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RESUMEN

La alta resistencia a los insecticidas convencionales es un factor de gran importancia en el
control de las plagas de cucarachas. Con el objetivo de encontrar un método de accién alternativo
contra las mismas, se evalué la efectividad de un analogo de la hormona juvenil, el cual, ademés, no
era perjudicial para el medio ambiente. Se realizé un estudio con una colonia de Blattella germanica
(Dyctyoptera: Blattellidae). Esta fue tratada con 5 concentraciones diferentes de metopreno y
Frontline Combo® (insecticida convencional que contiene metopreno), suministradas a través de
superficies de reposo a ninfas en V estadio larvario, con el objetivo de determinar su efecto sobre el
fenotipo, porcentaje de esterilizacion y demora de la eclosion de la ooteca, asi como el establecimiento
de la dosis méas apropiada para el uso comercial. Se observaron efectos morfogenéticos con las
concentraciones mas altas de metopreno y mediante una aproximacion Probit se obtuvieron valores de
ECso= 18,914 pg/lem? y ECyo= 1,947 pg/lem?® Ademés, se calcularon el NOEC= 1pg/cm? y LOEC= 10
Hg/cm?. Asimismo, se aprecié una reduccion altamente significativa en la fertilidad de los individuos
tratados al aumentar la concentracion del metopreno, obteniéndose un porcentaje de 100% de
esterilidad con la concentracion més alta (100 pg/cm?). La aplicacion del producto Frontline Combo®
sobre ninfas de Blattella germanica mostré su efecto letal a las 96 horas.

Palabras clave: Blattella germanica, metopreno, analogo de hormona juvenil, insecticidas

biorracionales, ninfa, ooteca.

SUMMARY

Widespread resistance to conventional insecticides is likely to be a major factor in cockroach
infestation control. In order to identify an insecticide with an alternative mode of action that is
effective against those, a juvenile hormone analogue was evaluated. We carried out a study with a
colony of Blattella germanica (Dyctyoptera: Blattellidae), which was treated with 5 different
concentrations of methoprene and Frontline Combo® (a conventional insecticide containing
methoprene). Those were supplied to 5™ insthar nymphs through resting surfaces with the aim of
determining their effect on phenotype, sterilization percentage and delay of the ootheca hatching, as
well as the establishment of an optimum dose for commercial use. Results show morphogenetic effects
on the maximum concentrations of methoprene and by means of a Probit approximation ECs,= 18,914
ng/cm? and ECyo= 1,947 pg/cm?® were obtained. NOEC= 1pg/cm? and LOEC= 10 pg/cm?® were also
calculated. A significantly high reduction of fertility was seen as the concentration level of methoprene
increased. In the highest concentration (100 pg/cm?) it was reached a 100 % of sterility. Lethal effect

of the application of Frontline Combo® to nymphs of B. germanica was seen 96 hours after its use.

Key words: Blattella germanica, methoprene, juvenile hormone analogue, biorrational insecticides,

nymph, ootheca.



INTRODUCCION

Los insectos son numéricamente el grupo méas grande del reino animal. EI nimero total de
especies varia segun el autor, pero podria estimarse entre unos 6 y 10 millones (Erwin, 1997). A esto
se le afiade su gran capacidad de reproduccion y su facilidad de colonizacion, ya que son los animales
gue mejor se adaptan a los diferentes sistemas de vida. Su incidencia sobre la actividad humana es
muy importante, siendo en algunos casos beneficiosa, como su contribucion al mantenimiento de
sistemas ecoldgicos, constituyendo el alimento de muchos animales superiores. Pero también hay que
mencionar los perjuicios que causan a la especie humana, ya que son los principales transmisores de
peligrosas enfermedades como el paludismo, causado por diversas especies de mosquito del género
Anopheles (Castro, et al., 2007). Las cucarachas (Blattellidae) también estan ligadas a la transmision
de numerosas enfermedades infecciosas como la disenteria o la gastroenteritis, pero sobre todo son

causantes de graves problemas de alergia y asma (Gao, 2012).

