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1.- _ NECESIDAD DEL _USO DE PLAGUICIDAS EN
AGRICULTURA. | '

El hombre siempre se ha preocupado por conseguir el maximo
rendimiento en sus cosechas. Sin embargo, los destrozos causadds B
por los insectos no le alarmaron demasiado hasta gue éstos
constituyeron plagas y amenazaron seriamente sus alimentos y
su economia. Comenz4 entonces a preocuparse en como atacar a
estos insectos, iniciAndose la era de los insecticidas.

Los primeros compuestos quimicos usados como plagluicidas
fueron los inorganicos, tales como arseniatos, que acttan
desprendiendo la toxina al ser hidrolizados en el estomago de los
Insectos.

Posteriormente comenzaron a surgir los insecticidas qu'irnicos
organicos, utilizdndose los primeros organoclorados a partir de los
afios 30. Estos compuestos actuan inhibiendo al enzima
citocromo-oxidasa c¢ue interviene en el intercambio gaseoso,
afectando asi la respiracion de los insectos, | produciendo también
una inestabilizacién de su sistema nervioso (Van Emden, 1977).

Estos compuestos presentan una gran persistencia y duracion,
que en algunos casos puede alcanzar una vida media aproximada
a la vida media del hombre (Van Emden, 1977), asi como una
acumulacion a lo largo de la cadena trofica, como es el caso del
insecticida denominado DDT. Estos inconwvenientes indujeron la
aparicibn, a principios de los afilos 50, de los plaguicidas
organofosforados, de menor duraciéon que los anteriores pero més
toxicos que aquéllos (Ware, 1983).

Estos compuestos actian inhibiendo la hidroélisis de la

acetilcolina, acumuléndose ésta en las sinapsis y produciendo una



estimulacion nérviosa constante vy, pox; tanto, paralisis teténica_.
(wWare, 1983). .

A contiriuacién, y siguiendo un orden cronolégico, bomenzaron
a aparecer los carbamatos. Al igual que los organofosforados,
actuan por inhibiciébn -de la enzima acetilcolinesterasa (Vah '
Emden, 1977; Ware, 1983). Estos' compuestos presentan una
persistencia y toxicidad intermedia entre la de los insecticidas
organoclorados y organofosforados.

Los piretroides, de reciente aparicion, estan cobrando fuerza
como insecticidas, al presentar la menor toxicidad para mamiferos
de entre todos los insecticidas hasta ahora mencionados. Esto se
pone de manifiesto en la Tabla I, donde se aprecia la ventaja de
este grupo de insecticidas frente al resto de ellos.

Estos productos son compuestos sintéticos, de estructura
quimica semejante a las piretrinas, las cuales proceden a su vez
de extractos de plantas. Los piretroides actian provocando
descargas repetitivas en varios lugares de los sistemas nervioso vy
muscular, siendo especialmente importantes en las uniones
neuromusculares y en las sinapsis (Burt y Goodchild, 1971).

El uso de estos compuestos en la agricultura es de vital
importancia para el desarrollo de un pais, sobre todo si éste es
agricola. Esto se pone de manifiesto en un informe de la F.A.0. de
1963 donde se menciona el rendimiento obtenido en el producto
agricola bruto por Japdén vy otros paises industrializados (5480
Kg/ha) cuando usarén 1,079 Tm de pesticidas/Km?. Sin embargo,
otros paises menos desarrollados, como India, usando una
cantidad media de 0,015 Tm de pesticidas/l(mz, s6lo obtuvieron

un rendimiento de 820 Kg/ha.



Tabla I- Valores de DL;, para varios tipos de .

insecticidas, obtenidos en ratas e insectos.

Clase Ratas (mg/kg)*  Insectos (mg/kg)? Cociente
Carbamatos 45 | 2.8 16
Organofosforados 67 2.0 33
Organoclorados 230 2.6 91
Piretroides 2000 0.45 4500

El cociente entre estos dos wvalores nos indica la

seguridad relativa para mamiferos. a= valores de DLgq; b=

valores de DLgq obtenidos para 4 especies (Elliot, 1976).

Ademas, el bajo coste en la produccidon de insecticidas, asi como
su sencillez en el manejo y su facil transporte hace que estos
compuestos sean imprescindibles para combatir las plagas (Ivienn
v Beroza, 1972), tanto aquéllas que atacan directamente a las
cosechas, como las que constituyen los vectores de transmision de
enfermedades contagiosas.

Sin embargo, la utilizacién de algunos tipos de plaguicidas, asi -
como el uso indiscriminado de otros, presenta una serie de
desventajas tanto para las especies vecinas al insecto cque se
pretende combatir, como para el resto de animales y al

ecosistema en general.



En este séntido cabe destacar la resistencia gque pueden
presentaf los insectos frente al producto con cque se les trate (Vaﬁ'
Emden, 1977), lo que implica un aumento en la dosis a emplt_éar o
un cambio del plaguicida hasta entonces utilizado. Al mismo
tiempo, estos productos, al no ser selectivos, eliminan a otrés :
_ especies de insectos no perjudiciales.'

Por otro lado, también hay que mencionar los inconvenientes
ocasionados por los plaguicidas al ecosistema sobre el que se
aplican, con la consiguiente contaminacion de lagos vy rios; suelos vy
plantas, asi como su efecto sobre el hombre vy Vertebrados
superiores. En este Gltimo caso hay que citar la intoxicacion
sufrida por el hombre al manejar estos productos, asi como al
ingerir vegetales que han sido tratados con dichos compuestos.

También hay que hablar de la acumuleacion de algunos tipos
de insecticidas a lo largo de la cadena trofica; por ejemplo, el DDT
puede pasar desde una concentracién de 0.00001 ppm en las aguas
dulces, hasta 0.1 ppm en invertebrados acuaticos, 0.5-2.0 ppm en
peces ¥ 10.0 ppm en rapaces. La acumulacién se produce en el
tejido adiposo de los animales, ¥ puede pasar a su sangre cuando |
se movilizan las grasas por efecto de una gran actividad o de
stress (Duffus, 1983).

8i se hace una evaluacion entre las ventajas e incovenientes
que presentan los insecticidas habituales, éstos Ultimos sobrepasan
a las primeras, sobre todo en lo referente a la contaminacion
ambiental y a los efectos irreversibles cque el uso indiscriminado
de estos productos puede ocasionar. Sin embargo, los pesticidas
permanecen en primera linea de defensa en el control de insectos
cuando los dafios y pérdidas en las cosechas se transforman en

pérdidas econdémicas, v ellos son la Unica respuesta a un brote



severd de pesté 0 & una emergencia (‘Wére, 1983), por lo cque hasta
que dispongamos de nuevos medios de defensa, el uso de loé'
plaguicidas es inevitable. | |

Por otra parte, la humanidad es cada vez mas consciente de
los perjuicios que el abuso de los plaguicidas puede ocasionar al
medio ambiente. Ademas, la resistencia de los insectos a estos
compuestos vy el encarecimiento de los plaguicidas quimicos ha
puesto de relieve la necesidad de encontrar otros medios de lucha
contra los insectos.

Durante los ultimos afios, baséandose en la Fisiologia de los
insectos, se ha desarrollado un nuevo tipo de insecticidas, que no
tiene los inconvenientes de los convencionales.

Este nuevo tipo de productos comenzé a surgir con el
descubrimiento de la juvabiona, de actividad anéloga a la de la
hormona juvenil. Esta hormona es imprescindible para el
completo desarrollo de los insectos, asi como para el normal
funcionamiento de sus odrganos reproductores. Por tanto, el
descubrimiento de la juvabiona (hormonomimeético) desencadend
toda una serie de trabajos encaminados a buscar nuevos
productos que presentaran esta actividad, con la esperanza de
poder utilizarlos como posibles insecticidas. Nacid asi 1o que
Williams denomindé Tercera Generaciéon de Plaguicidas (Williams,
1967).

El estudio de estos productos miméticos de la hormona juvenil
(o juvenoides) ha demostrado que no presentan toxicidad para los
Vertebrados (De Wilde, 1971; Bagley v Bauernfeind, 1972; Siddall v
Slade, 1974), ademas de ser activos en muy pequerias cantidades
V(Hoar, 1978) por lo que pueden ser utilizados en concentraciones

menos elevadas que 10s insecticidas de sintesis. Por ejemplo, se ha



demostrado qué, en la lucha antimoéquito, algunos juvenoideg
han sido eficaces a conbentraciones de 0.0001 ppm, sin producir'
efectos secundarios (Bagley vy Bauernfeind, 1972). Por otro lado,
estos compuestos presentan una elevada especificidad, lo que
permite seleccionar las sustancias més eficaces para una especié ‘
determinada {Barrington, 1977), v al mismo tiempo no presentan
ningiin efecto polucionante conocido sobre el medio ambiente.
Ademés algunos de estos juvenoides se han aislado de plantas vy
microorganismos (Schneiderman et al, 1960; Slama y Williams,
1966; Bowers, 1976; Lax et al., 1985).

En la actualidad se han comercializado algunos compuestos de
los anteriormente mencionados, con los nombres de Altosid®
(Ivletopreno), Enstar® (Kinopreno) v Dimilin®  (Diflubenzuron)
(inhibidor de la sintesis de quitina) que han demostrado presentar
una gran actividad frente a larvas de moscas, mosquitos, plagas
de frutas, vegetales, algodédn, etc. (Ware, 1983).

En Espafia, y desde hace unos afios, se estan llevando a cabo
trabajos de investigacidn encaminados a la busqueda de
compuestos con actividad hormonomimeética procedentes de
extractos vegetales, v que puedan ser utilizados como futuros
insecticidas.

No obstante, todo lo anteriormente mencionado no surte
ningun efecto si no se estudia en profundidad la Fisiologia de los
insectos, en especial de adquellos causantes de plagas. En este
sentido hay que destacar la presencia de un exoesqueleto duro
que les aisla del medio, una gran facilidad de reproduccion, asi
como un sistema hormonal propio ¥y muy simple.

Puesto que los mecanismos fisiolégicos de los insectos son

caracteristicos y, en algunos casos {(como la hormona juwvenil)



especificos, uné; nianer_a' de combatirlbs seréa alterando dichos
mecanismos, evitando asi la tozicidad y acumulacion que
presentan los plaguicidas actuales (Williams, 1967; Slama et al,,
1974). As'i, se pretende atacar a los insectos actuando sobre su -
sistema endocrino. Para ello hace falta, como vwva se hé'
mencionado, un estudio profundo dél mismo, con especial hincapié
en acdquellos puntos en los que el insecto pueda ser mas

vulnerable.



2 - ASPECTOS DE LA FISIOLOGIA DE LOS INSECTOS. QUE
PUEDEN SER INTERESANTES PARA EL DESARROLLO DE
NUEYO0S3 INSECTICIDAS.

Como se ha visto anteriormente, la llamada Terce_ré '
Generacion de Plaguicidas se halla éncaminade. a la blsqueda de
nuevos insecticidas gque actien sobre el sistema endocrino de los
insectos. Para ello, hace falta conocer a fondo dicho sistema, v asi,
poder. atacar a los insectos en sus puntos débiles.

En lineas generales el sistema endocrino de insectos esté
constituido por las células neurosecretoras cerebrales, los corpora
cardiaca v los corpora &Hatd (Highnam vy Hil'l, 1977).

Las células neurosecretoras producen la hormona de la
activacién, también llamada hormona cerebral, cuya mision es
activar la secrecion de ecdisona; esta hormona se almacena en los
corpora cardiace, desde donde se libera para ejercer su accion.

Los corpora cardiaca son los principales oOrganos de
almacenamiento vy liberacion " del material neurosecretor
procedente del cerebro (Highnam y Hill, 1977).

Los corpora &llals son glandulas endocrinas que muestran,
durante el desarrollo postembrionario, una actividad ciclica en
cada periodo de intermuda, cesando dicha actividad durante la
metamorfosis y entrando de nuevo en accion cuando las hembras
inician su fase reproductora. La hormona producida por estos
6rganos es la hormona juvenil (HJ) que interviene tanto en las
fases juveniles del insecto, regulando su muda al siguiente estadio
larvario, como en la fase adulta, -interviniendo sobre la
reproduccién.

Las dos hormonas mas importantes para el normal desarrollo



del ciclo vital dé los insectos son la ecdisbna v la hormona juvenil.

La ecdisona se produce en las glandulas protorécicas de loé'
insectos, entrando en accién tras ser activadas por la horrhqna
cerebral. La ecdisona es la responsable de la muda de los insectos,
interviniendo también en el curtido de la nueva cuticula v en l'a :
regulacién de los procesos mitéticos v de crecimiento de ciertos
tejidos (Wigglesworth, 1970). Esta hormona esta presente en cada
uno de los pasos de un estadio larvario al siguiente, asi como en
el momento de la metamorfosis, es decir, en el paso ninfa-adulto
en los insectos Hemimetébolos, v en €l paso larva-pupa vy
pupa-adulto en los insectos Holometébolos (Fig. 1) (Wigglesworth,
1970; Slama et al., 1974). |

La ecdisona tiene interaccién con las células neurosecretoras
del cerebro por un mecanismo de feed-back negativo (Fig. 2), por
lo cque al liberarse inhibe la secrecion de hormona cerebral
(Wigglesworth, 1970).
| Por otro lado, la HJ tiene también un papel importante en la
muda de los insectos, impidiendo la aparicion de los caracteres
adultos durante los estadios juveniles. Asi, en los insectos
Exopterigota, deja de segregarse esta hormona durante el ultimo
estadio ninfal, produciéndose la metamorfosis a insecto adulto
{(Wigglesworth, 1940). En los insectos Endopterigota, el proceso es
similar, disminuyendo el nivel de HJ durante el ultimo estadio
larvario, induciendo la pupacion, hasta anularse produciendo
entonces la metamorfosis a adulto (Figs. 1| vy 2) (Gilbert vy
Schneiderman, 1960). '

Ademaés, se ha comprobado que la HJ actia en las hembras
adultas como hormona gonadotrofa {(Highnam vy Hill, 1977),
desempefiando también un papel metabodlico en el control de la

10



ecdisona

Estadios

Figura 1.- Niveles de hormona juvenil (HJ) vy
ecdisona a lo largo del desarrollo en
insectos.

M: nivel maximo; m: nivel minimo.
1--5-: estadios juveniles.
P: pupa; A: adulto.
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vitelogénesis. Pﬁr un lado, es necesarié para cque se formen los
espacios interfoliculares que rodean al oocito en desarrollo (Pratt y'
Davey, 1972), asi como para gque tenga lugar la incorporacion de
vitelogeninas (Bell, 1969; Bell y Barth, 1971; Kelly y Davenport, -
1976). Por otro lado, en diversas especies de insectos, la HJ control.a B
directamente la sintesis de prote'ine'ts' especifice.s por parte del
cuerpo graso (Bell, 1969; Engelmann, 1970; Wyatt y Pan, 1978). |

Existen, ademés de las ya mencionadas, dtras hormonas en .
insectos que, si bien no intervienen directamente en su desarrollo
y reproduccion, si tienen su importancia al poder ser utilizados
sus analogos como reguladores del crecimiento de insectos.

Este seria el caso del bursicon, hormona presente en diversas
especies de insectos ¥ que ejerce, junto con la ecdisona, un papel
importante en la regulacion del curtido y oscurecimiento de la
cuticula (Highnam v Hill, 1977). El Diflubenzurén, antagonista de la
anterior, yva se encuentra comercializado con el nombre de
Dimilin ®.

Otras hormonas, importantes en el desarrollo de compuestos
andlogos a la HJ y su uso como posibles insecticidas, son la
hormona diurética y antidiurética (Highnam vy Hill, 1977; Raabe,
1982), por su relaciéon con los sistermas de secrecion de fluidos por
los tubulos de Malpighio (Goldsworthy y Mordue, 1974). Por tanto '
influirdan en la rapida eliminacién de la HJ o sus analogos cuando
éstos se encuentren en niveles excesivos.

Como se puede comprobar, la HJ se halla presente en los
insectos sdlo en determinadas fases durante su ciclo de desarrollo.
Dado que esta hormona es la mas importante en el crecimiento y
la reproduccion de los insectos, podemos actuar scbre éstos

consiguiendo que la hormona se encuentre en ellos en momentos
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en gque no debéria' estarlo, o bien, haciéndo que esté presenie’ en
niveles mas elevados que los normales. De este modo, la HJ '-
intervendra modificando las etapas normales de desarrolio' v
reproduccion de los insectos, produciendo alteraciones en los
mismos (Wigglesworth, 1970; Slama et al.,, 1974). Esta fué la ideé '
basica para el desarrollo de los nuevbs tipos de plaguicidas.

Las alteraciones producidas por la HJ, mencionadas
anteriormente, son de distinto tipo, segiin se apliquen a las ninfas
de los Ultimos estadios ninfales, o a las hembras adultas (Fig. 3).

En el primer caso se produce una prolongacion del estado de
ninfa, apareciendo ninfas supernumerarias, cuando se trata de
insectos Heterometébolos. Por lo general, estas ninfas mueren al
no poder deshacerse de su exubia en la siguiente muda
{(Wigglesworth, 1970; Slama et al,. 1974). En los insectos
Holometébolos las alteraciones se manifiestan por la aparicion de
larvas o pupas supernumerarias, produciéndose 'también
individuos con caracteres intermedios entre pupa y adulto.

En el segundo caso se altera el ciclo de reproduccion,
produciéndose huevos inviables o gquedando éstos a mitad de su
desarrollo por un bloqueo de la embriogénesis {(Brookes, 1972;
Riddiford, 1972).

Por L':.ltimo, se ha comprobado que la HJ juega un papel
importante en el cese de la diapausia (Slama et al., 1974), por lo
gque una aplicacién de esta hormona o sus mimeéticos a insectos
que se encuentran en este estado, durante periodos que les son
desfavorables en cuanto a condiciones climaticas y de
alimentacién, provocar4 su muerte al no encontrarse en
condiciones favorables.

No obstante lo anteriormente mencionado, el empleo de
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HEMBRA ADULTA ESTADIOS LARVALES  (PUPA) ADULTO
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ECNCSIS  nales  temprana tardia larval

Figura 3 Resumen de los efectos de la aplicacion de hormona juvenil* sobre el desarrollo
embrionario y postembrionario de los insectos (modificado de Riddiford* 1972)

m .-Tiempo de aplicacion de la hormona juvenil.
Desarrollo normal.

— Desarrollo anormal* indicando los tiempos de bloqueo (con flecha).



miméticos de . la HJ como plaguicidés solamente permite la
obtencién de los resultados deseados en el caso de insectos

perjudiciales en el estado adulto, ademéas de que solo afectan al

insecto durante el ultimo estadio ninfal {en insectos. -

Hemimetéabolos) o durante el estado de pupa (en insec_tds‘

Holometébolos), que son los estadios del desarrollo en que la HJ

debe estar ausente.

2.1.- ANTAGONISTAS DE LA HORIVIONA JUVENIL.

Aunque las alteraciones producidas en el insecto son
irreversibles, v letales en la mayoria de los casos, si la aplicacién
del producto no es correcta, tanto en el tiempo como en el espacio,
los resultados del tratamiento pueden ser contrarios a los fines
perseguidos. Es decir, si se aplican demasiado pronto, se obtienen
ninfas o larvas supernumerarias, gue por su mayor tamafio
producen mayor dafio. Si se aplican demasiado tarde, actian
como hormonas gonadotrofas, favoreciendo la reproduccion de la
especie que se pretende combatir (Bowers, 1976; Williams, 1976).

Asi, el conocimiento de que la HJ es necesaria para que
puedan tener Ilugar toda una serie de importantes procesos
fisiologicos, condujo a la busqueda de sustancias que presentasen
una accion antihormonal (Bowers, 1976), lo que desde el punto de
vista dgz su aplicacion como sustancias insecticidas presentaria
indudables ventajas frente al uso dé los analogos hormonales.

Las ventajas de estos compuestos antihormonales, serian las
mismas vistas para la HJ vy sus analogos, pero ademaéas serian
eficaces tanto sobre los insectos inmaduros, alterando el proceso

normal de desarrollo, como sobre los adultos, produciendo la
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esterilidad (Bov&ers,' 19976). El descubrimiento de la juvabiona habia
puesto de manifiesto lé presencia en plantas de compuestos coﬁ'
actividad de HJ {(Wrilliams, 1967), ‘por lo que se pensd 'que
sustancias con actividlad de antihormona juvenil ‘pc'xdr'ian también
encontrarse en plantas, como un sistema propio de defensa cont;fa -
los insectos (Bowers et. al., 1976). |

Asi, se aislaron de 1la planta Jdgeratum houstonianuirn dos
compuestos con actividad antagonista de la HJ, a los que se les dio
el nombre de precocenos, debido a su capacidad para inducir
metamorfosis precoz & insecto adulto (Bowers, 1976; Bowers et al.,
1976). |

Posteriormente, se: ha podido ¢omprobar un amplio espectro de
las actividades biologicas de los precocenoé, sobre todo del
precoceno I (PII), en diferentes especies de insectos,
fundamentalmente del orden Hemiptera (Masner et al, 1979;
Bowers y Soderlund, 1981; Garcerd4 Zamorano et al., 1981), v
también en algunas especies de Ortoptera (Nemec et al., 1978;
Pedersen, 1978; Pener et al., 1978; Miall, 1980; Unnithan et al., 1980;
Chénevert et al, 1981), Coleoptera (Bowers y Soderlund, 1981), v
Diptera (Samaranayaka-Ramasamy vy Chandbury, 1981; Wilson et
al., 1983). |

Entre las respuestas ocasionadas por los precocenos cabe
destacar:  esterilizacibn de  hembras adultas (actividad
gonadotroéfica), inhibicién en la produccién de atrayentes sexuales,
metamorfosis precoz, alteraciones metabdlicas en la sintesis de
proteinas, etc. (Bowers et al., 1982). Todos estos efectos sugieren la
induccién de una alteracién en la sintesis y/o secrecién de HJ en
el insecto, lo cual est&4 apoyado por los exdmenes histolégicos de los

corpore &llata de distintas especies sensibles a los precocenos.
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Mediante los 'citédos examenes se ha podido demostrar la '
destrucciéon de las células parenquimaticas de dichas gléndulas' '
(Unnithan et al., 1977, 1980; Liechty y S8edlak, 1978; Schooneveld,
1979 a,b). | |

Por otro lado, se ha j:odido demostrar gue, aungue los
precocenos producen esterilidad pefmahente en aguellas especies
sensibles, el tratamiento posterior con HJ o sus analogos es capaz
de inducir el desarrollo de los oocitos, 1o que es indicativo de que
los ovarios, érgano diana de la hormona juvenil, no son afectados
directamente por el tratamiento con dichos productos activos
{(Bowers y Martinez Pardo, 1977). |

Todo lo anteriormente expuesto respecto ‘al uso de los
hormonomimeéticos v antijuvenilizantes como insecticidas necesita
de una investigacion previa en el laboratorio. Para el}o hace falta
desarrollar toda una serie de métodos de evaluacion de estos
compuestos, a fin de agilizar dichas investigaciones asi como

obtener resultados en un plazo de tiempo lo mas breve posible.

2.2.- MIETODOS DE VALORACION DE LOS AGENTES AGONISTAS Y
ANTAGONISTAS DE LA HORIVIONA JUVENIL.

