiénla biología y el comportamientode la especiea tratar. Su alta especificidady

persistenciay bajatoxicidad ha hechoque el uso de BPUs en los últimos añoshaya
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aumentadoconsiderablemente,recomendándosecadavez másen programasde control

integrado(LEONARD elal., 1987;HOROWITZeta!, 1992;FIsK el a!, 1993)y frentea las

plagasde productosalmacenados(ELEK y LONGSTAFF, 1994; OBERLANDERelaL, 1997).

1.2.2.Las hormonas endocrinas de los insectosy su uso como insecticidas

El crecimiento y el desarrollode los insectos,que están interrumpidospor

periodos de muda, están básicamentereguladospor dos compuestos:la hormona

esteroidal 20-hidroxiecdisona(hormona de la muda (iHIvI) o ecdisterona) y el

sesquiterpenoidehormonajuvenil (HJ). Existe una información abundantesobre su

implicación principalmenteen el control de la metamorfosisde los insectos. Así,

siguiendoel esquemaclásico, su distinta concentraciónen el cuerpo del insecto

determinaríael tipo de muda.En la actualidadsesabequeel esquemade sus funciones

no estansimple, seconocemásdetalladamentesumodo de accióny se handescubierto

nuevos lugares de síntesis y nuevas funciones de las mismas, destacándosela

implicación de ambashormonasen la regulaciónde la maduraciónreproductoraen el

estadoadulto (RETNAKARAN eta!, 1985;LOEn, 1993;DHADLA.LLA eta!, 1998).

Pareceque tanto la HJ comola HM actúanuniéndosea receptoresespecíficos,y

el complejo hormona-receptorinteracciona con la cromatina, que determina la

transcripción(RIDDIFORD, 1985). Estos receptoresson lo suficientementeversátiles

comopara interaccionarcon otrasmoléculasestructuralmenterelacionadas,resultando

en una acciónbiológica idéntica.Estehechoha permitido el desarrollode compuestos

biomiméticosde las hormonasnaturales,conunaspropiedadesbiológicasy técnicasmás

convenientespara su aplicación práctica como agentesinsecticidas.Igualmente, la

estrategiadel uso de antagonistasde estas honnonas ofrece unas perspectivas

prometedoras,ya que su efecto suprime,en principio, la fUnción que debeejercer la

hormona(BELLÉS, 1988).
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1.2.2.1.Análogos funcionalesde la hormonajuvenil

La HJ es sintetizada y secretadapor los corpora allata, y tiene un papel

primordial en la fisiología de los insectos,ya que intervieneen la regulaciónde la

metamorfosis, reproducción, diapausa,comportamientoy comunicación (BOwERs,

1982).

Los compuestosbioanálogosde la HJ o juvenoidessoncompuestoscon efecto

hormonal que provocan, cuando son administradosadecuadamente,trastornos en

aquellas funcionesvitales de los insectosque son controladaso influenciadaspor la

hormonajuvenil. Tras la afirmaciónde WILLIAMS (1967) de que los compuestosque

imitan la acción de la Fil podíanserempleadoscomo insecticidasse han descubierto

numerososanálogos.Todos los juvenoidesconocidos,a pesarde su gran diversidad

estructural,sederivanteóricamentede laestructurade laHJ natural(SEHNAL, 1983).

Dadoquela Rl pareceestarimplicadaen numerosprocesosdel desarrollode los

insectos,los juvenoidestienendistintosefectossobrelos insectostratados:inhibiciónde

la embriogénesis(aplicadossobrehuevosy adultos),inhibición de la metamorfosisen

sus diferentesetapas,efectossobreel polimorfismode los insectos(incluyéndoseaquí

los efectossobreladiferenciaciónde castasde los insectossocialesy sobrela diapausa

de los estadosinmaduros),efectossobrela reproduccióny efectossobrelas células

germinales(revisionesde SEHn~L, 1983;RiETNAKARAN eta!, 1985).

Su eficaciaen el campodependedel momentode aplicación.El productodebe

llegar al insectoen el cortoperiodoen el que seproduceel cambiode larvaa pupay de

pupaa adulto (insectosholometábolos),o de ninfa a adulto (hemimetábolos),momento

en que sonsensiblesa suactividad, lo cualesprácticamenteimposiblede determinaren

poblacionesen desarrolloasincrónico.Hay que teneren cuentaque cuandola plaga se

presentaen el estadolarvario el tratamientopuedesercontraindicado,ya que podrían

aparecerlarvassupernumerariasviables que agravaríanel problema.Ademáspresenta

elevadoscostesde desarrollo, y problemastécnicos debido a las característicasde

persistenciade los mismos (alta volatilidad, liposolubilidad, degradabilidad),que se
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puedensolucionarrecurriendoa sistemasde aplicaciónadecuados(RETNALKARAN el aL,

1985;DOMINGO, 1988).

En los últimos añosse han descubiertonuevasmoléculas,como el fenoxicarby

el piriproxifén, que han mostradomuy buenosresultadosen el laboratorio (HIOBEE el

a!, 1995; KAAKEH el a!, 1997;PENERel al. 1997; PP.RXMAN y FRANK, 1998).Algunos

experimentosen el campoy contrainsectosde las casashanprobadosu altaactividady

especificidady subajatoxicidad y persistencia(REID ela!, 1990;LAVEISSIERE y SANE,

1994). Todos estosresultadoshacenpensaren que suuso prácticotenderáa extenderse

en los próximosaños.

1.2.2.2.Análogosfuncionalesdela hormonade la muda

En los insectos, la muda está controladapor hormonas con estructurasde

esteroidespolihidroxilados,denominadasecdisonas,siendo particularmenteimportante

la ecdisona,secretadapor las glándulasprotorácicasdurantelas fasesjuveniles,que es

hidroxilada en los tejidos periféricos, convirtiéndose en 20-hidroxiecdisonao

ecdisterona,el metabolito másactivo. En un principio sepensabaque estahormonaera

sintetizadaúnicamenteen las glándulasprotorácicas.Sin embargo,existenyanumerosas

evidenciasde que los ecdisteroidesen generalsonsintetizadosen casitodos los tejidos

periféricos de los insectosdurantesus estadosinmaduros(SLÁMA, 1998). Asimismo,

también se han detectadoecdisteroidesen ovarios, embriones(HAGEDORN, 1985;

HOFFMANN y LAouEux, 1985; LORa, 1993), y en machosadultos de determinadas

especies,aunqueen nivelespoco significativos (LOEn el aL, 1982, 1987). Por tanto,

ademásde interveniren la regulacióndela muday metamorfosis,estahormonatieneun

importantepapel en algunos insectosduranteel desarrolloovárico (BOwERS, 1982;

HAGEDORN, 1985).

Los compuestosagonistasde la HM recibenel nombrede ecdisoides.Estetipo

de sustancias despertaronescasa atención en un principio como potenciales
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controladoresde plagas,debidoa sunaturalezacomplejay a su dificil penetrabilidada

travésde lacutículadebidoasu naturalezaesteroidal(MARCO y TOMÁS, 1988).

El desarrollo de agonistas no esteroidalesde la HM es muy reciente,

remontándoseal descubrimientodel RH-5849, precursorde las bisacilhidracinaso

diacilhidracinas,ecdisoidesno esteroidales(ALLER y RAMSAY, 1988; WINO, 1988;

wn~o el a!, 1988). Parecequeactúana nivel de los receptoresde la ecdisona,teniendo

portanto unaalta especificidadhacia los insectos.Estehechounido a su bajatoxicidad

haceque seaun grupo de compuestosprometedoresen el manejo integradode plagas

(WII4G y ALLER, 1990;DHADIAILA eta!, 1998;COwLESeta!, 1999).

Al igual que la hormonajuvenil, la ecdisonaestá implicada no sólo en la

metamorfosisde los insectos,sino en gran cantidadde procesosrelacionadoscon el

crecimiento,el desarrolloy la reproducción.Porestemotivo, el empleode agonistasde

laHM producegranvariedadde respuestasen los insectos,que dependende la dosis, la

edadfisiológica y la duraciónde la exposicióna la hormonaexógena.El conjuntode

efectosy síntomasqueocurrenal administrarunadeterminadadosisde HM exógenase

hadenominadohiperecdisonismoya quesonsimilaresa los queocurrentrasadministrar

un excesode ecdisteroides(WILLIAMS, 1968), y se ha descritoen gran variedad de

lepidópteros,dípteros,hemípterosy coleópteros.Fundamentalmenteestosefectosson

visiblesa nivel de la morfología del individuo, al inducir cambiosimportantesen el

tejido epidérmico,pero el resto del organismopareceque tambiénresulta afectado,

presentándosedefectosen el crecimiento,en la maduraciónde los órganossexualesy los

huevos,en el cuerpograso,aparatodigestivo,sistemaexcretor,etc. (DHADIIALLA ela!,

1998).

El empleo de ecdisoidesen el control de plagasha tomado durantela última

décadamuchaimportanciadebidoal descubrimientode nuevasmoléculasefectivasde

bisacilhidracinasque confirman la baja toxicidad de estos compuestosy su alta

especificidad(revisiónde DRADIALLA ela!, 1998)
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1.3. LOS INHIBIDORES DE PROTEASAS

En la búsquedade nuevastécnicaspara el control de plagasde insectos,los

avancesde los últimos años en el campo de la genéticamolecular de plantashan

permitido conferir resistenciaa las plantascultivadasincorporándolasgenesde otras

especiesvegetales,animales,bacteriase incluso de los propiosinsectos(ScHIJLERel aL,

1998). Entre los genes de resistenciaque estan siendo objeto de estudio como

candidatosparamejorarla resistenciade las plantasfrentea los insectosse encuentran

los que expresaninhibidores de proteasas.Estos inhibidores, ampliamenteutilizados

como proteínasde defensaen plantas,seunenal centroactivode lasproteasasalterando

la digestión proteica del insecto tras su ingestión. La expresión de los genes que

codificanestosinhibidores en plantasha resultadoen un incrementode la resistencia

frentea diferentesplagasen ensayosde laboratorio(HrLDER el al., 1987). Sin embargo,

para la utilización adecuadade estanueva herramientade control de plagas resulta

esencialel conocimientode las funcionesdigestivasde la especiea controlar,así como

su respuestaa lapresenciade estasproteínasde defensa.

1.3.1.Las proteasasdigestivasde los insectos

Tras ingerir los insectosla dieta, las proteínassonhidrolizadasa oligómeros,

dímerosy aminoácidospor la acciónsecuencialde las proteasas.Estasenzimasactúan

sobrelos enlacespeptídicosinternosde las proteínas(endoproteasas),o bien sobrelos

extremosde las cadenaspeptídicas( exopeptidasas).

En insectos se han citado cuatro tipos de endoproteasasdigestivas que se

clasifican en fUnción del mecanismocatalítico de su centro activo: serín-, cistein-,

aspartil-y metaloproteinasas,cadaunade ellascon distintospHs óptimosde actividad.

A suvez, las exopeptidasasseclasificande acuerdocon la especificidadde los sustratos

hidrolizados,recibiendoel nombredeaminopeptidasassi hidrolizanun aminoácidodel

extremoN-terminal, y carboxipeptidasassi ésteesdel extremoC-terminal(revisionesen

MCDONALD y BARRET, 1986;RAWLNOS y BARRET, 1993).
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En coleópteros,las actividadesproteolíticasencontradasen el tubo digestivo

estánbasadasen la presenciade numerosasendoproteasasde distintasclases,así como

exopeptidasas.La mayoría de las larvas y adultoscaracterizadoshastael momento

poseen tubos digestivos ligeramente ácidos y la actividad proteolitica reside

principalmenteen cisteínendoproteasas(MuRDOCKel aL, 1987;WOLFSONy MURDOCK,

1990).Sin embargo,en algunasespeciesse ha encontradoactividadde tipo aspartilcon

pHs óptimos muy ácidos(WOLFSON y MURDOCK, 1990) y en otras especiesse han

detectadoserín endoproteasasdigestivas con pHs óptimos alcalinos (BA.KER, 1982;

FERREIRA y TERRA, 1989; ORTECiO el a!, 1998). Tambiénse han citado en distintas

especiesde coleópterosla presenciade amino- y carboxipeptidasas(BAKER, 1982;

CHRISTELLER eta!, 1989;FERREIRAy TERRA, 1989;ORTEGOeta!, 1998).

1.3.2. Inhibidores de proteasasy su uso en el control de plagas

Los inhibidores de proteasasson un grupo de proteínascon una amplia

distribuciónen plantas(RICHARDSON, 1977; LASKOWSKI y KATO, 1980; RYAN, 1981,

1990; WHITAKER, 1997). Muchosde estosinhibidoresse encuentranconstitutivamente

en órganosde reserva,como semillasy tubérculos,pero tambiénpuedenser inducidos

enrespuestaa dañosporherbívoros(RYAN, 1990).Los inhibidores de proteasas

participanenlos mecanismosde regulaciónfisiológicaen laplantay estánimplicadasen

los mecanismosdedefensafrentea insectosy patógenos(RYAN, 1990;BOTELLA el a!,

1996;WHITAKER, 1997).

Se han ensayadonumerososinhibidores proteicos in vitro para evaluar su

eficaciafrentea insectosdañinos.Los resultadosobtenidosen estostrabajosmuestran

cómo algunos inhibidores pueden ser efectivos como inhibidores de la actividad

proteolítica de los insectos,pero mientras un inhibidor puede ser capaz de inhibir

notablementeun tipo de actividad en una especie,puedecarecerde efecto frente al

mismo tipo de actividad en otra, lo que implica la necesidadde estudiarcadacaso

particular(CHRIsTELLER y SHAw, 1989; HOUsEMAN el aL, 1989). Igualmente,existen

numerososestudiosin vivo con inhibidoresproteicosañadidosa la dieta de cría de
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distintas especies(por ejemplo GATEHOUSE et a!, 1979; JOHNSTON el al., 1993;

KURODA et a!, 1996)o utilizandoplantasconaltosnivelesinducidosde inhibidoresque

han mostrado sus efectos sobre el desarrollo y supervivenciade algunasespecies

(CARBONEROeta!, 1992;HEATH eta! 1997;DiNO ela!, 1998).

No obstante,es necesariauna mayor investigaciónpara profUndizar en el

conocimientodel funcionamientode la digestiónen los insectosy en las respuestasde

éstosala ingestiónde inhibidoresquelleve a lautilizacióncorrectadelos mismos.
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1.4. OBJETIVOS GENERALES DE LA TESIS

El control deplagaslleva consigoel conocimientode los aspectosbásicosde la

biología del insectoal cual sepretendehacerfrente,paraunaaplicación máseficaz de

las medidasde control existentesa nuestroalcance,con el fin de lograrun control más

efectivode laplagaen el campo.

La biología deA. rnariaefranciscaepresentapuntos oscuros,en especialen lo

referentea la influenciade distintosfactoresambientalesen el desarrollode su ciclo

biológico. Los tres primeros objetivos de esta tesis están encaminados a la

proflindizaciónen el conocimientode la biologíade estecurculiónido:

1. Poner a punto una nueva dieta artificial para la cría en el laboratorio de A.

rnariaefranciscae,que facilite el manejo de los estadosinmadurospara permitir el

mantenimientode las poblacionesen el laboratorio.

2. Evaluar el efecto de distintas variables ambientalesen la reproducción de A.

rnariaefranciscae.

3. Detenninar la influencia de la temperaturay el fotoperiodo sobre el desarrollo

larvano.

A la vistade los efectosque los reguladoresdel crecimientopuedentenersobre

la reproducción,y con el fin de desarrollarsistemasde control menoscontaminantesy

que mantenganla rentabilidaddel cultivo, sehaexploradoel efectode tresinsecticidas

pertenecientesa estegrupo,pero con distintosmodosde acción, sobreadultosde este

curculiónido, ya que las larvas son poco accesibles.Los dos siguientesobjetivos se

refierenaestosensayos:

4. Evaluar los efectos de un inhibidor de la síntesis de quitina (hexaflumurón), un

agonistade la hormonade muda (halofenocida)y un agonistade la hormonajuvenil

(piriproxifén), aplicadossobre adultos de A. rnariaefranciscae,sobre su fecundidad,

fertilidad y desarrollode la progenie.
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5. Estudiodela farmacocinéticade los compuestosqueresultaronmásadecuadosparael

control.

Por último, en la búsquedade nuevos compuestospara el control de A.

rnariaefranciscaese haabordadoel estudiode:

6. Los efectosde inhibidoresde proteasassobreel desarrolloy la supervivenciade las

larvasdeA. rnariaefranciscae.
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CAPÍTULO 2

Material y métodos
generales

2.1. INSECTOS

Las poblacionesde A. mariaefranciscaeprocedende cultivos de remolacha

azucarerade Écija (Sevilla) o Santaella(Córdoba). Los adultosse capturabanen

otoñoy invierno,durantesu periodoprerreproductor,separándoloscuidadosamente

de los restosde remolachade la campañaanteriorque habíaen el suelo. Cuando

fUeron necesariosadultosde edadconocidase recogieronde los mismos campos

prepupasa comienzosde verano.

El sexo de los adultos fUe determinadomediante la observaciónde la

presencia(en machos)o ausencia(en hembras)de una depresiónentre el tercer y

cuarto terguito abdominal(CABEZUELO y SANTIAGO-ALVAREZ, 1981). Los adultos

criadosen el laboratoriosesexaronen la fasedepupamediantela observaciónde la

presencia(en hembras)o ausencia(en machos)de dos nódulos cuticularesen el

último terguitoabdominal(CABEZUELOy SANTIAGO-ALVAREZ, 1981).

La poblaciónde adultos se mantuvo sobre plantasenterasde remolacha

azucareradispuestasen macetasde 21 cm de diámetrox 16 cm de altura, con arena

de río humedecida.Paraconfinara los adultosseacoplabaa las macetasun cilindro

de plástico transparentede 20 cm de diámetrox 33 cm de altura que se tapaba







Capitulo 2 Materialy métodosgenerales

Para extraer las puestasse separabacon unas pinzas de punta fina la

epidermis de las hojas o bien de las raíces, con la ayuda de un microscopio

estereoscópicoy conuna fuentede luz fría parano exponerlosal calor. Los huevos

sesacabancon un pincel y setrasladabana cajitasde plástico (1,5x 3,5 x 5,5 cm),

con un papel de filtro humedecidoen el fondo y selladascon Parafllm® para

manteneruna humedadsuperior al 80%, óptima para la eclosiónde los huevos,

dondesemanteníanhastael momentoen que eclosionaban.

Las larvas neonatasse recogían con un pincel de pelo de marta y se

depositabanindividualmentesobre la dieta artificial desarrolladaa estefin (ver

capítulo3) paraevitarcanibalismo.Seutilizabancajitasde plásticotransparente(2,5

cm dediámetrox 1,5 cm de altura), en cadaunadelas cualesseintroducíaun trocito

de dieta(deunos0,5 g) sobreun trocito de papelde filtro seco(Figura2.3.).El paso

de un estadiolarvario a otro se determinóporel tamañode las cápsulascefálicasen

cadacambiode dieta.

Laspupasse manteníanen cajitasde plásticoidénticas,sin dieta, en las queel

papelde filtro sehumedecíaligeramente,hastalaemergenciadel adulto.

2.2. PLANTAS

Las plantasenterasde remolachaazucarera,cultivar ‘Eva’, se mantuvieron

con una iluminación de 675 ¡smoVm2/s al nivel de la planta, usando lámparas

fluorescenteseincandescentesa23 + WC 80 + 10%HR y un fotoperiodode 16:8 h

(L:O). Estasplantasseutilizaronparaalimentaral gruesode la poblaciónde adultos

decampoy parael suministrodehojasparalas larvas.
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2.3. EQIJIiPOS EMPLEADOS

- Cámarasde cría Sanyo (MILR-350H, Sanyo, Japón)para la realizaciónde los

distintosensayos.

- CámarasConviron(Conviron S1OH, ControlledEnvironments,Winnipeg, Canadá)

para los ensayosy el mantenimientode las plantas y de la población de A.

mariaefranciscae.

- Microscopio estereoscópico(Leica MSS, Leica Microscopy and Scientific

Instruments,Suiza).

- Batidoraeléctrica(TaurusSR2,TaurusSA, Lleida, España)

- Balanzade precisión(MettlerAMbO, Mettler-Toledo,Suiza).

- TorredePotterde precisión(BurkardManufacturingCo. Ltd., Reino Unido)

- CompresordeaireBurkard0523-703Q-Ri32X

- Oxidador de Material Biológico (BMO, PackardBiological Material Oxidizer;

HarveyInstrumentsCo., EEUU).

- Contadorlíquido de centelleo(Kontron,LKB, Bélgica).

- MicroaplicadorBurkard900-x(BurkardScientificLtd, ReinoUnido).

- MicroaplicadorHamilton (Hamilton,Bonaduz,Suiza).

- Microtomo (LKB HistorangeMicrotome, LKB-produkterAB, Bromma,Suecia).

- Microscopioelectrónicode transmisión(Philips EM 420, Holanda).

Ladescripcióny procedenciadelrestode equiposy de los reactivossedetalla

en el apartadocorrespondiente.

30



CAPÍTULO 3

Desarrollo de una nueva
dieta artificial para la cría
en el laboratorio de
A. mariaefranciscae

3.1. INTRODUCCIÓN

El usodedietasartificialesparael mantenimientode poblacionesde insectosen

el laboratorioesunaprácticanecesariacuandoserequiereungrannúmerode ejemplares

para la investigación.Las dietas artificiales confierenuna ventaja fundamentalcon

respectoa la alimentaciónnatural, y es su independenciade recursosestacionales,lo

cualpermiteuna cría continuadadel insectocon el fin de serutilizadosparaensayosen

el laboratoriocondistintosinsecticidaso bienparael estudiode suecologia,fisiología y

comportamiento(SINGH, 1983).

Uno de los grandesproblemasa la hora de conseguiruna dieta para una cría

adecuadade un insectoen el laboratorioessucontaminaciónpormicroorganismos.Los

contaminantesmicrobianos más usualesencontradosen las dietas artificiales son

levaduras,bacteriasy mohos de los génerosAspergillus, Rhizopusy Penicillium, y en

unamismadieta puedenencontrarsemuchasespecies.Paracombatirlosseusanagentes

antimicrobianos,entrelos que seencuentranel formaldehído,metil p-hidroxibenzoato,

benzoato sádico, sorbato potásico, ácido sórbico y algunos antibióticos como la
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estreptomicina,penicilinay aureomicina(SINOH, 1977).

Los efectosde estosagentesno son siempreinocuosparalos insectos,ya que

pueden tener una toxicidad directa sobre el insecto, pueden afectar a los

microorganismossimbiontesde su interior (DUNKEL et a!, 1982), e incluso poseer

propiedadesovicidas (BASs y BARNES, 1969; BIJRKHOLOER et aL, 1973). El nivel de

seguridadde un compuestopuededefinirse como la concentraciónque no reducela

obtencióndepupasy adultosy no prolongael periodode desarrollolarvario másde un

25% comparadocon el control (SINOH y HOUSE, 1970b). Por encima del nivel de

seguridadlos agentesantimicrobianosproducenefectosnocivos en proporcióna la

concentraciónusada,siendo los más frecuentesla reduccióndel tamañodel insecto,la

prolongacióndel periodolarvario y el aumentode lamortalidadde los estadoslarvario y

pupal (por ejemplo, BASS y BAliNES, 1969; SINGH y HOUSE, 1970a; DUNKEL y READ,

1991). El aditivo antimicrobianoideal es aquél que suprimeuna amplia variedad de

microorganismosaunaconcentraciónseguraparael insecto.

La necesidaddecriar en el laboratorioaA. mariaefranciscaeparael estudiode

subiología y su ciclo vital llevó al desarrollode unadietaartificial, que denominamos

dieta B. Esta dieta permitió determinarel número de estadios larvarios de este

curculiónido y la duración de su ciclo vital a diferentestemperaturas.No obstante,

presentabael problema de que se estropeabafácilmente al contaminarsecon

microorganismos,lo cualdificultabael normaldesarrollode las larvas, especialmenteel

de los estadioslarvariosmáspequeños,llegandoincluso a causarlesla muerte.La única

formade evitarestacontaminaciónerael cambiode la dietacada2 días, lo cualunidoa

la cría individualizadarequeridaporestaíarva,hacíanmuy laboriosoel mantenimiento

de estecurculiónido en el laboratorio.Ademásaumentabala mortalidadde las larvas

debidoa laconstantemanipulación.

Esteestudioestáencaminadoa la obtenciónde unadietaartificial nuevaparala

cría de A. mariaefranciscaeen el laboratorio que, ademásde adecuarsea los

requerimientosnutricionalespara un correcto metabolismoy desarrollodel insecto,

facilite el manejode los estadioslarvarios.Conestefin, sehanefectuadocambiosen el

agenteantimicrobiano,variando su proporcióno bien sustituyéndolopor otro. En la
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dieta B se utilizaban el metil p-hidroxibenzoatoy el ácido sórbico, ambos en una

proporciónde0,08%(plp). En las tres nuevasdietasensayadasse ha probadouna dosis

doble de ácido sórbico (0,16%), y dos dosis de formaldehído,0,05% y 0,2% (plp),

manteniendola dosisanteriorde metil p-hidroxibenzoato.

3.2. MATERIAL Y METODOS

3.2.1.Componentesy preparación de las dietas artificiales

El desarrollo de una nueva dieta artificial se ha producido mediante

modificacionesde la dieta empleadaanteriormente,dieta B (ver apartado3.1.), que

hemos consideradocomo testigo al medir el tiempo de desarrollo de los estados

inmadurosy susupervivencia.

La composiciónde las cuatro dietas,B, C, Dl y D2, estádetalladaen la Tabla

3.1. La basede todaslas dietasprobadasesel agar.El ácidoascórbicoesun componente

frecuentementeempleado,ya queconstituyeun factordecrecimientonecesarioparaun

desarrollo adecuado de los insectos fitófagos (CHiPPENDALE y BEcK, 1964). El

carbohidrato empleado ha sido la sacarosa, azúcar considerado el principal

fagoestimulantede los insectosfitófagos(SINGH, 1977),y muy importanteparaalgunas

especiesdecurculiónidos(SHANKs y DOss, 1987; KAYs et a!, 1993).Es conveniente

añadirtambiéncomo fagoestimulantealgún extractoo partede la plantahospedadora

natural (HsIAO y HsiAO, 1974b; NECIEI y LlNrr, 1997).Por estemotivo sesuplementó

un concentradode remolachade mesa así como un homogeneizadode raícesde

remolachaazucarera,parasucontribucióncomoestimulantesdela alimentacióny como

factorespromotoresdel crecimiento.La fracción vitamínica aportadaerauna mezcla

acuosade ácidonicotínico(10 mg), riboflavina(5 mg), tiamina(2,3 mg), piridoxina (2,3

mg), pantotenatocálcico(10 mg), ácidofólico (0,2mg) y biotina (0,2 mg). Estamezcla

sedisolvíaen 10 ml del totaldeaguadestiladaempleadaenla preparaciónde la dieta.
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Capítulo3 Desarrollode unanuevadietaartificial

El aportede mineralesse hizo mediantela mezclade salesWesson’sy el salvadode

trigo, siendotambiénésteúltimo una fuentede celulosa.La levadurade cervezaesun

factor nutricionalde sumaimportancia,ya que es fuentede micro- y macronutrientes

necesariosparaalgunasespeciesdeinsectos(Tsrrsmis,1989).