Con la agricultura y la introduccién de nuevas especies lejos de sus lugares de origen, el
hombre ha provocado un desorden en la naturaleza que ha favorecido al ataque de enfermedades e
insectos. Esto ha traido considerables pérdidas socioecondmicas y ecoldgicas provocadas por las
plagas. Entre las que mayores pérdidas han supuesto, podriamos mencionar la del escarabajo de la
patata (Leptinotarsa decemlineata) en Europa o la de la mosca blanca de los citricos (Aleurothrixus
floccosus) en Espafia (Soto, et al., 2002). La cucaracha Blattella germanica también resulta ser un
gran problema en la actualidad, tanto por los perjuicios que causa en la salud como por los dafios que
ocasiona en los productos almacenados (Rust, et al., 1995). A pesar de los considerables esfuerzos que
se realizan en el mundo para lograr su control, su capacidad para desarrollar resistencia frente a los
insecticidas convencionales justifica la necesidad de buscar nuevos métodos de control de esta plaga

(Aguilera, et al., 2001). Este es precisamente el tema que méas adelante abordaremos en este trabajo.

El consumo actual de insecticidas en el mercado espafiol se cifr6 en el afio 2005, segun el
Anuario de Estadistica Agroalimentaria que se elabora en la Secretaria de Estado de Medio Rural y
Agua del Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, en 200 millones de euros. Segun
los datos facilitados por la AEPLA (Asociacion Empresarial para la Proteccion de las Plantas), en
2003 se emitieron un total de 21982 toneladas de insecticidas, destacando Andalucia (8.978 tm),

Comunidad Valenciana (3.847 tm) y Castilla y Leon (3.516 tm) como principales zonas.

Existen muchos métodos de lucha contra los insectos, segln se usen productos quimicos o no.
Entre los que no comportan la utilizacién de dichos productos se incluyen los métodos culturales y los
métodos de destruccion fisica, conocidos y utilizados por el hombre desde la antigiiedad (Belles,
CSIC, 1988). Los avances de la ciencia y la industria quimica en el siglo XIX, junto con el

descubrimiento del DDT de Muller en 1939 (Palumbi, 2001) abrieron las puertas e hicieron posible la



aparicion de nuevos insecticidas denominados insecticidas convencionales (o0 de sintesis). Los mas

utilizados son los siguientes (Devine y Furlong, 2007):

- Moduladores de los canales de sodio (organoclorados, piretroides y piretrinas): interfieren
en los canales de sodio en la membrana nerviosa interrumpiendo la transferencia de iones
y la transmisién de impulsos entre las células nerviosas de los insectos (Zlotkin, 1999). A
pesar de su alta efectividad sobre los insectos, resultan perjudiciales para la especie

humana, ya que en concentraciones mas elevadas también afectan a sus canales de sodio.
o Ejemplos: DDT, Alletrin, Deltametrina.

- Inhibidores de acetilcolinesterasa (carbamatos y organofosfatos): bloquean la accién de la
enzima acetilcolinesterasa, interrumpiendo la transmisién de impulsos entre las células
nerviosas. En concentraciones elevadas afectan a las sinapsis quimicas en la unién

neuromuscular de los humanos (Hill, et al., 2004).
o Ejemplos: Carbaril, Malation.

- Antagonistas del canal de cloruro regulado por GABA (ciclodieno organoclorados y
fenilpirazoles): interfieren en los canales de cloruro en la membrana nerviosa,
interrumpiendo la transferencia de iones y la transmision de impulsos entre las células
nerviosas (Devine y Furlong, 2007). En concentraciones elevadas afectan perjudicialmente