Los primeros ensayos de valoracion de la actividad de
hormona juvenil realizados por Williams (1956) consistian en la
inyecciéon de extractos lipidicos de ¢ecropia en pupas. Desde
entonces hasta nuestros dias, se ha desarrollado toda una serie de
nuevos meétodos capaces de detectar trazas de actividad
juvenilizante. Estos meétodos se  hicieron especialmente
importantes desde el momento en que los compuestos mimeéticos

de la HJ comenzaron a ser interesantes como posibles .
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controladores dé plégas._ ' ‘

En unos casos, el compuesto a ensayar se aplica directament,e'
sobre el insécto, va sea tc';picamenté, por inyeccion, etc.. Dentro de
este tipo de ensayos de aplicacion directa cabe mencionar: |

- Tenebrio Unit Test de Karlson y Nachtigall (1961) que midé |
la cantidad minima de sustancia qﬁe es capaz de producir algin
grado de modificacién en la cuticula del adulto emergido de una
pupa tratada.

-~ Test gonadotrdfico de Kunkel (1973), modificado por Pincus
(1977), en el que se mide la longitud del oocito terminal de los
ovarios tras haber inyectado el producto en hembras cuya cabeza
se ha ligado previai‘nent,e. | | |

También se utilizan, dentro de los ensayos de aplicacién
directa, los epidérmicos, por mostrar la mayor sensibilidad para el
estudio de los anélogos de la HJ. Dentro de este grupo el mas
utilizado es el Ggllerig Wax Iest de Gilbert y Schneiderman
{1960). Consiste en raspar un cuadrado de 1 mm sobre la cuticula
del insecto, tapandolo a continuacion con una mezcla al 507 de
parafina vy aceite de oliva al que se ha adicionado el producto a
ensayar. La actividad del compuesto como juvenoide se mide por
la aparicibn de una mancha de cuticula pupal en el lugar de la
operacion.

En los ensayos de aplicacion indirecta se pretende gque el
insecto se encuentre en contacto constante con el producto que se
desea estudiar, para lo cual basta tratar el entorno donde vive
con el compuesto a investigar (Wright et al., 1973, 1974; Williams vy
Amos, 1974; DeVries y Brown, 1977). También se realiza este tipo
de ensayos al tratar la comida que posteriormente va a ingerir el
insecto (Wright, 1970; Wright et al.,, 1973, 1974; Riddiford et al,,
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1975). |

Especial mencion merecen los ensayos i1z vitro que, aunqué'
no se utilizan cuando se pretende estudiar las alteraciopes
morfolégicas, ocasionadas por los distintos compuestos durante la
metamorfosis, se han .empleado en el estudio de sus efectos
gonadotroficos. En este campo, se han usado para averigiar el
papel de la HJ en la sintesis de proteinas vitelogénicas en el
cuerpo graso (Brookes, 1969) v para estudiar el desarrollo del
ovario ¥ la influencia de la HJ sobre él (Laverdure, 1972, 1975).

Finalmente, el trabajo de Slama y Hodkova (1975) sobre las
alteraciones inducidas en la tasa metabdlica de Dermestes
Vuip:'nus tras la aplicacién de hormona juvenil exb6gena, ha
llevado a algunos autores a estudiar dicha tasa (Kuusik_ et al,
1960, 1983). De esta manera, relacionan la alteracién de la tasa
metabodlica de insectos Holometabolos previamente tratados con
compuestos  potencialmente  bioactivos . con su  actividad
Jjuvenilizante.

Las técnicas de ensayo para estudiar la actividad
antijuvenilizante no se han desarrollado tanto como las
anteriores, debido, seguramente, a que el descubrimiento de los
antagonistas de la hormona juvenil es relativamente reciente
(Bowers et al., 1976).

Todas las técnicas de estudio tienen ventajas cuando se conoce
la probable actividad (hormonomimeética o antijuvenilizante) que
presentara un compuesto. Sin embargo, cuando ésta no se conoce,
presentan inconvenientes, puesto que es necesario recurrir a mas
de un ensayo, generalmente tres: uno que permita medir la
actividad de HJ, otro que mida la actividad antagonista de ésta, y

un tercero cue nos indique la actividad simplemente toéxica. El
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retraso en la obtencién de resultados es obvio.

Los estudios realizados sobre la respiracion en insectos, y lé'
influencia de la HJ sobre ésta, parecen indicar que esta hormona
induce alteraciones en la tasa respiratoria de los insecﬁos, .
produciendo una respuesta hipermetabdlica (Slama Vv Hodkové, -
1975; Llavador Enguix et al.,, 1981; Nemec, 1985). Por otro lado se
postula que la aplicacion de precocenos debe disminuir dicha tasa
metabodlica, al ser antagonista a la hormona juvenil.

Asi pues, estas variaciones en la tasa respiratoria pueden ser
utilizadas para evaluar la actividad de un producto. El desarrollo
de un método como el perseguido en este trabajo permitira un
estudio de los resultados més répido que el obtenido con los
meétodos tradicionales, y posibilitaréa la determinacién de la
actividad de un compuesto, ya como hormonomimeético o como
antijuvenilizante, en un solo ensayo.

Asi pues, Yy para centrarnos en este tema, pasaremos a v
continuacion -al estudio de la respiracién en insectos y su relacion

con el metabolismo.
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3.- RESPIRACION Y METABOLISMO.

El oxigeho es un elemento necesario en los procesos vitales y
funciones metabdlicas de los organismos aerobios. Al mismo
tiempo, la cantidad de .este elemento presente en un amhienﬁe '
determinado, a disposicion de los sefe’s vivos, llega a ser un factor
condicionante en su distribucidén ecoldgica v en su supervivencia
(Prosser, 1973; lvledrano vy Gall, 1976).

Las primeras etapas de la evolucion quimica se presentaron en
condiciones anaercbias, cuando la Tiérra tenia una atmosfera
reductora. El paso de atmosfera reductora a oxidante se presento
hace unos dos mil millones de afios, ¥y fué de larga duracion. El
porcentaje con que se presenta la fotosintesis es de tal magnitud
que todo el oxigeno atmosférico pudo haberse formado en dos mil
afios (Prosser, 1973).

Los términos respiracion v metabolismo tienen varios
significados. Se entiende por respiracién externa aquellos
mecanismos por los cuales €l oxigeno es gonducido hasta el interior
del organismo y el anhidrido carbonico es expelido de él;
respiracion interna o metabolismo intermediario seria la suma de
reacciones enzirnaticas, oxidativas y no oxidativas, por las cuales
se libera cnergia que es utilizada para realizar trabajo biologico.
El metabolismo se manifiesta, pues, en términos de oxigeno
consumido, calor producido o anhidrido carbénico liberado.

Debido a su facil medida, la respiracitn es el factor mas
comunmente usado para conocer la intensidad del metabolismo
aerobio, vy el indice mas utilizado para estudiar y comparar
agentes o condiciones que afectan la tasa metabodlica de un

organismo o tejido vivo (Keister y Buck, 1974; Aboul-Nasr et al,

22



1976).

Del mismo modo, el’desarrollo postermbrionario de los insectoé'
se desarrolla como distintos ciclos, caracterizados cada uno de éllos
por cambios especificos en la estructura v funcxon relacionados .
con cambios fisiolégicos ¥ condiciones hormonales particulares; por :
lo tanto, cada uno de estos ciclos también puede estar
caracterizado por un cierto tipo especitico de metabolismo total
corporal (Slama vy Hodkova, 1975; Ivlahanta, 1976).

Asi, Bertalanffy utiliza la respiracion como una medida del
anabolismo, indicando cque la tasa respiratoria especifica
disminuye a medida que aumenta el peso, por lo que la
respiracién debe ser un factor dindmico que influye en el cambio
de peso de un organismo, asi como un monitor de los procesos
fisiologicos {Bertalanffy, 1960; Knight et al., 1976).
Consecuentemente, la tasa de utilizacién de oxigeno constituira
‘una medida de la actividad metabdlica de cada célula y tejido en
el cuerpo, y puede pensarse que su estudio revelard importantes
relaciones entre eficiencia metabolica y crecimiento, en animales
(IVledrano y Gall, 1976).

También se ha prestado especial atencién a la mejor forma de
expresar la tasa respiratoria. En Vertebrados la forma maéas
utilizada es la del peso seco de tejidos, basada en que los tejidos
varian mads su contenido en agua gue en materia solida.

Tales bases no serian admisibles para el caso del insecto
entero, debido al aumento relativo en la tasa del exoescqueleto y a
causa de que el cuerpo graso tiene una importancia diferente
como sistema de reserva, segin el insecto de que se trate.
Ademas, esta idea puede reunir dos conceptos errtneos: que el

agua es metabdlicamente inerte, 'y que la hidratacion de los
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tejidos cambia, necesariamente, con los cambios en el contenido

acuoso corporal (Keister y Buck, 1974).
3.1.- SISTENMA RESPIRATORIO EN INSECTOS.

Como ya es sabido, la respiracion en los insectos se realiza a
través del sistema traqueal. En este tipo de respiracion, el aire
llega directamente a las células metabolizadoras, sin presencia de
sangre (Prosser, 1973).

Las traqueas se ramifican por todos los érganos y apéndices de
los insectos, hasta formar ramas muy finas, las traqueolas.
Generalmente el aire entra en las tréqueas a través de los
espiraculos, localizados en cada segmento a lo largo del térax vy
abdomen (Richards y Davies, 1984).

Las ‘tragqueolas representan las ramificaciones finales del
sistema traqueal, estando rodeadas de una célula palmeads,
llamada célula traqueal, a modo de véalvula. Las traqueolas, en
algunos casos, como en los musculos del vuelo, suelen penetrar en
las mismas células, pero en otros forma una envoltura superficial
del tejido (Prosser, 1973; Bursell, 1974). Las tragueolas maéas finas
suelen estar llenas de fluido.

Histologicamente las traqueas estéan compuestas de una capa
de células epiteliales ¥y de una membrana basal, que se continian
directamente con las capas correspondientes cque constituyen la
pared corporal. La membrana cuticular forma pliegues que se
disponen en espiral formando los llamados tenidios, estructuras |
que sirven de sostén impidiendo que se cierren los tubos por
compresién (Bursell, 1974; Richards y Davies, 1984).

Para que la incorporacion del oxigeno a los tejidos se pueda
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llevar a cabo, ﬁacé falta que: el gas enfre en el sistema’ tragqueal,
Séa transportado hasta sus ramificaciones mas finas, y pase desde'
ellas hasta las células correspondientes. _

El transporte de oxigeno a las traqueas internas parece que se
realiza por simple difusién a favor de un gradiente de presidn :
parcial, cuando se trata de insectos pequefios o inactivos. Sin
embargo, en los otros casos, debe ser ayudado por una succidn
pasiva, asociada a wuna respiracion discontinua, o por una
ventilacion activa, por la cual, mediante la compresién del toérax
vy abdomen del insecto, se expulsa el aire contenido en las

tragueas, siendo reemplazado con aire fresco cuando dichas zonas
corporales wvuelven. a su lugar. En el primer caso, el CO, se

almacena, siendo expulsado violentamente en los momentos de
actividad espiracular (Miller, 1974; Richards v Davies, 1984).
El intercambio respiratorio entre las traqueolas vy los tejidos

depende de la difusion.
La regulacidon de la actividad respiratoria se debe al control de

los espiraculos (abertura o cierre) y al control de la wventilacion
{(variaciones de la frecuencia e intensidad de los movimientos
respiratorios), asi como a la coordinacién de ambos procesos

{Iviiller, 1974).
El movimiento de los espiraculos esta regulado, en algunos

casos, por la concentracién de oxigeno en el aire traqueal v la
acumulacion de CO, en los tejidos, siendo, probablemente, la accion
local del anhidrido carboénico el estimulo més directo, aunque no
se descarta la posibilidad de una accion nerviosa a través de los

ganglios de la cadena nerviosa ventral (Richards y Davies, 1984).

Los movimientos de ventilacibn también estédn regulados por
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la falta de oxigeno v la acumulacién de CO,, estando relacionados

con un control nervioso a través de centros locales, en el propio

segmento abdominal, y por centros torécicos secundarios..

Combinando los movimientos de ventilacion con una apertura

y cierre adecuados de los espiraculos, se puede conseguir un flujo
de aire dirigido a través del sistema traqueal.

Como es légico, el consumo de oxigeno de los animales presenta
valores diferentes, dependiendo de la especie. Sin embargo, estos
valores son validos sélo para las condiciones en las cque se realizo
la medida correspondiente, habiéndose demostrado que el consumo
de oxigeno depende de diversos factores.

Pasamos a continuacion a mencionar dichos factores v
describir brevemente su forma de actuacion sobre la tasa

- respiratoria de los insectos.

3.2.- FACTORES QUE IVIODIFICAN LA TASA RESPIRATORIA DE
INSECTOS.

En primer lugar hay que mencionar que la actividad es uno
de los factores intrinsecos del organismo que modifican el consumo
de oxigeno, siendo, por otro lado, el maés dificil de regular.

No obstante, el metabolismo basal, o consumo de oxigeno
necesario para el automantenimiehto, es dificil de determinar, va
que a pesar de la inmovilidad aparente de los insectos, su
respiracibn no representa necesariamente el nivel minimo de
metabolismo necesario para sobrevivir (Keister y Buck, 1974). Las
fluctuaciones observadas en la tasa respiratoria de los insectos

sugieren la posibilidad de una regulacion metabdlica repentina,
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independientenienté de Qualquier movimiento visible. .

- Generalmente se obtienen resultados de consumo de oxigeno'
mas constahteé cuando se toman medidas de metabolismo a un
nivel maximo de actividad forzada, como el vuelo en los insectos -
(Iviiller, 1974), que puede originar un aumento en la tasé -
- respiratoria de 50 a 100 veces respecto & la fase de descanso

(Prosser, 1973).

Otro factor importante que influye en la tasa metabdlica de
los insectos son los ritmos circadianos. Los insectos, en sus
ambientes naturales, poseen ritmos de actividad acordes con las
circunstancias fisicas que les rodean, lo que se traduce en cambios
de su metabolismo (Prosser, 1973). Por lo tanto, estas variaciones
se veran reflejadas en su tasa respiratoria, la cual presentara
también ritmos ciclicos.

Asi, se ha podido observar variaciones ritmicas del consumo de
oxigeno con respecto a periodos de luz vy oscuridad en wvarias
especies de insectos (Kapoor, 1972; Chiba et al., 1973; Beck, 1980;
Guerra et al.,, 1983). También, algunos insectos parecen disponer de
sistemas compensatorios de su tasa metabdlica con respectoc a

cambios estacionales del fotoperiodo (Horwarth y Duman, 1983).

El sexo es también un factor importante que afecta la tasa
metabolica de los insectos, observandose, por regla general, un
mayor consumo de oxigeno en los machos que en las hembras
{(Fourche, 1977a); cuando la hembra se encuentra en fase
reproductora, se invierten los papeles y el macho consume menos
oxigeno que la hembra. En otros casos, esta norma general es

valida solo en las etapas iniciales del desarrollo (Aboul-Nasr et al,,

27



1{576). Finalméﬁte 'se han observado casos en gque la hembra
pfesenta una tasa metabc‘alica mas elevada dque el 'machb'
(Llavador Enguix et al., 1981). _ | |
En general, puede decirse que las diferencias metabolicas
observadas en relacién con el sexo son un reflejo de la actividad "
‘tisular, debida al diferente tono muscular y a la particular accion

hormonal (Prosser, 1973; Young y Block, 1980).

Respecto a la nutricién, hay gque mencionar que en animales
que no tienen reservas suficientes, como es €l caso de los insectos,
el metabolismo depende principalrnenté de la ingestion de
alimentos. |

Asl, se ha podido observar un aumento en la tasa respiratoria
de larvas en periodo de alimentacion (lvicEvoy, 1984), v un
descenso tras la ingesta (BPosquet, 1971).

Otros autores (Aboul-Nasr et al, 1976; Young vy Block, 1980)
observan diferencias en el consumo de oxigeno, dependientes de la

planta de la que se alimentan los insectos.

Otros factores que influyen sobre la tasa metabdlica de los
insectos son su peso corporal y su estadio de desarrollo,
siendo relativamente dificil separar ambos conceptos.

El peso corporal es un factor importante si se tiene en
cuenta que el indice de consumo de oxigeno se da por gramo de

peso corporal, ya sea humedo o seco, vy, algunas wveces, por

individuo. Asi, Q0, o tasa metabdlica expresaria los mililitros de

oxrigeno consumidos, en condiciones normalizadas de presion y

temperatura, por gramo de peso vy por hora.
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: ,Normalrneni‘;e, en la »niayoria de ‘inse.ct,os estudiados, la tasa de
consumo de oxigeno disminuye a medida cque aumenta el vpeso‘
corporal (deoor, 1974; Llavador Enguix et al., 1981) incluso cuando
$e estudia a diferentes temperaturas {(Young, .19?9 ; Migula et al., g
1980; Howell vy Voshell,- 1982). Sin embargo, otros insectos nb -
- presentan esta correlacion (Petitprén v Knight, 1970; Kapoor v
Griffiths, 1975). N |

Cuando consideramos el ciclo de desarrollo, la tasa
metabdlica presenta variaciones éntre los insectos Holometéabolos y
Heterometébolos.

Los primeros presentan un aumento de su tasa respiratoria a
lo largo de las distintas etapas del desarrollo larvario. Después de
elld se sucéde una caida brusca en el consumo de oxigeno, para
aumentar de nuevo en las fases anteriores a su emergencia como
adulto. Esta curva metabolica en forma de U (Fig. 4) se encuentra
en la mayoria de insectos Holometébolos (Guerra vy Cochfan, 1970;
Tonapi vy IVMlohan Rao, 1974; Aboul-Nasr et al., 1976; IMlahanta, 1976;
Tonzetich et al., 1976; Baker et al, 1979). Cuando el insecto llega a
la edad adulta, su consumo de oxigeno es mas elevado que en las
etapas anteriores, fluctuando dentro de ciertos wvalores,
dependiendo del sexo (Guerra vy Cochran, 1970; Block, 1976; Baker et
al., 1979; Young vy Block, 1980).

En insectos Heterometébolos no estd muy estudiada la relacién
entre consumo de oxigeno v ciclo vital de insectos. Parece ser que
este grupo presentaria ciclos con aumento y disminucion en su
tasa respifatoria (Fig. 5), coincidiendo el incremento en la misma
con la fase inmediatamente posterior a la muda, y su
disminucién con la etapa de intermuda (Zwicky vy Wigglesworth,

1956; Slama, 1960).
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Figura 4.-

Curva caracteristica en forma de U del
consumo de oxigeno de pupas de

Barathra brassicae (Mahanta, 1976).
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Curvas de consumo de oxigeno de
Pyrrhocoris apterus durante las fases
juveniles.

II-IV: estadios juveniles. Las flechas
indican el momento de Ila muda al
estadio siguiente (modificado de Slama#
1960).
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ianalmen;e,‘ hay que 'mencionar_ otx;o factor muy impor,tant_e
rglacionado con el consumo de oxigeno. Es la temperatura ;que‘
influye directamente sobre la tasa respiratoria (Guillet y Fourche,
1973; Prosser, 1973; Keister y Buck, 1974; Knight v Simmons, 1975; 3
Fourche et al., 1979; Hebling Beraldo y Garcia Ivlendes, 1982; Howeil '
y Voshell, 1982), observéndose que, tanto en insectos Holometabolos
(Petitpren y Knight, 1970; Heiman y Knight, 1975; Fourche, 1977;
Tonapi y NNohan Rao, 1977), como Heterometébolos (Berry y
Brammer, 1975; Fytizas y Stavrali, 1984), el consumo de oxigeno
aumenta con la temperatura hasta alcanzar un determinado
limite, donde se estabiliza o decrece, debido, probablemente, a que
se ha llegado a un rangd de temperatura extremo para la especie
cuestién de estudio.

Por otro lado, parece ser que, cuando nos acercamos a
determinadas temperaturas, el consumo de oxigeno disminuye con
la edad del insecto (lvleyer y Schaub, 1973; Sohal et al., 1983),
también esté4 bastante aceptada la idea de que la respuesta de la
tasa respiratoria a la temperatura depende en gran medida del
estadio fisiologico del insecto (Fourche, 1977a,b; Moadlin y Jayne,
-1981).

Todas las variaciones anteriores se deben a factores
ambientales extrinsecos a los insectos, o a elementos intrinsecos \H

especificos de una especie determinada.

Especial mencidn merecen las investigaciones encaminadas &
estudiar las alteraciones en la tasa metabdlica de los insectos
cuando se les aplican sustancias que no son normales en su

ecosisterma. Es el caso de los insecticidas, que parecen aumentar,

32



inicialmente, él consumo de oxigeno ‘de los insectos, aungque
también se ha observado una disminucion (lvloreau et al, 1975)..'
Otro ejemplo seria el de los metales pesados, existier;do
diversidad de opiniones respecto a los efectos por ellos ocasionados: -
disminucién de la tasa respiratoria (Keister v Buck, 1974; Mlgulé, B
_ 1979); aumento, proporcional a la concentracion de metal utilizada
(Kapoor y Griffiths, 1976), 0o no alteracion del consumo de oxigeno
(Sohal et al., 1985).

También hay que apuntar los cambios observados en la tasa
respiratoria de los insectos, relacionados, seguramente, con el -

sistema hormonal, v que pasamos a estudiar a continuacion.
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.. 4.— INFLUENCIA DE LA HORMONA JUVENIL SOBRE LA
TASA METABOLICA DE INSECTOS. |

[

- La hormona juvenil tiene gran importancia, tanto en' el .
desarrollo de los insectos durante las fases juveniles, como en ‘su .
reproduccion, en la fase adulta, donde es imprescindible para la
vitelogénesis. '

En este trabajo va se han mencionado las alteraciones
originadas Apor dicha hormona sobre el desarrollo vy la
reproduccion de los insectos, cuando se halla presente en
momentos en que ,no deberia estarlo. También se han descrito las
relaciones entre el consumo de oxigeno de los insectos v su
desarrollo, haciendo mencion a las wvariaciones de su tasa
respiratoria dependientes del grado de desarrollo del animal.

Asi pues, v dado que la HJ interviene en el crecimiento y
desarrollo de los insectos, otro de los factores que intervendré en
la alteracion de su tasa respiratoria serda las variaciones en la
concentracion de dicha hormona.

Como ya se ha anotado, los estudios realizados sobre la
respiracién indican que la tasa respiratoria de los insectos varia
'segt'm factores intrinsecos, tales como peso, ciclo vital, etc. (Knight
et al, 1976), y segun factores extrinsecos especificos\ como
temperatura,: actividad, etc. {(Aboul-Nasr et ‘al., 1976). _

. En este sentido, habria que apuntar las alteraciones
observadas en la tasa respiratoria de insectos, considerados en su
conjunto, como consecuencia del tratamiento con HJ o sus
analogos (Novak vy Slama, 1962; Slama, 1965; Slama y Hodkova,
1975; Kryspin-Sorensen et al, 1977; Slama y Kryspin-Sorensen,

1979; Llavador Enguix et al., 1981; Kuusik et al., 1980, 1983).
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L Lé 'mayori.‘a' de los “trabajos realizados para estudiar 'lag
‘ejltvlteracioners inducidas por la aplicacion exdgena de HJ o sus
analogos sobre la tasa respiratoria de insectos, estan encaminados
a la observacion de tales variaciones en insectos Holometéabolos -
(Slama y Hodkové, 1975; Kryspin-Sorensen et al.,, 1977; Slama v
Kryspin-Sorensen, 1979; Kuusik et al., 1980, 1983) que se
'enc_uentran en sus ultimas fases de desarrollo larval, o en el
estado de pupa, incluyendo aqui pupas diapausantes y no
. diapausantes. Pocos trabajos se han realizado sobre el consumo de
oxigeno de insectos Holometébolos adultos Yy las alteraciones
producidas en ellos por la HJ. Son asimismo escasos los estudios
sobre insectos Heterometébolos {(Novak v Slama, 1962; Slama, 1965;
- Llavador Enguix et al.,, 1981). De cualquier forma éstos se centran
sobre las fases juveniles de los insectos, auncque en algin caso se
mencione a los adultos (Llavador Enguix et al., 1981).