Tanto el metil p-hidroxibenzoatocomo el ácido sórbico (dietasB y C) o el

formaldehído(dietasDl y D2) seincorporaroncon el fin de inhibir el crecimientode

levaduras,bacteriasy hongosfilamentososen las dietas.

Paraprepararel homogeneizadode raícesde remolachaazucareralas raícesse

lavabanminuciosamentey secortabanen trozos pequeños;a continuaciónse trituraban

con una batidoraeléctrica, añadiendo 1,2 ml de agua destiladapor cada gramo de

remolacha.Estamezclasedistribuíaen recipientesde plásticoy secongelabaa -220C

hastael momentode serutilizado.

El procedimientoseguidoparaprepararla dieta erael siguiente:sedisolvía el

agaren aguadestiladahirviendoy sedejabaenfriar hasta45-500C. En ese momentose

añadían todos los ingredientespoco a poco, mezclándolosbien con una batidora

eléctricadurante1-2 mm. Finalmente,la dieta sedistribuíaen placasPetrí y sedejaba

solidificar a temperaturaambiente.Cadauna secerrabay sellabacon Parafilm® y se

guardabaa-220C hastasuutilización.

3.2.2.Evaluación de la calidad de las dietas

Existen una serie de parámetrosque nos indican la adecuaciónde una dieta

determinadapara la críade un insecto.Paradetectarsi las nuevasdietas(C, Dl y D2)

erannutricionalmenteadecuadasparala críaen laboratoriode A. mariaefranciscaeéstas

seevaluaronteniendoen cuentalos siguientesaspectos(CHAMBERS, 1977; SINGH, 1977,

1983; MOOPE etaL, 1985):

1. Proliferaciónde microorganismosen su superficie (a las condicionesambientales

empleadasen la cría) que puedaninterferir en el desarrollode las larvas, o bien que
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suponganunmanejomáslaboriosode las mismas.

2. Tiempo de desarrolloempleadopor los estados/estadiosinmaduros(huevo, larva y

pupa)asícomo su mortalidaden cadaunade las dietas.

3. Vigor (medidoen fecundidad,fertilidady peso)y proporciónde obtencióndeadultos

obtenidosapartir de larvascriadasendieta artificial. seconsideraronnutricionalmente

adecuadasaquellasdietascon una viabilidad total (desdelarva neonatahastaadulto)

superioral 75%.

4. Presenciade anormalidadesmorfológicasen cualquierade las fasesdel ciclo. La

apariciónde pupasy/o adultoscon deformidadesindica generalmeñtela falta de algún

nutrienteesencialpara que se lleven a cabocorrectamentelos procesosde pupacióny

emergencia.

La periodicidadde los cambiosde cadadieta sedeterminómedianteun ensayo

preliminar para determinarvisualmenteel grado de contaminaciónde la dieta por

microorganismos.Utilizando las mismas condicionesde la cría (ver en el siguiente

apartado)se mantuvieronen las cámarasde cría trozos de las distintas dietasy se

observó su evolución diariamente. Mediante este ensayo pudimos estableceruna

periodicidadde cambio de dieta de 2-3 días para las dietasB, C y Dl para evitar

contaminaciónmicrobianaquepongaen peligro la supervivenciade las larvas,mientras

queeseperiodoseincrementóa 7 díasparala dietaD2.

Para la evaluaciónde cadadieta se empleabanun mínimo de 75 lanasrecién

eclosionadas.Estassecriabande la formaexplicadaen el apartado2.1.

Cuandoel adulto estabatotalmentemelanizadosepesaba.Paradeterminarsu

fecundidad y fertilidad, los adultos se disponían en ponederoscon una hoja de

remolacha.Paracadadieta seemplearon6 ponederoscon 3 parejasde adultoscadauna,

paraasegurarla obtenciónde un númeroelevadode huevos.Unavez por semanaesta

hojase cambiaba,y de la anterior se extraíanlos huevospuestos,que seexaminaban

diariamentepararegistrarel díade su eclosióny la tasade supervivencia.
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Una vez evaluadaslas dietas se eligió la más adecuadaen función de los

parámetrosmencionadosy seprocedióa la cría consecutivade tres generacionesde

larvas con la misma, para conocerla posible pérdida de vigor. Las condiciones

empleadas para todo el ciclo fUeron 24 ±WC 80 + 10%HR y un fotoperiodode 16:8 h

(L:O).

3.2.3.Desarrollo sobrela dieta seleccionada

Una vez escogidala dieta 02 como la mejor de las ensayadas,se criaron dos

generacionesconsecutivasmás (Fi y F2) de lanassobreella. Paracadageneraciónse

utilizaron 75 larvas neonatasprocedentesde adultosobtenidosa partir de las lanas

criadascon la dieta02. Del mismomodo, seestudiaronlas variablespeso,fecundidady

fertilidad de los adultosprocedentesde las dosprimerasgeneracionesde estaslanas,

siguiendolamismametodologíadescritaanteriormente.

3.2.4. Análisisestadísticos

Los valores de fecundidady fertilidad de las generacionesFO y Fi de los adultos

procedentesde lanascriadascon la dieta 02 se compararonmediantela pruebat de

Student. El resto de variables medidas fueron comparadasmedianteanálisis de la

varianza (ANOVA). Previamente,todos los valoresexpresadoscomo porcentajesse

transformaronal arcoseno.Cuandola pruebade la F detectabadiferenciassignificativas

(P<0,05), las diferenciassignificativasentrelas mediasse evaluaronmediantela prueba

de comparacionesmúltiplesdeNewman-Keuls(P’CO,05).
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3.3. RESULTADOS

3.3.1.Desarrollo de A. mariaefranciscaeen distintas dietas

Todalas dietasensayadasfUeron aceptadasen principio por las lanasneonatas

de A. mariaefranciscae, lo cual indica que se consiguieron unas características

aceptablesencuantopropiedadescomo textura,consistenciay contenidoen agua.

La mortalidadtotal (desdela eclosióndel huevohastala emergenciadel adulto)

en la dieta C, en la que se había incrementado la cantidad de ácido sórbico a 0,16%

resultó significativamente más alta que en las otras dietas, sobreviviendo tan sólo un

18,1% de las que comenzaronel ensayo(Tabla3.2). Todaslas larvasque murieron lo

hicierondurantelos estadiosLi y L2, perounavezsuperadoséstosno hubo mortalidad

en L3, L4 ni en las pupas.Fue en estostresestadiosen los únicosque no se obtuvieron

diferenciassignificativasentre las distintas dietas.Por otra parte,tampoco superó las

expectativas en cuanto al número de días que la dieta podía mantenerse sin cambios, ya

que la aparición de microorganismos comenzó a los 2 días de disponerse un trozo nuevo.

Entre las otras tres dietas ensayadasno hubo diferenciás significativas de

porcentajede supervivenciaen ningunade las etapasdel desarrolloni en el total. No

obstante,con la dieta B, utilizada hastael momentoen el laboratorio, seobtuvo un

porcentajede supervivenciaalgo menor(69,3%) que el obtenidocon las dosdietasque

utilizabancomoagenteantimicrobianoel formaldehidoen distintasdosis(85,3% en la

Dl y 77,8%en laD2), y pordebajodel limite quenoshabíamosestablecidodel 75%.

El tiempodedesarrolloempleadoporlosestadioslarvariosL2, L3 y L4 asícomo

el de lapupano sevio afectadoporel usode distintasdietas(Tabla3.3). Sin embargo,el

primerestadiolarvario,al igual queen el casode la mortalidad,pareciósermássensible

al aumentode ácidosórbico (dieta C). De estaforma, la duracióndel estadioLi fue

significativamentemayor en la dietaC que en el resto,dando lugarasí a un incremento

de la duracióntotal (Li-adulto), que mostró diferenciassignificativascon la dieta Dl,

aunqueno con las demás.Entre el resto de las dietasno se encontrarondiferencias

significativasen ninguno de los distintos estadoso estadiosni en la duracióntotal,
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oscilandoéstaentre60,1 díasen la dietaDi y 64,0 díasen la dietaD2.

Tabla 3.2. Tasa de supervivencia de los estadios inmaduros de
A. mañeefranciscae criados en distintas dietas.

Estado del desarrollo

Dieta Li L2 L3 L4 Pupa Li-adulto

B 8i3+53a 94,7+53a l00±Oa 965+1,9a 923+28a 693+93a

C 356+59b 47,8+78b 100±Oa 100±Oa 100±Oa 181+53b

Dl 907+74a 98,6+14a l00±Oa 965+3,Sa 986+14a 853+93a

D2 868+25a 98,4±16a 982+lSa 964+1,8a 962+19a 778+46a

Los valores representan los porcentajes medios de la población ±E. S. que sobrevivieron en cada
estado/estadio (al comienzo de cada uno de ellos se considera un 100%). La última columna representa la
duración desde la eclosión del huevo hasta ¡a emergencia del adulto.
Letras distintas dentro de la misma columna indican diferencias significativas (Pc0,05).

Tabla 3.3. Duración del desarrollo de los estadios inmaduros de
A. marlaefranciscee criados en distintas dietas.

Estado del desarrollo

Dieta
Li L2 L3 L4 Pupa Li-adulto

B 75+Oia 64+0,4a 73+12a 3i2+0,3a i16+04a 628+l9ab

C 113+lSb 6,7±0,9a 6,4±0,7a 312+2,Sa 121+lOa 683+4,5b

Di 69+04a 54+0,2a 63+03a 300+0,8a 123+Oia 601+1,2a

D2 82+Ola 60+0,3a 63+03a 319+i,Oa 113+Ola 640+lOab

Los valoresrepresentanel n0 medio de dias±E.S. que dura cadaestado/estadio.La última columna
representala duracióndesdela eclosióndelhuevohastala emergenciadel adulto.
Letrasdistintasdentrodela mismacolumnaindicandiferenciassignificativas(P<O,05).
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El peso de los adultos que se obtuvieron a partir de lanas criadas con distintas

dietas no difirió significativamente en ninguno de los casos, fluctuando entre 5,8 mgen

la dieta D2 y 6,2 mg en la dieta B (Tabla 3.4). Sin embargo, los adultos procedentes del

campo y en este caso sí se ha visto que éstos últimos pesan significativamente más que

los obtenidos en el laboratorio.

La fecundidady fertilidad no seestudiaronen losadultosde la dietaC debidoa

la alta mortalidad que hubo durante el estado larvario, dando lugar a un número muy

bajo de adultos que hizo inviable un ensayo con ellos. Entre las otras tres dietas no se

encontraron diferencias significativas del número de huevos puestos por hembra durante

todo su periodo de oviposición. Aunqueaparentementelos valoresde fecundidadson

bastantedistintos,esteparámetropresentaunagranvariabilidad enA. mariaefranciscae

y los rangosen los que fluctúa sonmuy amplios,comosepuedeobservaren la Tabla

3.4. Igualmente,hemoscomparadolos datosde fecundidadcon la de adultosrecogidos

del campoen superiodode preoviposición,y hemoscomprobadoquela variabilidaden

estegrupotambiéneramuy alta, no apareciendotampocodiferenciassignificativascon

los otros.

Tabla 3.4. Peso y porcentajes de fecundidad y fertilidad de los adultos de
A. mañasfranciscae procedentes de larvas criadas en distintas dietas y de campo.

Dieta Peso(mg) Fecundidad4 (rango) Fertilidadb

B 6,2 +O 4a 68,4 + 14 4a (28,8-112,7) 963 +0,7a

C 6,0+03a

Dl 6,0 + O la 6i,4 + 10 9a (i8,7-91,3) 95 5 + l,Oa

D2 5,8 +O 2a 51,8 + 9 Sa (40,7-72,7) 977 + 0,4a

Campo 7,2+ O 4b 52,5 + 4 4a (30,7-95,6) 95 6 +0,8a

‘N0 medio de huevos puestos por hembra durante toda su vida ±ES.
~Porcentajemediodeeclosióndelos huevospuestostE.S.

Letrasdistintasdentrodela mismacolunmaindicandiferenciassignificativas (P<O,05).
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Los porcentajesde eclosiónde huevosfUeronmuy altosen todoslos casos,tanto

en los puestospor adultosprocedentesde distintas dietas como en los puestospor

adultosde campo.La fertilidad siemprefUe superioral 95%, y tampocoseencontraron

diferenciassignificativasentrelos distintosgrupos.

A la vistade todoslos resultados,la dietaquenospareciómásapropiadaparala

cría continuada de A. mariaefranciscaeen el laboratorio fue la D2, ya que la

supervivenciadesdela eclosióndel huevohastala emergenciadel adulto fue superioral

75%; la duración de cadauno de los estadioslarvarios y la duración total no se

diferenciaronsignificativamentede la duraciónenotrasdietas; el peso,la fecundidady

la fertilidad tampoco fueron significativamente distintos, y el manejo de la dieta era más

sencillo al tener que cambiar la dieta tan solo una vez por semana.

3.3.2. Desarrollo sobre la dieta seleccionada

Una vez elegidala dieta D2, a la que consideramosla más adecuadasumando

todos los resultados,seprocedióa la cría de tres generacionesconsecutivasde larvas

sobreestadieta. El porcentajede supervivenciatotal (desdela eclosióndel huevo hasta

la emergenciadel adulto) en todaslas generacionesfue siempresuperioral 75% y no

hubo diferenciassignificativasentreellas(Tabla3.5). Tampocolas hubo en ninguno de

los distintosestadioslarvarioso pupasentregeneraciones.

La duraciónmediatotal (Li-adulto) de las tres generacionescriadasen la dieta

D2 osciló entre64,3 díasen la primerageneración(FO) y 68,1 en la tercera(F2) (Tabla

3.6).A pesarde queseveunaligeratendenciaa aumentaren el tiempono se observaron

diferenciassignificativas ni en la duracióntotal ni en la de los diferentesestadios

larvanoso pupasentregeneraciones.

4i



Desarrollodeunanuevadietaartp5cial

Tabla 3.5. Tasa de supervivencia de los estadios inmaduros de
A. manee franciscae criados con la dieta D2 durante tres generaciones consecutivas.

Generación

Estado del desarrollo

Li L2 L3 L4 Pupa Total

FO 86,8 ±2,5 98,4±1,6 98,2 1 1,8 96,4 ±3,5 96,2±i,9 77,8±4,6

Fi 94,7 ±1,3 95,8 ±0,0 95,7±2,5 90,7 ±2,8 96,5±i,7 76,0±4,0

F2 86,7±1,3 96,8±3,2 96,7±1,6 95,1 ±2,7 91,6±3,0 76,0±2,3

Los valores representanlos porcentajesmedios de la población ±E.S. que sobrevivieronen cada
estado/estadio(al comienzodecadauno deellos se consideraun 100%).La última columnarepresentala
duración desdelaeclosióndel huevohastalaemergenciadeladulto.
No seencontrarondiferenciassignificativasenningúncasoentregeneraciones.

Tabla 3.6. Duración del desarrollo de los estadios inmaduros de
A. mañeefrenciscae criados con la dieta D2 durante tres generaciones consecutivas.

Generación

Estado del desarrollo

Li L2 L3 L4 Pupa Li-adulto

FO 8,2±0,4 6,1±0,4 6,4±0,4 323+0,8 11,4±0,2 64,3±1,2

Fi 8,7±0,5 7,0±0,4 7,1±0,4 32,8±1,0 11,1±0,5 66,5±1,0

F2 9,5 ±0,5 6,9±0,3 7,3±0,4 33,0±1,1 i2,l ±0,4 68,1 ±1,2

Li -L4 son los estadios larvarios. Los valores representan el n0 medio de días ±E. S. que dura cada
estado/estadioen las diferentesgeneraciones.La última columna representala duración desde la eclosión
delhuevohastalaemergenciadel adulto.
No sc encontarondiferenciassignificativasenningúncasoentregeneraciones.

A partir de las tres generacionesconsecutivasde larvas criadascon dieta D2,

obtuvimostresgeneracionesdeadultosenlas quesemidieron los valoresde fecundidad
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y fertilidad en las dosgeneracionesde adultosintermedias.

Los pesos de los adultos obtenidosen las tres generacionesno mostraron

diferenciassignificativas,oscilandoentre5,4 y 5,8 mg, valoressimilaresa los obtenidos

tambiénanteriormentecon el restode las dietas(Tabla3.7).

El númeromedio de huevospuestostampocovarió significativamenteentrelas

hembrasde las dos generacionesestudiadas,y lo mismo sucedió con los valores de

fertilidad,queno mostrarondiferenciassignificativasy los valoresfuerontanaltoscomo

los obtenidoscon las otrasdietasy con los adultosde campo.

Tabla 3.7. Peso y porcentajes de fecundidad y fertilidad de los adultos de
A. meriaefranciscae procedentes de larvas criadas con la dieta D2

durante tres generaciones.

Generación Peso(mg) Fecundidad” Fertilidad b

FO 5,8±0,2 51,8±9,5 97,7±0,4

Fi 5,4±0,1 54,9±10,9 94,0±2,0

F2 5,6 ±0,2

• N0 mediodehuevospuestosporhembraentodasuvida±ES.
6 mediodeeclosióndelos huevospuestos±E.5.

No seencontrarondiferenciassignificativasenningúncasoentregeneraciones
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3.4. DISCUSIÓN

De las cuatro dietas ensayadas(incluyendo la B, dieta empleadahasta el

momento en el laboratorio) para la cría en el laboratorio de las larvas de A.

mariaefranciscae,la D2 resultóserla másadecuadaa la vistade los distintosresultados

obtenidos.Si bien en algunasde las variablesno seencontrarondiferenciasentrelas

dietas, la apariciónde microorganismosdejó de ser un problema ya que, o bien su

apariciónseretrasabahastalos 7-8 días, o bien las porcionesde dieta se endurecían

antesde su aparición, lo cual facilitaba en gran medidael manejode estaplaga en el

laboratorio.

Nuestrosdatosse acercana los obtenidospor BASS y BARNEs (1969). Estos

autorescomprobaronque dosisbajasde ácidosórbico+ metil p-hidroxibenzoato(0,5 y

0,4% (p/v), respectivamente),provocabanla mortalidaddel 78%de ‘las lanasde primer

estadiodeGraphognathusspp. (Coleoptera:Curculionidae),y ademásno se apreciabala

inhibición del crecimientode mohos.Con 0,05%de formaldehídosobrevivíael 95%de

las lanas,aunquesi seañadíametil p-hidroxibenzoatola supervivenciaeratan sólo del

2%,peroseinhibía durante15 díasel crecimientomicrobiano.Enotros trabajostambién

ha quedadopatentela dificultad de encontrarun necesariopunto de equilibrio entrela

eficacia del agenteantimicrobianoy la inocuidad para el insect¿(Smou y HousE,

1970b; BURKHoLDER et aL, 1973; KARILUOTO, 1978), especialmentesi el margende

toleranciadelcompuestoen la especieesestrecho.

Los porcentajesde supervivenciade las dietasB, Dl y D2 (~ 69, 85 y 78%,

respectivamente)fueronsignificativamentemásaltos que los de la dieta C, aunquesin

diferenciasentreellos. Estosresultadossugierenque el ácido sórbicoutilizado en las

dietasB y C esmásnocivoque el formaldehídode las dietasDl y D2 paralas lanasde

A. mariaefranciscae.Los resultadosque hemos obtenido respectoal porcentajede

supervivenciasonmuy favorablesen comparacióncon los obtenidosanteriormentepor

otros autores para distintas especiesde curculiónidos. Se han indicado tasas de

supervivenciade entre44-69%paraAnthonomuseugeniiCano (TOBA et al., 1969),58%

paraConotrachelusnenupharHerbst (YONCE et al., 1971), 72% paraHyperapostica
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Gyllenhal(HsiAo y HslAo, 1974a),y 48-63%y 58-81%paraHylobiusradicisBuchanan

y H. pales Herbst, respectivamente(HuN’r et aL, 1992). Sólo las dietas Dl y D2

superaronel límite de supervivenciadel 75% que nos habíamospropuestoen los

objetivosdeestetrabajo.

Las dietasB y C fUeron preparadascon los mismos ingredientes,variandotan

solo la proporcióndeácido sórbicoen relaciónal pesototal de la dieta. El hechode que

la dieta C ocasionarauna alta mortalidadlarvaria (82%), teniendo en cuentaque su

composiciónesla misma,noshacepensarque la dosisempleadahastael momentoen la

dietaestabapróximaal límite de toxicidad de estecomponenteantimicrobianotolerado

por las larvasde A. tnariaefranciscae.Estudiosrealizadospor DUNKEL y REAL (1991)

apuntaronqueel rangode dosisde ácidosórbicousadoen dietasde insectos(0,05-0,5%

en peso),solapaconel rangode suspropiedadesinsecticidas,lo cual,explicael resultado

obtenido,y enestemismo estudioseapuntóquealgunasespeciesde curculiónidos,entre

las que se encuentranSitophiluszeamaisMotschulsky y S. oryzae(L.) (Coleoptera:

Curculionidae),sonmuy sensiblesal ácidosórbico,el cualesutilizado en algunoscasos

para el control de plagas de coleópterosde almacéndebido a sus propiedades

insecticidasademásde fungicidas(BAKER y MABlE, 1973;DUNKEL et al, 1982;DUNKEL

y REAL, 1986). Por el contrario, los niveles de formaldehídoensayadosno mostraron

ningún efectonegativosobrela tasade desarrolloy la supervivenciade las larvas.Por

otraparte,la altamortalidadde las larvasocasionadaal utilizar la dietaC sólo sedio en

Li y L2. Estehechopodríaindicar que, o bien los primerosestadioslarvariosson más

sensiblesaestecomponente,o bienel ácidosórbicotieneun efectonegativorelacionado

directamentecon el pesodel insecto,lo cual nosparecemásprobable.En estecaso,el

menor pesode los estadiosmás pequeñosdaría lugar a la presenciade una mayor

proporciónrelativade agenteantimicrobianocon el consecuenteaumentodemortalidad.

Atendiendoa laduraciónde los distintosestadosdel desarrollo,de nuevola dieta

menosfavorablefue la C, con 2 g de ácido sórbico (0,16%p/p), ya que la duracióndel

estadioLI fue significativamentemás largaque en el resto, y también sedetectaron

diferenciassignificativasentrela duracióntotal (Li-adulto) de las dietasC y Dl (68,3y

60,1 días, respectivamente).Del mismo modo, OuYE (1962)observóque la adición de
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ácido sórbico con metil p-hidroxibenzoatoen la dieta de Pectinophoragossypiella

(Saunders)(Lepidoptera: Gelechiidae) produjo una duración significativamentemás

larga de los estadoslarvario y pupal que la adición de formaldehido y metil p-

hidroxibenzoato.DUNKEL y REAL (1991) indicaron que cambiosmuy pequeñosen la

concentraciónde ácidosórbico puedendar lugar a grandesdiferenciasen su actividad

insecticida.Estosresultadosnos llevarona rechazardesdeestemomentoel incremento

deácidosórbicoen ladieta(dietaC) parael controlde los microorganismos.

Los pesosde los adultosobtenidosa partir de las larvascriadasen las distintas

dietasno reflejarondiferenciasentreellos, comoseha observadoen algunosinsectosal

emplearagentesantimicrobianosen su dieta (STNGH y HOUSE, 1970a), y lo mismo

sucediócon los valoresde fecundidady fertilidad, lo cual nos indicaque los individuos

que sobrevivieronlos estadiosmás sensiblesa la dieta (que resultaronserLi y L2)

continuaronsudesarrollosin problemas,no viéndoseafectadasni la reproducciónde los

adultosni la viabilidad de los huevospuestos.La reducciónde pesode los adultos

criadoscondietaen el laboratoriorespectoal pesode los adultosde camposugiereque

su crecimientoen algunafase de su desarrollono estan eficaz como en condiciones

naturales.Sin embargo,tanto los valoresde fecundidadcomo los de fertilidad fueron

similares.

En algunostrabajosse habíancitado casosde deformidadesen algunade las

fasesdel ciclo al variaralgúncomponentede las dietas.HUNT et aL (1992)encontraron

que el cambio de uno de los ingredientesde la dieta provocóla formación de élitros

retorcidos y deformes en Hylobius radicis Buchanan (Coleoptera: Curculionidae).

Igualmente,THoMAS (1969)observóun incrementodel númerode adultosde Hylobius

pales Herbst deformesa causadel cambio de uno de los ingredientesde su dieta

habitual. Sin embargo,en ninguno de los estadoso estadiosde A. mariaefranciscae

criadoscon distintasdietaspudoapreciarseanormalidadmorfológicaalguna,indicando

que las dietas conteníantodos los nutrientesesencialesparael correctodesarrollodel

insecto.

A la vista de los resultadosreferentesa la supervivencia,tiempo de desarrollo,

pesode los adultos,fecundidady fertilidad,y teniendoen cuentael tiempoquenecesitan
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los microorganismosparadesarrollarsesobrela dietae interferir en el normaldesarrollo

de la cría, se eligió la dieta D2 para la cría continuadaen el laboratorio de A.

mariaeftanciscaeya que, pesea no presentardiferenciassignificativascon otrasdietas

(B y Dl) en los parámetrosestudiados,los cambiosdedietasepuedenrealizarcada7-8

días,haciendoel manejomássencillo.

Algunos estudios habían puesto de manifiesto previamenteque, aunque la

primerageneraciónde larvascriadasconuna determinadadietao los adultosresultantes

no sufrieran ningún tipo de anomalía o irregularidad en su desarrollo, las siguientes

generacionessí podíanverseafectadasporalguno de sus componentes.En estesentido,

BoUSH et al (1968) detectaronuna alta mortalidaddel primer estadiolanario de la

segundageneraciónen Attagenusmegatoma(E) y Trogodermavariabile Ballion (=
parabileBeal) (Coleoptera:Dermestidae)alimentadascon unadietaque conteníaácido

sórbico, a pesarde que en la primera generaciónno se observaronefectosnegativos.