a la especie humana.
o Ejemplos: Fipronil, Clordano,

Todas estas sustancias anteriores, al ser ingeridas, inhaladas o depositadas sobre los insectos
causan su muerte. Con todos estos insecticidas se empezaron a obtener resultados mas eficaces, pero
pronto comenzaron a aparecer problemas derivados de su utilizacién masiva. Uno de los primeros que
se observo fue la resistencia que desarrollaron los insectos frente a ellos. Se ha descrito la resistencia
como la respuesta atenuada de una poblacion de especies a un agente enemigo como consecuencia de
su aplicacion. Se podria decir que las resistencias se desarrollan mediante tres mecanismos principales:
debido a una reduccion en la absorcion del producto, como consecuencia de un aumento en la
metabolizacion del insecticida por medio de esterasas, oxidasas, etc.,0, por Gltimo, debido a una
modificacion en las células-diana con las que interacciona el insecticida. No obstante, en algunos
casos las resistencias residen en un origen molecular. Estas ademas se transmiten a los descendientes
(Mutero, et al., 1994). Asi, un insecticida que a priori es potencialmente eficaz, acaba siendo
inservible a largo plazo. Por otro lado, como consecuencia del uso indiscriminado de los insecticidas
de sintesis, se observaron desequilibrios ecoldgicos en los ecosistemas agricolas y aparecieron nuevas

plagas. A la vista de los inconvenientes, los organismos publicos reglamentaron rigurosamente el uso



de estos plaguicidas, al mismo tiempo que se buscaban otras alternativas frente a ellos. Actualmente se
sigue modificando la normativa antes vigente para conseguir un uso sostenible de los productos
fitosanitarios, (Real Decreto 1311/2012. BOE).

En los Gltimos 20 afios se han incorporado nuevas materias activas, 1o que se conoce como
“insecticidas de nueva generacion” o “insecticidas biorracionales” cuya estrategia de investigacion se
basa en un buen conocimiento de aquellos procesos fisioldgicos 0 mecanismos de comunicacién
especificos de los insectos, y en la obtencion de agentes capaces de perturbarlos (Belles, CSIC, 1988).
Los productos que se han comercializado hasta el momento se dividen en diferentes grupos (Devine y
Furlong, 2007):

- Anélogos de la hormona juvenil (HJ) y de la muda (HM) (RCI = Reguladores del
Crecimiento de los Insectos). Los primeros actan sobre el desarrollo de los insectos,
alterando la fisiologia reproductiva normal, y los segundos bloquean los mecanismos de la
ecdisis ya que interfieren en la sintesis de la quitina (Castro, et al., 2007; Mamatha, et al.,
2008)

- Inhibidores de la formacion de la cuticula (RCI): interfieren en la formacion de la nueva
cuticula del insecto (Vifiuela, et al., 1991).

- Feromonas: son las sustancias quimicas secretadas por los insectos con el fin de provocar
comportamientos especificos en otros individuos. Se usan feromonas sexuales con el
objetivo de dificultar el apareamiento desorientando a los individuos (Belles, CSIC, 1988).

- Insecticidas que evitan la eclosion de los huevos

- Insecticidas biol6gicos (plaguicidas microbianos): aquellos cuyo ingrediente activo son los
microorganismos, por ejemplo, Bacillus thurigiensis. Estos microorganismos producen
unas inclusiones cristalinas que dafian gravemente el tejido intestinal de los insectos
(Hofte y Whiteley, 1989; Alvarez, et al., 2009).

Todos estos insecticidas se caracterizan por su actividad mas especifica hacia las plagas, por
su baja toxicidad para el hombre y otros organismos beneficiosos y por ser biodegradables y menos
propensos al desarrollo de resistencia por los insectos. Todo esto reduce su impacto sobre el medio
ambiente y los hace compatibles con los demés elementos del ecosistema permitiendo que sean
utilizados en Programas de Manejo Integrado de Plagas (MIP) (Devine y Furlong, 2007; Aguilera, et
al., 2001).

Entre todos estos insecticidas biorracionales, los reguladores del crecimiento de los insectos
han sido muy utilizados en las Gltimas décadas como una de las alternativas mas promisorias al uso de
insecticidas convencionales. Varios de ellos han sido registrados por la EPA (United States

Environmental Protection Agency): S-Hidropreno, S-Kinopreno, Fenoxicarb, Metopreno... (Ware y
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Whitacre, 2004). Estos acttan desequilibrando las concentraciones de las hormonas naturales durante
los procesos de crecimiento y desarrollo, provocando deformidades e impidiendo la emergencia adulta
(Dhadialla et al., 1998).