No obstante lo anteriormente citado, en todos los casos se
observa un claro aumento de la tasa respiratoria de los insectos
como consecuencia del tratamiento con HJ o sus analogos, lo que
se ha denominado como respuesta hipermetabdlica.

Este efecto parece estar correlacionado con la capacidad de la
HJ o sus andlogos para producir cambios a nivel de diferenciaciéon
celular, aumentando la cantidad de tejido gue participa en el
metabolismo activo, es decir, gue los efectos son indirectos
dependiendo del grado con que se inducen cambios morfologicos v
fisiolégicos en los tejidos reaccionantes (Novak vy Slama, 1962;
Sehnal ¥ Slama, 1966; Slama v Kryspin—Sorensen, 1979).

Sin embargo, también se ha podido observar que, en algunos
casos, esta respuesta hipermetabdlica no estd asociada con

alteraciones morfoldgicas externas (Slama y Hodkovd, 1975).
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Ademas, est;e fenémeno se ha correlacionado claramente con la. 4
dosis utilizada v el tipo de juvenoide aplicado. | | '

A pesar‘de ello, esta respuesta no ha sido observada_ en todos
los casos estudiados (Kryspin-Sorensen et al., 1977) e incluso en -
algunos se observa una marcada actividad hipometabolica cuando ‘
se prolonga el tratamiento (Fytizas y Mourikis, 1981).

Por otro lado, hay que tener presente que todos los estudios
realizados concernientes al consumo de oxigeno se prolongan a lo
largo de un estadio de desarrollo del insecto, o incluso de wvarios,
‘alcanzando en algunos casos hasta la ecdisis al estado adulto.

Estudios relacionados con lo anteriormente expuesto serian los
realizados cuando se extirpan los ovarios, érganos diana de la HJ,
- gbservandose, segin el insecto de que se trate, una respiracién
menos intensa del animal (Caussanel y Célérier, 1985; Clifford v
Woodring, 1986), o bien no presenta ningun efecto sobre la tasa
respiratoria (Couillaud vy Girardie, 1984). También se ha observado
que la decapitacién o ligadura del cerebro de los insectos, asi como
la alatectomia guirurgica, disminuyen su tasa respiratoria (Keister
v Buck, 1974; Caussanel y Célérier, 1985), por lo que cabria esperar
un efecto similar al aplicar FIl, compuesto de accién antagdnica a
la presentada por la HJ, lo que podria considerarse como una

alatectomia guimica.
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. 5.-; QONSUMO DE OXIGENO Y ORGANOS DE INSECTOS. .

Como se ha mencionado anteriormente, existe una relacion
inversa entre tasa respiratoria y peso corporal, cuando nos
referimos al insecto en su totalidad. Al considerar los pesds'
relativos de los distintos 6rganos; no cabria esperar cque el
consumo de oxigeno de los distintos tejidos cambie como lo hace el
‘metabolismo total. |
| 8e han realizado muchos estudios sobre la tasa respiratoria en
insectos, pero pocos han progresado en el sentido de las
contribuciones relativas que tendrian los tejidos vy procesos
" celulares en el metabolismo global. Los estudios realizados en este
sentido se refieren, principalmente, a ovarios y cuerpo graso
(Ivliller vy Engelmann, 1968; Fourche y Ambrosioni, 1969; Brown y
Chippendale, 1977, Ladel et al., 1979), v mas recientemente a
cerebro v recto {(Houlihan vy Sell, 1984; Kern, 1985).

A continuacion vamos a resaltar algunos aspectos de la
morfologia v ﬁsiologia de aquellos dérganos que se han utilizado
para el estudio /n viiro de las alteraciones de su consumo de

oxigeno.
5.1.- TUBO DIGESTIVO.

IMorfologicamente, el tubo digestivo puede dividirse en tres
partes, de acuerdo con su origen embriologico: el intestino anterior
o estormodeo v el intestino posterior o proctodeo proceden de
invaginaciones ectodérmicas; el intestino medio o0 mesenteron, que
conecta los dos anteriores, se desarrolla, probablemente, a partir

del endodermo (Richards v Davies, 1984).
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Cada una oie estas tres partes preéenta, a su ves, distinta:_s
gonas vy diverticulos, que pueden modificarse segiun el tipq de
ahmentacmn v el grupo de insectos considerado.

" El estomodeo suele dividirse en: cavidad bucal, esofago buche .
v molleja o proventrlculo. En la_umon entre el intestino anterjor -
v medio existe, a menudo, una vélvula cardiaca o esofégica.

El intestino medio suele ‘denominarrse también estomago o
ventriculo, variando enormemente su forma y capacidad; suele -
presentar cierto namero de evéginaciones o ciegos géastricos para
aumentar la superficie de absorcién.

El comienzo del proctodeo suele estar marcado por una
valvula pilérica v la insercion de los tubulos de IMalpighio; en esta
regibn del canal alimenticio puede distinguirse hasta tres zonas:
" ileo, colon vy recto (Bursell, 1974; Richards v Davies, 198‘4).

'La estructura anteriormente descrita es la general para todos
los 6rdenes de Insectos. En el caso de Hemiptera (Heteroptera),
orden al que pertenece Oncopelius fasciglus, insecto del que se
han extraido los organos para el estudio de su consumo de
oxigeno, esta estructura tiene las siguientes modificaciones (Fig. 6):

- carecer de buche estomodeal, aunque la region anterior del
intestino medio puede estar dilatada de modo comparable.

- intestino medio diferenciado en 2, 3 0 4 segmentos: el
anterior, ya mencionado, va seguido de un segmento tubular gue
lleva los ciegos, en aquellas. especies que los poseen, estando
ausentes en Qncopelius.

- inclusién, en el epitelio del proctodeo, de células mayores,
fuertemente basodfilas, que pueden estar esparcidas o restringidas

a zonas del recto, en forma de almohadilla (Richards y Dauvies,

1984).
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Figura 6.-Dibujo esquemético del tubo digestivo de
Ligeidos (de Richards y Davies, 1984).
a: esdfago.
b#c, d, e: camaras del intestino medio,
f: ciegos gastricos,
g 1ileo.
h: recto.
1: tubos de Malpighio.
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. Los ,estudic;s del c_onsurno de oxigeno encontrados en 1&}_ |
Bibliografia s han realizado sohre el recto, v apuntan a una
inmediata estimulacion de la tasa respiratoria relacionada con la
B cantidad de fluido absorbido (Houlihan y Sell, 1982, 1984). v
Por otro lado, este organo se ha elegido para el estudio de ,si.t ‘
tasa metabdlica porgue algunos autores (Cassier et al.,, 1972;
Aubry, 1975; Cassier y Fain-IMaurel,  1977) apuntan la existencia
de cierto numero de células en el epitelio géastrico cuyas
caracteristicas morfologicas las asemejan a células de tipo

endocrino del tubo digestivo de Vertebrados.
5.2.- CUERPO GRASO.

El cuerpo graso puede considerarse como el principal 6rgano de -
almacenamiento en los insectos. Esta constituido por masas o
agregados irregulares de células redondeadas o polihédricas,
llamadas trofocitos, que forman lobulos y capas de tejido cque
revisten los organos internos del cuerpo. Segin la especie
" considerada, el cixerpo graso puede ser blanco, amarillo,
anaranjado o verdoso. Los l6bulos del cuerpo graso estan
envueltos por una lamina de tejido conectivo extracelular. La
disposicion difusa del tejido adiposo tiene por objeto fa;:ilitar el
intercambio de material entre él y la hemolinfa gque lo bana.

Las variaciones en las reservas alimenticias del cuerpo graso
dependen del estado de nutricion del insecto, asi como de su ciclo
de crecimiento y reproduccion.

Debido a la importancia del cuerpo graso en el metabolismo
intermediario, de su papel como almacén de reservas alimenticias

y de su funcién como detoxicador, a menudo se ha considerado a
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~ este tejido. como el equivalente al lﬁgado de los Vertekrados '
(Bursell, 1974; Richards y Davies, 1984). D

" Existen numerosos trabajos donde parece demostrarse que el
- cuerpo gfaso sintetiza las wvitelogeninas, proteinas_ necesarias para -
el completo desarrollo- de los oocitos, bajo la influencia de la HJ '
- (Hagedorn y Kunkel, 1979; Kaczor y Hagedorn, 1980; Turunen y
Chippendale, 1980). Esta es la razdn por la que se ha elegido este
organo para el estudio de su tasa metabdlica.

En lo que respecta al consumo de oxigeno, los pocos trabajos
realizados al respecto parecen apuntar hacia una tasa respiraﬁoria
elevada, variable éegﬁn el estadio de desarrollo del insecto en el
momento de la extraccién del tejido (Iviiller vy Engelmann, 1968;

Brown y Chippendale, 1977; Ladel et al., 1979).

5.3.- OVARIOS.

Constituyen los 6rganos reproductores femeninos de los insectos
(Fig. 7). Generalmente es un O6rganoc par, més o menos consistente,
rodeado de una fina capa epitelial, dispuesto en la cavidad
abdominal del insecto, a ambos lados del canal alimenticio. Cada
6rgano est4@ compuestoc por un numero variable de tubos,
llamados ovariolos, que se abren en el oviducto. Ambos oviductos
comunican entre si en el oviducto medio, que desemboca, a su
vez, en la vagina. El namero de ovariolos por ovario es distinto,
segun la especie, variando por lo general entre 5 y 7. En
Qreopelius rfasciatus hay 7 ovariolos por cada ovario.
En cada ovariolo se puede distinguir: |
- Filamento terminal: es una prolongacion apical del

ovariolo.
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Figura 7.- Esquema de los Organos  sexuales
femeninos en Insectos (Highnam y Hill,

1977).
a: filamento terminal; b: ovariolo.

c: pedicelo; d: oviducto lateral,
e: glandula espermatica;
f: glandulas accesorias; g oviducto medio,

h: vagina.
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Los filamentos terminales de los ovariolos de un ovario se.
unen para formar una Unica unidad que se une a _la pared
corporal para mantener los ovarios en su posicién.

- Germarium: es 1a.parte a‘pical de cada ovariolo, ’consistenté A

~en una masa de células de las que se diferencian las células

. germinales principales vy las células nutritivas. Johansson (1958),

distingue, en Q. rascigius tres zonas en esta regidn, segun su
actividad en diferenciar células germinales.

- Vitelarium: constituye la mayor parte del ovariold, by
contiene los oocitos en desarrollo. El epitelio folicular del
vitellarium crece hasta que encierra a cada oocito en una camara
a} foliculo, que posteriormente segregara el corion, contribuyendo
de esta manera al crecimiento del oocito.

- Pedicelo: zona que une el vitelarium de cada oocito con el
oviducto lateral.

Segun la presencia o ausencia de células nutritivas, y su
localizacién, los ovariolos se clasifican en:

- Panoisticos: los oocitos se rodean de células foliculares desde
su salida del germarium.

- Politroficos: los occitos wvan acompafiados, desde su salida
del germarium, de células nutricias que le suministran el
alimento.

- Telotroficos: las células nutricias se encuentran en el
germarium Yy los oocitos se comunican con ellas a través de
cordones nutritivos (Highnam vy Hill, 1977; Richards v Davies, 1984).

Qncopeltus rascigtus presenta un ovario de tipo telotrofico
{(Johansson, 1958).

Por otro lado,, v como ya se ha mencionado en parrafos
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~ anteriores, la i-ld juega un papel . predorninante en el' completo
desarrollo de los ovarios y posterior maduracion de los oocitos. El
control de la produccion de vitelogeninas y liberacion desde el
cuerpo gfaso, asi como su posterior incorporaciénr en los oocitos, -
estan regulados primeramente por la HJ (Engelmann, 1983). Por 16 |
-tanto, los ovarios seréan un érgano éxcclcnte para el estudio de su
tasa metabdlica v las alteraciones ocasionadas por la HJ o el P II.'
Por otro lado, los estudios sobre el consumo de oxigeno de este
organo apuntan a una relacion entre el tamafio del ovario y su
consumo de oxigeno, la cual est& en funcién del crecimiento de los

oocitos (Fourche y Ambrosioni, 1969).

5.4.- ALTERACIONES EN 1A TASA NETAROLICA DE ORGANOS
AISLADOS.

Como se expone en apartados anteriores, la hormona juvenil
jJuega un papel predominante en el desarrollo de los insectos
durante sus fases juveniles, siendo también imprescindible en el
estado adulto para el funcionamiento de sus ovarios.

Como ya se ha mencionado, el estudio del consumo de oxigeno
~de 6rganos aislados presenta una serie de incdnvenientes que
vienen reflejados en la poca Bibliografia encontrada al respecto
(Wiens vy Gilbert, 1965; Keeley v Friedman, 1967; Miiller v
Engelmann, 1968; Fourche v Ambrosioni, 1969, Brown vy
Chippendale, 1977; Ladel et al., 1979; Houlihan y S8ell, 1982, 1984;
Kern, 1985). '

Mas restrictiva todavia es aquella Bibliografia relacionada con
las alteraciones producidas en dichos organcs por causas de tipo

hormonal {(Wiens v Gilbert, 1965; Keeley v Friedman, 1967; Miller
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- v Engelmann, i968). En ’esté sentido, los trabajos se han realizado
sobre cuerpo graso, examiﬁando las alteraciones de la tasé_'
metabolica 'dé este tejido ocasionadas por extractos de corpora
cardiaca. Los resultados apuntan, en todos los casos, hacia una -
‘estimulacién del consumo de oxigeno, postuléndose la hip6tesis 'd‘e -
que los factores que influyen sobre el metabolismo respiratorio

- son intrinsecos a los corpora cardiaca.
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PLAN DE
EXPERIENCIAS



En 1975 Slama Yy Hodkova investigaron las alztere.(:iones.
inducidas en la tasa metabolica de Dermestes vulipinus por la
éplicacién de hormona juvenil :exégena. Estaé' variaciones -se
tradujeron en una respuesta hipermetabdlica, presentando dicho _’
insecto un aumento considerable en su consumo de oxigeno.

Baséandonos en este resultado, nos propusimos investigar la
tasa metabdlica . de Qneopeltus rfasciatus 'y Blallelia
germanica, asi como las alteraciones inducidas en ellas por la
hormona juvenil y el precoceno II.

| Para elllo, elegimos aquellas fases del desarrollo de los insectos
mas sensibles a la hormona juvenil y al precoceno I Asi, las
determinaciones de la tasa metabolica se han llevado a cabo tanto
en insectos del ultimo estadio juvenil, el quinto para ambas
especies, como en insectos adultos. Ademés, en ambos casos se han
investigado las alteraciones en el consumo de oxigeno de machos Y
hembras, para estudiar, precisamente, si existian variaciones en
el mismo dsebidas al sexo, puesto qus en el estadio adulto la
hormona juvenil es imprescindible en la hembra para el completo
desarrollo de los oocitos, no teniendo ninguna accion aparente
sobre los machos.

Por otro lado, siguiendo esta misma linea de trabajo vy
basdndonos en las investigaciones de Wiens v Gilbert (1965), v
Miiller v Engelinan (1968), sobfe las wvariaciones de la tasa
respiratoria del cuerpo graso inducidos por los corpora caralacs,
se ha realizado el estudio del consumo de oxigeno de 6rganos
aislados.

Los érganos escogidos fueron:

- Los ovarios, por su relacion directa con la hormona juvenil, al

necesitar de ésta para el normal desarrollo de los oocitos.
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El cuerpo graso por sﬁ papel como sintetizador de laé proteinas.,
vitelogénicas en lo que también interviene la hormona juvenil.

El tubo digestivo porque, aundue no se ha demostrado la
accién, directa o indirecta, de la hormona juvenil sobre él, parece
que se postula la existencia de células de caracter endocrino en su
epitelio (Cassier et al., 1972; Cassier y Fain-Maurel, 1977).

En este sentido, se ha investigado la tasa metabé;ica de dichos
érganos provenientes de insectos previamente tratados con los
compuestos cuya abtividad se desea estudiar. '

En una segunda experiencia se ha procedido al estudio del
consumo de oxigeno de los érganos mencionados, cuando el medio
en el que se encuentran inmersos durante el transcurso de la

experiencia se ha tratado con hormona juvenil o con precoceno II.
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1.- INSECTOS UTILIZADOS Y IMMETODOS DE CRIA.

Los insectos utilizados para la realizacion de las experiencias
han sido Bigtielia gerimanica (L) (Orthoptera, Blattariae) y -
Queopsltus rascigius (ﬁallas) (Hemiptera, Lygaeidae).

Blatielia germanica procede de una colonia mantenida en
laboratorio durante mas de 100 generaciones, en condiciones
normalizadas de -htimedad y temperatura. Los insectos se
encuentran en contenedores metalicos de tres litros de capacidad
cuyo fondo esté cubierto de una capa de serrin de madera Yy su
parte superior interna se halla recubiert&i de una fina capa de
vaselina, mezcla al 507 de vaselina filante v vaselina liquida, para
impedir la salida de los insectos del recipiente.

Como alimento se les suministra comida para perros triturada,
v agua &4 brtum en tubos de vidrio, de unos 100 cc, tapados
con una torunda de algoddn. Del mismo modo se les provee de
superficies de reposo adecuadas, consistentes en papeles de filtro
(100-150 cm?) arrollados en espiral. Los contenedores se tapan con
piezas de tela de tergal sujetas por bandas elasticas, lo que
permite su facil manejo ¥ una ventilacién adecuada (Fig. 8).

Los recipientes que contienen a los insectos se ordenan en
estanterias metdlicas mantenidas en una cédmara en condiciones
de humedad (80#5%2) y temperatura (30%1°C) constantes, ¥
oscuridad total.

Los contenedores descritos se utilizan para los distintos grupos
de insectos, ya sean ninfas de 32, 42 6 52 estadio, ya sean adultos.
Para reproduccion se utiliza un contenedor especial consistente en
dos recipientes, como los ya descritos, superpuestos: en el superior

se sustituye el fondo por una malla metéalica de tal amplitud que
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Figura 8.-Esquema de los  botes

para la cria de ninfas de

germanica.

a:

b
c:
d

superficie de reposo,

: comida,

capa de serrin,

: tubo de agua.

51

utilizados
Blarttella



permite el paso de las ninfas recién emergidas pero no el de las
hembras (Fig. 9). En este contenedor se colocan las hembras
portadoras de ooteca, y se controla su numerc semanalmante, -
retirando aquellas que ﬁfa no son portadoras vy sustituyéndolas
por otras en dicho estado. Al mismo tiempo se cambia el
contenedor inferior, donde estén las ninfas, por otro vacio. De esta
forma pueden obtenerse grupos de insectos de edad conocida vy
homogénea.

Todos los contenedores se revisan cada semana, con el fin de
reponer agua y comida, asi como para realizar la limpieza de los

mismos.

Qnreopeitus rfasciatus proviene, asimismo, de una colonia
mantenida en laboratorio durante méas de 50 generaciones, en
una camara a 2712°C de temperatura, 70157 de humedad relativa
¥ con un fotoperiodo de 16h de luz y 8h de oscuridad.

Los insectos, en los distintos estadios juveniles, se han
mantenido en recipientes de metacrilato de unos 5 litros de
capacidad, cuyo techo esté sustituido por una tela de tergal para
facilitar la wentilacion, y cuya parte superior interna se halla
recubierta de una fina capa de vaselina a fin de impedir vla huida
de los insectos (Fig. 10).

En €l fondo de los contenedores se coloca la comida, consistente
en semillas de girasol peladas, complementadas con semillas de
dsclepias sp. También se les sumnistra agua &d Jlibitum en
viales de wvidrio invertidos sobre una placa Petri de 6 cm de
diametro v rodeados de algodén. Con el fin de ampliar la

superficie interna de los contenedores se han adicionado papeles de
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Figura 9.- Esquema de las cajas de reproduccion de
Blattella germanica.
a: superficie de reposo; b: comida;
c: rejilla metalica; d: tubo de agua,

e: capa de serrin.
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Figura 10.- Esquema de las cajas  utilizadas
para la cria de ninfas de Oncopaltus
fasciatus.

a: superficie de reposo,
b: comida,

c: tubo de agua.
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filtro, de unos 200-300 cm? de superficie, plegados: eh zig—zag,‘.
anadiendo ademas cortezas de semillas de girasol para cubrir el
fondo de los mismos.

Al igual que en B. gerimanica, los recipientes de reproduccion =
son distintos a los destiﬁados para los insectos jévenes. En el caso
de Q. fasciatus se trata de contenedores redondos de metacrilato
cuyo fondo consiste en una malla metélica para facilitar el paso
de los huevos a bandejas colocadas debajo, al efecto (Fig. 11). De
esta forma, por un lado se impide el canibalismo por parte de los
adultos hacia los huevos, ¥y por otro se facilita la recogida de éstos,
en dias alternos, para obtener grupos de insectoé de edades
conocidas.

Todos los contenedores son revisados cada dos dias a fin de
reponerles la cornida, y sobre todo el agua, imprescindible para
estos insectos. Semanalmente se procede a la limpieza general de

la colonia, cambiando los insectos a recipientes limpios.
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Figura 11.- Esquema del bote wutilizado para Ila

cria de insectos adultos de Omncopeltus

fasciatus.

a:

b
C
d
e

superficie de reposo,

: tubo de agua,
: rejilla metdlica,
: comida,

: huevos.
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2.- MEDIDA DEL CONSUMO DE OXIGENO. DESCRIPCION -
DEL._RESPIROMETRO.

2.1.- TECNICAS MANONETRICAS.

Las técnicas manomeétricas estan basadas en la formula de los
gases: PV=RT, siendo R una constante.

Si hacemos dos de estas variables constantes y se da algun
cambio en la cantidad de gas del sisterna, entonces este cambio es
una medida de la cantidad de gas consumido o expulsado
(Umbreit et al., 1972). Normalmente, en todas las técnicas
manomeétricas, la temperatura es un parametro que se mantiene
constante, existiendo entonces tres técnicas fundamentales
manomeétricas:

1) Manometria a volumen constante. Consiste en mantener el
volumen constante y tomar los cambios en la presion como una
medida de la variacion en la cantidad de gas del sistema.

2) Manometria a presién constante. Se da lo contrario que en
el caso anterior, es decir, se mantiene la presion constante y se
toman los cambios de volumen como una medida de la cantidad
de gas consumido o expulsado.

3) NManometria diferencial. Consiste en medir ambos cambios,
tanto en volumen como en presion, y a partir de ellos medir la
cantidad de gas consumido o excretado.

En muchas células, la utilizacion de oxigeno tiene como
resultado la liberacion de dioxido de carbono. 8i estos dos gases

son los Unicos implicados, podremos medir la respiracion, o

incorporacion de oxigeno, absorbiendo el €O, liberado con un alcali.