Igualmente,al tratar adultosde distintas especiesde coleópteroscon ácido sórbicose

observóuna alta mortalidadde la generaciónFi de larvas(DUNKEL et aL, 1982). Por

estemotivo se procedióa la cría de tres generacionesconsecutivasde larvas con la

mejorde las dietasensayadas,esdecir, laD2.

Los resultadosrevelaronqueen el transcursode las generacionesno seproducía

una reduccióndel porcentajede supervivencia,ni en los distintos estadoso estadiosni

en el total (Li-adulto), superandoen todos los casosel 75% de supervivenciadesdela

eclosióndel huevohastala emergenciadel adulto, lo cual nos indica que estadosis de

formaldehidoen la dieta no superalos límitesde peligro parala supervivenciade esta

especie.

La cría de A. mariaefranciscaecon la dieta D2 durantetres generaciones

consecutivasno ocasionóun alargamientodel tiempo de desarrollode larvasy pupas,

sino quela duraciónde cadaestadoo estadiose mantuvoconstante.En la duracióntotal

(Li-adulto) se puede intuir una ligera tendenciaa aumentar a lo largo de las

generaciones,peroestadísticamenteno seobtuvierondiferenciassignificativas.Porotra

parte,el periodolanariototal no haaumentadomásde un 25%en relaciónal testigo (en

estecaso, la primerageneraciónFO), no superandopor tanto el nivel de seguridaddel
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agenteantimicrobianoque nos llevaríaa rechazarlo,tal como seindica anteriormente

(ver apartado3.1.).

Igualmente,el pesode los adultosno disminuyó en las generacionesFi y F2, lo

cualhubierasido un indicio de que la dietano se adecuabaa las necesidadesdel insecto

(MooRE et aL, 1985). En las dos generacionesintermediasobtenidasel número de

huevospuestospor hembray su porcentajede eclosióntampocosediferenciaron,y no

seregistraronanomalíasmorfológicasenningúnmomentodel desarrollo,con lo cual se

demuestraque en estasgeneracionesno hahabidounapérdidade vigor de la población.

Los resultadosobtenidosen la cría de tres generacionesconsecutivasde larvas

con la dieta D2 nos han demostradoque esta dieta cumple los requerimientos

nutricionalesque necesitaestecurculiónido parasu correctodesarrolloy reproducción.

Ademásde suscaracterísticasnutricionales,la ventajamássigniflcaiiva de estadietafue

su capacidadde mantenerselibre de microorganismosdurantemás de una semana

manteniendola texturay consistenciaadecuada,lo cual disminuyóla mortalidaddebida

al excesode manejocon el consiguienteahorrOde tiempo. Todasestasventajasnos han

llevadoa aceptarlaparael mantenimientode A. rnariaefranciscaeen el laboratorio.
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Efecto de la temperatura y
el fotoperiodo sobreel
desarrollo larvario de
A. mariaefranciscae

4.i. INTRODUCCIÓN

Las condicionesfisicasy biológicasadecuadasparael desarrolloy reproducción

de los insectosgeneralmente se dan sólo durante períodos concretos del año. Como

consecuencia,los insectos,condicionadosen granmedidapor factoresambientalestales

comola temperatura,el fotoperiodo,la humedady la disponibilidadde alimento,deben

ajustarsusciclos a los momentosmás favorablesparala realizaciónde susfunciones,y

por este motivo muchas especiesexperimentanla detención de algún estado de

desarrolloo diapausa(sensulato) (TAUBER y TAUBER, 1976).

La adaptabilidad fisiológica y de comportamiento de los insectos a las

condicionesambientalesque cambianestacionalmente,esdecir, que serepitentodoslos

aflos en las mismasfechas,seexplicaengran medidadgraciasa unavariableambiental

queinfluye decisivamentesobremuchasespeciesde insectos:el fotoperiodo.Estefactor

tiene especialimportanciacomo indicador de la estacióny es utilizado por muchos

insectoscomo “factor clave” parael comienzode su diapausadebidoa su predecibilidad
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(TAURER et al., 1986). El fotoperiodoactúano sólo sobrelas adaptacionesestacionales

de los insectos,(BECK, 1983; TAUBER et al., 1986) sino tambiénsobresu tiempo de

desarrollo(FANTINOU etal, 1996;McGREGoR, 1997).

Porotraparte,numerososestudioshanreflejadoquela temperaturaesuno de los

factoresquemásafectanal desarrollolarvario y a la supervivenciade los insectos(ROE

et al., 1985; SMITH y WARD, 1995; CHECHLACZ, 1998). La relaciónentredesarrolloy

temperaturaestábien establecida,y uno de los hechosmásprobadosen la fisiología de

insectoses que, normalmente,al aumentarla temperaturaaumentael metabolismoy la

tasade crecimientode las larvas.No obstante,la temperatura,al igual que el restode

variablesabióticas,no actúaaisladamente,sino que sus efectossobrela biología del

insecto se relacionandirectamentecon la influencia que ejercenel resto de factores

ambientales,y puedenversemodificadospor éstos.Ademásse ha comprobadoque en

algunasespecieslos efectosdel fotoperiodoy la temperaturapuedeninteraccionarentre

ellos, provocandointerferenciaso un efectosinérgicoen la respuestadelinsectoadichas

variables(CHIPPENDALE y REDDY, 1973; BELL y BOWLEY, 1980; FANTINOU et aL,

1995).

Estudiosde modelizaciónllevadosa cabocon A. mariaefranciscaesobresu tasa

de desarrolloen funciónde la temperaturahan mostradoque el rangode temperaturasen

el que los estadiosinmadurospuedencompletarsu desarrolloesmuy estrecho(entre20

y 300C) (MARCO et al., 1997). En A. mariaefranciscaeno existendatos acercade la

influenciaquetieneel fotoperiodosobresu desarrollo,ni tampocosi ambosfactores,la

temperaturay el fotoperiodo,interaccionande algunaforma sobrela adaptaciónde las

larvas al ambiente.Con el fin de aumentarla informacióndisponible de estaespecie

hemosabordadolos siguientesobjetivos:

1) Determinarcómo varía la supervivencia,el tiempo de desarrollo larvario y el

porcentajedepupacióndeA. mariaefranciscaeen condicionesconstantesde fotoperiodo

y temperatura.

2) Comprobarsi existeninteraccionesentreel fotoperiodoy la temperaturaque puedan

afectaral desarrollode la larva.
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4.2. MATERIAL Y MÉTODOS

4.2.1.Procedimientosgenerales

Con el fin de deteminarla influencia de cada variable sobre el desarrollo

larvario, todos los estadioslarvarios (de Li a L4) se expusierona dos condiciones

constantesdistintas de fotoperiodo y de temperatura, dando así lugar a cuatro

combinaciones.Las temperaturasusadasfUeron26 + WC, temperaturacercanaal óptimo

paralacría de las larvas,y unatemperaturasubóptima,22 + WC (MARCO et al., 1997),

ambascombinadascon un fotoperiodode día largo(16:8 h = DL) o de díacorto(9:15 h

— DC) (Luz:Oscuridad)hastaqueseprodujola pupación.Deestaforma, el experimento

se realizó simultáneamenteen cuatro cámarasde cría a las siguientescondiciones:

260/16:8 (26DL), 260/9:15 (26DC), 220/16:8 (22DL) y 220/9:15 (22DC), todos a 80±

10%HR. Paracadatratamientoseemplearonun mínimo de 50 larvas.

4.2.2.Análisis estadísticos

Los tiemposde desarrollode cadaestadiolarvario y el total en cadauna de las

combinacionesde temperaturay fotoperiodo se compararon mediante ANOVAs

simples.Paraestudiarlas interaccionesentrela temperaturay el fotoperiodosobreel

tiempo de desarrolloserealizaronANOVAs de dosvías paracadaestadioen los cuatro

tratamientosdistintosque resultaronde la combinaciónde estascondiciones(SOKAL y

RoHLF, 1979).

4.3. RESULTADOS

La evoluciónde la poblaciónde larvas siguió patronesdistintosdependiendode

las condicionesa las quese llevó acaboel experimento(Figura4.1).Los porcentajesde

mortalidad en Li, L2 y L3 (no representadosen la figura) para cada uno de los

regímenesoscilaronentreel 3 y el 7%.
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El patrón de desarrollode los tres primerosestadioslarvariosfUe similar en las

cuatro condiciones. Por el contrario la forma de L4 varió dependiendo de las

condiciones.En condicionesde día largo (Figuras4.1 A y C) el patrón seguidoes el

mismo que el de los tres primerosestadios,aunquea 220 se produjo un retrasoen el

tiempo de desarrollocomo podía esperarsede una temperaturainferior. Sin embargo,

bajo un fotoperiodode día corto (Figura4.1 B y D) siguieronunatendenciadistinta. A

26~ sufrió una elongaciónde una pequeñaporción de la poblaciónen relación al

fotoperiodode día largo, y estegrupo (un 20% del total) sobrevivió durantemucho

tiempo, aunqueno fUeron capacesdepupary fueron muriendoprogresivamente.A 220

las diferenciasseacentuaron,y un alto porcentajede la poblaciónde L4 experimentóun

acusadoalargamientodel tiempode desarrollo.

Los porcentajesde la poblaciónque llegarona puparfUeron altosa 260C (98 y

84% para26DL y 26DC, respectivamente)y a 22DL (91%). Sin embargo,a 22DC tan

solo pupóun 2% de la población.

El tiempode desarrollolarvario deA. mariaefranciscaeen cadaunade las cuatro

combinacionesdistintas de temperaturay fotoperiodo empleadasen este estudio se

muestraen la Tabla 4.1. Las larvas criadas en distintas condiciones ambientales

mostraron notables diferencias en sus tiempos de desarrollo. Entre los cuatro

tratamientos,la duraciónmás breveparacompletarel estadolarvario se consiguióa

260/16:8,con un total de 52,5 días. Si tomamosestascondicionescomo referencia,el

tiempo de desarrollolarvario aumentóun 23% a 260/9:15y un 71% a220/16:8,debido

básicamenteal incrementode laduracióndel estadioL4 en amboscasos.Las duraciones

mediasde los estadiosLi, L2 y L3 en las condiciones26DL, 2ÓDC y 22DL tuvieron

valoresmuy próximos,existiendosólo diferenciassignificativasenel primerestadio,en

quea 26DL la duraciónfue menor.

A 22DC los tiemposde desarrollose prolongaronen los tres primerosestadios,

pero donde seobservóla mayor diferenciafue en L4. Si en condiciones22DL estas

larvasnecesitaronuna media de 61,9 dias paracompletaresteestadioy todala etapa
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larvariaduró 89,7 días,a 22DClas larvas de último estadiosobrevivieronunamediade

112,8días,muriendofinalmentecasitodas.

Tabla 4.1. Tiempo de desarrollo de los estadios larvarios de A. miniefranciscee
criados a dos temperaturas y fotoperiodos

r(0C) Fotoperiodo n Li L2 L3 L4 L1-L4

26 16:8 63 8.8±0.4a 7.3±0.3ab 7.1 ±O.2a 28.8±0.Sa 52.5±0.8a

26 9:15 63 l0.6±0.4b 7.0±O.3a 8.2±0.4a 39.2±2.6b 64.3±2.7b

22 16:8 58 11.4±0.4b 7.7±0.3ab 7.5±0.3a 61.9±1.5c 89.7±1.6c

22 9:15 52 11.9±0.4b 8.1±0.4b 10.5±0.5b*1128±37d *1447±39d

Los datosrepresentanel númeromediodedias±ES.
Los valoresmediosdentro de la misma columna seguidospor letrasdiferentespresentandiferencias
significativas(P <0,05).
* Los valoresdeL4 a 220 dc temperaturay 9:15 h de fotoperiodose refierenal númerode díasque las
larvassubsistieron,ya quesólo un 2%puparon.

La Figura 4.2 muestrael tiempo que emplearonlas larvas L4 para pupar, a

excepciónde las larvasen condiciones22DC.En estecasoel porcentajede pupaciónfue

tan solo deun 2%, y los valoresque semuestranserefieren al númerode díasque las

larvassubsistieronen el estadioL4 antesde morir. A 26DL la duraciónde las larvasL4

fUe siempremenorde 50 días.A 26DC el 74%de las larvasL4 puparonen menosde 50

días, y el 15% superaronlos 90 días. A 22DL el tiempo de desarrollode las larvasL4

fue superiora 50 díasen el 85% de la población,pero en ningún caso superaronlos 90

días.
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Figura 4.2. Duración del cuarto estadio larvado de A. mariaefranciscae en distintas
condiciones de temperatura y fotoperiodo

Teniendo en cuenta las cuatro combinacionesde condicionesconstantesde

temperaturay fotoperiodopudimoscomprobarque existíauna interacciónsignificativa

entreambasvariablesen L3 y L4 (F = 8,6 y F = 82,5, respectivamente;P < 0,05),

aunquefue en L4 dondeesta interacciónse hizo másclara, afectandofuertementeal

desarrollo.
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4.4. DISCUSIÓN

Los patronesde la evolución de las distintaspoblacioneslarvariasfueron muy

distintosen funciónde las condicionesdetemperaturay fotoperiodoensayadas.

Las razonespor las que se produjo la alta mortalidad observadaen L4 en

condicionesde fotoperiodo de día corto son desconocidas.Algunas de estas larvas

parecían tener daños en el tegumento. Sin embargo, no se observaron mudas

supernumerariascomosucedeen otro insectos(FANTINOU et aL, 1996),quelas hubiera

podidoprotegerel tegumentocontralas infecciones(ZACHARTJK, 1973).

Los resultados obtenidos sugieren que la capacidad para pupar depende

mayormentede las condicionesdefotoperiodoalas quetiene lugarel desarrollolarvario

(bien en su totalidad, o bien en un supuestoestadosensible),aunqueel tiempo de

desarrolloen L4 pareciódependerfundamentalmentede la temperaturay, en menor

medida,del fotoperiodo.Experimentosprevioshan demostradoquela temperaturabase

que precisael estadioL4 deA. mariaefranciscaepara completarsu desarrollo fue de

16,10C. Las condicionesde temperaturay fotoperiodoen el sur de Españase muestran

en la Figura 4.3, en la que se ha señaladoel periodo aproximadode tiempo que

transcurre,segúnlos datosde campo,entrela emergenciade las primeraslarvashastael

comienzode la pupación(AYALA et aL, 1994). El último estadiolarvario seencuentra

en el campoa lo largode mayo y junio, coincidiendocon el mayornúmerode horasal

día del año (unas 15 horasaproximadamente,desdela salidahastala puestadel sol),

mientrasquelos estadiosmásjóvenesaparecencuandola temperaturamediadel díaes

inferiora 150C, y hayunas12 horasde luz al dia. Deestaforma, podríamosesperarque

la duración del estadolarvario en el campofuera similar a la que se producea las

condiciones26DL, ya que los tres primeros estadioslarvariospermitieronun amplio

rango de variabilidad en las condicionesde temperaturay fotoperiodo. El estrecho

margendevariacióndeestosdosfactorestoleradoporlas larvasL4 paracrecery pupar,

unido al largo periodo de preoviposiciónque necesitanlos adultospara comenzara

ponerhuevos,nuncainferior a 60 días (ver capituloanterior),hacenmuy dificil que se

produzcamásdeunageneraciónde estaplagaporaño.
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La mayorpartede la variabilidadencontradaen el tiempo de desarrollode las

larvas de A. mariaefranciscaecriadasbajo distintas condicionesde luz puede ser

atribuidaa laprolongacióndel estadioL4, en el cualel fotoperiodode díacortoprodujo

un importanteretrasoen lapupacióno la detencióndel desarrollo.Dehecho,secreeque

el fotoperiodoesel principal factor indicadorutilizado por la mayoríade los insectos

para adaptarsecon antelacióna los cambiosambientalesestacionales,debido a su

predecibilidad(TAUBER etal, 1986).
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encuentra la mayor partede las larvas en el campo (Ayala, 1994>
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Existen numerosasevidenciasde que algunos insectospuedenprolongar su

período larvario para sobrevivir en periodos del año con condicionesambientales

adversas. Como ejemplo en coleópteros, Graphognathus leucoloma (Boheman)

(Coleoptera:Curculionidae)fue capazde mantenersedurantelargosperíodosde tiempo

en condicionesdesfavorablesin alimentoalargandoel primer estadiolarvario (GouoH y

BROWN, 1991). IgualmenteELLSHURY (1991) encontróen Languria mozardiLatreille

(Coleoptera:Languriidae)queel último estadiofue significativamentemáslargoquelos

demás.En estecasoel autor sugirió que estehechopodría estarrelacionadocon una

adaptaciónque permitiría al insectosubsistiren condicionesadversasy sincronizarsu

ciclo vital con el de la plantahospedadoraparaunamejoradaptaciónal ambiente.Otros

estudioshan demostradoque las larvaspuedenreaccionarde distintosmodos frentea

fotoperiodosde día cono. En la mayoríade las regionestempladas,la exposicióna

fotoperiodos de día corto es el factor que induce la diapausaen los insectos

(WIGOLESWORTH, 1972). EnSesamianonagrioides(Lefebvre) (Lepidoptera:Noctuidae)

se indujo una diapausafacultativa que se caracterizópor un alargamientodel periodo

larvario (EIZAGUfflRE et al., 1994; FANTJNOU et aL, 1995), y en Phyllonorycter

mespilella(Húbner)(Lepidoptera:Gracillariidae)el fotoperiodode díacortoprolongóel

períodode alimentación,probablementeparaacumularuna mayor cantidadde reservas

(McGREoow 1997). En nuestroestudiolas larvasL4 que detuvieronsu desarrolloen

condicionesde fotope¡iodode día corto permanecieroninmóviles, sin alimentarse,a

partir de los 50 díasaproximadamente,lo cual se podríaconsideraruna adaptacióna

condicionesambientalesadversas.No obstante,seríannecesariosnuevosexperimentos

en condicionesde fotoperiodocambiantesparapoder confirmar la existenciade algún

tipo deadaptaciónestacionalen el último estadiolarvario deA. mariaefranciscae.

Sedetectóuna interacciónsignificativa entrela temperaturay el fotoperiodoen

L3 y L4. Otrosautores(CHiPPENDALEY REDDY, 1973; GANQAVALLI y ALINIAZEE, 1985;

TAUBER et al., 1986; HODEK y HODKOVÁ, 1988; BROWN y PHILLIPS, 1990, 1991)han

indicado que las interaccionesentre ambasvariables pueden afectar al tiempo de

desarrollode muchasespeciesde insectos,así como al desarrollode la diapausasi ésta.

En nuestroestudioestainteracciónentrefotoperiodoy temperaturaesmuy claraa 220C
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en condicionesde fotoperiodode díacorto, ya que se detuvoel desarrolloen el último

estadiolarvario, aunqueprobablementesi sehubieranrevertido las condicionesde luz o

de temperaturalas larvashubieransido capacesde pupar.

Como conclusiónpodemosdecir que tanto la temperaturacomo el fotoperiodo

influyenenel tiempodel desarrollolarvario deA. mariaefranciscae.El largoperiodode

desarrollode las larvas en el último estadiopareceestarinfluenciadosobretodo por la

temperaturay, en menor medida, por el fotoperiodo,mientrasque el porcentajede

pupaciónfue determinadoen primer lugar por el fotoperiodo y modificado por la

temperatura.Existen interaccionesentreambasvariables,que afectanprincipalmenteal

último estadio larvario. Sería necesario llevar a cabo nuevas investigacionescon

condicionescambiantesde temperaturay fotoperiodoparapoderaclarare interpretarel

papel de las fluctuacionesde estasdos variables en la respuestadel insecto, y para

determinarla causaque provocala detencióndel desarrollo,que puedeserdebidobien

al efectode las condicionesadversassobrelos procesosmetabólicos,o a cambiosen el

sistemaneuroendocrinoque conducenaunadiapausafacultativa.
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CAPÍTULO 5

Biología de la reproducción
deA. mariaefranciscae

5.1. INTRODUCCIÓN

La capacidadreproductorade una determinadaespecieno esfácil de determinar.

Observacionesde la puestatotal de las hembrasraramentedan una visión real del

potencialreproductorde una especie,ya que existeun gran númerode factores,tanto

internoscomo externos,que influyen en la produccióntotal de huevos.El factor más

importantees la nutrición, seguidade factoresambientalescomo la luz, la temperaturay

la humedad,que actúande forma directa y tambiénindirecta,a travésde sus efectos

sobrelaalimentacióny el apareamiento.

La oviposición, además,implica una seriede respuestasporparte de la hembra

que resulta en la selección de un sustratoy lugar adecuadopara la puesta. El

comportamientodeoviposiciónde las hembrasde los insectosestáinfluenciadoporuna

gran diversidadde estímulos, e igualmente existen determinadascaracterísticasdel

hospedadorque modifican negativamentesu conducta. Un ejemplo lo podemos

encontraren Anthonomusgrandis, en el que la utilización de una determinadavariedad

de algodónresultóen unareducciónen un 40%de su puesta(KOGAN, 1975).
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La temperaturaes uno de los factoresabióticos con más influencia sobre los

organismosvivos, afectandoen los insectosa parámetrostales como el tiempo de

desarrolloy la longevidad (REICI-IENBACH y STARs, 1984; MASON y MACK, 1984;

LEATHER, 1994),pero tambiéna parámetrosrelacionadoscon la reproducción,como la

duracióndel periodoprerreproductor,la fecundidady la fertilidad (MoscARDI et al.,

1981;LEFEVERE y DE KORT, 1989;LEATEER, 1994).El fotoperiodotambiéncumpleun

importantepapel en la reproducciónde los insectos,ya que en muchos casoses el

principal factor desencadenantede los mecanismos que inducen una diapausa

reproductiva,fenómenoextendido entre distintos órdenesde insectos,que ajustala

reproducciónal momento con las mejores condiciones para que ésta se produzca

(TAUBER etaL, 1986;voss etaL, 1988;LENGA y HIJEJNARD, 1992;SUMMY et aL, 1993;

TAYLOR etaL, 1995).

A. mariaefranciscae puede considerarseuna especie con un rango de

hospedadoresmuy restringido a raíz de los resultadosobtenidospor MARCO et al.

(1998b),quienesobservaronqueestaespeciesólo sealimentabay haciasupuestasobre

la remolachaazucareray en menormedidasobrela acelga,ambassubespeciesde Beta

vulgaris L. Sin embargo,existenpocosdatossobrelos parámetrosreproductoresde este

curculiánido,que seriande destacadointeréspara el control de la plaga. Esteestudio

persiguecuatroobjetivosprincipales:

1) Analizarquépartede la remolachaazucareraesla que seleccionanlas hembrasde A.

mariaefranciscaecomo sustratode oviposición.

2) Estudiartodo el periodoreproductorde los adultosen dos condicionesdistintas de

fotoperiodo.

3) Explorar el efecto de distintas variables sobre la fecundidady fertilidad de =4.

mnariaefranciscae.

4) Determinarla distribuciónde la puestaen el tiempo.

Con la realizaciónde todos estosobjetivos, en condicionesde laboratorio, se

pretende conocer más detalladamentela biología de la reSroducción de este

curculiónido, así como aumentar la eficiencia de la producción de insectos en el

laboratorio.

61



Capitulo 5 Biologíade la reproducción

5.2. MATERIAL Y MÉTODOS

5.2.1.Procedimientosgenerales

ParaesteestudioseemplearonpoblacionesdistintasdeA. mariaefranciscae:

- para estudiarla preferenciadesustratode oviposición seutilizaron adultosde

una población de 500 individuos recogidosen su periodo prerreproductor(población

Pl).

- para estudiarla biología de la oviposición en distintos fotoperiodosy cómo

influyendiferentesfactoresen la fecundidady fertilidad de la espec~esecapturaronunas

1.000prepupas(poblaciónP2).

- porúltimo, unos 1.000 adultosfrieron capturadosen cinco fechasdistintasdel

año (capturasCl, C2, C3, C4 y CS) en un cultivo de remolachaazucarerade Santaella

(Córdoba)paradeterminarel númerode huevosque ponenen fUnción del momentodel

ciclo en el queseencuentran.

Lasprepupasde la poblaciónP2 semantuvieronen dietaartificial a 26 ±FC, 75

+ 10% HP. y un fotoperiodo de 16:8 h (L:O) hasta su pupación. Las pupas se

mantuvieronen las mismascondicioneshastala emergenciadel adulto.

Los adultos (1 o 3 parejas,dependiendodel experimento)se disponían en

ponederosa las condicionesde temperaturay fotoperiodorequeridasen cadacaso. Una

vez porsemanaseextraíanlos huevospuestosen la plantao la hojade remolachay se

traspasabana cajitas de plástico donde se manteníana las condicionesrequeridaspor

cadaexperimento,hastael momentoen queeclosionaban.

La ‘fecundidad sehaconsideradocomo el númerode huevospuestosporcada

hembradurantetodasuvida, y la “fertilidad” como el porcentajede huevospuestospor

hembraqueeclosionaban.

62



Capitulo5 Biologíade la reproducción

5.2.2.Preferencia del sustratode oviposición

Con el fin de conocerquépartede la remolachaerapreferidapor los adultosde

A. mariaefranciscaeparaponer los huevos,serealizaronensayosde no-preferenciaen

ponederos.En los ponederosseinsertabanbienunahojasueltade remolacha,o bienuna

pequeñaplantade remolachacon treshoja, y tambiénseestudiabala distribuciónde los

huevosen las diferentespartesdecadasustrato,de acuerdoal siguienteesquema:

Hoja Sobrela superficiedel suelo

Bajo la superficiedel suelo

Planta Raíz(excluyendola corona)

Corona

Hoja

La distribución de los huevos en cada una de estas partes se observó

semanalmentehastael final del periodode oviposición(~ 90 dias).

Parala realizacióndeesteensayo,encadaponederosedisponíantresparejasde

adultosde lapoblaciónPl, a 26 + FC 75 ±10%HR y a fotoperiodo16:8 h (L:O), y se

hicieronun total de seis réplicasparacadauno delos sustratos.La Tabla5.1 muestralas

condicionesambientalesen queserealizaronlos distintosexperimetitos.