El metopreno (llustracion 1) es un anélogo de la

CH, CH, H
CHg_é_CHz_CHz_CHz_éH_CHz_J CH, hormona juvenil (HJ) y es muy usado en EE.UU como
Cl) \\CfC/ o] . .. . .
W NS insecticida ya que interfiere en el desarrollo normal de
3 7
H 0—CH—CH;

\ los insectos. La EPA (http://www.epa.gov/) reconoce
cuatro categorias de toxicidad de los plaguicidas (I=

llustracion 1: 1-metiletil (2E,4E)-11-metoxi-3,7,11- ) )
trimetil-2,4-dodecadienoato. Férmula quimica del altamente toxico, |l= moderadamente toxico, Ill=
metopreno. . o o ;.
ligeramente toxico y IV= précticamente no toxico),

catalogando al metopreno en esta Gltima.

Los insectos, al igual que el resto de los artrépodos, tienen un esqueleto externo y duro,
denominado exoesqueleto. Este exoesqueleto confiere al animal una estructura determinada, pero que
le impide aumentar de tamafio de forma continuada. Por este motivo, para desarrollarse y alcanzar el
estado de adulto, el insecto debe liberarse de su exoesqueleto mediante un complejo mecanismo
denominado muda o ecdisis. La muda tiene lugar de un estadio larval a otro, y en el control de la
misma intervienen células neurosecretoras y glandulas secretoras encargadas de la liberacion de
diferentes hormonas implicadas en el desarrollo (Gardiner, 1978). Aparecen dos tipos de glandulas, los
cuerpos alados (corpus allatum) que liberan la hormona juvenil, y la glandula protoracica, que

sintetiza ecdisona, la hormona responsable de la muda (llustracion 2).

El estimulo que dispara el proceso de la muda es la presion que ejercen los tejidos sobre la
pared del cuerpo cuando se alcanza la maxima capacidad del exoesqueleto. Las células
neurosecretoras liberan ecdisotropina a la hemolinfa y esta neurohormona actta sobre las glandulas
hormonales. Durante el estadio larvario (o juvenil), las glandulas de los cuerpos alados liberan la
hormona juvenil, por lo tanto, los niveles de ésta en la hemolinfa son elevados, lo que esta relacionado
con el mantenimiento de las caracteristicas larvarias en el insecto. Al desencadenar el proceso de la
muda, la ecdisotropina actla a dos niveles. Primero, inhibe la liberacion de la HJ y posteriormente,
estimula la produccion de ecdisona por la glandula protoréacica. Estos cambios hormonales provocan la
muda y el desprendimiento del exoesqueleto (Gardiner, 1978). En los insectos de desarrollo
hemimetabolo (metamorfosis incompleta; con cambios graduales y sin estado pupal), como es el caso
de Blattella germanica, la concentracion de HJ en la hemolinfa disminuye de forma gradual con cada
muda, lo que implica que van apareciendo las caracteristicas definitivas del adulto de forma gradual, y
en la dltima muda baja bruscamente su concentracion, apareciendo el adulto (llustracion 3). Por
consiguiente, la efectividad del metopreno reside en la aplicacion del mismo en el correcto estadio

larvario del insecto, ya que éste eleva la concentracion de la HJ impidiendo la aparicion de los
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caracteres del adulto. En el caso extremo emergerian larvas supernumerarias, es decir, individuos sin

ninguna propiedad tipica de los adultos.

Altos

Nivel de la
hormona juvenil

Hormona protoracicotrpica
(protoracicotropina)

Niveles hormonales

\ -
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B ' llustracion 3: esquema del control endocrino
lustracion 2: esquema de los cuerpos alados y de de los artrépodos.
la glandula protoracica de los artrépodos.