En presencia del alcali, la presion de CO, en el aire es cero, dentro

a7



de los limites de la medida. El intercambio de gas originédo por la.

respiracién es absorcién de oxigeno més liberacién de €Q,. Pero el

dlcali mantiene la presion de CO, a cero, por lo que el cambio

apreciado en el mandémetro es debido Unicamente a la utilizaciéh |
del oxigeno (Umbreit et al., 1972). |

| Para la determinacién del consumo de oxigeno de las

experiencias de la presente Tesis, se ha utilizado un respirémetro

diferencial Gilson a presiéon constante IGRP 14, que actua como los

descritos para la técnica de manometria a presibn constante,

siendo diferencial al mismo tiempo.
2.2.- RESPIROIVIETRO.

El respirometro diferencial a presion constante Gilson consta de

un bafio y 14 unidades de medida (Fig. 12).

2.2.1.- Bafio

Est4 equipado con dos calefactores, uno principal v otro
accesorio, para aumentar mas rapidamente la temperatura del
mismo. Esta temperatura puede wvariar desde la temperatura
ambiente hasta 50,00£0,022C, v se mantiene constante gracias a la
presencia de un termostato sumergido en el baflo. También
presenta un agitador para evitar gradaciones de temperatura en
el agua del baflo.

Para vigilar constantemente la temperatura, se halla
sumergido continuamente en el barfio un termoémetro digital, con

una precision de +0.1°C.
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Figura 12.- Fotografia del respiroOmetro a presion
constante Gilson IGR 14, utilizado en las

experiencias.
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2.2.2.- Unidad de medida.

Cada unidad de medida (Fig. 13) consta de un manémetro en
forma de U, lleno de liquido manométrico. Un brazo del mismo se .-
encuentra conectado coﬁ el matraz de reaccion, donde va a
tener lugar la experiencia, presentando ademés una linea,
variable en su posicion, que sirve para establecer el nivel inicial
del fluido manomeétrico; el otro brazo esta conectado con una
camara de referencia. Entre ambos brazos se encuentra la

valvula de operacion.

2.2.2.1.- Camara de referencia (Fig. 13).- Contiene una solucién

de formaldehido al 0,52 en la cantidad necesaria para dque el
volumen de gas libre en ella sea igual al del matraz de reaccion.
Esta camara sirve para minimizar el efecto que pueda tener la
temperatura ambiente sobre el volumen de gas encerrado en los
tubos de Tygon® que comunican ésta vy el matraz de reaccion al

manoémetro, v que no estédn sumergidos en el bafio.

2.2.2.2.- Valvula de operacion (Fig. 13).- Sirve para poner en

comunicacion ambos brazos del manodmetro, en el caso de que esté
abierta, igualando asi la presién entre la camara de referencia vy
el matraz de reaccion. Ambas camaras quedan incomunicadas al
cerrar dicha vélvula, en cuyo caso €l matraz de reaccién estara
directamente conectado con el mandmetro, pudiendo entonces

registrarse los cambios de presion.
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Figura 13.-Esquema de una unidad de medida,
a: micrémetro digital,

valvula de operacion,

tubo de Tygon.

liquido manométrico.

matraz de reaccion,

o Ao o

camara de referencia.
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2.2.2.3.- Matraces de reaccion (Fig. 14).- Constan ‘de un brazo

lateral abierto, que se cierra con un tapdon antes de iniciar una

“experiencia, v un pocillo central, donde se coloca el alcali que sirve

para absorver el CO, desprendido por la respiracion del insecto o -

de sus tejidos, en el caso de querer medir consumo de oxigeno de
los mismos. Los matraces utilizados en nuestras experiencias
tienen un wvolumen de unos 15 ‘ nﬂ, éproximadamente. Su boca
esmerilada se recubre de una fina capa de vaselina filante para

que acople perfectamente en su rama correspondiente.

2.2.2.4.- Micrémetro.- Cada unidad de medida estd también
equipada con un micrémetro digital (Fig. 13) que sirve para medir
los cambios de wvolumen ocurridos en el matraz de reaccion,
estando calibrado en microlitros, por lo que la medida a realizar
la obtenemos directamente. Los micréometros giran en ambas
direcciones, teniendo una capacidad de medida desde 0 hasta 500
pl. Antes de iniciar una experiencia hay dque ajustar los
micrémetros a una cifra determinada, dependiendo de la direccién
que presumiblemente tomara la reacciéon. Para realizar la medida
hay que girar el micrometro en la direccion adecuada hasta que
el liquido manométrico vuelva a su nivel inicial.

Cada matraz de reaccion estd sujeto a un soporte, de manera
que pueda ser sumergido en el bafio o pueda ser sacado para su
inontaje v limpieza. La camara de referencia se encuentra
también sumergida en dicho bafio. Todos los soportes se
encuentran adosados a un brazo que optativamente puede oscilar
con wvelocidad (45-140 oscilaciones/minuto) v amplitud (2,0-3,5 cm)

variables.
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Figura 14.- Fotografia de un matraz de reaccidon con
sus distintas partes (pocilio central,

brazo lateral, etc.).



5 - TRATAMIENTOS.

3.1.- PRODUCTOS UTILIZADOS.

Los productos quimicos utilizados para realisar los
tratamientos han sido la hormona juvenil de Roller, (HU de 18

atomos de carbono), y el precoceno I (6,7-dimetoxi-2,2-dimetil-

cromeno) (Fig. 15).

COOCH

Figura 15.- Estructuras quimicas de la hormona

juvenil de Roller (C|8) (arriba) y del

precoceno II (abajo).
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Tanto la HJ como el PII han sido sintetizados Yy cedidos }:ior la .
Catedra de Quimica Orgénica de la Escuela Téchica Superior de
Ingenieros Industriales de la Universidad Politécnica de Valencia.

Ambos compuestos tienen actividades antagbnicas, presentando
el primero de ellos uha accion gonadotrofica désempeﬁando
ademas un papel importante en el control de la vitelogénesis . Por
otro lado, el PIl presenta una actividad antiallatotrépica en
algunas especies de insectos, fundamentalmente del orden
Hemiptera.

Este tipo de tratamiento se ha llevado a cabo para estudiar
la tasa metabolica de los insectos v las posibles alteraciones
causadas por los productos mencionados. También se realizaron
tratamientos a los insectos cuando se pretendié investigar las
alteraciones ocasionadas en el consumo de oxigeno de alguno de
sus dorganos, y en concreto en los ovarios, cuerpo graso y tubo

digestivo.
3.2.- TRATAMIENTO DE LOS INSECTOS.

En cada caso se ha partidoc de una solucion madre del
producto a ensayar (HJ o PII) disuelto en acetona, a una
concentracion de 100 mg/ml. El tipo de tratamiento ha sido topico,
depositando 1 pl de la disolucién (100 pg del producto activo) sobre
la parte ventral del abdomen del insecto, utilizando para ello una
microjeringa Hamilton® de 10 pl, con una precision de 0.1 pl.

Paralelamente se han llevado a cabo experiencias control,
aplicando en este caso 1 yl de acetona, y experiencias en blanco,
sin ningun tipo de tratamiento.

En todos los casos, vy para facilitar el manejo de los insectos,
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antes de realizar el tratamiento se les ha -inrnovilizado,-
sometiéndolos a baja temperatura (-15°C durante uno a tres
minutos), tratamiento que no afecta su viabilidad.'

En el caso de investigar la tasa metabdlica del insecto como -
tal, los tratamientos sé han realizado scohre individuos adultos
machos vy hembras de ambas especies, cuyas edades oscilaban
entre 0 y 4 horas desde el momento de su emergencia a adulto.
También se realizaron experiencias sobre ninfas de 52 estadio de
0-4 horas de edad en el momento del tratamiento.

Tras haber realizado el tratamiento, se han colocado los
- insectos  en los contenedores correspondientes, separados los
machos de las hembras y los insectos adultos de las ninfas, ¥ en
las mismas condiciones cque el resto de la colonia.

En el caso de Blailiella germeanica vy dado que. es més dificil
distinguir cudndo se trata de un 52 estadio ninfal, y cuél es el
sexo que le corresponde, al finalizar la experiencia se observo su
evolucion a adulto, para confirmar que tanto el sexo como el
estadio asignados eran correctos. Para ello, se procedié & colocar
cada una de ellas en un contenedor distinto, de manera que
pudiera ser identificada, y se esperaba hasta el momento de su
emergencia.

Cuando se trata de estudiar el consumo de oxigeno de organos
procedentes de insectos previamente tratados con los compuestos,
se eligieron hembras virgenes adultas de . 7asciglus con edades
comprendidas entre 40-44h. Tras ser inmovilizadas con frio, se les
aplicé topicamente 1 pl de la disolucion correspondiente (100 pg de
producto activo) sobre la zona ventral del abdomen. Tras ello se
procedié a colocarlas en frascos de vidrio de 500 cc de capacidad

siendo cruzadas con machos de su misma edad, no tratados, vy
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pasando a continuacion a la camara de cria correspondiehte. '

Las disecciones se realizaron, como norma general, a las 120h,
aproximadamente, de su emergencia a adultos. |

En el casoc de ovarios se tuvo en cuenta el grado de desarrollo -
de los mismos; puesto qﬁe en adquellas hembras tratadas con PII
no aparecian desarrollados, v en las previamente tratadas con HJ
se mostraban con un elevado grado de desarrollo, se procedido a
realizar las disecciones de las hembras controles a la edad més
adeéuada para cque el grado de desarrollo de sus ovarios
coincidiera con el de aquellas tratadas con HJ o con PII. Asi pues,
a fin de ‘poder comparar posteriormente los resultados  del
consumo de oxigeno de todo tipo de owvarios, se procedid a la
diseccibn de hembras controles con edades comprendidas entre 48
v 150h. |

Cuando se practicd la diseccion del cuerpo graso, también se
tuvo en cuenta el grado de desarrollo de los ovarios de la hembra
de la que procedia. En el caso del tubo digestivo no se realizd

clasificacion alguna.
2.3.- TRATANIENTO DEL IEDIO.

Uno de los objetivos propuestos al iniciar las experiencias de la
presente Tesis fué investigar el consumo de oxigeno de drganos de
insectos vy las alteraciones producidas en los mismos cuando €l
medio en cque se encontraban estaba tratado con los distintos
productos mencionados.

Asi pues, se procedid a realizar el tratamiento, bien del medio
de cultivo, kien del suero salino empleado en cada caso,

dependiendo del organo a estudiar. Se realizaron disoluciones
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patrén de HJ y PII en acetona a una concentracion de 100 ‘rhgt‘ml
y 200 mg/ml, fespectivamente, empleandose una dosis de 0,5
pl/ml de medio, por lo que las cantidades de HJ y PII presentes

fueron de 50 vy 100 pg/ml de medio, respectivamente.

68



4.- TECNICAS QUIRURGICAS.

Los organos utilizados para el estudio de su tasa respiratoria y
las posibles alteraciones causadas en los mismos, yva sea al tratar .
al insecto, va al tratar el medio donde se encuentran durante la
experiencia, han sido los ovarios, el cuerpo graso y el tubo
digestivo. En todos los casos los drganos han procedido de hembras
adultas de Qneoopelius rasciatus.

Todas las disecciones se han realizado utilizando un
estereomicroscopio wild® con un objetivo de 1x, v =zoom de
relacién 0,6:5. '

Como material quirargico se han empleado tijeras de
iridectomia para realizar las incisiones, y pinzas para espirales
Dumont® numero 5.

Todas las disecciones han comenzado con la paralizacidn previa
del insecto con frio durante unos minutos, cortando
posteriormente sus patas metatoracicas y practicando asimismo
una incision longitudinal en ambos lados del abdomen, en la zona
dorso-ventral.

A continuacién se coloca al animal, en posicion de decubitc
Suping, sobre una placa con parafina a la que se le sujeta con
alfileres entomologicos. Inmediatamente después se afiade una
solucion salina de manera que todo el campo operatorio quede
cubierto durante la diseccién, a fin de facilitar la misma v evitar
el resecamiento del insecto.

La solucion salina empleada para la realizacion de las
disecciones de ovarios y tubo digestivo ha sido una modificacion de
la utilizada por IMitsuhashi v Ivlaramorosch (1964), con la siguiente

‘composicién:
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- NaCl 7 mg/ml
- KC1 0,2 mg/ml

- MgCl, 0,1 mg/ml

- NaCOzH 0,4 mg/mil..

4.1.- DISECCION DE OVARIOS (FIG. 7).

Para proceder a la diseccidon de los ovarios, y tras sujetar al
insecto a la placa de parafina, mediante un alfiler a nivel de la
zona toracica, se separa cuidadosamente la cuticula abdominal
ventral, cogiéndola de su unién con el téorax. A continuacién se
procede a eliminar el cuerpo graso circundante, muy abundante
en esta zona, visualizando los ovarios. Posteriormente se eliminan
las traqueas, para lo cual se sujeta con las pinzas la rama
inferior del tronco traqueal principal v se tira de €l con suavidad,
pero con firmeza, hasta que las traqueclas mas finas se van
soltando. A continuacion serealiza la misma operacion con la
rama superior.

Finalmente, para proceder a su extraccidon, se practican dos
incisiones anteriores, a nivel de los filamentos terminales, vy otra
posterior, a nivel del oviducto medio en su union con la vagina.

Antes de realizar la medida del consumo de oxigeno, los
ovarios se clasifican segin su grado de desarrollo (Kelly vy

Davenport, 1976) en los siguientes tipos:

A foliculos no visibles, presente solo el gerrharium (Fig 16
a).
B: foliculo terminal pequetio v claro, blanco, amarillento o

anaranjado (Fig 16 a).
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C: 1-3 grandes foliculos amarillos por ovariolo (Fig 16 b).
D: oocito corionado (brilla con la luz) (Fig. 16 b).

E: huevos maduros en el oviducto lateral (Fig. 16 c).

En los ovarios de loé tipos C, D v E hay deposicion de vitelo,

mientras que no lo hay en los pertenecientes a los grados A v B.

4.2.- DISECCION DEL CUERPO GRASO.

Para proceder a la diseccion del cuerpo graso se realizaron las
mismas operaciones que en el caso de ovarios, con la excepcion de
utilizar como medio salino el de Ephrussi-Beadle (Ladel et al,
1979), con la siguiente composicion: |

- NaCl 7.49 mg/ml

- KCl 0.35 mg/ml

- CaCl, 0.21 mg/ml.

Cuando ya se ha eliminado la cuticula abdominal se procede a
separar cuidadosamente hacia los lados el cuerpo graso, para
poder eliminar los ovarios ¥ el tubo digestivo. A continuacién se
separa todo el cuerpo graso abdominal de la cuticula dorsal Y se
procede a su extraccion.

Finalmente, se eliminan las tragqueas que irrigan este tejido,
con cuidado para no dafar su estructura, asi como el tejido
conectivo que lo envuelve (Fig. 17).

En este caso, se ha clasificado el cuerpo graso de acuerdo con €l

grado de desarrollo de los ovarios de la hembra de procedencia.
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Figura 16a.-Fotografia de los ovarios de distinto
grado de desarrollo, a y b indican,

respectivamente, los grados A y D
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Figura 16b.- Fotografia de los ovarios de distinto
grado de desarrollo, ay b  indican,

respectivamente, los grados Cy D
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Figura 16c.- Fotografia de los ovarios de distinto

grado de desarrollo. Grado E.



Figura 17.- Fotografia del cuerpo graso de
Oncopeltus fascistas una ves extraido

del insecto y limpio de traqueas.
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4.3.- DISECCION DEL TUBO DIGESTIVO (FIG. 6).

Para extraer el tubo digestivo se procede exactamente igual
gque para los ovarios ¥y cuerpo graso. Cuando se ha eliminado la -
cuticula abdominal del insecto, se procede a eliminar tanto los
ovarios como el cuerpo graso circundante. A continuacién se abre,
con la ayuda de unas pinzas, la cuticula torécica ventral vy se
localiza el tracto superior del tubo o esdfago, tirando suavemente
de &l hacia atras y sacandolo.

Posteriormente se procede a eliminar las tragqueas cque lo
circundan y la parte posterior del mismo (proctodeo), desde el
lugar de unién con los tubulos de Malpighio, procurando que
(uede extendido en toda su longitud (Fig. 18).

Antes de proceder al cultivo del tubo digestivo asi extraido, es
imprescindible realizar una limpieza del mismo, a fin de gue los
microorganismos gue se encuentran en su‘ interior (simbiontes o
simples saprofitos), no contaminen el cultivo. Para ello, es
necesario realizar una incision en la parte posterior de cada uno
de los tres compartimentos en que se encuentra dividido el
mesenteron de Onecopeitus, justo antes de cada esfinter, para
introducir posteriormente la aguja de un dispositivo epicraneal de
27G, unida a una jeringa de 5 cc llena de suero fisiologico, por la
parte anterior de cada compartimento, realizdndose asi un lavado
meticuloso del mismo. Tras el lavado con suero fisiologico se
realiza otro, utilizando esta vez medio de cultivo idéntico al que
se empleara para el cultivo 72z vitro con lo qque se asegura que el
6rgano quede bariado por el medio tanto en su exterior como en

su interior.
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Figura 18.- Fotografia del mesenteron de
Oncopeltus FOSCIOtus una vea

extraido del insecto y limpio.
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5.- CULTIVO DE ORGANOS IV VITRO.

Para proceder a la medida del consumo de oxigeno de organos
de insectos se procediélen un principio a la diseccién de los mismos
¥ su posterior cultivo. Las disecciones de los organos ya han sido
descritas en el apartado anterior, por lo due agqui solo
expondremeos el cultivo de los mismos.

La Bibliografia a este respecto es bastante escasa (lvliller y
Engelmann, 1968; Fourche v Ambrosioni, 1969; Brown v
Chippendale, 1977; Ladel et al., 1979; Houlihan y Sell, 1982, 1984;
Kern, 1985), por lo que se procedié primeramente a poner a punto
la técnica més adecuada para la realizacibn de nuestras
pretensiones. | |

El medio de cultivo utilizado ha sido una rno_diﬁc:acié_n del de
Mitsuhashi ¥y Maramorosch con la siguiente composicién:

- NaCl 7 mg/ml ‘ |

- KCl 0,2 mg/ml

- MgCl, 0,1 mg/ml

- glucosa 4 mg/ml
- albiimina de suero bovino, fraccion V 2 mg/ml

- hepes bufer 6 mg/ml; a pH 7,4-7,5.

Para evitar las contaminaciones bacterianas que pueden
alterar sustancialmente las determinaciones de consumo de

ox’igeno, se han fijado las siguientes condiciones de trabajo:

-- Todas las disecciones se realizan en camara de flujo
laminar.

-~ El material quirargico utilizado se esteriliza con luz
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ultravioleta; el material de vidrio con calor seco en horﬁo Pasteur .
a 180°C, v. los medios de cultivo por filtracion a través de
membrana Millipore® de 45 ym de tamafio de poro. |

-- Antes de iniciar la operacion el insecto se esteriliza en .-
superficie por inmersién. en alcohol de 70% y paso posterior por la
llama.

-- Una vez extraido el 6rgano, se lava en medio de cultivo
estéril, pasandolo a continuacion al pocilloi donde se realiza la
incubacion. En el fondo de dicho pocillo se colocan previamente 0,5
ml de suero fisiologico estéril, realizéndose el Cultivo en gota
pendiente; para ello se deposita, sobre el cubre, una gota del
medio de cultivo y a continuacion el 6rgano correspondiente; al
conjunto se le da la vuelta y se coloca sobre el pocillo, sellando las
zonas de contacto del cubre v el pociilp con vaselina filante estéril
{Fig. 19).

-- Cuando ya se ha realizado la préparacién de todos los
6rganos a cultivar, se mantienen en estufa a 28#2°C (temperatura
fisiologica del insecto), durante unas 14 horas aproximadamente,
hasta el momento de colocarlos en los matraces del respirémetro

donde se medird su consumo de oxigeno.

5.1.- TUBO DIGESTIVO.

La técnica anteriormente mencionada se ha utilizado para el
cultivo iz wviiro del tubo digestivo v el posterior estudio de su
consumo de ox'igencn. En este caso no se ha tenido en cuenta el
grado de desarrollo de los ovarios de la hernbra de procedencia, no

realizéndose, por lo tanto, ningan tipo de clasificacion al respecto.
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Figura 19.- Fotografia de un pocilio de cultivo

con el 6rgano en su interior.
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5.2.- CUERPO GRAROQ. "

El cuerpo graso no ha sido cultivado como en el caso del tubo

digestivo, sino que, siguiendo la Bibliografia &l respecto (Miiller v .

Engelmann, 1969; Ladel .et al.,, 1979), ha sido extraido mediante
diseccion y puesto enseguida en el matraz del respirémetro, con
suero salino de Ephrussi-Beadle, midiendo a continuacion su

consumo de oxigeno.

9.3.- OYARIOS,

Los owvarios han sido cultivados siguiendo la técnica vya
~ mencionada; nicamente, ¥ antes de pasar a la estufa de cultivo,
se han clasificado segun su grado de desarrollo, puesto que éste se
ha tenido en cuenta en el momento de realizar el estudio de su
consumo de oxigeno.

Sin embargo, vy dado que se aprecid una enorme variabilidad
en estos resultados, se desechd esta técnica para el caso que nos
ocupa, pasando a aplicar una modificacion del método descrito por
Fourche v Ambrosioni (1969), consistente en extraer los ovarios, -
clasificarlos segun su grado de desarrollo, v realizar rapidamente
la medicién del consumo de oxigeno, colocédndolos en los matraces
del respirometro uUnicamente con suero salino, sin medio de

cultivo. De esta forma parece que la variabilidad disminuye.
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6.— RESPIRONMETRIA .

6.1.- RESPIRONVIETRIA DE INSECTOS.

Antes de proceder é medir el consumo de oxigeno de los
insectos, ya sean adultos o ninfas de 52 estadio, ya machos o
hembras, se procedid a pesar a los mismos para hallar
posteriormente su tasa respiratoria.

Para ello se ha utilizado una balanza Sartoriud® de 0.1 mg de
precision, empleando el método de la doble pesada, estableciendo
primeramente el peso de una 'ca\jita de tamarifo adecuado,
pesandola de nuevo con el insecto en su interior, y hallando el
peso del mismo por diferencia entre ambas.

En el caso de la especie B germanica se ha utilizado el
mismo método, con la diferencia de que los insectos eran
paralizados con frio antes de ser pesados, manteniéndolos a -15°C
durante unos minutos. Esta inmovilizacion se realiza debido a que
este insecto presenta una gran velocidad de movimientos,
evitando de esta forma que escapen.

Antes de ser introducidos en los matraces, los insectos se han
inmovilizado envolviéndolos en, una gasa Y sujetando sus
extremos con cinta adhesiva, de manera cque tuviesen suficiente
aireacion pero permanecieran dquietos a fin de establecer su
consumo de OXigeno en reposo.

Posteriormente son introducidos en el matraz correspondiente,
colocandolos alrededor del pocillo central, utilizdndose siempre un
solo insecto por cada matraz de medida. A continuacion se ahnade
al pocillo 0,5 ml de una solucion de KOH al 20%, introduciendo

t_arnbién un papel de filtro de 2x3 cm doblado en zig-zag (Fig. 20).
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Figura 20.- Fotografia de un matraz de reaccidn

preparado para ser montado en el
respirometro. Obsérvese el papel de filtro
doblado en =zig-sag y la gasa con el

insecto en su interior.
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La potasa tiene como mision absorber el CO, desprendido en la-

respiracién por los insectos, credndose asi una depresién en el
interior del matraz que ocasionara un descenso del fluido del
manometro. |

El papel de filtro se coloca para aumentar la superficie de
reaccién del KOH con el carbonico, puesto que la pequefia superficie
de contacto que presenta cuando se coloca la potasa en el pocillo
se satura casi inmediatamente.