5.2.3.Biología dc la oviposicióna distintosfotoperiodos

Para estudiar la oviposición de A. mariaefranciscaeen dos condiciones de

fotoperiodo distintas se dispusieron 20 parejas de adultos de la población Pl

individualizadasen ponederosendos cámarasdecría a26 + FC 75 ±10%HR y a dos

fotoperiodosdistintos cadauna: 16:8 y 9:15 h (LO), respectivamente,con una hoja

sueltade remolachaazucareraque secambiabacadasemana.Paradeterminarsi el peso

de la hembraserelacionabacon su fecundidad,las hembrasde A. mariaefranciscaese

pesabanuna semanadespuésdesuemergencia.
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Capítulo5 Biologíade la reproducción

Paraevaluarla duraciónde las distintas fasesreproductorasse dividió la etapa

adultaen tres periodos:a) periodo de preoviposición,que comprendeel intervalo de

tiempo que pasahastaque los adultoscomienzana ponerhuevos,y duranteel cual los

adultossealimentany estánactivos;b) periodo de oviposición, que es el intervalode

tiempo en el queponenhuevos,y c) periodode postoviposición,que seprolongadesde

queterminalaoviposiciónhastala muertedel individuo.

Este experimento se realizó con la población P2 procedente del campo

(capturadoscomo prepupas),para saber con exactitud la duración del periodo de

preoviposición, así como la longevidad de los adultos. Igualmente, se estudió la

supervivenciade los machosy hembrasadultosa lo largo del tiempo,comparandosela

mismaentrelos dosfotoperiodos.

5.2.4. Influenciade la temperaturay la densidaden la fecundidad

Para estudiar cómo influye la temperatura en la fecundidad de A.

rnariaefranciscae,se dispusieronparejasde adultosde la poblaciónC2, los cualesno

habíancomenzadosu periodode oviposición. Se dispusierontres parejasporponedero,

conunahojade remolacha,en cuatrocámarasde críaa 75 ±10%HR, fotoperiodo16:8

h (L:O), y 10, 15, 20 y 26 ±FC de temperatura,respectivamente.Paracadatemperatura

sehicieronseisrepeticiones(Tabla5.1).

Porotraparte,parael estudiode la influenciade la densidaden la fecundidadse

distribuyeron1 o 3 parejasde adultosde la poblaciónP2 en ponederosconunahojade

remolacha,a 26 ±FC, 75 ±10% 1-IR, y fotoperiodo 16:8 h (L:O). El número de

repeticionesfUe de20 y 6 cuandopara1 y 3 parejas,respectivamente(Tabla5.1).
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5.2.5. Oviposicióndeadultoscapturadosendistintosmomentosdel año

Parallevar a caboesteestudiosecapturaronadultosen cinco fechasdistintasdel

año: noviembre(capturaCl), diciembre(C2), febrero(C3),abril (C4)y junio (CS).Para

cadauna de las fechassepusieron3 parejasde adultospor ponedero,con una hoja de

remolachaquesecambiabacadasemanaa 26 + 1 0C 75 + 10%1-IR, y fotoperiodo16:8

h (L:O), y sehicieron6 repeticiones(Tabla5.1).

5.2.6.Análisis estadísticos

Los patronestemporalesde supervivenciade los adultosa los dos fotoperiodos

estudiadosseresumieronmedianteel ajustea unadistribución de frecuenciasWeibull

(PII~DER et aL, 1978),que expresala probabilidadde sobrevivirauna determinadaedad

4 cuyaecuaciónes:

«/b)0
S(t)=e

dondeS esel númerode supervivientes(fraccióndel total) a cadatiempo 4 y b y o son

constantes.La calidaddel ajustese evaluémedianteel coeficientede determinaciónde

lacurva,n?,dadoporel programaTableCurve2D (JANDEL Co., 1994).

Paracompararlos valoresmediosde pesode las hembras,fertilidad, longevidad

y duraciónde los periodosreproductoresa dosfotoperiodosdistintosseusó la pruebat

de Student.Paraestimar la dependenciade la fecundidaden relación al peso de las

hembrasencadaunade las condicionesde fotoperiodosehicieronanálisisde regresión

lineal simples.Paraexaminarla intensidadde la asociaciónentrelas variablesduración

de los periodos de preoviposición, oviposición y fecundidad’ se calcularon los

coeficientesde correlaciónr no paramétricosde Spearman.Los valores medios de

fecundidadde los adultosexpuestosa diferentes fotoperiodosy densidad(númerode

parejasporponedero)secompararonmedianteel testno paramétricode Mann-Whitney.

Paracompararel númerode huevospuestosporadultosexpuestosa cuatrotemperaturas

diferentesserealizaronANOVAs, y cuandohabíadiferenciassignificativas(testde la F;
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P’cO,05)las diferenciassignificativasentremediasse establecieronmedianteel test de

comparacionesmúltiplesde Newman-Keuls(STATGRAPHICS, 1997).

5.3. RESULTADOS

5.3.1.Preferenciadel sustratodeoviposición

Porlo generallos huevosde A. rnariaefranciscaeerandepositadospor lahembra

individualmenteen el interior de los agujerosrealizadoscon el rostroparaalimentarse,

queposteriormenteobturabanmediantesecreciones.La distribuciónde los huevosen las

distintaspartesde la plantay la hoja sueltade remolachaazucarerase muestraen la

Figura 5.1. En total pusieronun mayornúmeromedio de huevosen la planta entera

(69 6 + 5 2) que en la hoja suelta(52,5±4,4). En el casode la plantaenteramásde un

97% de los huevossehallabanen la raíz(un 57,5%de los huevosestabanen la partede

la raíz por debajode la coronay el 40% en la corona)y tan sólo un 4,3% en la hoja,

incluyendo el peciolo y el limbo. Igualmente,en el caso de una hoja separadacomo

sustratola mayorpartede los huevos(91%) seencontraronen la porcióndel peciolopor

debajode la arena,y sólo un 9% fUeron depositadosen la parte aéreadel peciolo (muy

pocos en el limbo). En todos los casoslos huevosse hallabanprotegidospor tejido

vegetal.

5.3.2.Reproduccióna distintosfotoperiodos

Los valoresde supervivenciade los adultosa los dosfotoperiodosestudiadosse

ajustarona una fUnción Weibull (Figura 5.2). En todos los casosel coeficientede

determinación(E?), consideradoen estecasocomo una medidade la adecuaciónentre

los valoresobservadosy esperados,fUe superioral 96% (hembras:E? = 0,99 a ambos

fotoperiodos;machos:R2 = 0,98 a 16:8 y E? = 0,96 a9:15).Los valoresde ¿‘y c sonlos

parámetrosque representanla “escala” y “forma”, respectivamente,de la curva, y el
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Figura 5.2. Porcentaje de supervivencia de hembras (A> y machos (5) adultos de
A. mañae franciscae en condiciones de fotoperiodo de 16:8h (.)y 9:15 h (o) (L:O)
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La longevidadmediade los adultos(desdesu emergenciahastasu muerte)fUe

siempremayor de 150 días (Tabla 5.2). No se encontrarondiferenciassignificativas

entrelos distintosfotoperiodosni en hembras(t = 1,6; P> 0,05)ni en machos(t = -0,8;

P> 0,05).

Tabla 5.2. Fecundidad, fertilidad, duración del periodo reproductor y longevidad de los
adultos de A. maríaefranciscae criados en dos condiciones distintas de fotoperiodo

Duración periodo reproductor
(días)

Longevidad
(días)

Fotoperiodo
(L:O)

Fecundidad
(n0huevos

Fertilidad
(%)

/hembra) Preoviposición Oviposición Hembras Machos

16:8 39,0±12,Oa 97,l±0,la 106,1±6,la 40,6±7,8a 182,8±13,4a 166,6±13,3a

9:15 73,4±17,Sa 96,9±O,9a 80,2±5,Ob 65,2±12,la 153,6±11,8a 187,4±23,8a

Los valoresdcntrode la mismacolumnaseguidosporletrasdistintaspresentandiferenciassignificativas
(P<0,05).

Las curvas de fecundidad acumulada de las dos poblaciones de A.

mariaefranciscaemostraronun patrónsimilar (Figura 5.3 B). El númerototal de huevos

puestospor hembraa fotoperiodo 9:15 es cercadel doble que a 16:8 (73,4 y 39,0,

respectivamente,Tabla5.2). Sin embargo,seregistróunaalta variabilidadintrínsecadel

númerode huevospuestospor hembra, lo que da lugar a una ausenciade diferencias

significativas(W = 243; P > 0,05).El porcentajede eclosiónde los huevosfUe superior

al 96% durantetodo el periodo de oviposiciónen las dos condicionesde fotoperiodo

estudiadas(Tabla5.2).
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Días

El pesode las hembrasde fotoperiodode día largo osciló entre 5,0 y 10,9 mg

(media= 8,4; ES. = 0,4)y en las hembrasde fotoperiodode díacorto osciló entre5,4 y

10,7 mg (media = 8,1; ES. = 0,4). Entre ambos no se encontrarondiferencias

significativas(t = 0,05; P > 0,05). Los análisis de regresiónllevados a cabo con la

fecundidady el pesode las hembrasindicaronque entreestasdos variablesno existía

ninguna asociación (E? = 0,14 y = 0,00 para los fotoperiodos 16:8 y 9:15,

respectivamente).
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Cuandoel fotoperiodoera 16:8 el periodode preoviposición~seprolongódurante

106,1 días,y laduraciónmediadel periodode oviposiciónfUe de 40,6 días.Teniendoen

cuentaa todaslas hembrasla puestatuvo lugar durante18 semanas(Figura 5.3 A). El

patrónde puestapor semanafUe bastanteerráticoe irregulardurañteestetiempo, con

picosde puestade diferentetamaño,siendoel mayorel observadoen la semana11, a

partirdel cualla tasade oviposición(n0 de huevos/día/hembra)empiezaadecrecer.

Cuando el fotoperiodo era 9:15 el periodo de ‘preoviposición fUe

significativamentemenor (80,2 días) que a 16:8 (t = 3,1; P < 0,05). El periodo de

oviposiciónseprolongódurante65,2 días,no mostrandodiferenciassignificativascon el

obtenidocon el fotoperiodoanterior(t = -1,6; P > 0,05). En total, considerandoatodas

las hembras,la puestaduró 25 semanas.De nuevo el número dei huevospuestospor

hembraa lo largo del tiempo fUe muy irregular.El mayorpico sealcanzóen la novena

semana,y apartirde esemomentoempezóadisminuir.

En los dos casosalgunasde las hembrasdejaron de poner cuando el macho

murió, aunqueotraspusieronhuevoshastael final de suvida, aunqueel machohubiera

muertoconanterioridad.

Se pudo observar una fUerte correlación positiva entre la fecundidad y la

duracióndel periodode oviposiciónen las dos condicionesde fotoperiodo(r = 0,9; P <

0,01 en ambos casos),y una correlaciónnegativamoderadaentre la duraciónde los

periodosdepreoviposicióny oviposición(r = -0,7 y r = -0,6 en condicionesde día largo

y corto,respectivamente;P < 0,05) (Tabla5.3).
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Tabla 5.3. Coeficientes de correlación de Spearman (valores de P entré paréntesis) entre la
fecundidad, duración del periodo de oviposición y duración del periodo de preoviposición

Fecundidad
Duración
periodo

oviposición

Duración
periodo

preoviposicióii

Fecundidad - 0,9** -06k
(0,00) (0,02)

Duración periodo 0,9~ -

oviposición (0,00) (0,02)

Duración periodo -0,4
preoviposición (0,16) (0,02)

Las correlacionesparael fotoperiodo16:8estánrepresentadasala izquierdade ladiagonal,y
paraelfotoperiodo9:15 estánrepresentadasa la derechade ladiagonal
* P < 0,05
**p<0,01

5.3.3. Influencia de la temperatura y el número de adultos por ponedero en la

fecundidad

La temperaturaafectó fUertementea la fecundidad de A. mariaefranciscae

(Figura5.4). De las cuatrotemperaturasestudiadas,la más favorableparala puestafUe

260C, con un valormediode 52,3 huevospuestosporhembraa lo largode su periodode

oviposición (Tabla 5.4). A 20 y 150C pusieronaproximadamentela mitad (25,4 y 27,0

huevos,respectivamente),y en el otro extremo,a 1 00C las hembrastan solo pusieron

una mediade 1,7 huevosa lo largo de suvida. Los valoresde fecundidadpresentaron

diferencias significativas entre las temperaturasestudiadas(F = 11,6;P <0,05).A 26, 20

y IST la fertilidad fUe muy alta, porencimadel 93%. Por el contrario,a 100C ninguno

de los huevoseclosionó,aunqueel númerotan bajo de huevospuestosnos llevó a

excluirlosdecualquiertipo de análisisestadístico.
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Tabla 5.4. Efecto de la temperatura y el número de parejas por ponedero sobre
la fecundidad y fertilidad de A. mañee franciscee.

Variable
Nivelesde
la variable

Fecundidad
<n0 huevos/hembra)

Fertilidad (%)

Media±E.S. Rango

Temperatura (0C) 10
15
20
26

1 7 + 0 Sa 0,3-3,7
270+95b 5,7-52
254 + 3 3b 17,0-33,0
523 + 7 lc 35,5-66,3

9

935 +2,3a

93 8 + 2,2a

974 + 1,3a

N0 deparejas
porponedero

3
3

390+120a 0-206
351+5 la 15-51

971+0.7a
966+2,Oa

Los valoresdecadavariabledentrodela mismacolumnaseguidospor letrasdistintaspresentan
diferenciassignificativas(1’ <0,05).
* Los huevosa100C no sehanincluido enel análisisdebidoal bajo númeromuestral

El número de parejasde A. mariaefranciscaeque se incluían en cadaponedero

no influyó en la fecundidadde las hembras(W = 70; P > 0,05)(Tabla 5.4), y en ambos

casosla fertilidad fUe igualmentemuy alta, porencimadel 96%.
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5.3.4.Oviposiciónde adultos capturados en distintos momentos ¿tel alio

Las hembras adultas de A. mariaefranciscae capturadas en el campo en

noviembrepusieronunamediade 33,0 huevos.El númerodehuevosaumentóhasta52,3

en la capturadel messiguiente,y a partir de esemomentoen generalsepuedeapreciar

una tendenciaa la reducciónde la fecundidada medida que avanzael año. No se

detectarondiferenciassignificativasen las capturasde noviembre,diciembre,febrero y

abril, pero sí entreéstosy la capturade junio (F 7,3; P <0,05) (Figura5.5). Ninguna

de las hembrascapturadasenjunio pusohuevos.
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5.4. DISCUSIÓN

El númerode huevospuestospor las hembrasde A. mariaefranciscaeestaba

dentrodel mismo rangoque otroscurculiónidosque igualmenteconstituyenuna plaga

en diferentescultivos, talescomoBrachicerusalgirusF., ConorrynchusmendicusGyll.,

Ceuthorrhynchusnapi Gyll., Baris granulipennis Tourn, Balaninus nucum L., o

AnthonomuspomorumL. Sin embargo, había diferenciascon otras especiescomo

Larinus cynarae F. y TychiusquinquepunctatusL., quepusieronun númerode huevos

bastantemenor, y con Otiorrhynchusligustici L., Sitonalineatus L., Lixusjunci Boh.,

Hypera variabilis Herbst o Listroderescostirostris Gyll., cuya fecundidades mayor

(BALACHOWSKY, 1963).No obstante,los resultadosobtenidosen el laboratoriorespecto

al númerode huevospuestosporhembrano debensertomadoscomo un reflejo exacto

de lo que sucedeen el campo.Por ejemplo,en algunasespecies,talescomo C. napi y

Anticarsia gemmatalisHúbner (Lepidoptera: Noctuidae), se detectóuna fecundidad

significativamentemayoren las hembrascriadasen el laboratorioqueen las procedentes

del campo(BALACHOWSKY, 1963;MosCARE»eta!, 1981),al contráriode lo que sucede

con otrasespeciescomoLyguslineolaris (Palisotde Beauvois)(Heteroptera:Miridae),

cuyas hembrascapturadasen el campo pusieron el doble de huevos que las de

laboratorio(GERBER, 1995).

La fertilidadde los huevosno sevio afectadapor ningunade las variables

estudiadas,y entodoslos ensayosrealizadosfue superioral 90%.

54.1.Preferenciadesustratodeoviposición

El comportamientode oviposición mostradopor A. mariaefranciscae(huevos

individualizadosen los agujerosdealimentacióny taponamientoposterior)seasemejaal

descritopreviamenteen otrasespeciesde curculiónidos(HUNT etaL, 1992).En estudios

previossepudo observarque las hembrasde A. mariaefranciscaeponíanlos huevosen

el suelocercade la raíz de la remolachaazucarera(GIRALDO y ALvARADO, 1990a). Sin

embargo,nosotrosno pudimosencontrarhuevosen el suelo, todos sehallabanen el
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interior del tejido vegetal.Nuestrosresultadosse acercanmás a los obtenidospor

SANTIAGO- ÁLVAREZ eta!. (1982),quienesindicaronque los huevoseranpuestospor la

hembraa lo largo de la raíz, en su interior, y no en susproximidades.Estaestrategiade

puestaproporcionaunabuenacubiertaprotectoraque evita la desecaciónde los huevos

y ademásprotegede potencialespredadores,lo cual sugiereque los enemigosnaturales

duranteesteperiodono tienenun granimpactosobrelas poblacionesde esteinsecto.

El hechode que en las hojassueltasde remolachala puestaseaun 33% menor

que en la planta completasugiereque la raíz poseealgúnnutrienteesencialo alguna

característicafisicoquímicade la quecarecela hoja, y que tieneun importanteefectoen

el rendimientode la oviposiciónde las hembras.

5.4.2. Biologíade la oviposición a distintos fotoperiodos

La fUnción Weibull seha reveladoun buenmodelo descriptorde los patronesde

supervivenciade los organismosvertebrados(PINDER III etal., 1978), y postenormente

seha demostradoque es útil tambiénpara describir la supervivenciade los insectos

(SMITH, 1986; NOWIERSKY et aL, 1995). El fotoperiodono alteró de forma sustanciala

la supervivencia,ya que las curvasque muestranlos porcentajesde supervivenciade

machosy hembrasde A. mariaefranciscaeapenasse vieron modificadas.Solamenteen

el caso de condiciones de día corto se prolongó la vida de algunos machos,

modificándoseasí los parámetrosde la curva. No encontramosninguna explicación

evidente para este resultado, pero el valor medio de longevidad no fue

significativamentedistinto al obtenidoen condicionesde día largo. Del mismo modo, la

longevidad de machos y hembrastampoco se vio afectadapor el fotoperiodo. En

relacióna otros curculiónidoslos valoresde longevidadde A. mariaefranciscaefueron

altos(JANssoNy HUNSEERGER,1991; SoBHLAN y FORNASARI, 1994), lo quehacequela

puestase sucedasobrelas plantasen distintos momentosdel año, atacándolasen sus

diferentesfasesdel desarrollo.
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La variabilidad encontradaentrelos valoresde fecundidadde las hembrasfue

muy alta, lo cual hizo que no hubiera diferencias significativas entre los dos

fotoperiodosa pesarde los distintosvaloresobtenidos.

En muchosespeciesde insectos,mayormentelepidópteros,seha registradouna

relaciónpositivaentreel pesode lapupao del adulto y la fecundidad(MARSHALL, 1990;

DAIJivIAL y BOINEL, 1994; BRAnY y JoNEs, 1995; KAMATA e IGARAsHI, 1995). En el

coleóptero Monochamussaltuarius (Coleoptera: Cerambycidae) se encontró una

correlacióndébil entre ambasvariables (JIKUMARU et aL, 1994). Por el contrario,

nuestros resultadoscon el peso de la hembra adulta y la fecundidad en A.

mariaefranciscaeno mostraronningunacorrelación.Estehechopuededebersea varias

razones:a su largo periodode oviposición,a que sólo puedehaberun númerolimitado

de huevoscompletamenteformadosen el ovario a lo largo del periodo de oviposición

(GIItALDo y A±vÉ.ltAno,1990a),y debidoa que sealimentanininterrumpidamentea lo

largode suvida, evitandounadisminuciónprogresivade peso.

La diapausaen los insectosadultospuedetener lugar bien duranteel periodo

prerreproductoro bien poco despuésdel comienzo de la reproducción. Ambas

solucionesestánbien representadasen diversosórdenesde insectos,entre los que se

incluyen los coleópteros(SAUNDERS, 1982; TAYLOR y SPALDING, 1988). En otras

especiesde curculiónidos, entre las que parece estarA. mariaefranciscae,se ha

detectadotambiénun largo periodo de preoviposiciónduranteel cual los adultosse

alimentanpero no se reproducen,por lo que seha llamadodiapausareproductiva,y es

un fenómenoampliamenteextendidoentrelas especiesde coleópteros (BLAND, 1971;

MADUBUNYI, 1978; MASAKI, 1980; LENGA y HUIIGNARD, 1992; SUMMY et aL, 1993;

151-111-LARA y SHIMADA, 1994; TAUBER et al., 1996). Estalarga etapatiene importantes

implicacionesa la horade precisarel voltinismo de esteinsecto.Dadala duracióntotal

del ciclo vital de A. mariaefranciscaey su acoplamientoal ciclo de la remolachaen el

campo,parecemuy dificil que sepuedaproducir másde una generaciónpor año. Por

otra parte,el momentodel año en el que tiene lugar el periodode preoviposiciónse

correspondeaproximadamentecon el fotoperiodo 9:15, lo cual sugiereque éstees el

periodo mínimo que necesitan las hembras para la maduración de su aparato
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reproductor.Ademásesteajusteimplica la coincidenciadel períodode oviposición con

el momentoen el que las remolachasen el surde Españatienenlas hojasmásfrondosa,

aportandomayorcantidad de alimento para los adultos,y las exigenciastérmicastan

restringidasde los estadioslarvarioscoincidencon el que la temperaturaambientales

másóptimaparaellos. (MARco et aL, 1997).No obstante,serianecesarioestudiarlas

diferentesetapasde maduracióndel aparatoreproductoren relación a las condiciones

ambientalesparaconfirmarlapresenciade estetipo de diapausa.Esteresultadotambién

esimportantedesdeel punto de vista del mantenimientode la plagaen el laboratorio,

puestoqueseacortaun mesconrespectoal fotoperiodode día largo.

Hubounaciertavariabilidaden la duracióndel períodode preoviposición,lo que

hizo quelapuestano tuvieralugarde formasincronizadaentrelas hembras.Estehecho

es ha sido observado, por ejemplo, en Larínus latus (Herbst) (Coleoptera:

Curculionidae) (BRIESE, 1996), y se considerauna buenaestrategiapara evitar una

excesiva mortalidad de la progeniedebida a factores ambientálesimprevisibles o

estacionales,como la sequía. Estas razonesdeben ser consideradasa la hora de

desarrollarestrategiasdel manejode la plagaen los cultivos de remolachaazucarera.

En los dos casoslos patronesde puestaa lo largo del tiempo fUeron muy

irregulares,mostrandopicos de máximonúmerode huevospuestosporhembray por

semana,que progresivamentevan disminuyendoen tamaño(Figura 4.2), lo cual seha

observadoen otras especiesde curculiónidos (WALSH y LINIT, 1985; JANSSON y

HUNSBERGER, 1991) y esotro factor que puededificultar considerablementeel control

dela plagaen el campo.

La fuerte correlaciónpositiva encontradaentrela fecundidády la duracióndel

períododeoviposiciónsugierequedurantetodo esteperiodolashembrasponenhuevos

con aproximadamenteel mismo vigor. Se destacael hechode que el acortamientodel

períodode preoviposiciónllevó al alargamientodel de oviposición, dando así lugara

unamayor fecundidad.La obtenciónde esteresultadosuponeun importanteavanceen

la críadeestaespecieen el laboratorio.
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5.4.3. Influencia de la temperatura y el número de parejas por ponedero en la

fecundidad

La temperaturafue un factor que influyó fuertementeen el númerode huevos

puestosporA. mariaefranciscae.La fecundidadnormalmenteseincrementade forma

lineal entredos umbralesde temperaturahasta llegar a un punto óptimo (LEATHER,

1994), a partir del cual decrecede nuevo, ajustándosea una función curvilínea. En

nuestrocaso,a medidaque aumentala temperaturalo hacetambiénla fecundidad,lo

cual indica que todavíanoshallamosen la parteascendentede la curva, y haríanfalta

nuevos ensayosa temperaturasmás elevadaspara conocerel umbral máximo de

temperaturade oviposición.ANDREWARTHA y BIRCH(1984) señalaronquela fecundidad

de los insectostiende haciaun máximo a una temperaturamoderadamentealta, que

incluso puedeser relativamentecercanaal límite superior del rango favorable, y los

mismos autores comprobaronque los rangos de temperaturafavorables para la

formaciónde los huevosy parala oviposición sonnormalmentedel mismo ordenque

los más favorablesparael desarrollode los estadiosinmaduros.El rangode temperatura

másfavorableparael desarrollode A. mariaefranciscaefluctúaentrelos 23 y los 260C

(MARCO et aL, 1997), lo cual secorrespondecon la fecundidadmásalta registradaa

260C. Normalmentecuandoseempleantemperaturaspróximasa los límites superiore

inferior del rangofavorable la fecundidaddecrecebruscamente.En esteestudioa 100C

la oviposición fue esporádicae irregular, sugiriendoque estatemperaturaestácercadel

límite inferior de oviposiciónde estaespecie.

El númeromedio dehuevospuestoscuandohabíatresparejasporponederono se

redujo, como se ha detectadoen insectoscomoBactra verutanaZeller (Lepidoptera:

Tortricidae) (FRICK y WILSON, 1982) al aumentarla densidadde adultosen lascajasde

cría. Igualmente, THRONE (1994) observó en Silophilus zéamais Motschulsky

(Coleoptera:Curculionidae)que la progeniesereducíaal aumentarla densidad,aunque

en estecasoel autorno pudo detectarsi sedebióa unareducciónde la fecundidado a

diferenciasen la supervivenciade las larvas. Nuestroresultadoesinteresantedesdeel

punto de vista del mantenimientode la plagaen el laboratorioy a la hora de hacer

ensayos,ya quesepuedeevaluarla influenciade un determinadofactor(por ejemplo,un
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insecticida) sobre la reproducción de A. mariaefranciscae usando parejas

individualizadassin quehayapeligro de unareducciónsignificativade la fecundidad.

5.4.4.Oviposición de adultos capturados en distintos momentosdel año

El periodo de oviposición de A. mariaefranciscaeen el campo comienza

aproximadamenteendiciembre,siempredependiendodelas condicionesmeteorológicas

de cada año, y termina a comienzos de verano, coincidiendo con las máximas

temperaturasdel año (GIRALDO y ALvARADO, 1990a). Sin embargo,el número de

huevospuestospor la hembrascapturadasen noviembre (Cl) fUe menor de lo que

hubieracabidoesperar(fue anormalmentemásbajo que en la capturade diciembre).