La esclerotizacion del exoesqueleto impide que cualquier producto penetre en el organismo,
por lo que el metopreno debe aplicarse cuando éste todavia no esté curtido, es decir, inmediatamente
después de cada muda. La bursicona es la hormona encargada de la esclerotizacion del exoesqueleto y
se activa alrededor de dos horas después de que el adulto haya emergido (Belles, CSIC, 1988). En este
margen de tiempo los individuos absorben el producto via topica y los efectos del mismo seran

visibles después del dltimo estadio larvario.

A pesar de que uno de los aspectos mas estudiados de la HJ es su papel en la metamorfaosis,
esta hormona también interviene decisivamente en diversos procesos. Cabe destacar la accién
gonadotrdéfica y gonadotrépica, ademas del mantenimiento de la diapausa y su influencia en diversas

pautas del comportamiento (locomocion, vuelo y migracion) (Belles, CSIC, 1988).

En el presente trabajo se intenta evaluar el efecto del metopreno en el desarrollo de la
cucaracha Blattella germanica bajo condiciones de laboratorio. Los objetivos del estudio fueron los

siguientes:

1. Determinar el valor de inhibicién de la poblacién y los valores de ECsy, EC15, NOEC (la
mayor concentracion testada que no causa malformaciones en los individuos de la colonia) y
LOEC (la primera concentracion que causa diferencias en los individuos respecto al control)

para la aparicién de malformaciones.

2. Establecimiento de la dosis méas apropiada para el uso comercial.



3. Determinar el porcentaje de esterilizacion de la poblacion tras la aplicacién de metopreno
(mediante la cuantificacion de ootecas producidas en la poblacién expuesta y nimero de

larvas).

4. Precisar el efecto letal de un insecticida de sintesis (Frontline Combo®) sobre las cucarachas
Blattella germanica bajo condiciones de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Cultivo de Blattella germanica

Se han utilizado 360 insectos criados en botes de metal de 3 litros de capacidad, los cuales se
obtuvieron de la progenie de hembras provenientes de una poblacion colonizada de Blattella
germanica y mantenida durante 10 afios en el laboratorio de Fisiologia Animal de la Universidad del
Pais Vasco. En cada recipiente de cultivo se mantienen alrededor de 50 individuos (machos y
hembras) y en el momento de la aparicion de las larvas se sacrifican los adultos mediante congelacion

para la renovacion del mismo.

La base de los recipientes se ha recubierto de serrin y en cada bote se ha colocado un papel de
filtro (10 cm x 10 cm) enrollado, para proveer las superficies de reposo adecuadas. Estas serviran para
gue las cucarachas asimilen posteriormente el producto via topica. Los insectos han sido alimentados
con comida para ratones ad libitum y se les ha suministrado agua en viales de vidrio tapados con un
algodon, de manera que el agua no se desbordara y las cucarachas pudieran beber de manera
dosificada. La colonia se ha mantenido en una camara a 28°C, bajo condiciones de humedad elevada y

oscuridad total.

Se realizaron dos experimentos, suministrando metopreno en el primero (Experimento 1A), y
Frontline Combo ® en el segundo (Experimento 2) a los individuos de B. germanica. En cada uno de
ellos se utilizaron 160 individuos. Posteriormente se realizé otro experimento (Experimento 1B) con
las hembras tratadas con metopreno para evaluar su reproduccion. Dichos experimentos se llevaron a
cabo en recipientes de metal mas pequefios (0,85 litros) que los del cultivo, igualmente con una base

de serrin como sustrato, comida y agua.