Después de esta operacidén, se cierra el brazo lateral del
matraz de reaccion, sujetando el tapoén correspondiente con unos
muelles.

A continuacidon se colocan los matraces en las ramas
correspondientes del mandémetro, sujetandolos también con
pequetios muelles, vy se introducen en el bafio de agua. Este bafio
se mantiene durante toda la experiencia a una temperatura
constante de 27,00,1°C.

A continuacidén se cierran todas las valvulas de operacion y se
pone en marcha la oscilacibn, comenzando un periodo de
acondicionamiento que dura 70 minutos, seguidos de otros 5 con
las valvulas de operacién abiertas. Este periodo es imprescindible
para atemperar los matraces de reaccién y acostumbrar a los
insectos a las condiciones de la experiencia. Cuando finaliza este
periodo, cesa la oscilacion.

Tras esta fase, se igualan los micrometros a un valor
conveniente, 200 en nuestro caso, y se cierran las vélvulas de
operacion, comenzando entonces el perindo de medida que dura 3
horas. Al final de ellas, se giran todos los micrometros hasta
enrasar de nuevo el liquido manomeétrico, se anota el consumo de

oxigeno de cada manodmetro, se abren de nuevo las valvulas y se
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deja transcurrir un tiempo de unos IS minutos, tras loé cuales se.
inicia un segundo periodo de medida. |

En cada experiencia, v a pesar de que segun el método
respiromeétrico utilizado no sea necesario, se ha creido conveniente -
la utilizacién de un mai‘;raz blanco. Este matraz se prepara como
los restantes, pero sin insecto alguno. Los valores obtenidos en el
blanco se utilizan para corregir los obtenidos en las restantes
unidades de medida, siguiendo el protocolo recomendado por
Umbreit et al. (1972).

Al finalizar la experiencia, se desacoplan los matraces de sus
ramas correspondientes y se extrae la gasa donde se encuentra el
insecto, comprobando que éste se encuentre vivo. En caso
contrario, se desprecia la medida.

En el momento de montar la experiencia los insectos tienen
entre 14 v 18 horas de edad contadas desde el momento gue
mudan al estadio cuestion de estudio, es .decir,' a adulto o a 52
estadio ninfal.

Por cada uno de los grupos experimentales considerados se ha
realizado un minimo de 20 repeticiones, con un numero total de

medidas no inferior a 640.

6.2.- RESPIROIVIETRIA DE ORGANOS.

El estudio del consumo de oxigeno de todos los Organos se ha
realizado en las mismas condiciones.

Antes de montar el respirometro deben pesarse los organos,
para poder hallar posteriormente su tasa respiratoria. Algunos
autores (Fourche v Ambrosioni, 1969) realizan la pesada tras la

determinacion del consumeo de oxige.no, o bien tras su desecacion

85



(Ladel et al, 1979). Dado que en nuestras condiciones de t,r'abajo.-

resulta extremadamente dificil la recuperacion de los organos

estudiados tras la determinacion respiromeétrica, se ha recurrido

al método de la doble pesada de los 6rganos en fresco, antes de la -

determinacion. Para ello, se pesa el matraz con su fluido
correspondiente, se afiaden los drganos en la base del mismo,
junto al pocillo central, previo secado al méaximo sobre un vidrio,
se pesa a continuacion el matraz una segunda vez, v se calcula el
peso de los Organos por diferencia entre las pesadas. La balanza
utilizada ha sido una Sartorius® de precision 0.1 mg, de peso
compensado.

En todos los casos se ha absorbido el €O, desprendido en la

respiracion colocando 0,5 ml de KOH al 20% en el pocillo central, asi
como un papel de filtro doblado en zig-zag.

Asimismo, v en todos los grupos de experimentacion
estudiados, se han mantenido los matraces en continua oscilacion
durante el tiempo dque dura la experiencia, para dque el
intercambio de oxigeno entre la fase l'iquida Y gaseosa sea bueno.
La wvelocidad de oscilacion ha sido de 130 movimientos por segundo.

Las experiencias se han realizado introduciendo los matraces
en un bario atemperado a 27,0%0,1°C.

Cuando se estudia el consumo de oxigeno de oOrganos
provenientes de insectos previamente tratados, se coloca en el
matraz el fluido correspondiente. S8Sin embargo, cuando la
experiencia esta4 encaminada al estudio del consumo de ox'igeno de
drganos inmersos en fluido previamente tratado con el producto
activo, el tratamiento se realiza inmediatamente antes de colocar
dicho fluido en el matraz correspondiente, antes de proceder a la

pesada de los 6rganos.
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6.2.1.- Tubo digestivo.

Para proceder al estudio del consumo de oxigencu del tubo
digestivo, se coloéa en el matraz de reaccion 1,5 ml de medio de
cultivo estéril. Debido al‘ tamafio de este drgano, v a su peso, se
ha utilizado siempre dos de ellos por cada determinacion.

Una vez acoplé.dos los matraces a las ramas correspondientes,
se introducen en el bafio atemperado, se acciona el motor de
oscilacion vy se inicia un periodo de acondicionamiento de 120
minutos, con las valvulas abiertas.

En este organo en concreto, se realizan tres medidas
consecutivas de 2 horas de duraciéon cada una, con un intervalo
entre ellas de 15 minutos en el que las valvulas de operacién se
encuentran abiertas, siendo por tanto independientes las medidas
entre si.

Una vez finalizada la experiencia, se desmontan los matraces
y se limpian cuidadosamente.

Por cada grupo experirnental estudiado se ha realizado un
total de 10 repeticiones, consideréndose el wvalor medio de ellos
como el correspondiente al grupo experimental considerado, con

un numero total de 80 medidas.
6.2.2.- Cuerpo graso.

Para medir el consumo de oxigeno del cuerpo graso, v tras su
extraccion, se coloca éste en el matraz de medida con 1 ml de
suero salino de Ephrussi-Beadle.

En este caso, el namero de érganos por matraz varia de 2 a 3,

dependiendo del grado de desarrollo en que se encuentran los
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ovarios de la hembra de la cual proceden.

El tiempo de acondicionamiento ha sido de 20 minutos, v se ha
realizado una Unica medida de dos horas de duracion. '

Cuando finaliza la experiencia, se desmontan los matraces de -
sus ramas correspondieﬁtes v se extrae de cada uno de ellos el
papel de filtro v la potasa. A continuacién se elimina con un papel
la vaselina de la porcion esmerilédé derl matraz v se wvuelca todo
su contenido sobre un vidrio de reloj previamente pesado,
llavandolo a estufa a 80°C hasta peso constante. Posteriormente se
halla el peso seco del organo ¥y se realiza el estudio de su tasa
respiratoria con respecto al peso seco.

El numero de repeticiones por cada grupo experimental vy
grado de desarrollo considerado ha sido de 10, con un total de 160
medidas. Como en el caso del tubo digestivo, se ha tomado el
valor medio de las 10 repeticiones como el correspondiente a cada

grupo experimental.
6.2.3.- Qvarios.

Como ya se menciona anteriormente, los ovarios son extraidos
del insecto, y tras agruparlos segiin su grado de desarrollo, se
colocan en los matraces de reaccion, afadiendo previamente 1,5
ml de suero salino.

Debido al distinto tamafio de los ovarios, dependiente de su
grado de desarrollo, el nimero de ellos por matraz ha sido
variable, siendo fijado por el necesario para obtener un peso
minimo de 3-4 mg, va que con un peso inferior estariamos
trabajando en las condiciones limite del respirdmetro. Asi pues, se

ha necesitado un minimo de 6 ovarios de tipo A, 4 de tipo B, 2 de
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tipo C v | de tipo D o E por cada matraz.
Después - de montados los matraces en el respiréometro, se

espera un tiempo de acondicionamiento de 15 minutos, con las

valvulas de opersacion abiertas, antes de cerrarlas y proceder a - .

una Gnica medida de 2 horas de duracién.

Se ha realizado un total de 20 repeticiones por cada grupo
experimental estudiado v por cada gradb de desarrollo de los
ovarios, lo que supone un numero total de 460 medidas. El valor
medio de las 20 repeticiones de cada grupo experimental se ha

considerado como el correspondiente a cada uno de ellos.
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7.- EVALUACION DE 1.O8 RESULTADOS.
7.1.- CONSUIVIO DE OXIGENO DEL INSECTO.

Las medidas del cbnsumo de oxigeno vienen dadas en
pl/insecto/3 horas. Tras las correspondientes operaciones son
transformadas en pl/mg peso freéco/h.

Los datos asi obtenidos han sido tratados estadisticamente,
siendo sometidos a un andlisis de la varianza de tres vias Y
posteriormente, si éste lo permitia, al test de Tukey. Para ello se
han estudiado ambas especies por separado, considerando en cada
una de ellas tres factores: tratamiento, sexo vy edad. Ademaés,
cada uno de estos factores ha presentado los siguientes grupos

experimentales:

- Tratamiento: control, hormona juvenil y precoceno II.
- Sexo: machos y hembras.

- Edad: adulto y 52 estadio ninfal.

Para todos los estudios se ha utilizado Unicamente el resultado
ohtenido en la segunda medida de las realizadas, por presentar

menor variabilidad.

7.2.- CONSUIVIO DE OXIGENO DE ORGANOS.

Como en el caso anterior, las medidas obtenidas en los
micrémetros del respirémetro representan microlitros de oxigeno
consumido/érganos/2 horas, siendo transformadas en microlitros

de oxigeno/mg peso fresco o seco {dependiendo del drgano)/hora.
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Los datos asi obtenidos han sido sometidos a un anélisis de la.
varianza, individual para cada organo.

En el caso del tubo digestivo, se ha utilizado para su estudio
estadistico la primera de las tres medidas realizadas, por ser la .
mas homogénea en cuaﬁto a resultados obtenidos. En este caso el
Unico factor considerado ha sido el tratamiento, con tres grupos
experimentales: control, horniohé juveﬁil y precoceno II

En el caso del cuerpo graso y los ovarios, se realiza
primeramente un analisis de la varianza comparando el consumo
de oxigeno de los distintos grados de desarrollo considerados para
el grupo control. Posteriormente se realiza un analisis de la
varianza de doble via, estudiando dos factores: grado de desarrollo
del 6rgano considerado y tratamiento.

En los tres drganos considerados se ha estudiado, por un lado,
los resultados obtenidos cuando el tratamiento se realiza sobre el
insecto, ¥ por otro acquellos obtenidos al tratar el medio en el que
se encuentran inmersos los organos durante la experiencia.

En todos los casos, v al igual que con el consurno de oxigeno
del insecto 72z ¢ofg se ha aplicado un test de Tukey en aquellos
casos en que el analisis de la varianza mostraba diferencias

significativas.
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L o . - : :
En, primer lugar, y antes de empezar a detallar los resultadosr

obtenidos en el presente trabajo, hay que mencionar que se han
utilizado,v como se indica en el correspondiente apartado de
Material v Meétodos, dos tipos de controles: aquellos que no han
sufrido tratamiento alguno, que seran nombrados como controles
blanco, v aquellos ¢que han recibido una adecuada cantidad de
acetona, disolvente de los dos compuestos quimicos utilizados, vy
que denominariamos como controles de acetona.

En alguno de los trabajos consultados (Kuusik et al., 1980) se
menciona que el disolvente por ellos utilizado (dicloroetano) ejerce
un extraordinario efecto sobre la tasa respiratoria de los insectos,
aumentando el consumo de oxigeno en pocos dias desde 22 mm?
oxigeno/g/h hasta §00-900 mm®/g/h. Dehido a ello es por lo que se
han realizado los dos tipos de controles antes mencionados, para
averigiar si nuestro disolvente ejercia la misma accién sobre los
insectos por nosotros utilizados (Heterometabolos, frente a los
inséctos Holometébolos del trabajo de Kuusik vy colaboradores).

Al realizar el correspondiente estudio estadistico, se ha podido
comprobar que la acetona también aumenta la tasa respiratoria
de algunos de nuestros grupos experimentales. Asi, este disolvente
afecta de alguna manera la tasa metabdlica de Qncopeltus, sin
embargo resulta totalrmente inocuo para los individuos de la otra
especie estudiada, 5. germanica. |

Por todo ésto, en el andlisis de los resultados vy su posterior
tratamiento eStadistico, se ha prescindido, en todos los casos, ¥
para evitar confusiones, del control blanco, comparando los
resultados con los del control acetona, que es en realidad el unico
control, debido a que en éste producto se disuelven tanto la HJ

como el PII. Asi pues, a partir de ahora cuando se haga referencia
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al control, hay gque tener en cuenta que se esté_ hablando del

control de acetona.
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1.- CONSUMO DE OXIGENO DE INSECTOS.

Como se ha mencionado en el correspondiente apartado de
IMaterial vy Ivlétodos, el estudio de los datos obtenidos en la
investigacion del consumo de oxigeno de insectos se ha llevado a
cabo agrupéndolos por especies, realizéndose un analisis dev la
varianza con los resultados obtenidos en todos los grupos
experimentales de Blaillella germanics, v otro similar para la
especie Qncopselius fasciatus.

Esta separacion es légica si se tiene en cuenta que ambas
especies pertenecen a Ordenes de insectos distintos por lo que su
metabolismo vy forma de vida son completamente diferentes.
Baste pensar unicamente que B. germanicg es una especie que
se cria en laboratorio en oscuridad total, mientras cque Q.
fasciatus necesita un determinado fotoperiodo para vivir

normalmente ¥y no entrar en diapausa.

1.1.- CONSUNO DE OXIGENO DE Bl F7TELL GERATANIC.

Como ya se menciona en el correspondiente apartado de
Introduccion, el peso corporal es uno de los factores cque influye en
la variacion del consumo de oxigeno de los insectos, aumentando
éste a medida que disminuye el peso. Asi pues, en la Tabla II se
expresan los valores medios, con su correspondiente desviacion, de
los pesos de cada uno de los grupos experimentales considerados.
Como puede apreciarse, las hembras adultas presentan un peso
superior al de los machos, con una diferencia considerable entre
ambos grupos experimentales. Al considerar las ninfas de 52

estadio, se observa la misma pauta que para los adultos, es decir,
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Tabla II.- Peso medio {(mg) de los especimenes | de

Blaliellia .germ&nic& utilizados.

ADULTOS NINFAS
IVIACHOS 36.11¢4.01 22.2113 .05
HENIBRAS 49.8735.88 29.35%5.56

mayor peso de las hembras frente a los machos, aungque en este
caso la diferencia entre ambos grupos no es tan acusada.

Al centrarnos en la tasa metabodlica de los animales cdntrol,
también podemos observar una diferencia en el consumo de
oxigeno de los diversos grupos experimentales estudiados, siendo
éste mayor en las hernbras del Ultimo estadio juvenil que en los
adultos, e inferior en los machos de 52 estadio y en los adultos
(Fig. 21).

Cuando consideramos los individuos tratados con HJ, vemos
que hay un claro aumento en el consumo de oxigeno de todos los
grupos experimentales estudiados (Fig. 21). En este sentido
podemos observar (Tabla III) que son los machos, adultos o de 52
estadio ninfal indistintamente, los que resultan mas afectados por
el tratamiento (1.32 v 1.29 1 oxigeno/mg peso fresco/h para
adultos v ninfas de 52 estadio, respectivamente, frente a 1.07 y

110 de los machos controles), aungue las hembras también
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Tabla III.- Consumo de oxigeno {pl/mg peso fresco/h) de

blattella germeanica control y tratados con hormona

juvenil (HJ) y precoceno II (PII).

CONTROL HJ PII
ADULTOS 1.070.12 1.3210.14 1.00%0.11
IVIACHOS NINFAS 1.10£0.13 1.29+0 .13 0.9410.10
IVIEDIA 1.0920.12 1.3120.14 0.9710.11
ADULTOS 11210 15 1.18%0.14 1.0010.10
HEIVIBRAS NINFAS 1.1320.16 1.22%0.17 0.9310.11
IEDIA 1.12%0.15 1.2010.15 0.9710.11

98



presentan unsa tasé respiratoria superior a la de los individuos
control {1.18 v 1.22 pl oxigeno/mg peso fresco/hora para adultas .y.
ninfas de 59 estadio, respectivarnénte, frente a 1.11 v 113 de las
controles). ‘

En el tercer grupo de tratamientos, adquellos realizados al
aplicar PII, se aprecia una clara disminucion de la tasa metabolica
en todos los grupos experimentales considerados (Fig. 21). En este
caso se ve que el PII afecta por igual a ambos sexos de una
misma edad, presentandoc mavyor disminucién en las ninfas de 52
estadio (0.94 pl oxigeno/mg peso fresco/h) que en los adultos {1.00
vl oxigeno/mg peso fresco/h).

El estudio estadistico de estos resultados, mediante el analisis
de la wvarianza, demuestra que existen diferencias significativas
{p < 0.05) entre tratamientos (Tabla 1V), es decir, que el
tratamiento a que han sido sometidos los insectos (HJ o PII) altera
su tasa metabdlica. El Test de Tukey (diferencia minima
significativa de 0.05, para p < 0.05) (Fig. 22) nos muestra que tanto
los insectos tratados con HJ como aquellos previamente tratados
con precoceno I, presentan tasas metabolicas significativamente
distintas de los controles. )

Continuando con el estudio del analisis de la varianza, también
se puede comprobar que existen diferencias significativas (p < 0.05)
en la interaccion tratamiento por sexo. En este sentido, y tras la
realizacién del Test de Tukey (diferencia minima significativa de
0.08 para p < 0.05) (Fig. 23), puede observarse que el PII afecta de
igual forma a ambos sexos (Tabla III).

Sin embargo, cuando consideramos los valores medios del
consumo de oxigeno de insectos tratados con HJ, se puede apreciar

que este compuesto si influye sobre la tasa metabdlica de 5.




Tabla IV.- Analisis de la varianza de los resultados

obtenidos para Blalielle germanica. ** Diferencias
- significativas para p < 0.05.

FACTORES G.L. S.C. C.Iv1. F
TRATAMIENTO (T) 2 3.24137 1.62068 93.60 ¥k
SEXO0 (8) 1 0.03623 0.03623 2.09
EDAD (E) 1 0.01154 0.01154 0.67
TXS 2 0.22574 0.11287 6.52 **
TXE 2 y0.08622 0.04311 2.49
SxXE 1 0.00322 0.00322 0.19
TxSxE 2 0.01815 0.00907 0.52
ERROR 228 3.94769 0.01731
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Figura 22.-Representacion esquematica del test de
Tukey para los tratamientos en
Blattella germanica.
CI: control.
HJ: hormona juvenil.

PII: precoceno IL

YZ\Diferencias significativas

| |Diferencias no significativas
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Figura 23.- Representacién esquematica del test de
Tukey para la interaccién tratamiento
por sexo en Blatella germanica.

CT: control.

H: hembras.

HJ: hormona juvenil.
M: machos.

PII: precoceno IL

Y XDiferencias significativas

| | Diferencias no significativas
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germanica de forma distinta para ambos sexos, con un marcado _
incremento de la tasa metabdlica en los machos (1.31 l
oxigeno/mg peso fresco/h), siendo ésta menos acusada en las
hembras (1.20 pl oxigeno/mg peso fresco/h), existiendo en ambos
casos diferencias significativas con respecto a 1o0s controles.

Como resumen podriarnos decir cque la hormona juvenil
aumenta el consumo de oxigeno de Blatiells germanica,
independientemente del grado de desarrollo considerado (adultos o
52 estadio ninfal), siendo esta accidn maés acusada en los machos
que en las hembras. Por otro lado, el precoceno II disminuye la
tasa respiratoria de estos insectos, siendo su accion de igual
magnitud en ambos sexos, vy también independiente de la fase de

desarrollo estudiada, adulto o 52 estadio ninfal.

1.2.- CONSUIVIO DE OXIGENO DE QNCQFEL I'LiS FASCIA TUS,

Como anteriormente se ha mencionado, el peso es un factor
importante relacionado con el consumo de oxigeno de los insectos,
de forma que a medida que aumenta el peso disminuye su tasa
respiratoria. En la Tabla V se presentan los valores medios de los
pesos, con su correspondiente desviacion tipica, obtenidos para
cada uno de los grupos experimentales estudiados en &
rasciatus. Como puede apreciarse, esta especie sigue la misma
linea general que Blgillelle gerimeanica en cuanto a las
diferencias de peso entre sexos v estadios de desarrollo, es decir,
los adultos pesan méas que las ninfas de 52 estadio, y dentro de
cada grupo, las hembras mas que los machos.

Al estudiar los resultados obtenidos para la tasa metabdlica de

los insectos control (Fig. 24), podemos chservar que el consumo de
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Tabla V.- Peso medio (mg) de los especimenes de

Oncopelius rfascialus utilizados.

. ADULTOS NINFAS
IVIACHOS 30.1524 .83 13.7013.00
HEIVIBRAS 38.12¥5.77 16.3813.67

oxigeno de los diferentes grupos considerados sigue él siguiente
orden decreciente: machos de 52 estadio, hembras adultas, machos
adultos ¥y hembras de 52 estadio.

Continuando con el estudio de los resultados, al analizar los
datos obtenidos para los insectos tratados con HJ puede apreciarse
(Fig. 24) que, salvo en las hembras adultas, el consumo de oxigeno
es mas elevado que para los individuos control, con un notable
aumento en las ninfas (Tabla VI), siendo éste méas acusado en las
ninfas macho (1.25 pl oxigeno/mg peso fresco/h frente a 1.09 de los
controles) que en las ninfas hembra (1'19 pl oxigeno/mg peso
fresco’h frente a 099 de las hembras control de 5° estadio
juvenil).

El tercer grupo experimental, es decir, agquellos insectos dque
previamente han recibido PIl, presenta una tasa metabolica
semejante a la de los individuos control (Fig. 24), no observéandose

variaciones muy grandes entre ambos grupos. En este caso, los
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Figura 24.- Valores medios de la tasa rnetabodlica de
cada uno de los grupos experimentales de

Oncopeltus fasciatus.

13 adultos machos o adultos hembras

A ninfas machos M ninfas hembras
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Tabla VI.- Consumo de oxigeno (pl/mg peso fresco/h) de

Oncopeltus rasciatus control y tratados con hormona

juvenil (HJ) v precoceno II (PII).

CONTROL HJ P
NACHOS 1.03%1.14 1.0941.12 1.0410.14
ADULTOS  HEIVIBRAS 1.0820.14 1.0210 .13 1.01£0.09
NMEDIA 1.0610.14 1.0510 .13 1.0220.11
IMIACHOS 1.0920.23 1.2520.20 1.0720.11
NINFAS HEIVIBRAS 0.9940.14 0.1920.23 1.0320.11
IVIEDIA 1.0410.19 1.22%0.22 1.0520 11
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machos presentaﬁ unav tasa metabdlica similar, siendo 'las
correspondientes a las hembras, tanto las adultas como las del 59.
estadio, las que var'ian, disminuyendo el precoceno II el consumo
de oxigeno en las primeras {1.01 pl ox'igenofrng peso fresco/h frente
a 1.08 de las hembras adultas control), v aumentéandolo |
ligeramente en las hembras de 52 estadio ninfal (1.03 1l
oxigeno/mg peso fresco/h frente a 0'99 de las control).

El andlisis de la varianza (Tabla VII}, pone de manifiesto que
los tres factores estudiados, tratamiento, sexo v fase de desarrollo,
presentan diferencias significativas (p < 0.05), es decir, que cada
uno de ellos, por si solo, presenta diferente tasa metabdlica entre
los grupos establecidos.