Estehechopuedeserdebidoa que en la primeracapturatambiénse hallabaincluido un

númeroindeterminadode adultosdel año antenorque estivarontras su períodode

oviposición.Al igual que en el casode otros curculiónidosqueviven en climas cálidos

(ver por ejemplo SMITH y WARD, 1995), A. mariaefranciscae~tiene una fase de

inactividadcomo adulto, coincidiendocon el períodomáscalurosodel año. Atendiendo

a la clasificación hecha por M1XsAKI (1980), en A. mariaefranciscaeesta fase se

corresponderíaconun tipo de diapausadeveranomediantela cuallos adultosretrasanel

períodoreproductorhastael otoño o invierno. En A. mariaefranciscaeestarespuesta

podría ser facultativa, ya que los adultos criadosen el laboratoriono mostraroneste

estadode inactividad.Portanto, podríamoshablarde una estivacióncomo adaptacióna

los veranossecosy calurososde las regionesmediterráneas.Estashembrasadultasno

pondrían huevosdespuésdel periodo de estivación, o bien contribuirían con una

cantidadinsignificante, y morirían poco después.Estehechosehá podido observaren

otras especiescomo Mythimna convecta(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) (SMITH,

1986).Deacuerdocon estainterpretación,la fecundidadmediafUe decreciendodesdela

capturarealizadaen diciembre(C2) hastala de abril (C4) como cabía esperar,ya que

partede los huevoshabíansido puestosporlas hembrasen el campoantesde su captura

y en junio (C5) ya no pusieronningún huevo.Los resultadosindican que una pequeña

partedel total de los huevoslos pusieronantesde abril (C4), y la ffiayor proporción de

huevosla pusieronentreabril y junio (C5), lo cual se correspondecon las exigencias
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térmicasobservadaspor MARCO et aL (1997)para el estadio larvario L4 y el estado

pupal,cuyosumbralesmínimosdedesarrollosontemperaturasrelativamentealtas(6,1 y

1 5,20C, respectivamente).

En definitiva, se ha demostradoque el hecho de que la fecundidadde A.

mariaeftanciscaeno fuera muy elevadano suponeuna limitación a su potencialcomo

plaga.Estoes,en parte,debidoaque la fertilidad de los huevosfue ~nuyalta,próximaal

100%en todoslos casosensayados,a la eleccióndel sustratode puesta,preferentemente

bajo tierra, y con los huevossiempreprotegidopor tejido vegetal,al largo periodode

oviposición,a la falta de sincronizaciónentrelas hembrasy a la alta longevidad.Estos

dosúltimos factoresfacilitan la distribuciónde lapuestaen diferentesfechas.

Losdatosprocedentesde esteestudiopuedenserútiles en distintosámbitos:

a) Paraevaluarel potencialde A. mariaefranciscaecomo plaga.Estecurculiónidopone

un númerode huevossimilar o mayor que otros curculiónidosque tambiénson plagas

clave de otroscultivos. Aunquela fecundidadno esmuy alta, la estrategiade puestaen

el interior del tejido vegetal,los altosvaloresde fertilidad superioressiempreal 95% y

la buenaadaptaciónal régimen de temperaturasdel sur de la Pénínsulaaseguranel

mantenimiento deA. mariaefranciscaecomo plagade la remolacha:azucarera.

b) Para desarrollar estrategias del manejo de la plaga en los cultivos de remolacha

azucarera.En estepuntocabedestacarel largaduracióndel periodode oviposición.

c) Parala mejorade los métodosde críade estaespecieenel laboratorio.
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CAPÍTULO 6

Efectosde distintos RCIs
aplicadossobreadultos de
A. mariaefranciscae

En la búsquedade nuevos compuestosinsecticidas que incrementen su

selectividad,los RCIs sehan reveladoun grupo muy prometedoryá que, ademásde esta

característicadebidaa su modo de acción distinto al de los insecticidastradicionales,

han mostradopropiedadesmuy favorablesrespectoa sutoxicidady a su acumulaciónen

el medio. Los descubrimientosacercade su efecto sobrela reproducciónde los insectos

al seraplicadossobreadultosnosha llevadoa estudiarla efectividadde algunosde ellos

sobreA. mariaefranciscae,insectoque por sus hábitosde vida esdificil de controlar

duranteel estadiolarvario.

Los compuestosensayadoshan sido tres, cadauno de los cualestiene un modo

diferentede acción: el hexaflumurón(inhibidor de la síntesisde quitina), piriproxifén

(análogode la hormonajuvenil), y halofenocida(análogode la hormonade la muda).

Los materialesy métodosempleadosparalos tres insecticidasensayadostienen

muchospuntosen común, y por ello sehan agrupadoen un solo apartado,estudiándose

acontinuacióncadacompuestoindividualmente.
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6.1. MATERIAL Y MÉTODOS

6.1.1.RCIsensayados

Hexaflumurón

Su nombrequímico es 1 -[3,5-dichloro-4-(1, 1 ,-2-2-tetrafluoroetoxi)-fenil]-3-(2,6-

difluorobenzoil)urea.Paraestudiarsus efectossobrela reproduccióny el desarrollode

la progeniede A. mariaefranciscaeseempleóen su fórmula comercial(Consult bBC,

concentradoemulsionable,100 g lA/litro), que fue proporcionadopor Dow-Elanco

España.

Hexaflumurón-C’4

Parael estudiode la penetración,distribución y excrecióndel hexaflumurónen

adultosdeA. mnariaefranciscaeseutilizó hexaflumurónmarcadouniformementecon

en el anillo anilina, con una actividadespecíficade 22,2 mCi/mmol, que fue facilitado

porDow-Elanco(ReinoUnido).

Halofenocida

Su nombre químico es N-tert-butyl-N’-(4-clorobenzoil)henzohidracida.Para

estudiarel efectodel halofenocidasobrela reproduccióny el desarrollode la progenie

de A. mariaefranciscaese empleóel productotécnico,proporcionadoporRohm& Haas

Co. (SpringHouse,PA, EEUU).

Halofenocida-C’4

Parael estudiode la farmacocinéticaseempleóun radioisótopode halofenocida

marcadoradiactivamentecon C’ en el grupot-butil, con una actividadespecíficade

24.0mCi/g, quefue igualmenteproporcionadopor Rohm& HaasCo.

Pirioroxifén

Su nombre químico es 4-fenoxi-fenil (RS)-2-(2-piridiloxi)propileter. Para

estudiarel efecto del piriproxifén aplicado sobre adultos de A. mariaefranciscaese
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empleóun concentradoemulsionableal 10%, proporcionadopor Sumitomo Chemical

Co., (Osaka,Japón).

6.1.2.Aplicacióntópica

El hexaflumurón y piriproxifén (en su forma comercial) y halofenocidase

diluyeron en acetona. Machos y hembras adultos de A. mariaefranciscaefueron

tópicamentetratadoscon un microaplicadorBurkard. A cadaindividuo sele aplicaron

0,5 gí de la mezclasobreel pronoto.A los testigosseles aplicaba0,5 ¡l de acetona.

Lasdosisempleadasfueron:

- Hexaflumurón:0,03 ~xglA/adulto.

- Halofenocida:2 ¡ig IAiadulto.

- Piriproxifén: 10 p.g lA/adulto.

Las dosisempleadassecalcularona partir de las usadasen otros estudiospara

distintas especiesde coleópteros,corrigiendoel factorpeso. Se hicieron un total de 15

repeticiones(15 parejastratadasy 15 parejastestigo). Los tratamientossellevaron a

cabounasemanadespuésdel comienzode la oviposición.

6.1.3.Aplicación foliar

Paralas aplicacionesfoliares del hexaflumurónse usó una torre de Potter de

precisióny un compresorde aire (50 kPade presión). Cadaponederose tratócon 3,17

ml de hexaflumurón,lo que secorrespondíacon 8,92 ~.iglA/ml (31 ~igJA/ponedero),

que esunadosisde insecticidaequivalentea 400 1/ha (25 g JA/ha). Los testigosfUeron

tratadoscon aguadestilada.Las parejasde adultos(machoy hembra)se introducíanen

el ponederotres horas despuésdel tratamiento, y allí permanecíanalimentándose

duranteuna semana.Transcurridoestetiempo sepasabana nuevosponederoscon una

hoja de remolachasin tratar. Se trataron 15 parejasy otras tantasseutilizaron como
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testigos.Todoslos ensayosserealizaronen cámarasde críaa 26 ±10C 85 + l00/o HR y

un fotoperiododelá:8h (L:O).

6.1.4.Efectossobrela fecundidad,fertilidady supervivenciadela progenie

6.1.4.1.llexaflumurón

Machos y hembras adultos de A. mariaefranciscae fueron tratados con

hexaflumurónen dos momentosfisiológicos distintos. La semanasiguiente de ser

recogidosen el campo, 50 parejasse trataron de forma tópica o foliar. De ellas, se

separaron15 parejaspor tratamientoque comenzaronaponerhuevos 50 díasdespués

de la aplicación,y a estegrupose le denominóF-50. Por otra parte,unas200 parejas

individualizadasen ponederosserevisabansemanalmenteparacontrolarel momentoen

el queempezabala oviposición. 15 de estasparejasfueron igualmentetratadasde forma

tópica y foliar una semanadespuésdel comienzode la oviposición, llamándosea este

grupoF-0. Los huevosdepositadosen las hojasserecogíancadasemanay seincubaban

hastasueclosión.

Con el fin de estudiarel papelde cadasexoen la trasmisióndel hexaflumuróna

la progenieserealizóunaaplicacióntópica sobreparejasdelgrupoF-0, distribuyéndolas

en cuatrogruposde cruzamientosdistintos: machosno tratados(U) x hembrasU (grupo

testigo), machostratados(1) x hembrasU, machosU x hembrasT y machosT x

HembrasT. Los huevos puestoseran recogidoscada semanae incubadoshasta su

eclosión.

Paraestudiarel efecto del tratamientode adultosde A. ¡nariaefranciscaecon

hexaflumurón sobreel desarrollode la progeniese trataronmachosy hembrasde forma

tópicay foliar comosehadescritopreviamente.En cadaponederosedepositabancinco

machosy cinco hembrasen su periodode oviposición, y sehicieron cinco repeticiones

por tratamientoy otrascinco para los testigos.Los huevosserecogiansemanalmente.

Lasprimeras25 larvasque emergíande cadatratamientosecriabansobredietaartificial
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y en cada cambio de dieta se registrabael estadioen el que se encontrabany la

mortalidad.

64.4.2.Halofenociday piriproxifén

Tras el tratamientotópico cadapareja de adultostratada(machoy hembra) se

pusoen un ponedero.Cadacincodíasseextraíanlos huevosdepositadosen las hojasy

se ponía otra hoja nueva. Los huevosse contabanpara obtenerla fecundidad,y se

incubabanparacalcularsu porcentajede eclosión.Las larvasneonatasque emergíanse

dividieron en gruposdependiendodel tiempo que habíapasadodesdeel tratamientoa

los adultos hasta la recogida de los huevos (5, 10, 15, etc. días), y eran criadas

individualmentecondietaartificial (un mínimo de 10 larvasporgrupo).La mortalidady

estadodel desarrolloen que seencontrabanseregistrabaen cadacambiode dieta (cada

4 o 5 días). Al final del experimentoel númerototal de huevospuestospor los adultos

tratadoscon halofenocídao piriproxifén y los controlessecomparópor medio del test

no paramétricodeMann-Whitney.

6.1.5. Efectoovicidaporcontactodel hexaflumurón

Los huevosempleadosen esteestudiose obtuvierona partir de 200 parejasde

adultosagrupadasde 5 en 5 en ponederos.

Para estimar la concentración letal (CL), sedispusieron huevos de menosde 24

horas sobre papel de filtro tratadocon 0,4 ml de cinco concentracionesdiferentesde

Consult1OEC comprendidasentre4,5 y 40,5 íxg lA/ml disuelto en,aguadestilada.Para

los testigosseutilizó aguadestilada.Los huevossemanteníanen cajitas de plástico a

una humedadsuperioral 80%. Paracadaconcentracióny para el testigo se hicieron

cinco repeticionesde 10 huevoscadauna. La eclosión de los huevosfue revisada

durantelos diezdías siguientesal tratamiento(tiempo medio de eclosiónen los testigos

7 días).
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Seestudiótambiénla actividadovicida de contactodel hexaflumurónen función

de la edadde los huevos.Paraello se hicierondiferentesgrupos:0-24horas,1-2 días,2-

3 días, 3-4 días, 4-5 días y 5-6 días de edad. La concentraciónempleadapara los

tratamientosfue 20 ¡.tg lA/mí, que representala CL75 paralos huevosde menosde 24

horas.Paracadagrupode edadsehicieroncincorepeticionesde diezhuevoscadauna, y

el mismo númeroparalos testigos,a las condicionescitadasanteriormente.Igualmente,

la eclosiónde los huevosfue revisadadurantelos diezdíassiguientesal tratamiento.

Los valoresde CL del hexaflumurónparalos huevosde menosde 24 horasasí

como los límites fiducialesal 95% seestimaronpormedio de análisisprobit usandoel

programaPOLO-PC(LEORA SOFTWARE,1987).Los datosde porcentajesde eclosiónde

los huevosfueron previamentemodificadosmediantela transformacióndel arcoseno.

Losvaloresmediosde eclosiónfUeroncomparadosmedianteun ANOVA para detectar

diferenciassignificativasentreellos (P<0,05).

6±6.Efecto de hexaflumurón via adultos en la ultraestructura del tegumentodel

embrión

Paraestudiarcómoafectabael tratamientocon hexaflumurónde adultosde A.

mariaefranciscaeen la ultraestruradel tegumento de los embrionesformados, se

tratarontópicamente,cuatrorepeticionesde 10 adultoscada una (cincomachosy cinco

hembras)conel productocomercialdisueltoen acetona,paradar lugara unasoluciónde

62,5 mg JA/ml. Se aplicó unagota de 0,5 ¡il de estasoluciónsobreel pronotode cada

adulto, equivalentea 0,03 ~iglA/adulto (el pesomediode cadaadulto era 6 mg). Los

adultostestigo setrataroncon 0,5 jil de acetona. Cada una de las réplicas y los testigos

sedispusieronen ponederosa26 ±FC, 80 ±10%HR y un fotoperiodode 16:8 h (L:O).

Los huevoserandiariamentesacadosde las hojasde remolachaazucarera,e incubadosa

lasmismascondiciones.Cuandoel embriónestabacompletamenteformado(sele podía

ver moviéndosea travésdel corion), los huevosse congelabanhastael momentode ser

preparadosparasuobservaciónal microscopioelectrónicodetransmisión.
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El embriónprocedentede adultostratadoscon hexaflumuróneracuidadosamente

extraídopresionandosuavementesobreel corion con un pincel, y cortadoen secciones

transversales.Parahacerlas preparacionessesiguió el procesamientoconvencionalde

muestrasparamicroscopiaelectrónica(GONzÁLEz-MELENDI et aL, 1995). Unavezque

los embrionesse habíanincrustadoen agaral 2%, seutilizó como fijador primario la

soluciónde Karnovskyque secomponede unamezclade los fijadoresglutaraldehidoy

formaldehidoen tampóncacodilato0,025 M, a pH 6,9. Las concentracionesfinalesde

ambosfijadoresfueron 5% y 4%, respectivamente.Para facilitar la penetraciónde los

fijadoreslas muestrasse desgasificarondurante 1 minuto en una bombade vacío. La

fijación sellevó a cabodurante5 horasatemperaturaambiente.Despuésselavarondos

vecesdurante30 minutosen tampóncacodilato0,025M y semantuvieronen el mismo

mediodurante12 horasa40C.

Parala postfijaciónse utilizó como fijador secundariotetróxido de osmio 1% en

tampón cacodilato 0,025 M durantedos horas, al cabo de las cuales las muestras

adquierenun color negrosigno de la fijación del osmio. Despuésde tres lavadosen el

tampónde 30 minutoscadauno, las muestrassedeshidrataronde la siguientemanera:

etanol30%, 60 mm.; etanol50%, 60 mm.; etanol70%,unanochea40C; etanol90%, 60

mm.; etanol 100%,60 mm., tres veces;etanol 100%: óxido de propileno (1:1, v:v), 5

mm.; óxido depropileno,10 mm., tresveces.

A continuación las muestras deshidratadas se infiltraron en la resma Epon 812

(Serva),denaturalezahidrofóbicay muy apropiadaparaestudiosultraestructurales.Las

muestrassesumergieronen una mezclade óxido de propileno: Epon (1:1, v:v) durante

45 minutosa temperaturaambiente.Despuésse pasarona otro vial con Eponpuro en el

cual semantienenotros45 minutos.El procesode infiltración secompleta durante una

nochea 40C en rotación. Transcurridoesetiempo las muestrasestabancompletamente

sumergidasen la resma.

La última fase es la de polimerizaciónde la resma. Los viales se sacan a

temperaturaambienteunos minutosy sepasandestapadosa una estufaa 370C durante

doshorascon el fin de eliminar la humedadque hayanpodidotomar. Finalmentecada

muestrase depositaindividualmenteen el fondo de cápsulasde gelatina,se rellenan
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completamentecon la resmay se introducenen unaestufaa 700C durante18 horaspara

conseguirla completapolimerización.

Antes de la tinción se hicieron cortes semifinos de 1 iim de espesorpara

observarlosal microscopiode contrastede fase con el fin de haceruna observación

general y elegir las muestrasmás claras. Posteriormentese realizaron secciones

transversalesultrafinas de los embrionestratadosy testigoscon un microtomo, se

montaronsobrerejillas de cobrey setiñeron con uranil acetatodurante30 minutosy

citrato de plomo durante2 minutosparaser examinadosal microscopioelectrónicode

transmisión.

6.1.7.Efecto del halofenocida1)ia adultossobrelas larvas de la siguientegeneración:

procesamientode muestraspara el análisis histológico

Para el estudiodel efecto análogoa la hormonade la muda del halofenocida,

cinco larvasneonatasde cinco díasde edadprocedentesde adultostratadostópicamente

con halofenociday cinco larvasneonatasde la misma edadprocedentesde los testigos

fueronsometidasaun análisishistológico.Todasellasfueronfijadasen formaldehidoal

4%, luego lavadasen agua destiladay deshidratadastras pasarlaspor etanoly xilol.

Posteriormentese incluyeron en Paraplast(Oxford LaboratoriesInternational Corp.,

Irlanda), sehicieron cortesde 6 gm de espesorcon un microtomoy fueron examinadas

al microscopioóptico.

6.18. Estudio de la farmacocinéticadel hexaflumurón y el halofenocida

6.1.8.1. Aplicación tópica

En el caso del hexaflumurónsehicieron tratamientosen dosedadesfisiológicas

distintas: se considerabaque los adultos eran ‘viejos” cuando las hembras se

encontrabandentro de su periodo de oviposición (adultosprocedentesde campo), y
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“jovenes” cuandoestabanal comienzode la oviposición (adultosprocedentesde larvas

criadas sobre dieta artificial). A las condiciones mencionadasantes el periodo de

oviposicióntieneunaduraciónde 40 6 + 7,8 días.

Paraesteestudioseemplearoncompuestosmarcadosradiactivamente.Machosy

hembrasadultosde A. mariaefranciscaefueron tratados tópicamente con 0,5 i.tl de una

soluciónde acetonaqueconteníahexaflumurón-[C’4] o halofenocida-[C’4] pormediode

un aplicadorHamilton al quesehabíaacopladounamicrojeringa.La cantidadmediade

radiactividadaplicadaen total acadaadulto fue de:

- hexaflumurón: 46.601±3.979cpmalos viejosy 36.716±1.056cpma losjóvenes.

- halofenocida:53.957±9.113cpm

En el casodelhexaflumurónseindividualizaronlos ejemplarestratados,mientras

que en el caso del halofenocidase mantuvieronpor parejas(machoy hembra).Cada

individuo o parejatratadosedepositóen unaplacade plásticode 5 cm de diámetropor

1,8 cm de alturaqueteníaen el fondounacapade papelde filtro Whatmann0 1, y seles

proporcionócomoalimentohojasderemolachaad libituin.

En el caso del hexaflumurón,paracadauno de los ensayos,al cabode distintos

tiempos (1, 2, 3, 7 y 14 días) tras la aplicacióntópica, se separaroncuatromachosy

cuatrohembrasasí como sus heces,los restosde alimentosy el papel de filtro de la

placaen laqueestabanparamedir enellos la cantidadde radiactividad.En el casode los

adultosjóvenestambiénsemidió a los 21 díasdel tratamiento.

En el casodel halofenocidaen total se trataron30 parejas.Al cabode distintos

tiempos(1, 3, 7, 14 y 21 días),seis parejasasícomo susheces,los restosde alimentosy

el papelde filtro dela placaen la queestabaneranseparadosy congeladosparamediren

ellosla cantidadde radiactividad.

Los individuos se congelabany manteníana -200C hasta el momento de ser

analizados.
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6.1.8.2.Penetracióny excreciónde la radiactividad

Para estimar la cantidad de compuesto marcado radiactivamente que había

penetradoen el interior del cuerpo así como la tasa de penetración,cada muestra,

formadapor dos ejemplaresadultosdel mismo sexo, se lavó dos vecesen 1 ml de

acetonadurante10 minutosen vialesde centelleo.

En un ensayopreliminar secomprobóque la eficaciade recuperacióntras estos

dos lavadosalcanzabaun valor del 92% de la radiactividadaplicada.La acetonade los

lavadosseconcentróa temperaturaambienteen vialesde centelleohastasu completa

evaporación.Posteriormenteseañadieron10 ml de “cocktail” de centelleo(Luma Safe

Plus, Lumac, Bélgica), y se determinó la cantidadde radiactividad en un contador

líquido de centelleo.

Paramedirla retencióny excrecióndel hexaflumurón-[C’4] en cadaintervalode

tiempo, las heces,el papelde filtro y los restosde alimentosde cadauna de las seis

muestas(dos adultosdel mismo sexopor muestraen el caso del hexaflumuróny una

parejapor muestraen el casodel halofenocida)fueron incineradosen un BMO. Los

gasesoriginadosen lacombustión(que incluyeel dióxido de &~) fUeron recogidosen 8

ml de Carbosorb1 y 9 ml de Carboluma(Lumac, Bélgica) (SMAGGHE y DEGHEELE,

1994b), y la radiactividad fue medidaen un contadorliquido de centelleo. Se ha

expresadola cantidadde radiactividadmedidacomo un porcentajéde la radiactividad

total recuperadaen cadamuestra.Los datossonla media(±D.S.) de dosrepeticionesde

dosadultoscadauna (parael hexaflumurón)y de tres repeticionesde dos adultoscada

una(paraelhalofenocida).Los datosseajustaronaunafUnción logarítmica,y la calidad

del ajusteseevaluócon el coeficientede correlaciónit2.

6.1.8.3.Acumulación de la radiactividad en el cuerpo

La distribución del Cí4 en el interior del cuerpo en cada intervalo de tiempo se

determinó mediante la disección de los adultos tratados para separar el tegumento

(incluyendo cabeza+ cutícula + músculos+ cuerpo graso peritoneal asociado),el tubo
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digestivo (incluyendocontenido+ cuerpograso visceral + túbulos de Malpighi) y el

aparatoreproductor.Lasplacasqueconteníanhembrasasí como las hojasde remolacha

en su interior se examinaban cuidadosamentepara separar los huevos puestos. Cada

parte del cuerpo fue diseccionadaen un pocillo de vidrio recubierto de cera en el fondo y

lavadaen medio de disecciónGrace(SigmaCo., Bornem,Bélgica),paraposteriormente

serincineradasenunBMO porseparado,siguiendoel procedimientoanterior.Los datos

son resultadode dosréplicas de dos individuoscadauna (parael hexaflumurón)y de

tres réplicas de dos individuos cadauna (para el halofenocida).Los huevosque cada

parejahabíapuestotambiénfueronincineradosparaconocerel porcentajede Q4queles

llegaba.

6.2. EFECTOS DEL HEXAFLUMURÓN

6.2.1. INTRODUCCIÓN

Las benzoilfenilureas(BPUs) inhiben la síntesisde quitina de las larvas de los

insectos,interfiriendo en la formacióno en la disposición(o en ambosprocesos)de la

quitina de la cutícula, y malograndoasí el desarrollode la muda. Este grupo de

compuestosactúanprincipalmentecomolarvicidasy ovicidas(RETNAKARAN y WRIGHT,

1987).Al entrarencontactocon larvasen sus diversosestadiosde desarrollo,interfiere

tanto en el proceso de muda como en la normal formación de diversos órganos en los

que intervienela quitina, talescomo las mandíbulas.Además,seha observadotambién

la inhibición de la eclosiónde los huevospuestospor hembrastratadascon distintas

BPUs, incluyéndoseinsectos de distintos órdenes entre los que se encuentranlos

coleópteros(AsCHERet aL, 1986; MAL]NOWSKI y PAWTNSKA, 1992; HAYNEs y SMITH,

1993; SOLTAM etal., 1993, 1996).

Diversos estudioshan demostradoque la alta efectividad de las BPUs sobre

determinadasplagas no afecta apreciablementea otros artrópodos no peijudiciales

(GRANETT, 1987;ISHAAYA, 1990),y ensayoscon diflubenzuróny triflumurón mostraron

quelos insectosdepredadores,ácaros,algunosparasitoidesy abejaseranmás tolerantes
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a estoscompuestosquelaplagaquesequeríacombatir(RETNAKARAN y WRIGHT, 1987).

Estehecho,unido a su bajatoxicidad frente a mamíferos,hacende estoscompuestos

buenoscandidatosparaserincluidosen programasde control integrado.

La búsquedade nuevas acilureasha llevado al descubrimientode diversos

compuestosentrelos que seencuentrael hexaflumurón.El hexaflumurónha resultado

serbastantemáspotentequeel diflubenzurónsobrediversasplagasagrícolas(1sn>~~YA,

1990). Actúa primariamentecomo larvicida por ingestión, aunque también se ha

observadoque poseeactividad por contactoy ovicida (KOMBLAS y HuNTER, 1986;

HOROWITZ et aL, 1992),asícomo efectossobrela fecundidady la fertilidad en distintas

especies(AScHERetaL, 1986;HOROWITZ etaL, 1992;MARCO yVIÑUELA, 1994).

En la actualidadenEspañaseempleapara el control de numerosasespeciesde

lepidópterosque atacana especiesforestalesy frutales, y también contra algunas

especiesde homópterosy coleópteros.Por otra parte, se han obtenido resultados

prometedoresen ensayollevadosa caboen camposde remolachaazucareracontraA.

mariaefranciscae(AIIMCRA, 1998),aunqueaúnno ha sido registradoparaestaespecie.

Los objetivosquepersigueesteestudiosonlos siguientes:

1) Estudiarlos efectosdel hexaflumurónsobrela fecundidad,fertilidad y desarrollode

laprogeniemediantetratamientotópico o foliar enadultosde A. mariaefranciscae.