Método de ensayo Experimentos 1Ay 2

- Experimento 1A: la muestra se ha tratado con metopreno de calidad analitica, un anélogo de la
hormona juvenil. Las condiciones de almacenado son -4°C y en recipiente de vidrio topacio.
- Experimento 2: la muestra se ha tratado con un producto comercializado con el nombre de

Frontline Combo®, el cual contiene la siguiente composicién:



o Fipronil 10%: (C,H4Cl,FsN4OS): se trata de un insecticida de amplio espectro que se
comenzé a comercializar en 1993 y que pertenece a la clase de insecticidas fenil pirazola.
Es un antagonista del canal de cloruro regulado por el gamma-acido aminobdtrico
(GABA) y su accién se realiza por contacto e ingestion (Devine y Furlong, 2007)
(Raymond-Delpech, et al., 2005)

o Metopreno 9%

o Butilhidroxianisol (E320) y Butilhidroxitolueno (E321)

o Excipiente 0,67 ml

Las condiciones de almacenado para este producto son recipiente de plastico y temperatura

ambiente.

La aplicacién de los productos en ambos experimentos se realiz6 por medio de las superficies
de reposo (100 cm?), de manera que las ninfas recibieron el producto por via tépica. Se empap6 el
papel de filtro con el producto diluido en 1 ml de acetona (Panreac Acetone QP, CH3;COCHs.
M=58,08), y se dejo secar, de manera que la acetona se evapora y el papel queda impregnado con el
producto. Finalmente, se enroll6 y se introdujo en el bote para que las ninfas lo usaran como zona de

reposo mientras absorbian el producto.

Para llevar a cabo ambos experimentos se han utilizado las siguientes concentraciones de
producto:
- 100 pg producto/cm?
- 10 pg producto/cm?
-1 pg producto/cm?
- 0.1 ug producto/cm?
- 0.01 pg producto/cm?

Por cada concentracion se han utilizado tres réplicas con 10 ninfas de Blattella germanica.
Ademas, se han utilizado otras tres réplicas para el control, dosificando la superficie de reposo con

idéntica cantidad de disolvente puro (1ml).

En todos los bioensayos se utilizaron larvas en V estadio larvario (penultimo estadio larvario
de su ciclo de vida) ya que es cuando la concentracion de HJ disminuye de manera natural. Ademas, la
muda del insecto, tal y como se explica en la introduccion, favorece la penetracion del producto en su

organismo.



Observacién y determinacion del grado de alteracion de los individuos sometidos al experimento 1A

Tras 20 dias de exposicion, la mayoria de las cucarachas habian mudado dos veces alcanzando
la fase séptima de desarrollo (estadio adulto en condiciones normales), lo que nos ha permitido
observar las anomalias provocadas por la exposicion de los insectos al analogo de la hormona juvenil:
individuos intermedios entre larva y adulto, o, en el caso extremo larvas supernumerarias. Los
resultados individuales se expresan mediante la gradacion de valores (Tabla 1) descrita por Martinez
Pardo y Ribd Canut en el experimento que realizaron con el fin de determinar los efectos de algunos

hormonomiméticos sobre colonias de B. germanica.

Tabla 1: Grados de actividad morfogenética sobre la metamorfosis de Blattella germanica (Pardo, R.
y Canut, J., 1975).

Grados Caracteristicas morfoldgicas

Grado 0 Machos y hembras perfectos, sin alteraciones en las alas. Pueden tener un color mas
oscuro de lo normal. Las hembras pueden tener la ooteca girada 90°

Grado 1 Adulto con alas mesotoracicas y metatoracicas de igual longitud y abarquilladas en el
extremo. Coloracion similar a la del adulto o notablemente mas oscuras

Grado 2 Adultos con alas mesotoracicas muy atrofiadas y separadas del cuerpo. Alas
metatorcicas muy atrofidas, son préacticamente restos de alas. Coloracion tipica de la
ninfa

Grado 3 Adultos con alas mesotordcicas y metatoracicas completamente atrofiadas. Solo
presentes restos de alas. Coloracién muy oscura, casi negra, propia de las larvas.

Grado 4 Larva supernumeraria, sin restos de alas. Mas grandes que los adultos.

Con el fin de favorecer la observacion y asi facilitar la asignacion del grado, los insectos se
metieron en el congelador durante aproximadamente un minuto para reducir la actividad de los
mismos. A continuacion, bajo una lupa binocular (Olympus SZ30) se analizaron los individuos y se

les asigno el valor del grado correspondiente.