Por otro lado, también cabe observar que la interaccién
tratamiento por fase de desarrollo (Tabla VII) presenta diferencias
significativas (p < 0.05), es decir, la tasa metabdlica de los adultos
es significativamente distinta a la de las ninfas, dependiendo del
tratamiento que estemos realizando.

Al realizar el Test de Tukey para los tratamientos (diferencia
minima significativa de 0.06 para p < 0.05) (Fig. 25), podemos
cbservar que las diferencias significativas apreciadas en el anélisis
de la varianza correpondiente se deben exclusivamente al
tratamiento con HJ, no siendo significativamente distintas las
tasas metabodlicas de los insectos controles vy las de acuellos
tratados con precoceno II.

El Test de Tukey de la interaccion tratamiento por fase de
desarrollo (diferencia minima significativa de 0.10 para p < 0.05)
{Fig. 26), nos confirma que las diferencias significativas en la tasa
metabdlica anteriormente mencionadas se deben al tratamiento

con la HJ, v mas concretamente al elevado consumo de oxigeno
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Tabla VII.- Analisis de la varianza de los resultados
obtenidos para Oncopellus fascialus. ** Diferencias
significativas para p < 0.05.

FACTORES G.L. 8.C. C.IvI. F
TRATAMIENTO (T) 2 0.47661 0.23831 9.84 »*
SEXO (S) ) 0.10225 0.10225 4.22 **
EDAD (E) 1 0.22275 0.22275 9.19 *k
TxS8 2 0.02301 0.01150 0.47
TxE 2 0.35046 0.17523 7.23 **
SxE 1 0.03953 0.03953 1.63
TS XE 2 0.08155 0.04077 1.68
ERROR 228 5.52356 0.02423
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H PII

Figura 25.-Representacion esquematica del test de
Tukey para los tratamientos en
Oncopeltus fasciatus.

CI: control.
HJ: hormona juvenil.

PII: precoceno IL

YA Diferencias significativas

I |Diferencias no significativas
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Figura 26.-Representacion esquematica del test de
Tukey para la interaccion tratamiento
por fase de desarrollo en Oncopeltus
Jasciatus.

A: adultos.

CI: control.

HJ: hormona juvenil.
N: ninfas.

PII: precoceno IL

YA Diferencias significativas

I |Diferencias no significativas



de las ninfas de 59- estadio (Tabla VI), presentando todos los otros
grupos expe;’imentales tasas similares v formando, por tanto, una |
unidad homogénea frente al anterior. Es decir, las diferencias
ochservadas en la tasa metabdlica de & Zfascialus entre
tratamientos v fase de desarrollo se deben exclusivamente al
mayor consumeo de ox'igeno presentado por las ninfas de 52 e:tadio
de esta especie tratadas con HJ (Fig. 24). En el resto de casos no
aparece diferencia alguna. |

Como resumen al presente grupo de resultados poclriamos
decir que, en & rascigius, el tratamiento realizado afecta de
forma distinta a ambas fases de desarrollo (Tabla VII). De este
modo el tratamiento con HJ altera la tasa metabdlica de las
ninfas de 52 estadio (Tabla VI), presentando éstas una respuesta
metabdlica aumentada a dicho compuesto, con un consumo de
oxigeno de 1.22 pl oxigeno/mg peso fresco/h, frente a 1.04 pl de las
ninfas control. Sin embargo, el tratamiento con Pl no varia en
absoluto la tasa metabolica de esta especie, ni en la fase adulta ni
en el ultimo estadio juvenil (1.02 v 1.05 pl oxigeno/mg peso
fresco/h, respectivamente, frente a 1.06 y 1.04 1l ‘oxigeno/mg peso

fresco/h de los insectos control).

i



2.— CONSUMO DE OXIGENO DE ORGANOS AISLADOS.

Para proceder al estudio de los resultados obtenidos en el
cansumeo de oxigeno de érganos aislados, se han separado los datqs
en dos grupos: por un lado los correspondientes a aquellos érganos |
que procedian de insectos previamente tratados con los
compuestos objeto de estudio, v por otro agquéllos pertenecientes a
organos que han estado en contacto con los productos a lo largo de
la experiencia.

En ambos casos, v debido a la diferencia manifiesta en
estructura y funcidon entre los odrganos objeto de estudio, el
andlisis de los resultados se ha llevado a cabo para cada uno de

los 6érganos por separado.

2.1.- CONSUIVIO DE OXIGENO DE ORGANOS. TRATANMIENTO DE LOS
INSECTOS.

Como se recordara, estos drgancs se extraen de insectos cue
han recibido 100 pg de HJ o PIl unas 80 horas antes de realizarse
la diseccion.

Los tubos digestivos se cultivan durante 14 horas hasta el
momento de la determinacion de su tasa metabodlica, mientras
‘que en el cuerpo graso vy los ovarios se procede a dicha

determinacion inmediatamente después de su extraccion.

2.1.1.- Tubo digestivo.

En la Tabkla VIII se encuentran especificados los valores medios,

con sus correspondientes desviaciones, obtenidos para la tasa
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Tabla VIII.- Consumo de oxigeno (pl/mg peso fresco/h)
del tubo _ digestivo procedente de insectos control vy

tratados con hormona juvenil (HJ) yv precoceno II {PII).

CONTROL HJ PII

0.90%0.15 1.2810.55 1.1320.21

metakolica del tubo digestivo.

Como puede apreciarse, los tubos digestivos procedentes de
insectos control presentan la tasa metabdlica mas baja; los tubos
digestivos extraidos de hembras previamente tratadas con HJ
presentan una tasa respiratoria bastante elevada con respecto a
los controles, siendo los tratados con PII los que muestran un
consumo de oxigeno intermedio entre los dos anteriores (Fig. 27).

El andlisis de la wvarianza de los datos anteriormente
mencionados (Tabla IX), pone de manifiesto gque no existen
diferencias significativas entre tratamientos, debido,
probablemente, a la desviacidon mostrada por los valores obtenidos
para el tratamiento con la hormona. |

A la vista de estos resultados se podria comentar que los
tratamientos realizados no afectan al consumo de oxigeno del tubo

digestivo, en las condiciones de experimentacion.
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Figura 27.-Valores medios de la tasa rnetabdlica de

tubo digestivo procedente de insectos
control y tratados con hormona juvenil

(HJ) y con precoceno II (PII).
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Tabla IX. - Anélisis' de la varianza de los resultados
obtenidos para la tasa metabodlica del tubo digestivo.
procedente de insectos control y tratados con hormona
Juvenil vy precoceno II. ** Diferencias significativas para ‘

P ¢ 0.05.

FACTORES G.L. 8.C. C.IVL F
TRATANIENTO 2 0.71615 0.35807 2.91
ERROR 27 3.32320 0.12308

2.1.2.~- Cuerpo graso.

Los datos obtenidos en el estudio del cuerpo graso procedente
de insectos tratados con los compuestos se han agrupado, de
acuerdo con el grado de desarrollo de los ovarios de la hembra de
procedencia. Se hace asi debido a las diferencias estructurales
aparentes observadas al realizar las correspondientes disecciones.

En este sentido hay que hacer notar gue el tratamiento con
HJ acelera el desarrollo de los ovarios, debido a su accién
gonadotrofica; por ello, en el momento de realizar las diseccicnes,
los ovarios se encontraban muy avanzados en su desarrollo,
hallandose ovarios de los tipos C, D v E. Por el contrario, el

tratamiento con PII, de accion antagonista a la anterior, impide la
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maduracion de los‘ ovarios, por lo gue al realizar las disecciones
correspondientes estos o6rganos se encontraban muy poco'
desarrolladds, perteneciendo a los tipos A y B.

Por tanto, para' el estudio de este drgano, se ha procedido &
investigar la tasa metabdlica de organos procedentes de hembras |
cuyos ovarios presentaran un grado de desarrollo tipo E (tratados
previamente con acetona o con HJ) o un grado de desarrollo ti}ﬁo
A (tratados anteriormente con acetona o con PII.

En primer lugar se han estudiado los datos obtenidos para
ambos grados de desarrollo considerados en el grupo control (Fig.
28), observéandose valores de consumo de oOxigeno mas elevados
para aguellos o6rganos procedentes de hembras con ovarios tipo E
(Tabla X ).

Sin embargo al realizar el anélisis de la varianza de estos
resultados (Tabla XI) se observa gque no existen diferencias
significativas (p < 0.05) entre las tasas metabllicas de los dos
grados estudiados, A y E.

A continuacion se han estudiado los efectos de los tratamientos
sobre la tasa de consumo de oxigeno del cuerpo graso,
cbservandose (Tabla X) una tasa metabdlica similar entre los
6rganos procedentes de hembras control y tratadas con HJ (los
denominados tipo E) (Fig. 29). Sin ernbargo, el tratamiento con PIlI
parece afectar ligerarnente dicha tasa, al aumentar el consumo de
oxigeno del cuerpo graso (Tabla X, Fig. 30).

No obstante, al realizar el anélisis de la varianza de los datos
anteriormente expuestos, se observa gque ni la hormona juvenil
(Tabla XII) ni el precoceno II (Tabla XIII), presentan efecto alguno
sobre la tasa metabdlica del cuerpo graso, al no existir diferencias

significativas (p < 0.05) con respecto a la de los controles.
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Figura 28.- Valores medios de la tasa metabdlica de
los dos tipos de cuerpo graso estudiados

procedentes de insectos control.
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Tabla X.- Con-sumok de oxigeno (pl/mg peso seco/h) del
cuerpo graso procedente de insectos control v tratados con'
hormona juvenil {HJ) v precoceno II (PII). A: ovarios con
grado de desarrollo tipo A. E: ovarios con grado de

desarrollo tipo E.

CONTROL HJ P
A 0'96£0.24 - 1.0420.34
E 1.08:0 51 1.070.33

Tabla XI.- Analisis de la varianza de los resultados
obtenidos para la tasa metabdlica de los dos tipos de
cuerpo graso estudiados procedentes de insectos control.

** Diferencias significativas para p < 0.05.

FACTORES G.L. 8.C. C.IvL. F
GRADO 1 0.06207 0.06207 - 0.39
ERROR 18 2.86033 0.15691
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Figura 29.- Valores medios de la tasa metabolica de
cuerpo graso procedente de insectos
control y tratados con hormona juvenil
(H)).
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Figura 50.- Valores medios de la tasa metabodlica de

cuerpo graso procedente de insectos

control y tratados con precoceno II (PII).
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Tabla XII.- Analisis de la wvarianza de los resultados
obtenidos para la tasa metabdlica de cuerpo graso
procedente de insectos tratados con hormona juvenil.

** Diferencias gignificativas para p < 0.05.

FACTORES G.L. 8.C. C.IVL. F
TRATANIIENTO 1 0.00004 0.00004 0.00
ERROR 18 3.30781 0.18377

Tabla XIII.- Analisis de la varianza de los resultados
obtenidos para la tasa metabdlica de cuerpo graso
procedente de insectos tratados con precoceno Il

** Diferencias significativas para p < 0.05.

FACTORES G.L. - 8.C. C.IvVL F

TRATANMIIENTO 1 0.02891 0.02891 0.33
ERROR 18 1.57735 0.08763
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En resumen se puede apuntar cue el tratamiento realizado
sohre el insecto no afecta en modo alguno a la tasa metabolica de
su cuerpo graso aislado, ya sea el tratamiento con hormona
juvenil, o con su antagonista, el precoceno I, en las condiciones |

experimentales empleadas por nosotros.
2.1.3.- Ovarios.

En primer lugar hay que mencionar gque, al igual que con el
cuerpo graso, los resultados del consumo de oxigeno de ovarios se
han agrupado de acuerdo con el grado de desarrollo de los
mismaos, realizando el analisis de la varianza comparando aquellos
grupos comunes tanto para el control como para los tratamientos.

Es decir, se han comparado las tasas metabdlicas de los
grados de desarrollo altos (tipos C, D v E) de ovarios procedentes
de hembras tratadas con HJ, con las de los mismos tipos
procedentes de hembras control. En el caso del PII, se ha
comparado el consumo de oxigeno de los grados de desarrollo bajos
{tipos A v B) con los correspondientes del grupo control.

En primer lugar se ha procedido al estudio de los datos
obtenidos para el consumo de oxigeno dentro del grupo de los
controles, comparando la tasa metabdlica de los distintos grados
de desarrollo de ovarios investigados.

Como puede apreciarse (Fig. 31) hay un descenso paulatino en
el consumo de oxigeno de este Organo a medida gque aumenta el
grado de desarrollo. La unica excepcion a este comportamiento se
presenta en los ovarios de tipo B, con una tasa metabdlica mucho
maés elevada que el resto (Tabla XIV). Parece existir agui una

‘cierta relacién de tipo lineal entre la tasa metabodlica de los
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Figura 31.- Valores medios de las tasas metabolicas
de ovarios de distinto grado de desarrollo
procedentes de insectos control. A, B, C D
y E indican, respectivamente, los grados

de desarrollo.
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Tabla XIY¥.- Consumo de oxigeno {(pl/mg peso fresco/h)
de ovarios de los distintos grados de desarrollo

procedentes de insectos control.

0.47%0.23  0.6520.30 0.4120.23 0.3910.17 0.2720.13

Tabla XV.- Analizizs de la varianza de los resultados
obtenidos para la tasa metabdlica de los distintos grados
de desarrollo de owvarios procedentes de insectos control.

** Diferencias significativas para p < 0.05.

FACTORES G.L. S.C. C.Ivl. F
GRADO 4 1.50965 0.37741 7.78 Wk
ERROR 95 460716 0.04850
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ovarios vy su grado de desarrollo, si exceptuameos los ovarios de
tipo B. _

El anéalisis de la varianza correpondiente (Tabla XV) demuestra
que realmente existen diferencias significativas (p ¢ 0.05) entre la
tasa metabdlica de los distintos grados de desarrollo. IViediante el
correspondiente Test de Tukey (diferencia rminima significativa de
019, para p < 0.05) (Fig. 322) se puede observar gque estas
diferencias se deben sohre todo al consumo de oxigeno de los
ovarios tipo B, gue es significativamente distinto de los
correspondientes a los tipo C, D v E. Tarnbién havy diferencias
significativas entre las tasas metabdlicas correspondientes a los
tipos A v E.

El estudio de los resultados obtenidos para el consumo de
Gxigerlo de ovarios procedentes de hembras tratadas con HJ (Tabla
XVI) nos muestra que, en los tres tipos de ovarios C, D v E, parece
exitir un ligero aumento de la tasa metabolica con respecto a los
controles (Fig. 33).

Sin embargo, el correspondiente anélisie de la varianza (Tabla
XVII) nos muestra que no hay diferencias significativas (p < 0.05)
con respecto al tratamiento, existiendo, sin embargo, con respecto
al grado de desarrollo del ovario considerado. El Test de Tukey
(diferencia minima significativa de 0.09 para p < 0.05) (Fig. 34)
nos indica que los tipos de ovarios C v D forman un grupo mas
hornogéneo, presentargcicr diferencias en la tasa metabdlica, que
son sigx‘lificativament.g distintas a la de los ovarios tipo E.

Por ultimo, se ha procedido a estudiar los resultados del
consumo de oxigeno de ovarios procedentes de hembras tratadas
con PII. Cormo se puede ohservar (Tabla XVII), estos Organos

presentan una tasa metabdlica mas elevada que la perteneciente



Figura 32.- Representacion esquematica del test de
Tukey para los distintos grados de
desarrollo de ovarios considerados

procedentes de insectos control.

Y/\ Diferencias significativas

| | Diferencias no significativas
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Tabla XVI.- Valores medios del consumo de oxigeno
(p1/mg peso fresco/h) de los distintos grados de desarrollo
de ovarios procedentes de insectos control y tratados con

hormona juvenil.

0.4410.18 0.4010.17 0.2610.14

Tabla XVII.- Analisis de la varianza de los resultados
obtenidos para la tasa metabodlica de ovarios procedentes
de insectos control vy tratados con hormona juvenil.

** Diferencias significativas para p < 0.05.

FACTORES G.L. 8.C. C.IML F
TRATANIENTO (T) 1 0.01302 0.01302 0.46
GRADO (G) 2 0.56646 0.28323 10 11 **
TG 2 0.01409 0.00704 0.25
ERROR 114 3.19477 0.02802
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Figura 53.-Valores medios de la tasa metabdlica de
los distintos tipos de ovarios procedentes
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Figura 34.- Representacion esquemaiatica del test de
Tukey para los distintos grados de
ovarios considerados procedentes de
insectos control y tratados con hormona

juvenil.

Diferencias significativas

I |Diferencias no significativas
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Tabla XVIII.— VYalores medios del consumo de oxigeno
{(pl1/mg peso fresco/h) de ovarios procedentes de insectos

control y tratados con precoceno II {PII).

CONTROL PII

0.5610.27 0.7710.44

Tabla XIX.- Analisis de la varianza de los resultados
obtenidos para las tasas metabolicas de ovarios

procedentes de insectos control y tratados con precoceno II

FACTORES G.L. 8.C. C.IVL. F
TRATAMIENTO (T) 1 0.90804 0.90804 6.66 **
GRADO (G) | 1 0.00698 0.00698 0.05
TxG 1 0.52778 0.52778 3.87
ERROR 76 10.35861 0.13630
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a los controles, yva se trate de ovarios con un grado de desarrollo
tipo A o tipo B indistintamente (Fig. 35). El analisis de la varianza
de estos resultados nos indica que existe una clara diferencia
significativa (p < 0.05) entre la tasa rmetabolica de los ovarios
procedentes de hembras control v de hembras previamente
tratadas con PII (Tahla XIX).

En resumen podriamos decir que la tasa metabdlica de los
ovarios depende de su grado de desarrollo. El tratamiento de las
hembras con HJ no influye sobre el posterior consumo de oxigeno
de sus ovarios aislados; sin ermnbargo, el tratamiento con FII actia

sohre los ovarics, aumentando su consumo de oxigeno.

2.2.- CONSUNO DE OXIGENO DE ORGANOS. TRATAMIENTO DEL
IVIEDIO.

Como se menciona anteriormente, estos organos proceden de
hembras adultas de Qneopslius fescisius gque no han recibido
tratamiento salguno. Las disecciones se han realizado en el
momento establecide para cada drgano, v los  compuestos
utilizados en los tratamientos se han adicionado al medio en el
cual van a estar inmersos los drgancs durante el tiemnpo que dura

la experiencia.

Z2.2.1.~- Tubo digestivao.

Al analizar la tasa metabodlica del tubo digestivo, comparando
los resultados obtenidos para los controles v para los tratamientos
con HJ v PII (Takla XX), podermos chservar que arnhos compuestos

gjercen una acciénn similar. Asi, tanto la hormona como el
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Tabla XX.- Consumo de oxigeno {pl/mg peso fresco/h)
diel tubo d_igestivo inmerso en medio control y tratado con

Imormona juwvenil {(HJ) v precoceno II (PII).

CONTROL HJ PII

1.740.79 1.3320.28 1.5110 .51

precoceno disminuyen la tasa metabdlica del tubo digestivo
cuando el tratamiento se realiza sobre el medio de cultivo, siendo
este efecto més acusado en el caso de la HJ (Fig. 36).

Este resultado es contrario al chservado en el caso del tubo
digestivo procedente de hembras previamente tratadas, en donde
la tasa metabdlica resultaba aumentada por efecto del
tratamiento, presentando también el PII, como en este caso, un
consumo de oxigeno intermedio entre el del control v el de la HJ.

Sin embargo, el analisis de la varianza de los resultados
anteriormente mencionados muestra que no existen diferencias
significativas (p < 0.05) debidas al tratamiento (Tabla XXI), al igual
que ocurria con la tasa metabdlica del tubo digestivo procedente
de insectos tratados (Tabla IX).

En definitiva podriamos decir que ni la hormona juvenil ni el

precoceno II influyen sokre la tasa metabdlica del tubo digestivo
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Tabla XXI.- Analisis de la wvarianza de los resultados
obtenidos para la tasa metabolica de tubo digestivo
inmerso en medio control y tratado con hormona juvenil

y precoceno II. ¥* Diferencias significativas para p < 0.05.

FACTORES G.L. 8.C. C.IvI. F
TRATANIENTO p4 0.84411 0.42205 1.31
ERROR 27 8.70679 0.32247

cuando se aplican sobre el medio de cultive en que dicho d6rgano

se encuentra inmerso durante la experiencia.

2.2.2.- CUErpo grason.

El estudio de la tasa metabdlica del cuerpo graso, inrmerso en
medio previamente tratado con los compuestos ya mencionados,
se ha realizado utilizando agquéllos provenientes de hembras cuvos
ovarios presentaban grados de desarrollo intermedios, de los tipos
BvcC o

En la Tabkla XXII se presentan loz valores medios, ¥ sus
desviaciones, obtenidos para la tasa metabolica del cuerpo graso

cuando el tratamiento se realiza sobre el medio salino en €l que



Tabla XXII.- Valores medios del consumo de oxigeno
{(vl/mg peso seco/h) de los distintos grados de cuerpo graso
considerados, inmersos en medio control y tratado con

hormona juvenil {HJ) v precoceno II {PII).

CONTROL HJ Pl

1.34%0.86 1.0120.27 1.1120.35

se halla inmerso durante la experiencia. Como puede apreciarse, el
tratamiento disminuye el consumo de oxigeno de este organo,
tanto en los cuerpos grasos provenientes de hembras con ovarios
tipo B como en los provenientes de hembras con owvarios tipo C
(Fig. 37). Este efecto es mas acusado cuando el tratamiento se
realiza con HJ, presentando el tratamiento con PII una accion
intermedia.

Sin embargo, cuando se realiza el anélisis de la varianza
correspondiente, las diferencias anteriormente mencionadas no son |
significativamente distintas (p < 0.05) (Tabla XXIII).

Un resultado similar se obtiene en el caso del tubo digestivo,
con una disminuciéon en la tasa metabolica debida al tratamiento

realizado (Fig. 36), pero sin llegar & ser significativas las
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Tabla XXIII.- Analisis de la varianza de los resultados
de la tasa metabolica obtenidos para cuerpo graso
inmerso en medio control y tratado con hormona juwvenil

v precoceno II. ** Diferencias significativas para.p « 0.05.

FACTORES G.L. 8.C. C.IvI. F
TRATANIIENTO (T} 2 1.18081 0.59040 1.73
GRADO (G} 1 0.56014 0.56014 1.64
T=a G 2 0.05915 0.02957 0.09
ERROR o4 18.46181 0.34226

diferencias observadas (Takla XXI).

De esta maners podriamos decir que, en las condiciones
utilizadas para la realizacion del presente trahajo, la HJ o el Pl
aplicados directamente al medio salino no tienen ningun efecto

sobre la tasa metabolica del cuerpo graso inmerso en él.
2.2.3.- Quarios.
Para proceder al estudio del efecto de la HJ o el Fll sobre la

tasa metahdlica de ovarios inmersos en  suero  salino,

primeramente se han escogido aguéllos que, teniendco un grado de
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desarrollo intermedio, hubieran mostrado en la experiencia de
tratamiento del insecto diferencias significativas en cuanto a su
tasa metabolica (Fig. 32). Asi pues, se han elegido los ovarios de los
tipos B v C.