2) Detectarel sexotransmisordel hexaflumurónala progenie.

3) Ensayarla actividadporcontactodel hexaflumurónsobrehuevosde distintasedades.

4) Analizar los efectos del hexaflumurón en la ultraestructuradel tegumentodel

embrión.

5) Estudiarla farmacocinéticadel hexaflumurónen adultosde A. mariaefranciscae.
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6.2.2. RESULTADOS

6.2.2.1.Efectossobrela reproduccióny el desarrollode la progenie

No seencontrarondiferenciassignificativasentre la fecundidadde las hembras

tratadasal comienzode la oviposición(F-0) de formatópicao foliar y la de las hembras

testigo (F= 0,63;P > 0,05),y resultadossimilaresseobtuvieroncon los dostratamientos

en lapreoviposición(F-50) y los testigos(F = 1,73;P >0,05).

En los testigosel porcentajedehuevosque eclosionaronfUe siempresuperioral

90% alo largo de todoel periodode oviposición (Figura 6.1). Cuandolas parejaseran

tratadastópicamentecon hexaflumuróncon anterioridadal comienzode la oviposición

(F-50), el porcentajede eclosiónde los huevospuestosseredujoaun 17,4%durantela

primerasemanade oviposición, y la inhibición de la eclosiónfue completadurantelas

16 semanassiguientes.Al microscopioestereoscópicoera posible observarque las

larvasestabancompletamentedesarrolladas,e incluso se podíanmover en el interior del

huevo,pero eranincapacesde eclosionar.El porcentajede eclosiónsefue recuperando

progresivamentey en la semana21 de oviposición se igualó con el de los testigos

(Figura 6.1 A). Cuando la aplicación tópica se llevó a cabo nadamás comenzarla

oviposición el porcentajede eclosión durantela primera semanafUe algo más alto

(25%), y se inhibió totalmentea partir de la segundasemanacomo habíaocurrido

anteriormente,si bienen estecasoduró sólo sietesemanas.Lasdos semanassiguientes

el porcentajese mantuvo por debajodel 10%, para incrementarseluego rápidamente

hastaigualarlos valoresde los testigosen la semana11 del comienzode la oviposición.
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Cuandosealimentóduranteunasemanacon hojasde remolachatratadasalos adultosde

A. mariaefranciscaecon anterioridadal comienzode la oviposición(F-50)y luegoseles

pasóa hojassin tratar, la eclosiónse inhibió por completodurantelas primerascuatro

semanasde oviposición.Posteriormenteel porcentajede eclosiónfue incrementándose,

aunquenuncallegó a alcanzarel 70% (Figura 6.1.B). En estetratamientoigualmente

aplicadoa adultosque habíancomenzadosu periodode oviposición (F-0) seprodujo un

porcentajede eclosióndel 20% durantela primerasemana,aunqueen las dos semanas

siguientesla inhibición fue del 100%,perodespuésfue aumentandogradualmentehasta

70% en la quintasemanay alcanzónivelessimilaresa los testigosen la sextasemana

de oviposición.

Cuandosolamentesetratarontópicamentelos machosde A. mariaefranciscaey

luegose aparearoncon hembrasadultasno tratadas,los porcentajesde eclosiónde los

huevosfueron iguales a los de las parejastestigo (Figura 6.2). Por el contrario, al

aparearsehembrastratadascon machossin tratarel porcentajede eclosiónfue 40% en

la primera semanade oviposición y despuésse inhibió por completohastala quinta

semana.Despuésse fue recuperandogradualmentehasta igualar los valores de los

testigosen la octavasemana(Figura 6.2). Ésto es lo que sucedetambién al tratar

tópicamentea ambossexos,aunqueel periodoen quela eclosiónde los huevossehalla

completamenteinhibido esmáslargo.

La supervivenciade la generaciónde larvas originadasa partir de adultos

tratadosconhexaflumurónde forma tópica o foliar seredujoconsiderablemente(Figura

6.3). En el caso de los testigos,el 75% de las larvas neonatasllegaron a adultos. Sin

embargo,sólo un 6% de las larvas de primer estadiooriginadasa partir de parejas

tratadastópicamentesobrevivió, y ningunade ellas pasó del tercer estadiolarvario.

Cuandolas parejasestabanexpuestasa aplicacionesfoliares, sobrevivió el 40% de las

larvas de primer estadio, la supervivenciadisminuyó en el cuarto estadio al 16%,

pupandoesteporcentajesemantuvoconstantehastael tercerestadio,paraalcanzaren el

cuartounvalor del 16%. Sólo el 4% de las larvas inicialesconsiguióalcanzarel estado

adulto.
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6.2.2.3. Efectosen la ultraestructuradel tegumentodel embrión

Visto al microscopioelectrónico, el tegumentode un embrióncontrol de A.

mariaefranciscaeconstade unafina epicutículadensaa los electrones,seguidade una

anchaprocutículay unacapade célulasepitelialesque sehallanseparadasdel hemocele

por una fina membranabasal. La procutículaes claramentelamelada,conformea la

organizacióngeneral de las cutículas que contienen quitina (FIUsHIE, 1982). La

epidermisestáorganizadaen unasolacapade células,y en subordeapical,encontado

con la procutícula se revelan los microvilli, que aumentanconsiderablementela

superficiede la membranaplasmática,con las típicasplacasde la membranaplasmática

en sus extremos(Figuras6.5 y 6.6), que indicanla secreciónde la cutículalameladade

los insectos(LEOPOLD et aL, 1985). De acuerdocon BINNINGTON (1993), se podían

distinguirtres capasen la epicutícula:La epicuticulainterna,la epicutículaexternay la

capasuperficial. Como cabía esperar,la epicuticulay la procutículapresentabanuna

densidada los electronesmuy homogénea,y las tres capas(epicutícula,procutículay

epidermis)eran paralelasy se mostrabanuniformes en cuantoa espesory estructura

(Figuras6.5 y 6.6).

El tratamientocon hexaflumuróndio lugara síntomasclarosde desorganización

de la ultraestructuradel tegumento.La procutículaaparecíacon espaciosvacíosy

cuerposdensosa los electrones(Figuras6.7 y 6.8), dandoa la cutículaunaapariencia

heterogénea.Tanto la endo- como la exocuticula carecíanpor completo de una

estructuraclara, y no seencontróla típica organizaciónlamelada,dando lugar a una

estructuraamorfa. En los microvilli se apreciabanplacasde la membranaplasmática

pequeñase irregulares(Figura 6.8). El espesortotal de la procutículade los embriones

testigo fluctuó entre1,5 y 1,9 l.tm, y en los embrionestratadosel hexaflumurónsólo lo

redujo ligeramente. La epicutícula de los embriones tratado& también manifestó

anomalíasdebidas al hexaflumurón (Figura 6.7), que derivaron en una falta de

uniformidad del espesorde su capamásanchay másclara, que secorrespondecon la

capainterna,formadaporproteínas.
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Figura 6.5. Aspecto general que presenta el tegumento de un embrión testigo de A.
mariaefranciscae. La procutícula (PC) está claramente lamelada. La epicuticula (EC) y la
procutícula presentan un espesor uniforme. La epidermis (ED) está Constituida por una
capa de células, y está separada del hemocele por una fina membrana basal (MB)

Figura 6.6. Epicuticula (EC) y
procutícula (PC> de un embrión
testigo. La procutícula está
claramente lamelada. Los microvilli
(MV> del borde apical de las células
de la epidermis presentan placas
densas y regulares en su extremo
(flecha)
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Figura 6.7. Aspecto general que presenta el tegumento de un embrión de A.
mariaefranciscae procedente de adultos tratados tópicamente con hexaflumurón. La
procutícula (PC) muestra cuerpos densos a los electrones (CD> y ausencia de lamelas. La
epidermis (ED) muestra extensas zonas vacualadas (VC). La epicutícula (EC) presenta un
grosor irregular

Figura 6.8. Detalle del tegumento de un embrión procedente de adultos tratados con
hexaflumurón. Aparecen expansiones del citoplasma (flecha) desde la epidermis (ED)
hacia la procutícula (PC). El perfil de los microvill¡ (MV) es irregular y la densidad de las
placas en su extremo se ha reducido. La epicuticula (EC) muestra un grosor irregular
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Figura 6.9. Tegumento de un embrión de A. mariaefranciscae procedente de adultos
tratados tópicamente con hexaflumurón. La epicuticula (EC), procuticula (PC) y epidermis
(ED) muestran un espesor irregular.

Por último, el estudioreveló irregularidadesen la epidermisde las seccionesde

embrionestratados.Al igual queen el restodel tegumento,el espesorde estacapano era

uniforme (Figura 6.9). Los microvilli apicales de las células epidérmicas eran

irregulares,en el citoplasmaaparecieronnumerososespaciosvacuoladosy seapreciaban

claros síntomasde degeneracióncelular. También se apreciaronproyecciones del

citoplasmahacia laprocutícula(Figura6.8).

6.1.2.4.Farmacocinéticadel hexafluinurónenA. mariaeftanciscae

La curva que representala tasade penetracióndel hexaflumurón4C14]a través

del tegumentosiguió un perfil logaritmicosimilar tantoenmachoscomoenhembrasde

los adultosjóvenesy viejos. (Figuras6.10 A y B). El insecticidamarcadose absorbió
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6.2.2.4.Farmacocinéticadel hexaflumurónen.,4. mariaefranciscae

La curva que representala tasade penetracióndel hexaflumurón-[C’4] a través

del tegumentosiguió un perfil logarítmicosimilar tantoen machoscomo en hembrasde

los adultosjóvenesy viejos. (Figuras6.10 A y B). El insecticidamarcadose absorbió

más rápidamentedurantelos tres primeros días de los adultos jóvenes, machosy

hembras;luego la pendientedecreció, indicando que la tasa de penetraciónestaba

disminuyendoy portanto alcanzandounaconcentraciónmáxima.Dos semanasdespués

del tratamientoel 80% y el 73% de la cantidadde U~ aplicadahabíapenetradoen

hembrasy machosjóvenes,respectivamente,y el 75% y 70% en hembrasy machos

viejos. El ajustede los datosa una curva logarítmicafue buenotanto paralos adultos

jóvenes(hembras:it2 = 0,99; machos:it2 = 0,98)comoparalos viejos (hembras:it2 =
0,89; machos:it2 = 0,96).La comparaciónde las tasasde penetracióndel hexaflumurón-

[C14](dy/dx) en adultosde ambasedadesdemostróque el insecticidase absorbíacon

másrapidezen los adultosviejos(Figura6.10 A y B).

Igualmente,encontramospatronessimilaresen las distintasedadesfisiológicas,

por lo que seestimó un único modelo de absorcióndel hexaflumurón.Agrupando los

datosde adultosjóvenesy viejos resultó un ajustelogarítmico altamentesignificativo

(R2 0,99)paramachosy hembras(Fig. 6.10 C).

El 50% de la radiactividadaplicadatópicamentehabía pasadoal interior del

cuerpodespuésde 3,2 díasen las hembras,mientrasque en machosesteporcentajede

penetraciónse alcanzó despuésde 5,2 días (Figura 6.10 C) siendo, por tanto, la

penetración1,6 vecesmásrápida en hembrasque en machos.En todos los distintos

intervalos de tiempo estudiadosla cantidad de hexaflumurón-[C’4] en el interior del

cuerpofue mayor en hembrasque en machos.Dos semanasdespuésdel tratamientoel

77%de la radiactividadaplicadasehallabaenel interior del cuerpode las hembras,y el

72% en machos.
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Figura 6.10. Porcentaje (media ±D.S.) del hexaflumurón- C14 aplicado sobre machos (o) y
hembras (e) adultos jóvenes (A) y viejos (5) de A. mariaefranciscae y del total (C),
absorbido a través de la cutícula en distintos intervalos de tiempo. Las curvas representan
el ajuste a una función logarítmica.
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De la misma forma, los perfiles de las curvasde excrecióndel hexaflumurón-

[C’4] de machosy hembrasde adultos jóvenesy viejos mostraronun perfil similar

(Figuras 6.11 A y B). Tanto los machosjóvenescomo los viejos habíanexcretado

aproximadamentela misma cantidad de radiactividad dos semanasdespués del

tratamientotópico: 41% y 45%, respectivamente.Sin embargo en las hembrasel

porcentajede C’4 excretadovarió en función de su edad.En las jóvenesel 50% del

productose habíaexcretadoa los 4,8 días,mientrasque en las viejasesteporcentajeno

sealcanzóhastalos 8,9 días.Dos semanastras la aplicación del hexaflumurón~[Cí4] el

66% y 55% de la radiactividadaplicadase habíaexcretadoen las hembrasjóvenesy

viejas, respectivamente.Estos valores se calcularoncon las curvas estimadas,cuyos

ajustesfueronde 0,9 en hembrasjóvenesy 0,8 enviejas.

Serealizóun modeloúnico detasade excreciónparahembrasy machos(Figura

6.11 C). El ajustea una fUnción logarítmicafue buenotanto parahembras(R2 = 0,91)

comoparamachos(it2 = 0,94).Segúnestemodelo dossemanasdespuésdel tratamiento

con hexaflumurón~(Cí4]las hembrashabíanexcretado1,5 vecesmás radiactividadque

los machos(60% y 41%, respectivamente).

El nivel de radiactividadenel cuerpode A. mariaefranciscaese mantuvoen los

tejidosduranteal menosdos semanastras la aplicacióndel hexaflumurón-[C’4] (Figura

6.12).Un alto porcentajede la radiactividadrecuperadaen los adultosviejos de ambos

sexosestabaen el tegumento(Figuras6.12 C y D). Despuésde un día las hembras

habíanretenidoun 82% y los machosun 76%. Estacantidadpermanecióprácticamente

constanteen el tegumentode las hembrasdurantetodo el experimento,mientrasque en

los machosel nivel decrecióa lo largo del tiempo. Tras dos semanasel tegumentode

hembrasy machoshabíaacumulado,respectivamente,el 74%y 60% de la radiactividad

aplicada.Por el contrario, los porcentajesde C’4 recuperadosen el tegumentode los

adultosjóvenesfueron menores(Figuras6.12 A y B). En las hembrasel porcentajese

redujo levementedesdeel 64% (días 1 y 2) hastael 40% que sealcanzódos semanas

despuésdel tratamiento.Esteúltimo valor secorrespondecon la mitad de lo que se

habíarecuperadoen hembrasviejas en el mismo intervalode tiempo. En los machos

jóveneslos porcentajesde radiactividadrecuperadososcilaronentreel73%y el 57%.
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Figura 6.12. Porcentaje (media ±D.S.) del hexaflumurón-C14 aplicado recuperado en el
tegumento (U), tubo digestivo (El) y aparato reproductor (El), en diferentes intervalos de
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hembras viejas; D, machos viejos. En todos los casos, los datos referentes a la misma
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0,05)

100

80

60

40

A B

o

a-
a>o.
ua>a.-

.9

20

o

100

80

1 2 3 7 14 21 1 2 3 7 14 21

60

40

20

o
1 2 3 7 14

109



Capítulo6 EfectosdedistintosRCIssobreadultos

Los niveles de &~ recuperados en el tubo digestivo fueron bajos

independientementedel sexoy la edadfisiológicade los insectos.Los valoresfluctuaron

entre11%y 20% desdeelprincipio hastael final del experimento.

Con respectoa la acumulacióndel C14 en el aparatoreproductor,se detectaron

patronesnotablementedistintosdependiendode la edady del sexode los adultosde A.

mariaefranciscae(Figura 6.12). La radiactividadfue absorbidaen las hembrasjóvenes

en mayor medidaque en las viejas. Sólo un día despuésdel tratamientolas hembras

jóveneshabíanacumuladotresvecesmásradiactividad(27%) en su aparatoreproductor

(ovariosy huevos)que las viejas (7%), y estasdiferenciassevieron acentuadascon el

tiempo. Tras dos semanasdesdela aplicacióntópica cercadel 50% del hexaflumurón-

[C’4] aplicado en hembrasjóvenesse encontrabasus ovarios y los huevospuestos,

mientrasqueen el mismo intervalode tiempolasviejassólo habíanacumuladoun 9,7%

en su aparatoreproductor.Asimismo, sedetectaronnivelesde radiactividadclaramente

distintosen las gónadasde los machosen funciónde la edad,aunquelas diferenciasno

eran tan evidentes como en las hembras. Dos días despuésdel tratamiento los

porcentajeseransimilares,peroel tercerdíael porcentajeen los jóvenesaumentóhasta

el 35%, másdel dobleque los viejos(15%), y esenivel semantuvocasiconstantehasta

el final del experimento.En los machos viejos el nivel de C’4 fUe aumentando

gradualmente,y al cabode dos semanaslos porcentajesde ambosgruposde edadesse

igualaron,acumulandoaproximadamentela mismacantidadde radiactividad.

Los resultadosobtenidosreflejanqueel porcentajedeC’4 aplicadoquesellegó a

incorporara los huevospuestostantopor lashembrasjóvenescomopor las viejas fUe

muy bajo durantelos primerostres días, pero aumentóprogresivamentea lo largo del

tiempo(Figura6.13).La cantidadde radiactividadrecuperadaen los huevososciló entre

12 0 + 4 8 y 46,9±3,9 cpmporhuevoentrelos días2 y 14 desdequelos adultosfueron

tratadostópicamente, lo cual representaunos porcentajesentre 0,03% y 0,13%,

respectivamente,de la cantidadaplicada.La cantidadmás alta recuperadaen un solo

huevo(46,9cpm)equivalea2,3 pM de hexaflumurónacumulados.
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Figura 6.13. Porcentaje (media ±D.S.) del hexaflumurón- C14 aplicado recuperado en los
huevos de A. marlaefrenciscee en diferentes intervalos de tiempo

6.2.3. DISCUSIÓN

6.2.3.1. Efectossobrela reproduccióny el desarrollode la progenie

Con esteestudioseha demostradoque una sola aplicación tópica o foliar de

hexaflumurónsobreadultosde A. mariaefranciscaeocasionaun prolongadoperiodode

inhibición de la eclosión de los huevospuestos.Tanto el método de aplicación del

insecticidacomo el estadofisiológico reproductoren que se encuentranlos adultosy el

sexoque eratratado fUeronfactoresdeterminantesen la duración’ de esteperiodo.En

todoslos casosla inhibición de la eclosiónfue mayorcuandoel insecticidaeraaplicado

tópicamenteque cuandola aplicaciónera foliar. Cuandose trataronlos dos sexoscon

anterioridadal comienzodel periodo de oviposición (F-50) la inhibición de la eclosión

fue máspersistenteque cuandolos adultoserantratadosen la primerasemanade este

periodo. Por último, pareceque el hexaflumurónse transmitió a la progeniedebido
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fundamentalmenteal tratamientode las hembras,aunquelos machostambiénpueden

contribuirenciertamedida.

El efectoovicida de insecticidasa travésde los adultosya ha sido citado para

otras especiesde insectos. AscHER et al. (1986) indicaron que las hembrasde

Carpophilushemipterus(L.) (Coleoptera:Nitidulidae) poníanhuevosestérilesdurante

los 12-14días siguientesa su exposicióna hexaflumuróndurante24 horas.Tambiénse

detectóuna inhibición de la eclosión de los huevosen la mosca doméstica,Musca

domestica(L.) (Diptera: Muscidae)alimentadaconuna dieta tratadacon hexaflumurón

(LEONARO et aL, 1987) y en Earias insulana (Boisduval) (Lepidoptera:Noctuidae),

despuésde una prolongadaexposiciónal hexaflumurón(HOROWITZ et aL, 1992).Seha

apuntadoqueesteefectoovicidavia adultosesdebidoala inhibiciónde la formaciónde

quitinadel embrión,el cual normalmentemuereen el interior del corioncuandoya está

completamenteformado(itETNAKARAN y WRIGHT, 1987).

A la dosistanbajadehexaflumurónqueseaplicó (0,03gg /adulto), el hechode

tratar a machosy hembraso sólo a uno de los sexostuvo muchaimportanciaen el

porcentajede inhibición de la eclosión.Los datosobtenidosen esteestudiosugierenque

la cantidadde hexaflumurónaplicadano fue suficienteparaque sólo los machosfueran

capacesde transferirla cantidadnecesariaparainhibir la eclosiónde los huevos.Por el

contrario, cuando ambos sexoseran tratadosse observóun efecto sinérgico en la

inhibición de la eclosión,conun valor del 56%,mientrasque sólo se inhibió un 38% al

tratarúnicamentea las hembras.Estehechopuedeserdebidoal incrementode la dosis

de hexaflumurónen las hembrastranferido a travésdel macho. MOORE et al. (1978)

observóque el ditiubenzurónsetranferíadel machode AnthonomusgrandisBoheman

(Coleoptera:Curculionidae)a la hembramáspor contactofisico que durantela cópula,

si bien los machostratadosapareadoscon hembrassin tratar eranincapacesde trasferir

la cantidadsuficienteparaafectara la eclosión.

Tantola aplicacióntópica de hexaflumuróncomo la foliar sobreadultosde A.

rnariaefranciscaeen su periodo de oviposición ocasionóuna alta mortalidadde las

larvasde la siguientegeneración.De hecho,todas las larvas descendientesde adultos
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tratadostópicamentemurieron,y sólo el 4%de lasprocedentesde tratamientosfoliares

alcanzaronel estadoadulto.En Spodopteraexigua(Húbner)(Lepidoptera:Noctuidae)se

observóun efectoovicidaretrasadoen la progeniede adultostratadoscon cloríluazurón

(VAN LAECKE et al., 1989), y lo mismo sucedióen moscasdomésticastratadascon

triflumurón (KNAPP y CILEK, 1988). Tambiénseobtuvouna reducciónsignificativa del

número de descendientesde hembrasdel escarabajode la patataque habíansido

alimentadasconhojasde patatatratadascon la acilureaCME-13406(TUIrLE y FERRO,

1988).

El efecto del hexaflumurónsobre la supresiónde la eclosión de los huevos

puestosporA. mariaefranciscaeduranteun largointervalode tiempo,unido al drástrico

efectoque ha mostradotambiénestecompuestosobrela supervivenciade la progenie,

hacepensarque el hexaflumurónpodríaserempleadoen un fUturo en el controlde esta

plagaenel surde España.

6.2.3.2.Efectoovicida porcontacto

Los valores de concentración letal, obtenidos para los huevos de A.

mariaefranciscaede menos de 24 horas expuestosa papel de filtro tratado con

hexaflumurónindicaron que esteproductoposeeuna actividadovicida muy efectiva

paraestecurculiónido. Estaefectividadha sido ya comprobadaen otrasespecies,como

el escarabajode la patata,Leptinotarsadecemlineata(Say)(MAIiNoWSKI y PAWINSICA,

1992),y en E. insulana(HOROWITZ etaL, 1992).

La mortalidadde los huevosde 0-24 horasde edadfue significativamentemás

alta quela de los huevosde uno aseis díasdeedad(Figura6.4).Estosresultadosindican

que el primer día del huevo esel más sensitivoal hexaflumuróny el momentocritico

para la penetracióndel hexaflumuróno para la síntesisde quitina. HOYING y R.IEDL

(1980) y PURCELL y GRANETT (1986) obtuvieronresultadossimilarescon huevosde

Cydia pomonella (L.) (Lepidoptera: Tortricidae) tratados con diflubenzurón y

triflumurón, respectivamente.
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6.2.3.3.Efectosen la ultraestructuradel tegumentodel embrión

El tratamientotópico con hexaflumurónsobreadultosde A. mariaefranciscae

ocasionó importantes anomalías y claros síntomas de desorganizaciónen la

ultraestructuradel tegumentode los embriones formados. Estos efectos descritos

anteriormentese correspondenconlos encontradospor GROSSCURT(1978)en embriones

deL. decemlineatajusto antesde la eclosióncuandohembrasgrávidashabíaningerido

previamentehojasde patatatratadascon diflubenzurón.La interferenciade las BPUs

con la formaciónde la cutícula,dandolugar aunaausenciade estructuralameladaen la

endocutícula,esun fenómenoque ya seha señaladoen estudioscon distintosinsectos

(SOLTAM et aL, 1984; BINNINOTON, 1985). La estructura lamelada refleja una

disposiciónregular de las capasde quitina-proteínade la cutícula.La ausenciade esta

estructuracaracterísticaes el resultadode una disposiciónanómala, lo cual puede

ocasionarpuntos más frágiles que podrían causar la fractura del tegumento y

posteriormentela muertedel embrión. En la procutículade los embrionestratadosse

observaronalgunos cuerposopacosdensosa los electrones.HASSAN y CHAnNLEY

(1987) explicaronesteefectocomo una acumulaciónde cadenascortasde quitina. Las

irregularidad observadasen las «placasde la membranaplasmática” de las células

epidérmicasde los embrionesde A. mariaefranciscaefueron igualmenteobservadasen

larvas de Choristoneurafumfferana(Clemens)(Lepidopetra:Tortricidae) tratadascon

dosissubletalesdeclorfluazurón(RETNAKARAN etaL, 1989).Teniendoen cuentaambos

resultados,se reforzaría la hipótesis de que la procutículadañadaen los embriones

tratadosestaríafundamentalmenteformadaporproteínas,al inhibir el hexaflumurónla

síntesisdequitina o bienimpedir sucorrectadeposiciónen la procutícula.

El espesorde la procutículade los embrionestratadosno sevio apenasafectado

con respectoal de los testigos.Estehecho sugiereque la síntesisde proteínasy su

incorporacióna la cutículano se han visto afectadas(GROSScURT, 1978; HAsSAN y

CHARNLEY, 1987),mientrasquela producciónde quitina sí ha sido inhibida. A pesarde

ello existenestudios(BINNINOTON et aL, 1987; DEGHEELE, 1990; SOLTANI et aL,1993)
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dondeseevidencióuna drástricareduccióndel espesorde la cutícula,explicándoseeste

hechocomounareduccióndel contenidode proteínasy quitinade la cutícula.

Por otro lado, los dañossufridos por la epicutículafueron equivalentesa los

observadosen la cutículalarvaria deMamnestrabrassicae(L.) (Lepidoptera:Noctuidae)

cuandolas larvasfUerontratadascon diflubenzurón(DEOHEELE, 1990), y en la cutícula

de los embrionesde L. decemlineataa los que el ditiubenzurónllegó por vía materna

(GRoSSCURT,1978). Estosefectossugierenqueel tratamientocon BPUs puedetambién

interferir con la disposiciónde las proteínasde la cutícula. Igualmente,las anomalías

observadasen la epidermis de los embrionestratados(espesorvariable, microvilli

irregulares,espaciosvacuoladosy proyeccionesdel citoplasmahaciala procutícula)son

similaresa las encontradasen larvasdeManducasexta(L.) (Lepidoptera:Sphingidae)

alimentadascondiflubenzurón(HASSAN y CHARNLEY, 1987).