Método de ensayo Experimento 1B

Una vez se dio por finalizado el test, se eligié una hembra con ooteca por cada réplica del
experimento 1A y se pusieron en recipientes individuales. Estos botes también fueron aprovisionados
de comida, agua y una superficie de reposo sin tratar, sumando un total de 18 botes. Posteriormente

este material se uso para llevar a cabo el experimento 1B, el cual hace referencia a la reproduccion.



Se hizo un seguimiento diario para determinar el dia de eclosion de la ooteca. Una vez suelta
la ooteca, se esperd 3 dias para que todas las larvas salieran de ésta. A continuacion se sacrificaron los
animales mediante congelacion (24 horas) y se realizd el recuento de las mismas. Este se llevo a cabo

visual y manualmente.

Sequimiento de las larvas tratadas en el Experimento 2

Se calcul6 el porcentaje de mortalidad mediante un recuento manual de las larvas muertas
transcurridas las 72 horas desde la aplicacion del producto Frontline Combo®. Una vez transcurridas
otras 24 horas se repitio el procedimiento.

Andlisis estadistico de los resultados

La actividad sobre la poblacion se calcul6 del modo siguiente:

ni-v

Valor de inhibicion de la poblaciéon = Z -

e ni: nimero de insectos afectados en cada grado
e v:valor individual segln la gradacion citada anteriormente

e n: numero total de insectos

Se determind la normalidad de los datos mediante el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad
de varianzas mediante el estadistico de Levene. Tras comprobar que los datos no seguian una
distribucién normal, se utilizaron las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y la de Mann-
Whitney para comprobar el nivel de significacion de los resultados obtenidos. Este procedimiento se
llevd a cabo para el calculo de los valores NOEC y LOEC, el porcentaje de desarrollo de ootecas en
hembras tratadas, la demora en el dia de eclosion de las mismas y el promedio de descendientes por
cada ooteca. Ademas, se trabajo con la aproximacion de Probit para el célculo de la ECsy y la ECy.
Respecto al Experimento 2, se realizaron las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y la de Mann-
Whitney para comprobar el nivel de significacion de los resultados obtenidos. En todos los casos se
considerd un nivel de significacion p=0,05. Para el analisis estadistico de los resultados se utilizo el
programa SPSS Statistics 20.0.
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RESULTADOS
Resultados Experimento 1A

A pesar de la tabla de gradacién de valores establecida por Pardo, R. y Canut, J. (1975) para
la aparicion de malformaciones en la poblacion de B. germanica tras la aplicacién de metopreno,
durante la fase de observacion de los insectos del presente experimento, se detectaron individuos que
presentaban anomalias intermedias entre el grado 1 y 2. Por ello se considerd la conveniencia de
establecer un nuevo grado (1,5) con las siguientes caracteristicas: adultos con alas mesotoréacicas muy
separadas entre si y abarquilladas en el extremo pero sin evidencias claras de malformaciones. Las
alas metatorécicas, en cambio aparecen muy atrofiadas. Coloracion un poco mas oscura que la de los

adultos normales.

llustracion 4: Adultoide de Blattella
germanica con malformaciones de grado
15.

Las anomalias en los individuos de B. germanica resultan visibles a nivel externo a partir de la
concentracion de 10 pg/cm? (Tabla 2), en la cual se muestran alterados el 50% de los individuos. Asf,
8 de ellos presentan anomalias de grado 1, tres de grado 1,5y por ultimo, cuatro de grado 2. Para esta
concentracién no se encontraron individuos afectados de grado 3 ni 4. Al aumentar la concentracion a
100 pg/cm?, el porcentaje de insectos afectados se incrementd hasta un 7676%, encontrandose 7
insectos con anomalias de grado 1y tan sélo uno de grado 1,5. No obstante, el efecto de la hormona es
evidente ya que nueve insectos presentan anomalias de grado 2 y finalmente cinco de grado 3. Se
aprecio cierto grado de adormecimiento y torpor en los movimientos en los individuos con
malformaciones de grado 3. Las malformaciones morfogenéticas se pueden apreciar en las

ilustraciones 6, 7, 8, 9y 10.
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Tabla 2: Namero de insectos afectados en cada grado segun la concentracién de metopreno (valor

expresado sobre 30 individuos).