En primer lugar, se hea procedido a investigar si existian
diferencias entre ambos tipos de ovarios del grupo control, es
decir, de acuellos inmersos en medlo éé.lino adicionado con
acetona, puesto que las medias de su tasa metabdlica (Tabla XXIV)
eran bastante distintas. El correspondiente analisis de la varianza
{(Tabla XXV) desmuestra que hay diferencias significativas
{p < 0.05) entre la tasa metabdlica de los dos grados de desarrollo
del ovario considerados. |

Continuando con el estudio, en la Tabla XXVI, se puede
ohservar que el tratamiento del medio con HJ o PIl influye sobre
la tasa metabdlica de los ovarios, de acuerdo con su grado de
desarrollo. Asi, el PII disminuye el consumo de oxigeno de ambos
tipos de ovarios (Fig. 38), siendo este efecto mas acusado en los
ovarios tipo B. Por otro lado, el tratamiento con HJ también
provoca una disminucion de la tasa metabolica de los ovarios tipo
B, maés notable todavia cque la ocasionada por el PIl, aungue
produce el efecto contrario cuando consideramos los ovarios con
un grado de desarrollo tipo C. _

Este efecto contrario se corrobora al realizar el correspondiente
andlisis de la varianza (Tabla XXVII), donde se cbserva que las
tasas metabdlicas dq los tres grupos experimentales considerados
{(control, HJ v PII) no son significativamente distintas entre si
{(p < 0.05), aunque tales diferencias son significativas cuando el
factor a considerar es el grado de desarrollo del ovario (B y C).

Adema@s, esta significacion es mas patente cuando consideramos el



Tabla XXIV.- Consumo de oxigeno {(pl/mg peso fresco/h)
de los distintos grados de desarrollo de ovarios
considerados inmersos en medio control. B ¥y C indican el

grado de desarrollo.

0.6910.18 0.4510 13

Tabla XXV.- Analisis de la varianza de los resultados
obtenidos para la tasa metabolica de ovarios inmersos en

medio control. ** Diferencias significativas para p < 0.05.

FACTORES G.L. s.C. C.IvlL F
GRADO 0.60849 0.60849 24 .13 **
ERROR 38 0.958613 0.02521
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Tabla XXVI.- Consumo de oxigeno (pl/mg peso fresco/h)
de los distintos grados de desarrollo de ovarios
considerados inmersos en medio control y tratado con

hormona juvenil (HJ) v precoceno II {(PIH).

CONTROL HJ . P1I
B 0.6920 18 0.4210.16 0.53%0 19
C 0.4520 13 0.5810.20 0.4310 14
IVIEDIA 0.5710.16 0.50%0 .18 0.4810.17

Tabla XXVII.- Analisis de la varianza de los resultados
obtenidos para la tasa metabodlica de ovarios inmersos en
medio control y tratado con hormona juvenil y precoceno

II. ** Diferencias significativas para p < 0.05.

FACTORES G.L. 8.C. C.Ivl. F
TRATANMIENTO (T) 2 0.16962 0.08491 2.98
GRADO (G) EE, 0.12947 0.12947 4.54 **
TxG 2 0.61722 0.40861 14 .34 **
ERROR 114 3.248006 0.02849
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efecto de la interaccion dé ambos factores (tratamiento ptn' grado).

El Test de Tukey aplicado & este ultimo caso nos muestra
(diferencia minima significativa de 0.15 para p < 0.05) {Fig. 39) que
las mencionadas diferencias se encontrarian entre el grado B del
grupo control con respecto a los tratamientos realizados (HJ vy PII),
asi como entre los grados B del grupo control v C del tratamiento
con PIL '

En suma podriamos decir que la HJ v el FII, aplicados sobre el
medio salino que bafia a los ovarios durante la experiencia,
ejercen su efecto dependiendo del grado de desarrollo del érgano.
Se observa asi un incremento de la tasa metabdlica de los ovarios
tipo C tratados con HJ, y una disminucion de la misma en el
resto de casos considerados.

El efecto observado para el caso de los ovarios sigue la tonica
general de los resultados cbtenidos para el tubo digestivo vy cuerpo
graso inmersos en medio previamente tratado con los compuestos.

Al comparar el resultado obtenido en este apartado, con el
presentado para los ovarios procedentes de hembras previamente
tratadas, se cbserva que el efecto es contrario en ambos casos, lo |
que también se aprecia cuando se consideran los otros dos érganos
estudiados.

Las diferencias observadas en la tasa metabo0lica respecto a los
grados de desarrollo son similares a las obtenidas anteriormente

(Tabla XIV), cuando el tratamiento se realiza sobre el insecto.
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Figura 39.- Representacion esquemadtica del test de
Tukey para los distintos grados de
ovarios inmersos en medio control vy

tratado con hormona juvenil y precoceno

II.
B, C ovarios de tipo By C
CT: control

HJ: hormona juvenil
PII: precoceno IL

Diferencias significativas

] Diferencias no significativas
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En el presente trabajo se han utilizado dos especies de insectos:
Biatiella germanica vy Oneopsitus fascigtus. Ambas se crian
en laboratorio con relativa facilidad, obteniéndose resultados
satisfactorios v disponiendo de ellos en la cantidad necesaria y en
el momento adecuado. 5B germanicg es un insecto que vive
asociado con el hombre, encontrandose en almacenes, cafeterias,
etc., es un insecto perjudicial (Martinez Pardo, 1977) debido a que
actua como vector de transmision de algunas enfermedades
contagiosas producidas por enterobacterias (Fernandez et al., 1971;
Pulver, 1973). Ambas especies pertenecen & Ordenes de insectos
distintos; el primero de ellos es del Orden Ortoptera, vy &
rasciatus pertenece al Orden Hemiptera. Aundgue ambos son
insectos Heterometébolos, la evolucion de los segundos les ha
llevado a una forma de vida y especializacibn completamente
distinta a la de los insectos del Orden Ortoptera.

Se han elegido estas especies por su particular respuesta frente
a los compuestos utilizados. Se ha demostrado que B. germanica
es muy sensible a la hormona juvenil de Roller (Kunkel, 1973;
Martinez Pardo y Ribd Canut, 1975; lVartinez Pardo, 1977; Garceréa
Zamorano, 1980), mostrando respuestas diferentes, segun distintos
autores (Bellés v Ivlesseguer, 1981; Garcera Zamorano et al., 1981,
1983; Bellés et al., 1985), frente al precoceno II. O rasciaius es
también sensible a la hormona juvenil, aungue se ha elegido
principalmente por su especial sensibilidad mostrada frente al
precocenc I {(Bowers, 'ﬁi976; Bowers et al.,, 1976; Bowers v Martines

Pardo, 1977; Unnithan et al.,, 1977; IVlasner et al., 1979; IViiller et al,,
1979).

La paralizacién de los insectos, antes de pesarlos y envolverlos

146



en la gésa, s ha llevédo a cabo manteniéndolos en frio. | Es.ta -
forma nos ha parecido la més correcta de las disponibles en el
laboratorio {(didxzido de carbono o éter etilico anestésico). El éter
tiene el peligro de que puede matar a los insectos, puesto que les '
resulta bhastante toxico, no siendo. recomendable su uso. El gas |
carbdnico es una buena ayuda cuando se tienen cque manejar
insectos de movimientos muy rapidos, como es el caso de
Blaitella germanica 8in embargo, no puede ser utilizado antes
de realizar una experiencia pues podr'ia' interferir con la posterior
medida del consumo de oxigeno, al ir expulséndolo el insecto poco a
poco.

El pesaje de los insectos se ha realizado al iniciar las
experiencias como lo hacen otros autores (Guillet, 1976; Tonzetich et
al,, 1976; Baker et al., 1979). Sin embargo, Petitpren y Knight (1970),
Berry v Brammer (1975) v NModlin ¥ Jayne (1981), pesan al insecto

tras la realizacién de la experiencia.

También se ha recurrido a inmovilizar & los insectos con una
gasa antes de proceder a la medida de su consumo de oxigeno. Se
ha pretendido con ello evitar una excesiva tasa metabodlica que.
seria consecuencia de la actividad. No obstante, se ha intentado
estudiar la tasa metabodlica de insectos en reposo, no refiriéndonos
con ello a un metabolismo basal, puesto que, como se menciona en
la Introduccion, nunca podremos asegurar que un insecto esté
consumiendo Unicamente el oxigeno necesario para su
supervivencia, por muy quieto cque se encuentre.

En este sentido, nos hemos apoyado en la técnica utilizada por
algunos autores {Aboul-Nasr et al.,, 1976; Block, 1976; Horwath v
Duman, 1983) que también inmovilizan a sus insectos para medir
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su. tasa metabdlica. No -obstant,e, también hay que cdnsjderér .ql
stress al que deben encontrarse sometidos los insectos por el
sirmple hecho de estar encerrados en una gasa y sin posibilidad de
movwimiento. Esto supondra, probablemente, un consumo de
oxigeno adicional que no puede desligarse del consumo hallado en

las condiciones de medida utilizadas.

Cuando consideramos el consumo de oxigeno de érgancs, hay
que distinguir entre el tubo digestivo, que se ha cultivado en un
medio antes de realizar la medida, v adquellos otros dos organos
cuya medida se ha realizado inmediatamente después de ser

extraidos, como los ovarios ¥ el cuerpo graso.

| Inicialmente, se realizaron una serie de experiencias
preliminares con el tubo digestivo y los ovarios. Para ello se
cultivaban ambos organos por separado y, tras un determinado
tiempo en estufa, se procedia & la medida de su consumo de
oxigeno. De esta forma se pudo apreciar cque el tubo digestivo
respondia de una forma bastante uniforme, encontrandose valores'
muy dispares en el caso del ovario. Esta diferencia podria deberse .
a que el tubo digestivo presenta pocas capas de células (Richards v
Davies, 1984), con lo que el intercambio gaseoso entre ellas vy el
medio circundante es mas regular. Quedé pues establecido el
meétodo para el estudio del consumo de oxigeno del tubo digestivo,
va que la Bibliografia no aportaba ninguno. Sin embargo, los
ovarios, al estar formados por multiples capas celulares, presentan
un inconveniente para el intercambio gaseoso de las células mas
internas; tal vez por ello se encontrarian  las variaciones antes

mencionadas.

148



Debido a ello, v a lés contaminaciones bacterianas " cbservadas
en varias ocasiones, se desechod este meétodo para el estudio de la
tasa metabolica de los ovarios, utilizandose el descrito por Fourche
y Ambrosioni (1969) para ovarios de JBombyx mori, con la .
salvedad de utilizar como suerc salino el de Mitsuhashi ¥ |
Maramorosch que nos habia dado con anterioridad buenos
resultados. o

Los ovarios se agruparon segun su grado de desarrollo,
siguiendo los criterios de Kelly y Davenport {1976), para eliminar la
variabilidad en los resultados, lo que permitié obtener respuestas
mucho maés reproducibles. Parece 16gico pensar que segin varia el
grado de desarrollo del d&rgano, varia también su actividad
fnetabélica Yy, consecuentemente, su tasa respiratoria.

Por otro lado, la medida de la tasa metabdlica del cuerpo grasol
se establecid mediante experiencias previas, combinando las
técnicas descritas (Ivliller v Engelmann, 1968; Ladel et al., 1979). La
técnica utilizada vy descrita en el correspondiente apartado de

IVlaterial y Vlétodos ha proporcionado resultados aceptables.

Finalmente, hay que resaltar que la medida del consumo de.
oxigeno de los 6rganos se realiza en continua agitacién de los
matraces. La absorcion de oxigeno por los tejidos se realiza a
partir del oxigeno disuelto. Con la agitacion de los matraces,
conseguimos que los intercambios gaseosos entre la fase liquida y
la fase gaseosa se realicen en buenas condiciones, asegurando asi
una disponibilidad continua de oxigeno a los érganos (Umbreit et
al., 1972; Boemare y Maurand, 1976).

Esta agitacion durante la experiencia no se realiza solo cuando

se trata de oOrganos aislados (Fourche y Ambrosioni, 1969; Ladel et
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al,, 1979; Torreblanca - Tamarit, 1986), sino que también se ha

utilizado cuando se mide consumo de oxigeno de larvas o pupas

acuaticas (Petitpren y Knight, 1970; Berry y Brammer, 1975; IVodlin
v Jayne, 1981) e incluso algunos autores la utilizan para la medida
de la tasa metabdlica de insectos {(Knight y Simmons, 1975;
Aboul-Nasr et al,, 1§76).
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1.- ESTUDIO DEL CONSUMO DE OXIGENO EN BLATTELLA
GERMANICA.

Tal como se esperaba al inicio de las experiencias, . el
tratamiento con hormona juvenil incrementa la tasa metabolica
de B. germanics mientras que el precoceno Il la disminuye (Fig.
21; Tabla III).

Hay que destacar asi mismo que, a pesar de que los valores
descritos para los tratamientos son significativamente distintos de
los resultados presentados por los controles, no suponen una
respuesta hipermetabdlica o hipometabolica como la descrita para
otras especies de insectos (Slama y Hodkovd, 1975; Slama vy
Kryspin-Sorensen, 1979; Kuusik et al., 1980, 1983), entendiendo por
respuesta hipermetabdlica aquélla en que el insecto tratado
sobrepasa en varios drdenes de magnitud la respuesta del control
(Slama v Hodkova, 1975).

Sin embargo, la mayor parte de la Bibliografia al. respecto se
refiere a insectos Holometabodlos (Slama y Hodkova, 1975;
Kryspin-Sorensen et al, 1977, Kuusik y Kogernan, 1978; Slama y
Kryspin-Sorensen, 1979; Kuusik et al, '1980, 1983; Fytizas vy
IMourikis, 1981; Nemec, 1985), habiéndose encontrado muy pocos
estudios referidos a la accion de la HJ o sus andlogos sobre el
metabolismo respiratorio de insectos Heterometabolos (Novak vy
Slama, 1962; Slama, 1965; Llavador Enguix et al., 1981).

Conviene resaltar que no en todos los trabajos mencionados
parece existir respuesta hipermetabdlica al tratamiento con
hormona juvenil o sus analogos {Kryspin-Sorensen et al, 1977;
Kuusik v Kogerman, 1978). Por otro lado, Fytizas vy IVourikis (1981)

encontraron que tras una ligera estimulacion inicial de la tasa
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metabdlica de pupas de Heliothis armijera (Lepioloptéra) tras la:

aplicacion del juvenoide, se producia un efecto hipometabdlico a

largo plazo, con una disminucion de la tasa respiratoria desde 1.74
pl/meg/h a 0.47 pl/meg/h.

La respuesta al tratamiento con hormona juvenil mostrado
por los machos de B. germanics, tanto de los adultos como de las
ninfas de 52 estadio, es més intensa que la mostrada por las
hembras de idéntico estadio de desarrollo.

Podria explicarse esta diferencia atendiendo a las diferencias de
peso entre ambos sexos (Tabla II), lo que implicaria que a igualdad
de dosis de hormona juvenil por individuo, ésta supone para los
machos una mayor cantidad de producto activo por unidad de
peso, dado el menor tamario de éstos.

Sin embargo, si se considera el total de los resultados, tanto
controles como tratados con precoceno II (Fig. 21), no puede
considerarse valido el razonamiento, ya que no se reflejan dichas
diferencias, por lo que éstas deberian atribuirse a la existencia de
niveles distintos de hormona juvenil endégena en ambos sexos o a
la eficacia de los mecanismos de eliminacién de la hormona, -
probablemente diferentes en cada uno de ellos. .

Los resultados obtenidos en las ninfas de 52 estadio estéan en
concordancia con los obtenidos por los autores consultados que
trabajan cofl insectos Heterometabolos (Novak vy Slama, 1962;
Llavador Enguix et al., 1981), asi como con acguellos gque realizan
sus estudios sobre insectos Holometabolos (Slama vy Hodkowva, 1975;
Kuusik y Kogerman, 1978; Slama y Kryspin-Sorensen, 1979; Kuusik -
et al, 1980, 1983). La mayor tasa metabdlica observada en los

machos podria ser debida, probablemente, a su menor peso, 1o qqusa
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estaria de acﬁerdo con algunos trabajbs ya mencionados (Kapoor,
- 1974; Young, 1979; Migula et al., 1980; Howell v Voshéll, 1982). '

El precoceno Il altera, asimismo, la tasa metabdlica de B. -
germanica (Fig 21; Tabla III), a pesar de que esta especle Ano"
presenta una sensibilidad excesiva en ensayos morfogénicos
(Martinez Carrau et al., 1981; Garcera Zamorano et al., 1981, 1983).
Este hecho se hallaria en aparente contradiccién con los postulados
acerca de que el grado de alteracidon en la tasa de consumo de
oxigeno estd directamente relacionado con el grado de induccién de
cambios morfolégicos (Novak vy Slama, 1962; Kryspin-Sorensen et
al.,, 1977). Por otro lado, esta es la primera vez que se estudia el
efecto del precoceno II sobre el metabolismo respiratorio de un
insecto Heterometabolo, por lo que no podemos tomar como
referencia ningun trabajo previo.

La mejor explicacion al efecto del precoceno Il sobre la tasa
metabdlica de Blattella germanica, habria que buscarla en la
relacién existente entre allatectomia quimica inducida por el
tratamiento con el precoceno vy allatectomia quirurgica. En este
sentido, se ha demostrado que el consumo de oxigeno es menor en
los insectos que han sido allatectomizados quirurgicamente que en
los individuos control (Slama, 1965; Caussanel y Célérier, 1985), por
lo que, aunque el efecto del precoceno Il sobre B. gerimanica no
sea tan completo como el que se produce en otras especies mas
sensibles, si puede ser suficiente para causar una reduccion de la

tasa metabodlica, aunque no lleguen a producirse alteraciones

morfologicas.
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2.- ESTUDIO DEL CONSUMO DE OXIGENO EN ONCOPELT Us
FASCIA TUS, |

Esta especie, en su respuesta a los tratarmientos efectuados,
tanto con hormona juvenil como con precoceno II, no ha mostrado
alteraciones que se puedan catalogar como hipermetabdlicas o
hipometabdlicas (Fig. 24; Tabla VII). Al contrario, las respuestas han
sido siempre moderadas, verificAndose un aumento en la tasa
metabdlica de todos los estadios de Q. Zgscigtus tratados con

hormona juvenil, con la excepcion de las hernbras adultas.

Cuando nos fijarmos en el analisis de la varianza
correspondiente (Tabla VII) chservamos dque existen diferencias
significativas en la interaccion tratamiento por fase de desarrollo,
que son debidas exclusivamente a la respuesta mostrada por las
ninfas de este insecto tratadas con hormona juvenil (Fig. 25). Este
comportamiento de la ninfas estd de acuerdo con los resultados‘
aparecidos en la Bibliograﬁa para tratamientos equivalentes en
insectos cuyo grado de desarrollo es similar (Novak vy Slama, 1962;
Slama vy Hodkowva, 1975; Kuusik y Kogerman, 1978, Slama vy
Kryspin-Sorensen, 1979; Kuusik et al.,, 1980, 1983).

Conviene resaltar la ausencia de diferencias significativas entre
las tasas respiratorias de los adultos de . fasciglus tratados con
hormona juvenil, vy los controles. Este resultado no es facilmente
comparable, puesto c?’{xe toda la Bibliografia consultada al respecto
hace referencia a trabgjos sobre ninfas de diferentes estadios, pero
nunca scbre adultos. De acuerdo con la teoria de algunos autores
{(Novak v Slama, 1962; Kryspin-Sorensen et al., 1977) podria

atribuirse la falta de respuesta al hecho de que la hormona
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juvenil Ci8 utilizada en los ensayos no es la hormona con mas
capacidad de induccién de efectos fisiologicos en esté especie, por lo
que el efecto schre el metakolisrno tampoco seria muy acusado.
8in embargo, las dosis utilizadas {100 pg de HJ por insecto) hacen
poco viable esta hipdtesis, siendo quizd mas verosimil una
explicacion basada en una combinacién de fenomenos: por un lado,
la edad de los insectos en el momento del tratamiento (0-4 horas),
Yy por otro la teoria postulada por algunos autores sobre el efecto
metabdlico de los compuestos vy la relacibn con sus efectos
fisioldgicos, por lo que la respuesta a la horrmona juvenil guedaria
reducida al no ser éste el momento fisiolégico méas adecuado para

su accion.

También, en contraste con las hipdtesis de Novak y Slama
(1962), Kryspin-Sorensen v colaboradores (1977) v Slama v
Kryspin-Sorensen (1979) estd4 el hecho de que el tratamiento con
precoceno II no induce respuestas metabodlicas significativarnente
distintas de las correspondientes a los controles (Fig. 24; Tabla VI,
a pesar de que el precoceno II tiene un marcado efecto fisioclogico
sobre esta especie, tanto & nivel morfogénico como de reproduccion,
sobre todo sobre hembras adultas.

Quiza deba buscarse la explicacion a este resultado en el modo
de accién del precoceno I, ya que, como se ha mencionado en la
Introduccion, este compuesto actua a nivel de los corpora &licts
de especies sensibl‘és, en los que produce efectos citotoxicos
irreversibles si éstos se encuentran activos (Unnithan et al., 1977,
1980; Ivlasner et al., 1979; Schooneveld, 1979a,b; Unnithan y Nair,
1979; Soderlund et al, 1981; Brooks et al, 1979, 1984, 1985). En

nuestro caso, dada la edad de los insectos en el momento del



tratamiento (é-4 horas) parece ser qué el producto no ‘seria capaz
de alterar todavia el metabolistmo de aguéllos, por no encontrarse

sus glandulas activas.

Hay dgue destacar .la existencia de diferencias signiricati{fas
entre la respuesta dada por los insectos a los tratamientos con
hormona juwvenil y con  precoceno I Esto se debe
fundamentalmente al hecho de due los insectos tratados con
precoceno Il responden de modo similar a los controles, mientras
que los tratados con hormona juvenil difieren significativamente,
excepto las hembras adultas. Por tanto, al comparar insectos
tratados con hormona juvenil y con precoceno II estas diferencias

tendréan que ser significativas.
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3 -ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE AMBAS ESPECIES DE
INSECTOS ESTUDIADOS. ‘ -

Primeramente, hay que tener en cuenta gque ambas espécies' :
de insectos, Blgtlella gerinanica y oncopelius fescz}sti:.s‘,"
pertenecen a Ordenes distintos, por lb ’cualr sru tasa metabodlica no
tiene porqué seguir los mismos patrones fijos de comportamiento
frente a la hormona juvenil y al precoceno II, comunes a las dos

especies.

Hecha esta salvedad, conviene destacar, sin einbargo, la
similitud en cuanto a las respuestas frente al tramiento con
hormona juvenil de las ninfas de 52 estadio (Figs. 21 y 24; Tablas
IV v VII). Esto podria ser debido, probablemente, al hecho de que
en ambas especies se trata del estadio previo a la metamorfosis,
v por tanto el nivel de esta hormona circulante en hemolinfa es
| bajo {ver Fig. 1), con lo que el tratamiento supone un incremento
de las tasas circulantes de la misma y consecuentemente de la
actividad metabélica. Lo mismo ocurriria en el caso de las
hembras adultas, las cuales, por su corta edad en el momento de
realizar la medicion de su tasa metabdlica, todavia no han‘
alcanzado el nivel suficiente de hormona juvenil para intervenir
en los procesos de reproduccion.