GROSSCURT(1978) señaló que el efecto ovicida de las BPUs aplicadassobre

adultossedebemuy probablementea la inhibición de la síntesisde quitinadel embrión,

lo cual produceanomalíasen la estructuradel tegumentoy un debilitamientogeneralde

la cutícula.Al mismo tiempo, las fibras muscularesno podríananclarsefirmementea la

cutículapor lo cual el embriónno seríalo suficientementefuertepararomperel coriony

moriría en su interior. Estahipótesisseríaconsistentecon los datosobtenidosen este

estudio en el que parece evidente que la formación de la quitina se ha visto

profUndamenteafectada.Un recienteestudiocon el efecto de otra BPU, el lufenurón

(WILSON y CRYAN, 1997) sobreDrosophilamelanogaster(Diptera: Drosophilidae),y

otro sobre el control de Pissodesstrobi (Peck) (Coleoptera: Curculionidae) con

diflubenzurón corroboraríaneste punto de vista. Por el contrari9, nuestrosdatos no

sugierenque hayaun efectosobreel procesode la vitelogénesiscomo sucedióen el caso

de hembrasde Cydiapomonella(L.) (Lepidoptera:Tortricidae)tratadastópicamentecon

diflubenzurón(SOLTANI y SOLTANI-MAZOUNI, 1992).
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6.2.3.4.Farmacocinéticadel hexafiumurónenA. mariaefranciscae

Los patronescoincidentesencontradospara la absorcióndel hexaflumuróna

través del tegumentoen adultosjóvenesy viejos sugiereque la penetraciónde este

compuestoes independientede la edadfisiológica a la que se aplica. Asimismo, los

resultadosobtenidosindicaronque la absorciónera lenta, hechoque ya ha sido descrito

paraotrasBPUs (RETNAKARAN et aL, 1985)y quepareceserun fenómenogeneralpara

estegrupodecompuestos.Estudiosprevioshan evidenciadoque la toxicidadoral de las

BPUs esmásaltaqueporcontactoo mediantetratamientotópico, especialmenteparael

estadolarvario (RETNAKARAN etal., 1985;DE CLERQ eta!, 1995),o bienexistenpocas

diferenciasentrelos métodosde aplicación(CLARKE y JEWESS,1990;HAYNES y SMITH,

1993).Sólo unaspocasespecies,entreellasA. mariaefranciscae(MARCO eta!, 1998a),

hanresultadosermás susceptiblesa lasBPUsporcontactoque con la ingestiónde hojas

tratadas(AsCHER y NEMNY, 1976; MENDEL et aL, 1994). Deestaforma, al utilizar la

curva del modelo obtenido (Figura 6.10 C), el 29% y 14% del hexaflumurón~[Ci4]

aplicado había penetradoen hembrasy machos,respectivamente,despuésde 1 día

(Figuras6.10 A y B). Sin embargo,estosporcentajestan bajos fueron suficientespara

provocarunafuerteinhibición de los huevos.Estosvalorescoincidencon los obtenidos

por SMAOHEE et aL (1997), quienesencontraronque sólo un 15% del diflubenzurón

aplicado sobre larvas de Spodopteraexiguahabía penetrado24 horas despuésdel

tratamiento, y un 31% en el caso de Spodopteralittoralis, pero a pesar de estas

proporcionesel compuestomostró aproximadamentela misma alta toxicidad paralas

dosespecies.

Del mismo modo, los modelos de excreción de radiactividad de machosy

hembrasjóvenesy viejos (Figura6.11)evidenciaronque la excreciónera muy lentaen

todos los casos,si bien en las hembrasjóvenessedetectóun porcentajealgo másalto

dossemanasdespuésde la aplicacióntópica.Utilizando laecuacióndel modelo obtenido

sepuedever que en las hembrasla excrecióneramásrápida. STILL y LEOI’OLD (1978),

sin embargo,no encontrarondiferenciasen la eliminación del diflubenzurón-[C’4] en

machosy hembrasadultosdeA. grandis.
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Este estudio ha puesto de manifiesto que la tasa de excreciónes baja en

comparacióncon la halladaen otros insectosestudiadosanteriormente.GRANETT et aL

(1980) observaronque el diflubenzurónse excretabamuy rápidamenteen dosespecies

de lepidópteros, Choristoneura occidentalis Freeman (Lepidoptera: Tortricidae) y

Orgyia pseudotsugata(McDunnough) (Lepidoptera: Limantriidae), las cualeshabía

eliminado el 50% del compuestoabsorbidounas20 horasdespuésde la ingestión,y un

90%y 86%, respectivamentetras24 horas.STILL y LEOPOLO(1978)encontraronque el

29% y 8% de la radiactividad aplicada a A. grandis mediante inyección de

diflubenzurón-[C’4] había sido excretada 6 y 13 días despuésdel tratamiento,

respectivamente.Sin embargo,nuestrosdatos confirman los obtenidospor AunA et al.

(1991),quienesconcluyeronque la mayor toxicidad del hexaflumuróndetectadaen el

último estadiolarvario de L. decemlineatafrentea £ littoralis y S. exiguasedebíamuy

probablementea la mayor retencióndel compuestoen el cuerpo. Sólo el 57% del

hexaflumurón-[C14] ingeridopor el escarabajose habíarecuperadoen sushecesdespués

de 24 horas,mientrasqueen el mismo intervalode tiempo sehabíarecuperadomásdel

90% en las hecesde ambos lepidópteros.Igualmente, en larvas de S. littoralis se

encontróuna tasa muy lenta de excreciónde otra BPU, el flufenoxurón, tras su

aplicación tópica y oral (CLARKE y JEWESS, 1990). Teniendo en cuentatodos estos

resultadosobtenidos en estudios previos, se puede concluir que la retención del

hexaflumuróny/o susmetabolitosen el cuerpode los adultosdeA. mariaefranciscaees

alta en comparacióncon la de otros insectosplaga,incluyendo distintasespeciesen las

quesehabíaconsideradoquela retencióneraalta.

Trasel tratamientotópico con hexaflumurón-[C’4], el pronotosecomportócomo

un reservoriodel compuesto,ya que el nivel de radiactividadse mantuvo duranteal

menosdossemanasen el cuerpodelos adultos.Dehecho,el porce¡4ajede C14 detectado

en estepuntofUe siempremuy elevadoen todoslos casos(Figura6.12). No obstante,se

apreciarondiferenciasentre las distintas edades,siendo siempremayor la cantidad

relativade compuestoen los adultosviejos queen los jóvenes.

El hecho contrario ocurrió en el tubo digestivo, donde los bajos porcentajes

encontradosa lo largo del experimentoen todos los casossugierenque el tránsito del
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compuesto a través de éste es rápido y está en equilibrio con la tasa de

acumulación/transporteen el cuerpo,llevandoa sueliminación a travésde las heceso

bien reabsorbiéndosedel tubo digestivo a la hemolinfa. VMJ LAECKE et al. (1988)

encontraronen el último estadiolarvariode£ exiguaquetantoel diflubenzuróncomoel

clorfluazuróneranrápidamentetransportadosa la hemolinfaa travésdel tubo digestivo

cuandolas larvas se alimentabande una dieta artificial tratadacon estoscompuestos.

Paralas BPUs se ha detectadoque la tasadiferencial de transportedesdeel tubo

digestivo hasta el punto bioquímico de acción es fundamental’ para su toxicidad

(NEUMAN y GUYER, 1987).

La acumulacióndel compuestoen el aparatoreproductorde A. mariaefranciscae

muestrapatronesnotablementedistintosdependiendode la edady el sexode los adultos

(Figura 6.12). Parece que los adultos jóvenes retienen una mayor cantidad de

hexaflumurón o sus metabolitos en su aparato reproductor que los viejos. La

radiactividad recuperadaen los machosjóvenespodría ser suficienteparaafectar de

algúnmodoa la espermatogénesis,y unapartede lo que incorporansepodríatransmitir

a la hembraen el procesode apareamiento,malograndola fertilización de los huevos.

En cuantoalas hembras,hay razonesfUndadasparapresumirquelos distintosnivelesde

C’4 encontradosen las gónadasy huevosde las jóvenesfrentea los de las viejasvienen

dadospor la edadfisiológica en que sehallan los ovarios.Los ovariosde las hembras

jóvenessehanreveladomuy activos en la acumulaciónde vitelogeninasque captande

la hemolinfay que sondestinadasa la formaciónde los huevos(NEUMAN y GUYER,

1987). Como resultado,las moléculasde hexaflumuróny/o sus metabolitospodrían

habersido incorporadosalos ovariosenel procesode endocitosisporadsorción.

Aunquela cantidadde radiactividadrecuperadaen los huevospuestosfue baja,

fue suficienteparacausarla muertedel embrión.El efectoembriocidaobservadotras la

aplicación tópica con hexaflumurón sobre adultos al comienzo de su periodo de

oviposiciónduranteun intervalode tiempode másde 6 semanaspuedeexplicarsecon la

acumulacióndel hexaflumurónen los huevosobservada.Igualmente,IVIE y WRIGHT

(1978) demostraronen dos dípteros(MuscadomesticaL. y Stomoxyscalcitrans (L.))

tratadoscon diflubenzurónque un porcentajemáximo del 1% del insecticidaaplicado
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llegabaa los huevos,y estevalor erasuficienteparaprovocarefectoovicida en las dos

especies.El tratamientotópico con diflubenzuróntambiénse ha mostradoefectivo al

tratar adultosdeA. grandis; el compuestoen estecasoseincorporabaa los ovariosy a

los huevos,ocasionandola muerte de estosúltimos. Esta efectividad en su actividad

ovicida fuetambiénevidenteen ensayosde campoparala mismaespecie(GANYARD el

aL,1977; MITCHELL el al., 1980). Asimismo, cuando los adultos de Carpophilus

henupterus(L.) (Coleoptera:Nitidulidae) se alimentabande dieta artificial tratadacon

diferentesBPUs se advirtió la esterilizaciónde los huevos(AscHERet aL,1986). Por

consiguiente,el efectoembriocidadetectadoenA. mariaefranciscaetrasel tratamientoa

los adultoscon hexaflumurónno esun hechoaislado,sino que en unagranvariedadde

especiesde insectossehademostradola efectividaddelas BPUssobrelos embriones.

El efectode la edadde los adultostratadossobrela viabilidad de los huevosno

se pudo estudiaraquí debido al escasonúmero de huevosque pusieron las hembras

viejas.No obstante,en el casode otraBPU, el diflubenzurón,pareceque la edadde las

hembrasafectóa los huevos(GRosscURT,1977;1978).Al mismotiempo, HOLST (1974)

observóque el efectoovicida del diflubenzurónaplicadoen la dieta de los adultosde

EpilachnavarivestisMulsant(Coleoptera:Coccinellidae)sedebilitó con másrapidezen

los adultosviejos que en los más jóvenes. Sin embargo,el tratamientotópico con

diflubenzurónsobreRiptortus clavatus(Thunberg)(Hemiptera:Alydidae) ocasionóla

reducciónde la eclosiónde los huevosindependientementede la edadde los adultos

(Knv¶etaL,1992).

Un resumende todos los resultadosindica que las tasasde penetracióndel

hexaflumuróna través del tegumentoy de excreciónen las heces(o por fricción del

cuerpocon el sustrato)presentadiferenciasentreadultosjóvenesy viejos, peroal final,

en valores absolutos, la cantidad de compuestodentro del cuerpo alcanzavalores

similares.La penetracióndel hexaflumurón-[C14] en las hembrasesalgo mayor,pero la

excreciónes mucho menor en machos,lo que resulta en una mayor retencióndel

insecticida en estos últimos. Además, las hembrasjóvenesabsorbieronuna mayor

cantidaddehexaflumuróndurantelos 3 primerosdías trasel tratamiento.Los resultados

sobre la farmacocinéticadel hexaflumurón y los obtenidos mediantemicroscopia
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electrónicaapoyan la idea de que las aberracionesobservadasen el tegumentodel

embriónsonel resultadode la acumulaciónde pequeñascantidadesdel compuestoo sus

metabolitosen los huevostrassuaplicacióntópicasobreadultosdeA. mariaefranciscae,

ocasionandode estamanerala muertedel embrión.La alta retencióndel compuestoen

los tejidos y las bajasdosisrequeridasparasuefectividadcomo inhibidor de la eclosión

de los huevoshaceque seaun compuestointeresanteparalos tratamientosen campo

contraA. mariaefranciscae.

u
u
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6.3. EFECTOSDEL PIRIPROXIFÉN

6.3.1.INTRODUCCIÓN

Los compuestosagonistasde la hormonajuvenil (HJ) afectanaquellasfunciones

vitales de los insectosque soncontroladaso influenciadaspordichahormona(SEHNAL,

1983). El descubrimientode que los juvenoides,ademásde inhibir la metamorfosis,

alterabanla embriogénesis,supusoel comienzode suinteréscomercialy un aumentoen

la investigacióndecompuestoscon estascaracterísticas.Sin embargo,en la prácticasu

empleo no es sencillo, tanto desde el punto de vista técnico como del estadode las

poblacionesdel insectofrenteal cual se utiliza. Uno de los problemasqueplanteael uso

de los compuestosagonistasde la HJ es que al actuar sólo sobreciertos estados,su

aplicacióndebeserprecisaen el tiempo, y al sercompuestosen generalpocoestablesse

deben repetir las aplicacionespara que toda la poblaciónpase a través de la fase

sensitivay así asegurarla efectividad(SEHNAL, 1983).Porello deberíaseraplicadoen

poblacionesque sehallenen el mismo momentodel desarrollo,ya que de lo contrario

los efectospuedenser los contrariosa los deseados,produciendolarvassupernumerarias

queagravaríanel problemade la plaga.

Actualmenteseestánrealizandonumerososestudiosparala búsquedade nuevas

moléculasmáspotentesy selectivasagonistasde la HJ, lo que haceque estegrupo sea

consideradoun elementopotencialpara su inclusión en los programasde 1PM en el

controlde diferentesinsectosdedistintoscultivos.

El piriproxifén esun nuevomimético de la HJ, queocasionaunasupresiónde la

embriogénesisy afectaa la metamorfosisy a la formacióndel adulto.Es másestableque

los primeroscompuestosdescubiertos(metopreno,kinoprenoy fenoxicarb) y bastante

persistente,lo cual aumentalas posibilidadesde que el insectoentreen contactocon él.

Se ha demostradosu efectividad en distintos órdenes de insectos, incluyendo

homópteros(BRADLEY eta!, 1995), heterópteros(LANGLEY eta!, 1990; DE CLERCQ et

aL, 1995), tisanópteros(NAGAI, 1990), himenópteros(VAL y WILLIAMS, 1996),

dictiópteros(LIIM y YAP, 1996;KAAKEH eta!, 1997),sifonápteros(PALMA et aL, 1993),

ortópteros(PARKMAN y FRANK, 1998), dípteros(BuLE y MEOLA, 1993) y lepidópteros
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(YOKOYAMA y MILLER, 1991; HATAKOSHI, 1992). Estecompuestoesutilizado hoy día

sobretodo en recintoscerradosy contrainsectosmuy localizados:plagasde almacén,

insectosde las casasy tambiéntieneun importanteusovetennano.

Se ha demostradoque el piriproxifén poseeacción porcontacto.En cucarachas

produjo esterilidad, anormalidadesmorfológicas o inhibición de la muda (itoss y

CoCHRAN, 1991; LIIM y YAP, 1996). Se ha citado tambiénque el uso de piriproxifén

sobreadultosde distintasespeciesdemoscablancaproducíainfertilidad de los huevos,

y ademásse ha probadoun efecto ovicida tras sumergirlosen una solución con este

producto (ISHAAYA y HOROWITZ, 1992; IsHAAYA et aL, 1994). Los juvenoideshan

mostradoen numerososestudiossu eficacia frente a coleópterosque constituyenplaga

de productosalmacenados(SAMSON et aL, 1990; LETELLIER et aL, 1995), aunqueno

tenemosdatoshastala fechadel efectodel piriproxifén sobreesteordende insectos.

El objetivo de este estudio es estudiar el efecto del piriproxifén sobre la

fecundidad,la fertilidad y el desarrollode la progenieal seraplicadotópicamentesobre

adultosdeA. mariaefranciscae.

6.3.2. RESULTADOS

La fecundidadno sevio afectadatras el tratamientocon piriproxifén. El número

medio acumuladode huevospuestosporhembraal cabode 40 díasdel tratamientofue

superior en las hembrastratadastópicamentecon 10 pg del juvenoide que en las

hembrastestigo (Figura6.14).Sin embargo,la variabilidadenamboscasosfue muy alta

(90,3 ±38,5 y 63,4 + 25,1 huevos,respectivamente),por lo que las diferenciasentre

ambosgruposno fueron significativas(W = 30; P > 0,05).La fertilidad tampocosevio

afectada,ya queen totaslas hembras,tratadasy testigos,fue superioral 95 %.

Por último, el tratamientode los adultoscon piriproxiféntampocoparecióinfluir

sobre la supervivenciade la progenie (Figura 6.15). Salvo 5 días despuésdel

tratamiento,en quela mortalidadde las larvasdel grupotestigo fue superioral 50%, en

el resto de los casosla mortalidadosciló entreel 20 y el 35% en los dosgruposde
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larvas, cifra consideradanormalpara la críaen el laboratoriode estecurculiónido(ver

capítulo3), y no se encontraronanormalidadesmorfológicasexternaso diferenciasde

comportamientoentreellas.

Figura 6.14.
Efecto de una aplicación
tópica de piriproxifén
sobre adultos de
A maneefranciscee en
el número acumulado de
huevos por hembra

Figura 6.15.
Porcentaje de mortalidad
de la progenie de
A. mariaefranciscae
a partir de adultos
tratados tópicamente
con piriproxifén.
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6.3.3. DISCUSIÓN

La aplicación tópica de 10 gg de piriproxifén sobre adultos de A.

mariaefranciscaeno produjo ningún efectosobresu fecundidad,fertilidad y desarrollo

de la progenie.

La fecundidadde lashembrastratadasfue mayor quela de las testigo,perodado

que no existieron diferenciassignificativas en el momentode terminar el ensayo,no

podemosconcluir que le afectarapositivamentea la fecundidad,comoseha observado

en algunasespeciesde coleópterostras laaplicaciónde compuestosmiméticosde la ID

(ASCERNOetal., 1981;SCHOONEVELDeta!, 1977).No obstante,esteefectoestimulador

de la reproducciónvisto en otrasespeciessedebió a una interrupciónde la diapausa

imaginal que caracterizaa muchasespeciesde este orden, produciendoimportantes

cambiosen sudesarrollogonadaly oviposición.

Aunque ha sido probado con anterioridad el efecto embriocida de este

compuesto,la fertilidad de los huevos,superioral 95% en todoslos casos,indicó que el

piriproxifén no tuvo ningún efecto sobre el desarrollo del embrión de A.

mariaefranciscae.Dadaslas característicasdel experimentono fue posiblesabersi el

productollegabaalos huevossin que éstosse sevieranafectadoso porel contrarioera

excretadoo detoxificadoconanterioridad.

El efecto transovarialobservadoen hembrasadultasde distintas especiesde

homópteros(IsHAAYA y HOROwITZ, 1995; HIOBEE et aL, 1995) tras la aplicación de

juvenoidestampocopudodetectarseen A. inariaefranciscae.Las larvasde la siguiente

generación,ademásde no presentaruna mortalidad mayor, tampoco sufrieron un

alargamientodel desarrollo.

Tras el estudiopodemosconcluir que el piriproxifén no esunabuenaopción en

el controldeestaplaga,apesarde los efectosmostradosen otros insectos,dadasu nula

efectividadal seraplicadotópicamentesobreadultos.
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6.4. EFECTOS DEL HALOFENOCmA

6.4.1. INTRODUCCIÓN

Los compuestossintéticosno esteroidalesanálogosde la ecdisonaactúancomo

miméticos de la función biológica de la hormona natural de la muda, la 20-

hidroxiecdisona,representandoun nuevo modo de acción insecticida.En una reciente

revisiónde estegrupode compuestos,DHADIALLA et al. (1998)resaltaronsus efectos

letalessobrelarvasdediferentesinsectos,que mostrabansíntomasde hiperecdisonismo.

Hastael momentoel tebufenocidaha sido el másampliamenteestudiado,mostrandouna

alta selectividadcontradistintasespeciesde lepidópteros(SMAGGHEy DEGHEELE, 1993,

1994a,c; SLÁMA, 1995; SMAGOI-meta!, 1996a,b; DHAIMALLA eta!, 1998).La mayoría

de los estudiosacercade los efectosde las bisacilhidracinassobrecoleópterosse han

centradoen larvas. Al tratar tópicamentelas larvas de los crisomélidosLeptinotarsa

decemlineata(Say)y Phaedoncochleariae(F.) con el análogode la ecdisonaprototipo,

el RH-5849,éstasmurieronen la vieja cutículaal no sercapacesde desprendersede ella

(DARVAS et al., 1992). SMAGGI-IE y DEOHEELE (1994c) obtuvieron resultadosmuy

parecidoscon larvas de L. decemlineatay Diabrotica virgifera (LeConte), tras ser

tratadascon el mismo compuesto.itecientementeseha desarrolladoun nuevo análogo

estructural, el RH-0345 (halofenocida), que parece ser más específico contra

coleópteros,y que ya ha mostradouna alta toxicidad contra los estadioslarvariosde

algunosescarabeidos(COWLES y VILLAN, 1996; itOHMiD, 1996;COWLESeta!, 1999).

Los ecdisteroidessonsegregadospor las glándulasprotorácicasdurantelas fases

juveniles de los insectos,siendo su función principal la inducción de la muda. Sin

embargo,tambiénseha detectadosíntesisde ecdisteroidesen los ovariosy testículosde

los insectosadultos(LoEn et al?, 1982, 1987; RAO et a!, 1982; itOJO DE LA PAZ et al.,

1983; HJ.flEDORN, 1985; Gitxu y LAFoNT, 1994; RoMAÑÁ et aL, 1995), lo que ha

permitido deducirque la 20-hidroxiecdisonatiene un importantepapel, junto con la

hormonajuvenil, en la regulación de la maduraciónde los órganos reproductores

(DHADIALLA et aL, 1998). Además el ovario puede actuar como un vehículo de

transmisiónde ecdisteroidesa los huevosen desarrolloen el interior de la hembra
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(HSIAO y HsLáo, 1979; RAo et a!, 1982). Este papeldel aparatoreproductoren la

síntesisdeecdisteroideshaceque los procesosrelacionadoscon la reproducciónpuedan

verseafectadosporla aplicaciónde agonistasde la ecdisona,pormedio de la reducción

de la fecundidad,de laactividadovicida o la alteraciónde los procesosrelacionadoscon

la espermatogénesis(HAGEDORN, 1985; GWBULTowICZ et aL, 1993; CARPENTER y

CI-IANDLER, 1994).

En los estudiosrealizadoshastael momento con coleópterosadultos se ha

empleadoel RH-5849, que afectó a la fecundidadde L. deceinlineata,inhibiendo la

puestapoco tiempo despuésdel tratamiento(ALLER y RAMSAY, 1988; SMAGOHE y

DEOHEELE, 1 994c), y redujo la fecundidad de Popillia japonica (Newman) tras

alimentarsecon hojastratadas(MONTHÉAN y POTIER, 1992). En el presentetrabajo

queremosexaminar los efectosdel halofenocidaal ser aplicado tópicamentesobre

adultosdeA. mariaefranciscae.Másconcretamente,los objetivosde esteestudioson:

1) Estudiarel efectodel halofenocidasobrela fecundidad,la fertilidad y el desarrollode

la progenieal seraplicadotópicamentesobreadultosdeA. ,nariaefranciscae.

2) Estudiarla farmacocinéticadel halofenocidaenadultosdeA. ,nariaefranciscae.

6.4.2. RESULTADOS

6.4.2.1. Efectossobrela fecundidad,fertilidady supervivenciade la progenie

La fecundidadacumuladapor hembra(n0 acumuladode huevospuestospor

hembra)disminuyóun 10% en comparacióncon los controlescuandoadultosde ambos

sexosfueron tópicamentetratadoscon 2 i.tg de halofenozide(0,2 ¡.tg lA / mg de peso

fresco), pero el n0 total de huevospuestosal final del experimentopor los adultos

testigosy los tratadosno fue significativamentedistinto (W = 79,0; P> 0,05) (Figura

6.16).

Tampocola fertilidad (% de eclosiónde huevos)de A. mariaefranciscaesevio

afectadapor el tratamientocon halofenozide. Sin embargo,si hubo una disminución
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significativade la supervivenciade la progenieprocedentede adultostratados.Másdel

80% de las larvasneonatasprocedentesde huevosrecogidos5, 15 y 25 díasdespuésdel

tratamientotópico murieron poco despuéssin habermudado al segundoestadio. El

porcentajede mortalidadcomenzóa disminuir 35 díasdespuésdel tratamiento(Figura

6.17). Las larvas que mudaron al segundoestadio larvario no sufrieron ninguna

alteracióny llegaronal estadoadulto en el mismo tiempoque las larvasprocedentesde

adultos sin tratar. Seccionestransversalesde larvas de primer estadio de A.

mariaefranciscaeprocedentesde adultostratadosrevelaronla existenciade dos finas

líneasoscurasque indicabanla presenciade una doble cutícula(Figura 6.18).Parece,

por tanto, que las larvas de A. mariaefranciscaehabíanmuerto en el interior de la

antiguacutícula,cuandola siguienteya estabaformada,siendoincapacesde romperlay

abandonarla.
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Figura 6.16. Efecto de una aplicación tópica de halofenocida sobre adultos de
A. mariaefranciscae en el número acumulado de huevos por hembra
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Figura 6.17.
Porcentaje de
mortalidad de la
progenie de
A mariaefranciscae
a partir de adultos
tratados tópicamente
con halofenocida

Días tras el tratamiento

Figura 6.18. Sección transversal de una larva neonata de A. mariaefranciscae
procedente de adultos tratados tópicamente con 2 gg de halofenocida. Las flechas

indican la presencia de una doble cutícula. Barra = 50 nm
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6.4.2.2.Farinacocinéticadel halofenocidaenA. mnariaefranciscae

La penetracióndel C’4 a travésde la cutículaen adultosde A. mariaefranciscae

siguó el mismo patrónen machosy hembras(Figura6.19). El 50%de la radiactividad

aplicadahabíapenetradotras 1,4 días despuésdel tratamientoen hembrasy 1,6 díasen

machos.Tresdías despuésde la aplicacióntópica el 71% del C14 aplicadoestabaen el

interior del cuerpode las hembras,y el 75% en machos.Posteriormentelas pendientes

de las curvasdisminuyen,cuandola stasasde penetracióndel compuestoalcanzanun

valor máximo. Al final del experimento,tres semanasdespuésdel tratamiento,el 92%

de la radiactividadhabíapenetradoen las hembras,y el 88% en los machos.Los datos

de ambossexosse ajustaronmuy bien a una curva logarítmica(hembras:it2 = 0,98;

machos:it2 = 0,93).Lastasasdepenetración(dy/dx) en machosy hembrasdemostraron

que el O~ fue absorbidoa casila mismavelocidad.