En apoyo de esta suposicion estan los resultados obtenidos por
Denlinger v colaboradores (1984) con pupas diapausantes de
Sarcophagsa crassipelpls. Estos autores observan una serie de
ciclos ritmicos en el consumo de oxigeno de las pupas, coincidentes

con patrones ciclicos de actividad de la hormona juvenil.
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Conviene resefiar, ademas, que el mecanismo por: el cual se

producen las respuestas hipermetabolicas en algunos insectos _

tratados con juvenoides no est&@ completamente aclarado. Si se ha
establecido, sin embargo, que los efectos metahdlicos de la horrhona
juvenil son indirectos (Sehnal v Slama, 1966; Kryspin-Sorensen et
al.,, 1977; Slama vy Kryspin-Sorensen, 1979). 'Se asume, asimismo,
que una de las principales razones fisiologicas condicionantes del
hipermetabolismo en los insectos estudiados estaria ligada a su
dieta completamente seca, y a la produccion metabdlica de agua
necesaria para el crecimiento larwval, la cual se obtendria como
consecuencia de la oxidacién de los ﬁpidos ingeridos en la dieta.

(Slama y Kryspin-Sorensen, 1979; Nemec, 1985).

Por otro lado, los resultados obtenidos en la alteracion de la
tasa metabdlica de insectos como consecuencia del tratamiento con
HJ son comparables a los observados en otros insectos cuando se
realiza otro tipo de tratamiento hormonal. Guillet y Fourche (1976)
encuentran gue un tratamiento con -ecdisona en pupas
diapausantes de Freris brassicae provoca una respuesta

hipermetabdlica.

Conviene hacer constancia del hecho de que la casi totalidad de -
los trabajos consultados se refieren a investigaciones realizadas con
insectos Holometabolos (Chiba et al., 1973; Guillet v Fourche, 1973;
Slama vy Hodkova, 1975; Tonapi y IMohan Rao, 1975;
Kryspin-Sorensen et al., 1977; Baker et al., 1979; Kuusik et al., 1980;
Fytizas y IMourikis, 1981; Guillet, 1984; Adamek y Fischer, 1985;
Nemec, 1985; Nielsen, 1986), muy pocos se han referido al estudio de

la tasa metabélica ¥y sus variaciones en insectos Hemimetabolos
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{(Novak v Slan;xa, 1962; Slama, 1965; Llavador Enguix et:al., 1981), y
ninguno de ellos incluyé el estudio de las respuestés en el estado :
adulto. Es mas, la casi totalidad de los trabajos se refieren a la
evolucion de la tasa metabdlica a lo largo de todo el ciclb de
desarrollo del animal, sin estudiar las variaciones ocasionadas por
agentes externos o tratamientos hormonales. En ningun caso se ha
abordado el estudio de la respuesta a un tratamiento concreto en
un momento puntual del desarrollo, tanto juvenil como adulto, del
insecto en cuestién. Nuestro trabajo es pionero en este sentido.

Conviene mencionar, no obstante, el trabajo de Knight vy
colaboradores (1976) realizado sobre ninfas e insectos adultos de
Taenioptervy nivealis (Hemimetabola). Estos autores observaron
un mavyor consumo de oxigeno en las ninfas que en los adultos
siendo, ademaés, mayor en los machos que en las hembras. La
respuesta de los individuos jovenes es similar y comparable a la
obtenida en B. germanice (Fig. 21; Tabla Il), aungque en nuestro
caso las hembras consumian mas oxigeno que los machos. Sin
embargo, . fasciaius presenta un comportamiento distinto (Fig.
24; Tabla VI). '

También es diferente el comportamiento de las dos especies-
estudiadas frente al precoceno II. Resalta el hecho de que Blatielia
germanica, que resulta insensible a este producto en los ensayos
morfogénicos, presente una disminucién significativa de la tasa
metabolica cuando se trata con este compuesto, mientras que
Qneopelitus rasciatus, que resulta muy sensible al mismo en
dichos ensayos, no ve significativamente afectadas sus respuestas
por el tratamiento. |

La explicacion a este fenémeno habré cque buscarla, con toda
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probabilidad, en el pecualiar modo de ‘actuacién del producto, tal
como se ha sefialado cbn anterioridad (Unnithan et al., 1977, 1980;
Masmer et al., 1979; Schooneveld, 1979a,b; Unnithan y Nair, 1979;
Brooks et al., 1979, 1984, 1985), v en la propia diversidad de las‘ dos
especies objeto de estudio, para metabolizar el produc‘to,'"
combinada a su vez con su distinta capdciddd ‘para responder a los

nivelles circulantes de hormona juvenil.
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4.- ESTUDIO DEL CONSUMO DE OXIGENO DE ORGANOS.

Antes de comenzar con la Discusion de los resultados obténidos
para el 'cohsumo de oxigeno de los distintos odrganos estudiados, -
hay que hacer mencion a la técnica utilizada para cada uno 'de.'
ellos. o

En el caso del tubo digestivo, v como la Bibliografia no
aportaba ningun método al respecto, las experiencias preliminares
nos indicaron que el cultivo del érgano durante unas horas en un
medio adecuado era un método aceptable para el estudio que
perseguiamos, por la reproducibilidad observada en los resultados.
Sin embargo, los ovarios no respondieron de igual forma, por lo
que ' se pasd a medir su consumo de oxigeno directamente, sin
cultivo previo. Para el cuerpo graso se utilizd la técnica descrita
por algunos autores (IMiller ¥ Engelmann, 1968; Ladel et al., 1979),
modificada para adaptarla a las caracteristicas del insecto utilizado

v a las posibilidades de nuestro laboratorio.

Por otro lado, también hay cque hacer constar que se han
elegido los organos de Oncopeltus rasciatus para el estudio de su .
tasa metabdlica por la mayor facilidad de cria de este insecto, lo
que implica una gran disponibilidad en cuanto a cantidad de
individuos se refiere. Ademaés, la Bibliografia consultada muestra
un mayor numero de trabajos referidos al estudio de los tejidos de
este insecto (Kelly y Davenport, 1976; Beel y Feir, 1977; Unnithan et
al., 1977; Miiller et al., 1979; Smith vy Nijhout, 1983).
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4.1.- TUBO DIGESTIVO.

No se ha encontrado, en la Bibliografia consultada, ningx’m
trabajo centrado en el estudio de la tasa metabolica del tubo -
digestivo aislado y los. efectos hormonales sobre ella. La rn‘ejor""
aproximacion la constituyen los trabajos de Houlihan y Sell {1982,
1984) referidos a las variaciones metabdlicas de abddémenes aislados,
relacionadas con los fenémenos de reabsorcién rectal. En nuestro
caso, s& ha realizado el estudio con el intestino medio, V¥

completamente aislado del resto del insecto

Tal como puede apreciarse (Fig. 27; Tabla IX), el consumo de
oxigeno del tubo digestivo procedente de hembras previamente
tratadas con HJ o PII no ha mostrado diferencias significativas con
respecto a los procedentes de insectos control, aunque se observa
un ligero aumento en su tasa metabdlica. Por otro lado, al
investigar el metabolismo respiratorio de tubos digestivos inmersos
en medio tratado (Fig. 36; Tabla XXI), se puede observar el mismo
cornportamiento, es decir, tampoco existen diferencias significativas
con respecto a los controles, a pesar de que el tratamiento produce
una ligera disminucién del consumo de oxigeno de este oOrgano.
Este resultado ya era esperado, y es logico puesto que no se ha
podido demostrar que la hormona juvenil o el precoceno II tengan
una accién, directa o indirecta, sobre el tubo digestivo. La
actividad endocrina mostrada por algunas calulas del mesenteron
de ciertos insectos (Cassier et al.,, 1972; Aubry, 1975; Cassier vy
Fain-IMaurel, 1977) no estaria relacionada con la HJ, sino con los

procesos digestivos propios del insecto.
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4.2.- CUERPO GRASO. |

7 La técnica empleada en las experiencias procede dq la
meodificacién de las utilizadas por Miller y Engelmann (1968) v
Ladel v colaboradores (1979). Ninguna de ellas ha podido apllcaf'se"
directamente porque, en primer lugar, ias csﬁecies de insectos son
distintas a la utilizada por nosotros (Fieris brassicae, Lepidoptera
Y Leubopb&ea mederas Ortoptera), siendo, ademas, de tamafio
mucho mavyor, lo que les permite utilizar fracciones del cuerpo
graso para distintas determinaciones. En nuestro caso, al ser el
insecto maés pequefio, se ha tenido gue recurrir al empleo de

cuerpos grasos procedentes de dos o mas hembras.

La eleccion del tipo de cuerpo graso, segun el grado de’
desarrollo de los ovarios de la hembra de procedencia, se ha
basado, por un lado, een el tratamiento realizado, teniendo en
cuenta que las hembras de insectos sensibles tratadas con PII
nunca pueden llegar a desarrollar sus ovarios, mientras dque
aquéllas tratadas con HJ presentan una evolucion muy réapida v
por lo tanto un grado de desarrollo muy elevado.

Por otro lado, los dos tipos elegidos (A y E) representan los.
extremos dentro de la gama obtenida en cada tratamiento (A v B
para el tratamiento con Pll, C, D vy E para el tratamiento con HJ).
Ademas, alguno de los trabajos consultados (IvIiiller v Engelmann,
1968; Ladel et al, 1979) apuntan hacia un consumo de oxigeno del
cuerpo graso distinto, segin el estadio de desarrollo, ¥y la evolucién
de éste, del insecto de procedencia. Ademés, los animales en
diferente estadio de desarrollo presentan un cuerpo graso con

distintas caracteristicas morfologicas y estructurales (Brown v
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Chippendale, 1977; Rinterknecht v Roussel, 1978).

Como puede verse, los resultados de la tasa metabdlica del
cuerpo graso procedente de hembras previamente tratadaé no
muestra diferencias significativas con respecto a los contrdles"
(Tablas XII y XIII). sin embargo, cuando el tratamiento se realiza
sobre el medio en el cque se encuentra el dérgano durante la
experiencia, se ohserva que la HJ vy el PII disminuyen su tasa
metabdlica (Fig. 37), aunque las diferencias observadas no son
significativas (Tabla XXIII). Esto podria ser debido a las desviaciones
obtenidas para los resultados del grupo control, sobre todo de

aquellos érganos procedentes de hembras con ovarios tipo C.

Por otro lado, y al igual que ocurria con el tubo digestivo, la
tasa metabdlica del cuerpo graso inmerso en suero salino tratado
durante el tiempo que dura la experiencia, es superior a la de
aquél procedente de insectos control, cuando el tratamiento se
realiza sobre los individuos. La explicacion a este resultado seria,
probablemente, que la presencia del producto quimico en cuestion
en el medio supondria un cierto efecto intoxicante vy, por lo tanto,

un aumento de la tasa metabdlica del érgano inmerso en él.

Esta falta de respuesta ocasionada por los tratamientos no esta
en concordancia con los resultados de IMiiller vy Engelmann (1968),
gue observan una disminucién en la tasa metabdlica del cuerpo
graso procedente de hembras allatectomizadas de Leucoplhaes
m&dérae. La allatectomia quirargica, como ya se ha mencionado,
podria ser comparable a la allatectomia quimica ocasionada como

consecuencia del tratamiento con precoceno II. Ademés, se han
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observado caﬁbioé en el metabolismo fespiratorio del cuerpo graso
aislado, paralelos a los mostrados por el insecto :"n totg vy qué
parecen estar ocasionados por la actividad de los corpora allals,
ya que las fases de actividad de esta glandula coinciden con los
picos del metabolismo respiratorio (Iviiller y Engelmann, 1968). o

Por otro lado, tampoco es espefable la ausencia de efecto de la
hormona juvenil sobre el cuerpo graso, ya que éste es el organo
diana de la hormona en algunas especies de insectos (Hagedorn vy
Kunkel, 1979; Kaczor y Hagedorn, 1980; Turunen y Chippendale,
1980).

Al mismo tiempo, esta diferencia de efectos observada en el
cuerpo graso podria ser debida al distinto comportamiento de este
érgano cuando se halla en el interior del organismo o cuando se
encuentra aislado. Algunos autores (Ladel et al., 1979) apuntan la
posibilidad de que el cuerpo graso aislado, iz vitro se encontraria

liberado de un posible control nervioso o endocrino.

4.3.- OVARIOS PROCEDENTES DE INSECTOS TRATADOS.

Las modificaciones introducidas en el meétodo utilizado por
Fourche y Ambrosioni (1969) para medir su consumo de oxigeno,
han wenido marcadas tanto por la diferencia filogenética entre el
insecto ' utilizado por ellos (Bombyvxy moril v Oncopslius
rascigtus, como por sus condiciones de cria, asi como por las

disponibilidades de material de nuestro laboratorio.

Respecto al numero de dérganos utilizado por cada matraz de

reaccién, ha sido distinto, dependiendo del grado de desarrollo
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estudiado, pax;a poder ’ alcanzar unos fequerimientos minimos de
peso. Esta misma técnica es utilizada también por otros autores al
trabajar con larvas de mosquitos, cuyos primeros estadios de
desarrollo son muy pequefios (Powers y Platzer, 1984), vy también
cuando se quieren obviar los efectos derivados de la varlacic’m ’

entre animales (Pratt y Finney, 1977).

La Tabla XIV nos muestra las tasas metabdlicas de los distintos
grados de desarrollo de ovarios considerados para su estudio,
procedentes de insectos control. Puede observarse que, a excepcion
de los ovarios tipo B, hay un decrecimiento paulatino del
metabolismo respiratoric a medida que el ovario va alcanzando
sus fases méas maduras. Estos resultados estdn en concordancia con
los obtenidos por Fourche y Ambrosioni (1969) al estudiar la
respiracion im vitro de ovarios procedentes de distintos estadios
de desarrollo de Bombyvxy moril

La interrupcion, ocasionada en el patrén de comportamiento
antes descrito, de los ovarios tipo B es logica, v su explicacion
parece desprenderse de los resultados: el grado A todavia no ha
comenzado a desarrollarse; el B, sin embargo, supondria una
maéaxima actividad metabdlica al iniciarse la maduracién de oocitos,
con la consiguiente diferenciacion de los tejidos que requiere un
mayor aporte energético. La simple incorporacion de vitelogeninas,
en el ovario de grado C, asi como el corionado de los oocitos ¥ su
posterior almacenamiento (ovarios tipo D y E) supondréan una
menor tasa metabolica. En efecto, en los ovarios de Bombyy immori
el crecimiento citoplasmico presenta un metabolismo respiratorio
superior a la vitelogénesis (Fourche vy Ambrosioni, 1969) debido,

seguramente, a que la intensidad respiratoria especiﬁca del vitelo
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es inferior a la del hialoplasma (Agrell, 1964). ,

La falta de diferexicias significativas observadas entre la tés'a _
metabdlica de los ovarios tipo A v B podria deberse, dada la
similitud morfolégica entre ambos grados de desarrollo, a casds de
clasificacién errénea de bfganos previa a la medida del consumd de
oxigeno. 8in embargo, este error dc manipulacién parece
insuficiente para explicar este fnomeno si atendemos a las
observaciones de Foruche y Ambrosioni (1969). Dichos autores
encuentran que los ovarios de Bombyyx mori mantenidos i
vitro, muestran tres fases sucesivas en su metabolismo. En la
primera la tasa respiratoria muestra un incremento paralelo al
incremento en tamafio del ovario, que se corresponde con el
desarrollo del hialoplasma celular. Dicha fase puede aplicarse
correctamente a nuestras fases de desarrollo A v B, con lo que la
respuesta de éstos ovarios coincidiria con lo esperado segiin la

explicacion anterior.

En esta misma linea se encontrarian las respuestas observadas
en los grados de desarrollo C, D v E, tanto los obtenidos a partir de
insectos control como los provenientes de insectos previamente
tratados con hormona juvenil (Fig. 33; Tabla XVII). Los dos‘
primeros tipos coinciden con la segunda fase de Fourche vy
Ambrosioni (1969), en la que la respiracion de los ovarios se
incrementa en una tasa inferior a la de su desarrollo en tamafio.
Estos érganos presentan, por lo tanto, una tasa metabdlica
inferior, que se corresponde & la de ovarios con predominio de
vitelogénesis.

Por 1ltimo, los ovarios con un grado de desarrollo tipo E se

corresponderian con los de la tercera fase de Fourche v Ambrosioni
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{1969), en los ﬁue la tasa metabdlica desciende a pesar de que ei
tamaio sigue aumenténdo, v ¢ue es el periodo en Que predomiha ,
el almacenamiento de oocitos ya corionados.

Esta hipétesis explica la falta de diferencias significafivas
‘debidas al tratamiento con hormona juvenil. En efecto, la
actividad gonadotrofica de la hormona se refleja en una
aceleracién de los procesos de maduracion y vitelogénesis en los
ovarios de los insectos tratados, lo que se traduce en la aparicion
Unicamente de ovarios de los tipos ¢, D ¥y E cuando se examinan
dichos inéectos. Por lo tanto, las Unicas diferencias observadas se
deben al grado del desarrollo de los ovarios y no al propio

tratamiento.

Finalmente, el tratamiento de los insectos con precoceno Il si
ha producido alteraciones en la tasa metabdlica de sus ovarios iz
vitro, con un incremento significativo en su consumo de oxigeno
respecto a los controles (Fig. 35; Tabla XIX). Este aumento esté
ocasionado, probablemente, porgque ha habido un inicio de
diferenciacién celular en los oocitos debido, posiblemente, a la
presencia de hormona juvenil en hemolinfa. Esta hormona se
habria sintetizado en las horas posteriores a la emergencia del‘
insecto al estado adulto, vy antes de que el tratamiento con PII sea
completamente efectivo. Por lo tanto, este mismo tratamiento
impide la continuacién en la sintesis de HJ, permitiendo que los
ovarios puedan consiguir un cierto desarrollo, pero sin llegar a
alcanzar la madurez. No obstante, el inicio de diferenciacion
celular seria suficiente para aumentar la tasa metabolica, de
acuerdo con las teorias citadas anteriormente (Fourche vy

Ambrosioni, 1969). Posiblemente, una adicién posterior de hormona
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juvenil provoéax'ia una rapida maduracién de los oocitos ,én tan
sblo unas horas (Bowers y Martinez Pardo, 1977), por lo que los
ovarios tipo A considerados en el tratamiento con PII ser'ian, en
realidad, ovarios mucho més avanzados potencialmente, pero -

realmente en un estadio de desarrollo inferior.
4.4.- OVARIOS INIMERSOS EN NMEDIO TRATADO.

Se han estudiado los grados de desarrollo de ovarios B v C,
puesto que estos grados se entienden como representativos de dos
fases de maduracion de los ovarios distintas entre si Y,
consecuentemente, con tasas metabdlicas significativamente
distintas (Tabla XXV). De este modo, cualquier comportamiento que
se separase del esperado seria atribuible Unicamente al

tratamiento.

La Tabla XXVII muestra que no se han obtenido diferencias
significativas en la tasa metabdlica de los ovarios inmersos en
medio tratado, debidas al tratamiento. La explicacion a este
fendmeno seria similar a la encontrada para estos mismos casos
cuando se consideraron los ovarios procedentes de insectos
tratados. Es decir, por un lado los efectos de la hormona juvenil
sobre la tasa metabdlica de los ovarios, dependen de su accion
gonadotrofica inductora de procesos de maduracién, con lo que la
tasa metabdlica esperada tenderia & ser menor que la de los
controles. Por otro lado, el precoceno Il no tiene como organo diana
a los ovarios, vy, por lo tanto, sus efectos directos sobre los mismos
solo podrian contemplarse como derivados de una cierta capacidad

mimeética de la hormona juvenil, que ya ha sido encontrada con
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anterioridad pbr algunos autores (Kelly? y Fuchs, 1978, en hembras

adultas; Miall y IMordue, 1980, en ninfas).

Este mismo razonamiento permite explicar el hecho de cque si
existen diferencias significativas si consideramos el grado de
desarrollo de los ovarios o la interacciéh traﬁdmiento por grado de
desarrollo. En este sentido, el Test de Tukey (Fig. 39) demuestra
que cada tipo de ovario se comporta de modo diferente frente a
los tratamientos v, asi, existen diferencias significativas entre las
respuestas de los ovarios de grado B del grupo COntrol vy B de
ambos tratamientos (hormona juvenil y precoceno II). Los ovarios
tratados muestran la misma tendencia descendente de su tasa
metabdlica observada en los ovarios procedentes de insectos
tratados con HJ (Fig. 33; Tabla XVI). Hay que tener en cuenta,
ademas, que los ovarios tipo B estdn a punto e iniciar la fase de
vitelogénesis, vy que se hallan en un medio salino carente de
elementos nutritivos. En este sentido, la accién de la hormona
juvenil y del precoceno I, que en este caso seria, con toda.
probabilidad, mimeética de la de la hormona, queda reflejada en
una disminucion de la tasa metabolica, debida, segin las teorias.
expuestas anteriormente (Fourche vy Ambrosioni, 1969) a la
induccién de fendmenos de maduracion celular, en detrimento dcl.

crecimiento hialopléasmico.

En cuanto a los ovarios de grado de desarrollo tipo C, no
existen diferencias significativas entre las respuestas dadas por
controles y tratados, lo que confirmaria la teoria de que la HJ‘
induce la maduracién, pero una vez iniciada la vitelogénesis pierde

gradualmente su capacidad para afectar decisivamente a los
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oocitos en desarrollo.

El hecho de que aparezca una diferencia significativa entre la
tasa metabolica de los ovarios de tipo B controles y los tratados
con precoceno de grade C, es explicable por el hechoc de cue | sé
trata de los dos grados de desarrollo investigados en esta
experiencia, no siendo debidas tales diferencias al propio

tratamiento en si.
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CONCLUSIONES



1-

Se describe un nuevo método para la determinacion Ele la tasa
metabdlica de Blattella germanica y Oncopeltus rascratus,
aplicable a otros insectos, sencillo Y con gran

reproducibilidad de los resultados.

Se describe por primera vez un método para la determinacion
de la tasa metabolica de mesenteron de Oncopeltus

rasciatus.

El tratamiento con hormona juvenil incrementa
significativarmente Ila tasa metabdlica de Flattella
germanica en los estadios de desarrollo estudiados (ninfas de
52 estadio y adultos). Dicho incremento no es comparable
con las respuestas hipermetabdlicas descritas para otras

especies en la Bibliografia.

El incremento de la tasa metabélica producido en los machos
de Flattella germanica por el tratamiento con hormona
Jjuvenil es significativamente mayor que el producido en las

hembras.

El tratamiento con precoceno II disminuye la tasa metabodlica
de Flattella germanica, a pesar de que dicho producto no

presenta actividad morfogénica en esta especle.

El tratamiento de Oncopeltus rasciatus con hormona
juvenil produce incrementos de la tasa metabélica que
resultan significativos Unicamente en el caso de ninfas de

52 estadio.
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7.- El tratamiento de Oncopeltus rfasciatus con precoceno II no
produce alteraciones significativas de su tasa metabdlica en

las condiciones de experimentacion utilizadas.

8.- No se han encontrado variaciones significativas en la tasa
metabdlica del tubo digestivo (mesenteron) o cuerpo graso
debidas a los tratamientos, en las condiciones empleadas en

este traba jo.

9.- El tratamiento de los insectos con hormona juvenil no produce
alteraciones significativas en la tasa metabélica de sus ovarios,
mientras que el tratamiento con precoceno II produce un

incremento significativo de la misma.

10.- Los ovarios de distinto grado de desarrollo inmersos en medio
tratado se comportan de modo diferente frente a la hormona
Jjuvenil y al precoceno II. Los ovarios de grado de desarrollo
tipo B disminuyen su tasa metabolica tras el tratamiento,

siendo mas acusado el descenso producido por la hormona

Juvenil.
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