Los datos de excreciónde los residuosC14 en diferentesintervalosde tiempo a

travésde las hecestambiénseajustaronbien a una curva logarítmica(it2 = 0,96). La

vida media(50% de excreción)de los residuoscalculadacon las curvasestimadasfue de

6,9 días, y al final del experimento,tres semanasdespuésde la aplicacióntópica con

halofenocidaC’4, habíaexcretadoun 60%de lo aplicado(Figura6.20).

La mayoríade la radiactividadrecuperadaenel cuerpodeA. ,nariaefranciscaese

hallabaen el tegumento(Figura6.21).Un díadespuésdeltratamientoen machosel 57%

fue recuperadoen el tegumento,y tras una semanaserecuperóel 77%, valor que se

mantuvo casi constante hasta el final (Figura 6.21 B). Las hembras de A.

mariaefranciscaetambiénacumularonla mayoríade los residuosC’4 en el tegumento,

pero la cantidad relativa recuperadadisminuyó desdeun 65% (un día despuésdel

tratamiento)hastaun 42% (tres semanasdespués)(Figura 6.21 A). Es obvio que este

porcentajefue disminuyendo en la medidaque aumentabala cantidad relativa de

residuos&~ recuperadosen el aparatoreproductor.

Los nivelesde radiactividadrecuperadosen el tubo digestivo fueron muy bajos

en ambossexos,oscilandolos porcentajesde recuperaciónentre8 y 18 % en hembrasy

12 y 26% en machos.En ningún caso hubo diferenciassignificativasen función del
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tiempotranscurridodesdeel tratamiento.

Figura 6.19.
Porcentaje (Y ±D.S.)
del C14 aplicado sobre
adultos de
A. mariaefrancíscae
absorbido a través de
la cutícula en distintos
intervalos de tiempo

Figura 6.20.
Porcentaje (Y ±O.S.)
del C1’ aplicado sobre
adultos de
A. mañee franciscae
recuperado en las heces
y papel de filtro en
distintos intervalos de
tiempo
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Los porcentajesde residuosC’4 recuperadosen el aparatoreproductorfueron

diferentesen funcióndel sexo.En machosla acumulaciónsemantuvocasi constantea lo

largo del tiempo y en un porcentajemásbajo que el de las hembras(entre8 y 16%),

mientrasque en éstasla radiactividadfue muchomásabsorbida,oscilandoentreun 9%

recuperadoun díadespuésdel tratamientoy un41%recuperadotressemanasdespués.

Debidoa quela mortalidadde las larvasneonatasprocedentesdeadultostratados

tópicamenteconhalofenocidaO~ fue muy alta tambiénsemidió la rediactividaden los

huevospuestospor estosadultos.El porcentajede d~ aplicadoque fue recuperadoen

los huevosno difirió significativamentea lo largodel experimento(F = 0,35;P > 0,05)

(Figura6.21).Los valoresoscilaronentre0,026y 0,042%,lo quesecorrespondecon 1,6

y 2,6 pM de residuosmarcadosrecuperadosporhuevo.
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tegumento (U), tubo digestivo (E)> y aparato reproductor (E), de hembras (A) y machos
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6.21. Porcentaje <Y ±D.S.> del C14 aplicado sobre adultos de
A. mariaefrenciscae recuperado en los huevos puestos en distintos intervalos de tiempo

6.4.3. DISCLJSION

Existenevidenciasdequelos agonistasno esteroidalesde lahormonade la muda

o ecdisonapuedenproducirtrastornosen los procesosreguladosporecdisteroidesen los

insectos.En esteestudio se ha demostradoque la aplicación tópica de halofenocida

sobreadultosde A. mariaefranciscaeproduceun descensode la supervivenciade su

progenie.

A pesar de las numerosaspruebasque existen acerca de las alteraciones

producidaspor insecticidasanálogosde la ecdisonasobreel crecimientode los oocitosy

la ovulaciónen hembrasde insectos(LAWRENCE, 1992; SMAoGlff y DEOHEELE, 1994a,

c), pareceque éstasno sucedenen el caso de A. tnariaefranciscaetras la aplicación

tópicade halofenocida,yaque ni la fecundidadni la fertilidad sevieronmodificadascon

respectoa los testigos.Sin embargo,el desarrollode la progeniese vio seriamente

afectado.Más del 80% de las larvasdeprimer estadioque emergieron5, 15 y 25 días
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despuésdel tratamientode los adultosmurieronal poco tiempo de la eclosiónde los

huevos.Existenevidenciasde que en los embrionesy en los huevosreciénpuestosde

muchasespeciesde insectoshay cantidadesconsiderablesde ecdisteroidesque, bien

puedenhaber sido sintetizadospor el propio embrión (IMBODEN y LANZRE]N, 1982;

HAGEDORN,1985) o, más probablemente,se sintetizanen los ovarios de la hembra

progenitoray pasanal embriónvia materna(HALGEDORN, 1985;HOFFMANN y LAOuEUX,

1985). Ademásseha demostradoque estosecdisteroidespodríanestarimplicadosen la

secreciónde las cutículasembriónicas(LAGuEux et a!, 1979) y en la regulacióndel

desarrolloembriónico(HAOEDORN, 1985).Enesteestudiohemosdetectadoaltosniveles

de [C’4] en los huevos puestospor adultos de A. mariaefranciscaetratadoscon

halofenocida,lo cualhacepensarquede algunamaneraestaradiactividadha pasadode

la madreal embrión.La aplicaciónde halofenocidapuedehaberalteradola cantidadde

moléculasactivasecdisteroidales(agonistasde la ecdisona)en el embrión,afectandoal

desarrollode las larvas recién emergidas.Como consecuencia,los primeros estadios

murieronpoco tiempo despuésde la eclosiónde los huevos.La causapareceseruna

mudaprematura,ya queseccionestransversalesde larvas en primer estadiooriginadasa

partir de adultostratadostópicamentecon halofenocidapresentabanuna doble cutícula

bajo el microscopioóptico, y estaslarvasfueron incapacesde desprendersede la vieja

cutícula. SMAcIOHE y DEOHEELE (1994c)tambiénobservaronla presenciadeuna doble

cutículaen larvas del escarabajode la patatatratadastópicamentecon 20 gg de RH-

5849 cadauna. A la vistade todosestosresultados,pareceque el halofenocida,al igual

que otras bisacilhidracinas,produce los efectos observadosdebido a su actividad

agonistade la hormonade la muda,uniéndoseareceptoresde ecdisteroidese induciendo

de estemodo un ciclo de mudas prematuroque resultaletal (MoNTHÉAN y POTIER,

1992; SMAOGHE y DEOHEELE, 1994a, c; SMAOGHE et a!, 1996a, c; TRISYONO y

CHiPPENDALE, 1997;DHADiAI,LA et al., 1998).

Los datos obtenidos sobre la farmacocinéticade los residuosmarcadosde

halofenocida-[C’4] en el cuerpode los adultosde A. mariaefranciscaeindicaron que el

productose absorbea travésde la cutícula y luego son transportadosal resto de los

órganosinternos. En el tubo digestivo se encontraronsiempreniveles muy bajos de
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radiactividad, independientementedel sexo y del tiempo transcurrido desde el

tratamiento,lo quepuedeexplicarseporun rápidodesplazamientodel productoatravés

de la luz del tubo. Además, la hemolinfa tambiénpodríacontribuir al transportedel

producto,comoya ha sido indicadoen un trabajopreviocon larvasdel escarabajode la

patataque se alimentaroncon hojastratadascon RJrI-5849 (SMAciOHE y DEOHEELE,

1993). Los resultadosobtenidossobrela acumulacióndel halofenocidamostraronque

ésteera muy persistenteen el tegumento.La mayoríade la radiactividadrecuperadaen

los machossehallabaen la cutículay el nivel semantuvoa lo largodel experimento.

La retenciónde los residuosde [C’4] en el aparatoreproductorresultódiferente

en función del sexo. En la mayoría de los insectoslas hembrasadultastienen más

cantidadde ecdisteroidesque los machos(HAGEDORN, 1985), y estehechopuedehacer

que seanlas hembraslas que sufran más alteracionesen el sistemahormonal tras el

tratamientoconagonistasde la ecdisona.Los machosretuvieroncantidadesmenoresde

radiactividad,menos de un 20% del total de [C’4] recuperado,en todos los casos.

Además, ensayosllevados a cabo por nosotroscon L. decemlineataen los que se

apareabanmachostratadostópicamenteconRH-0345 con hembrassin tratarno dieron

como resultadouna reducciónde la fecundidad(datosno mostrados),lo cual apoyaría

estahipótesis.En el aparatoreproductorde las hembras(ovarios+ huevospuestos),por

el contrario,seretuvieronaltosnivelesde radiactividad.Estacantidad,que semantuvo

duranteun periodo relativamentelargo, no causóuna reducción significativa de la

fecundidad, pero de alguna forma se transmitió a los embriones,produciendouna

drástricareducciónen la supervivenciade la progenie.Sólo un pequeñoporcentajedel

halofenocida-[C’4] aplicado se incorporó a los huevosde A. tnariaefranciscae.Sin

embargola pequeñacantidadrecuperadaporhuevo (entre 1.6 y 2.6 pM) podríahaber

sido responsablede la alteracióndel desarrollode las larvas recién emergidas.Estas

cantidades tan bajas son comparables a las encontradas en huevos de A.

mariaefranciscaeprocedentesde adultostratadostópícamentecon hexaflumurón,donde

2.3 pM deesteproductotuvieronun fuerteefectoembriocida(verapartado6.1.2).

De los resultadosobtenidosen estetrabajose concluyequeel tratamientotópico

de adultosde A. mariaefranciscaecon halofenocidaprovocó un alto porcentajede
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mortalidaden la progeniedebido a que produceun procesode mudaprematuraque

inhibe la ecdisis.Partedel halofenocidaaplicadosobrelas hembrasse acumulóen su

aparatoreproductor,y de algunaforma pasóa la siguientegeneración.Se ha detectado,

portanto, un efectotransovarialdel halofenocida.Los efectosobservadossugierenque

el halofenocidapuedealterarlos procesosfisiológicos dependientesde los ecdisteroides

relacionadoscon el desarrollodel embrión.
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CAPÍTULO 7

Efecto de inhibidores de
proteasasen el desarrollo
y supervivencia
de las larvas de
A. mariaefranciscae

7.1. INTRODUCCIÓN

Los dañoscausadosa los insectosatravésde la alteración,de la digestiónde

las proteínaspor la transformacióndel genomade las plantascon inhibidores de

proteasasrepresentauna alternativanuevaen el controlde plagasde insectos(ver la

revisión de REECK et a!, 1997). Sin embargo,debido a la variabilidadexistenteen

las proteasasde los insectos(WOLFSONy MURDOCK, 1990)y al limitado espectrode

actividadde estosinhibidores(GARcIA-OLMEDO etal., 1987),la expresiónen plantas

de un determinadoinhibidor deproteasaspuedeno darlugaraun amplio espectrode

control. Es, por tanto, necesario,seleccionarlos inhibidores apropiadospara las

proteasasdigestivasde cadaespecieen panicular,lo cual requiereel conocimiento

de las proteasaspresentesen el tubo digestivo de cada insecto, así como su
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interacciónconlos distintosinhibidores.

Con estefin, OR’rEooeta! (1998)caracterizaronlas actividadesproteoliticas

de larvasy adultosde A. mariaefranciscae,y posteriormenteestudiaronin vitro el

efecto de distintos inhibidores de proteasassobre la actividad de las proteasas

digestivasde este curculiónido. Tanto en lanascomo en adultosse encontróun

complejosistemaproteolitico parala digestiónde las proteínasbasadoen, al menos,

actividades de tipo tripsina, quimotripsina, elastasa, catepsina D, leucina

aminopeptidasa,carboxipeptidasaA y carboxipeptidasaB. Extractosdel intestino

medio de las larvas mostraronuna actividadproteasaespecíficamás alta que la

medidaen adultos.No obstante,salvo variacionescuantitativas,no seencontraron

variacionescualitativas.Por tanto, tanto lanascomoadultosexhibieronun mismo

perfil proteolítico, como se podía esperarde un insecto con lqs mismos hábitos

alimentarios.

Se ha constatadoque la ingestión continuadade inhibidores proteicos

añadidosa la dieta de cría de algunasespeciesha ocasionadoseVerosefectosen el

crecimiento y desarrollo de algunas especies.El objetivo de este estudio es

determinarlos efectosde algunosinhibidores de proteasassobreel desarrolloy la

supervivenciade las lanasdeA. mariaefranciscae,como basepára seleccionarlos

inhibidoresmásadecuadosparael controlde estaespecie.

7.2. MATERIAL Y MÉTODOS

Ensayosprevioshabíanmostradola presenciade serínproteasasen el tubo

digestivo de larvasy adultosde A. mariaefranciscae.Por ello, se probaronvarios

inhibidores de serin proteasasiii vivo sobre lanas neonataspara establecersu

potencial como factoresde resistencia.Los inhibidores ensayadosfueron: SBBI

(SoybeanBowman-Birk Inhibitor), CEOM (ChickenEgg White Ovomucoid), TEl

(Turkey Egg White Inhibitor), STI (SoybeanTrypsin Inhibitor) y LBI (Lima Bean

Inhibitor)..Todosprocedende SigmaChemicalCo. (St. Louis, EEUU).
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Las larvaseranalimentadasdesdesu emergenciahastasu pupacióncon dieta

artificial queconteníaun0,2%(plp) de albúmina(testigo),o un 0,2%(p/p)de uno de

los inhibidoresde proteasascitados(SBBI, CEOM, TEl, STI, y LBI), o un 0,2% de

las mezclasLBI/TEI (con un 1% (p/p) de cadauno de los componentes),y

SBBI/STI/TEI (con0,066%(p/p) decadauno).

Las larvas se manteníanindividualmenteen cajitas, cadauna de las cuales

conteníaun trozo de dieta tratadade unos0,4 gramossobreun trozo de papel de

filtro. Lascondicionesempleadasfueron26 + FC, 80 ±10%HP.y un fotoperiodode

16:8 h (L:O). Los cambiosde dieta se hacíancada 5-7 días para determinarel

desarrolloy la supervivenciade las larvas.

7.3. RESULTADOS

La supervivenciay el desarrollo de las larvas de A. mariaefranciscae

alimentadascon dietasartificialesque conteníaninhibidoresde proteasassemuestra

en la Tabla 7.1. La mortalidad de las larvas alimentadascon la dieta testigo que

conteníaun 0,2% (plp) de albúminafue del 25%. Asimismo, las larvasalimentadas

con la dieta que conteníaun 0,2% (p/p) de CEOM mostraronunos niveles de

mortalidad,duraciónlarvaria y pupal y pesode los adultossimilaresa los de los

testigos.

El consumode las dietasque conteníanun 0,2% (p/p) de SBBI, TEl, STI y

LBI incrementóla mortalidadal 60-70%,mientrasque en las dietasque contenían

las mezclasLBI/TEI y SBBI/STI/TEI la mortalidadrondóel 90%. Con todos estos

inhibidores de proteasas,tanto por separadocomo combinados,los tiempos de

desarrolloempleadoshastalapupacióny hastala emergenciadel adulto seretrasaron

significativamente(P =0,05).El pesode las pupasy los adultosen estostratamientos

fueron siempremenoresqueenel control,aunqueno significativamentedistintos.
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Capítulo 7 Efectode inhibidoresdeproteasassobrelarvas

7.3. DISCUSIÓN

Muchosautoreshan demostradoque la ingestiónde inhibidoresde proteasas

en dietas naturaleso artificiales puede retrasarel crecimientoy el desarrollode

muchasespeciesde insectosplaga, lo cual apuntaa queestosinhibidorespuedenser

un método efectivo para controlar insectos(ver revisión de JONOSMA y BOLTER,

1997).Sin embargo,enla mayoríade los estudioslamortalidaderabastantebajay la

proteccióncontrala plagano eracompleta,aunusandoaltosnivelesde inhibidores.

Se han encontrado porcentajesaltos de mortalidad en algunas especies de

curculiónidos,pero seobtuvieroncon inhibidoressintéticosde bajo pesomoleculary

con inhibidoresde proteasaspeptídicosde origenmicrobiano.ELDEN (1995)indicó

que la supervivencia larvaria de Hypera postica (Gyllenhal) (Coleoptera:

Curculionidae)seredujosignificativamentetras la ingestiónde distintosinhibidores

de cistein- y aspartil-proteasas.Más recientemente,PITTENDRIGH et a! (1997)

encontraronque el E-64 aumentabala mortalidady retrasabael crecimientoen las

larvasde Sitophilusoryzae(Linnaeus)(Coleoptera:Curculionidae).

Cuando las larvas de A. mariaefranciscaese alimentaroncon una dieta

artificial queconteníaun 0,2%(p/p) de los inhibidoresde proteasasproteicosSBBI,

TEl, STI y LBI, la supervivenciase redujo considerablementey hubo un retraso

significativo del desarrollo.La mortalidadregistradacon estosinhibidoresrepresenta

un incrementodel 35-45%con respectoa la de los controles,y estosvaloresestán

entrelos másaltosregistradoshastael momentocon inhibidoresdeproteasasdetipo

proteico sobre curculiónidos. PURcELL et a! (1992) encontraronque no había

mortalidadni aparecíanmalformacionesal alimentarlarvasde A. grandiscon altos

niveles de SBBI y STI. Sin embargo,GR\HAM et a! (1997) observaronque la

expresiónde un inhibidor detripsina de(carilla-chícharo)en fresaeraefectivocontre

el ataquede las larvasdel curculiónidoOtiorhynchussulcatusF. á las raícesde esta

planta.

Por otra parte, la alimentación de larvas de A. mariaefranciscaecon

inhibidores de proteasasmezcladosen la dieta mostraronque algunosejemplares

presentabantrastornosen el momentode la muda y la metamorfosis,apareciendo
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individuos con característicasmorfológicasintermediasentre larva y pupa y entre

pupay adulto, que moríanpocosdías después.Tambiénaparecieronalgunaslarvas

con deslizamientode la cápsulacefálica, señaltípicade apolisis, pero se inhibía el

siguientepasode la ecdisis,resultandoen un desprendimientoincompletode la vieja

cutícula. Se han indicado alteracionessimilares de la muda en el tercer o cuarto

estadio de algunas larvas de Helicoverpapunctigera(Wallengren)(Lepidoptera:

Noctuidae),tras seralimentadasdesdeneonatascon dietaque conteníainhibidores

de tripsina y quimotripsina(HEATH et a!, 1997). Igualmente,FAXTOR y RAVIV

(1997)encontraronquela inyecciónde SBBI o STI en larvasde Spodopteralittoralis

(Boisduval)(Lepidoptera:Noctuidae)afectabaa la mudade las larvas,sugiriendola

presenciade otros blancosparalos inhibidoresde proteasas.BILLINciS et a! (1992)

señalaron,tras seguimientode la administraciónoral de SBBI en ratones,que éste

pasabala barreradel aparatodigestivo y podía ser encontradoen prácticamente

cualquierórgano, la sangrey la orina. Sin embargo,no existeinformación sobrela

posibilidad de que los inhibidoresde proteasaspuedanatravesarel tracto digestivo

de los insectosy tenerasí accesoa blancosendógenos.Por otra parte, los efectos

sobreel procesode la mudaobtenidosen nuestroestudiounidos a los encontrados

por HiEATH et al. (1997)podríanhabersedebidoa alteracionesfisiólógicasderivadas

de su acciónen el intestinomedio.

Curiosamente,cuandose aUmentóa las larvas con dos o tres inhibidores

mezcladosen la dieta seobservóun efecto sinérgico sobrela mortalidad, lo cual

redujo la supervivenciahastaun 10-12,5%. La acción complementariade estos

inhibidores puede explicar su efecto sinérgico al proporcionárselosjuntos a las

larvas. Existen otros ejemplosde efectossinérgicosde inhibidorésde proteasasen

distintos insectos. BURGEsS et al. (1994) observaronun efecto sinérgico de la

combinaciónde inhibidores de proteasasen la supervivenciay el crecimientode

Teleogrylluscommodus(Orthoptera:Gryllidae). OPPERT et a! (1993) encontraron

que la mezclade inhibidoresde serín- y cistein-proteasasen la dieta producíauna

toxicidad sinérgica en larvas de Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera:

Tenebrionidae).Porúltimo, MARKWLCK et aL (1995)indicaronque cuandolas larvas

de Cydiapoznonella(L.) (Lepidoptera:Tortricidae)eranalimentadascondietasa las
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que seincorporabaninhibidores de proteasas,la reducciónde la tasade crecimiento

eramayorcuandosecombinabanvariosinhibidores.

Los resultadosobtenidossobreel uso de inhibidoresde proteasasparaalterar

la digestiónde las proteínasde A. mariaefranciscaeconstituyenun acercamientoal

conocimientode sus procesosdigestivos,que podríanemplearseen un futuro parasu

control, mediantela tranferenciade estacapacidadde inhibición a las plantasde

remolachaazucarera.
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Conclusiones

1. Sehadesarrolladounanuevadietaartificial parala críade A. mariaefranciscaeen

el laboratorio, que cumple los requerimientosnutricionalesque necesitaesta

especiepara sucorrecto desarrolloy reproducción,y con la cual seconsigueun

alto porcentaje de supervivencia (78%) de la población. Su ventaja más

significativa respecto a anteriores dietas es que se mantiene libre de

microorganismosdurantemás de una semana,lo cual disminuye la mortalidad

debidaal excesode manejoconel consiguienteahorrodetiempo.

2. Tanto la temperaturacomo el fotoperiodoinfluyen en el tiempo del desarrollo

larvadoy en el porcentajede pupaciónde A. mariaefranciscae.Existen,además,

interaccionesentre ambasvariables, que afectanespecialmenteal último estadio

larvario, pudiendollegar a detenersu desarrolloe impedir la pupación.Se ha

sugeridoqueestecurculiónidopodríasufrir unadiapausafacultativaduranteeste

estadio,peroseriannecesariosnuevosexperimentosparaconfirmarlo.

3. La fecundidad de A. mariaefranciscae se relaciona directamentecon la

temperatura,y de todaslas estudiadasla más adecuadapara la oviposición fue

260C. A pesarde su condición de plaga, la fecundidadno fue muy elevada.La

razóndesuéxito reproductivosedebea unaalta fertilidad de los huevos(superior

90% en todaslas condicionesensayadas),a que depositalos huevosen el interior

de los tejidos vegetales, al largo período de oviposición, y a la falta de

sincronizaciónentrelas hembras.

4. A. ,nariaefranciscaepresentauna diapausareproductora,ya que los imagosno

inician la reproducciónhastapasadoun periodo superiora dos mesesdesde su

emergencia. En unas condiciones de fotoperiodo de 16:8 h (L:O) A.

mariaefranciscaeexhibió un largo periodo de preoviposiciónde 106 días y la
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fecundidadfue de 39 huevospor hembra,mientrasque a 9:15 este periodo se

acortóa 80 díasy la fecundidadseincrementóa73 huevos.

5. La aplicacióntópica del análogode la hormonajuvenil piriproxifén sobreadultos

de A. mariaefranciscaeno produjoningúnefectosobrela fecutididad,fertilidad y

desarrollode la progenie,por lo que esteinsecticidano esuna buenaopción a

teneren cuentaen el controlde estaplaga.

6. La aplicacióntópica del análogode la hormonade la mudahalofenocidasobre

adultosdeA. mariaefranciscaeproduceun descensode la súpervivenciade la

progeniedebidoaqueinduceuna mudaprematura.Las larvasneonatasinician el

procesode formacióndeunanuevacutículasin llegara desprendersede la vieja,

lo queocasionasu muerte.

7. Sólo un pequeñoporcentajedel halofenocidalCí4]aplicado tópicamentese

incorporóa los huevosdeA. mariaefranciscae,siendosuficienteparala alteración

del desarrollode las larvasreciénemergidas.Los efectosobservadossugierenque

el halofenocidapuede alterar los procesosfisiológicos dependientesde los

ecdisteroidesrelacionadoscon el desarrollodel embrión.

8. La aplicacióndel inhibidor de síntesisde quitinahexaflumurónsobreadultosde A.

mariaefranciscaeocasionaun prolongadoperiodode inhibición de la eclosiónde

los huevosy unaaltamortalidadde las larvasde la siguientegeñeración.El efecto

esmayorcuandoel insecticidaseaplicatópicamenteque cuandola aplicaciónes

foliar. Las hembras son las principales responsablesde la transmisión del

hexaflumuróna la progenie.La actividadovicida esparticularmentealta paralos

huevosdemenosde 24 horas,debidoa querepresentaun momentocrítico parala

penetracióndel compuestoo bienparala síntesisde quitina.

9. El tratamientotópico con hexaflumurónsobreadultos de A. mariaefranciscae

ocasionaimportantesanomalíasy claros síntomasde desorganizaciónen la

ultraestructuradel tegumentode los embrionesformados. La procuticulaes la

capamásafectada.La exo- y la endocutículapierdenporcompletosu estructuray
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no muestranla típicaorganizaciónlamelada,lo cual pareceestarrelacionadocon

la disposición irregular de las capas de quitina-proteína, que llevan al

debilitamientoy a la posteriormuertedelembrión.

10. La alta efectividadde bajasdosisde hexaflumurónmedianteaplicacióntópicao

foliar via adultos como inhibidor de la eclosión de los huevos de A.

,nariaefranciscaehaceque seaun compuestointeresanteparael control deesta

plaga.

11. Las larvasalimentadasdesdesuemergenciahastala pupaciónsobredietasque

conteníanlos inhibidores de serín proteasasSBBI, STJ, TEl o LBI mostraron

bajastasasde supervivencia,retrasosen el tiempodedesarrolloy dificultadesen

el momento de la pupacióny emergenciadel adulto. Los niveles más altos de

mortalidadse encontraronen las larvas alimentadascon dietas en las que se

habíancombinadodos o tres inhibidores, sugiriendoun efecto sinérgico de los

mismos.
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