Tratamiento Grado0 Gradol Gradol5s Grado2 Grado3 Grado4 N° individuos

alterados

0 pg/cm? 30 0
(Control)

0,01 pg/lcm® 30 0

0,1 pug/cm? 30 0

1 pg/em? 30 0

10 pg/cm? 15 8 3 4 15

100 pg/cm? 7 7 1 9 5 23

Efecto del metopreno sobre las ninfas de Blattella germanica

) ) lustracion 6: adultoide con
lustracion 5: adulto normal sin malformaciones de grado 1.

alteraciones (macho).

llustracion 7: adultoide con llustracion 8: adultoide con

malformaciones de grado 1,5. malformaciones de grado 2.

12



lustracion 10: hembra de grado 0 con ooteca
girada 90°.

lustracion 9: adultoide con
malformaciones de grado 3.

Valor de inhibicidn

En la tabla 3 puede observarse el valor de inhibicién para cada concentracion, determinado
segun se indica en el apartado de material y métodos. EI metopreno sélo presenta actividad a este nivel
a partir de 10 pg/cm?, concentracién con la cual muestra un valor de inhibicién = 0,68. No obstante,
para la concentracion de 100 pg/cm? presenta un valor de inhibicién de 1,40. Este valor indica el
promedio del grado de malformacion que presentan los individuos de B. germanica para cada

tratamiento.

Tabla 3: Valor de inhibicion del metopreno para las diferentes concentraciones.

Producto 0 pg/cm? 0,01pg/cm® 0,1 pglem®* 1 pg/em? 10 pg/lem® 100 pglem?
(Control)

Metopreno 0 0 0 0 0,68 1,40

ECsy ECyo

El valor de la ECs, indica la concentracion que causa la aparicion de malformaciones
morfoldgicas externas descritas por Pardo, R. y Canut, J. (apartado material y métodos) en el 50% de
la poblacion de la colonia de B. germanica. El valor de la ECyy, en cambio, sefiala la concentracion

que causa la aparicion de estas mismas malformaciones en el 10% de la colonia.

Los resultados de la aproximacion Probit para las concentraciones evaluadas fueron los
siguientes (Tabla 4): el valor de la ECs, se sitda en 18,914 pg/cm? y el valor de la ECyo en 1,947
Hg/cm?,
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Tabla 4: Resultados de la aproximacion Probit.

Probabilidad Limites de confianza al 95% para Limites de confianza al 95% para log
Tratamiento (metopreno) (Tratamiento)®
PROBIT? Estimacion  Limite Limite Estimacion  Limite Limite
inferior superior inferior superior
EC10 1,947 219 5,059 ,289 -,659 ,704
EC50 18,914 8,094 49,486 1,277 ,908 1,694

El valor del NOEC indica la mayor concentracion que no causa malformaciones en los
individuos testados de la colonia de Blattella germanica. EI LOEC, en cambio, indica la primera

concentracién que causa diferencias en los individuos de B. germanica respecto al control.

Al respecto, puede afirmarse que segun los resultados obtenidos (Tabla 2), el valor del NOEC
corresponde a la concentracion de 1 pg/cm? ya que se comprobé estadisticamente que no mostraba
diferencias significativas respecto al control (p=1,00), no observandose malformaciones tras la
exposicion a este tratamiento. Asimismo, el valor del LOEC corresponde a la concentracion de 10
Hg/cm?, ya que se comprobd estadisticamente la existencia de diferencias significativas respecto al
control (p=0,037).

Porcentaje de hembras que desarrollan ooteca en cada tratamiento

Unicamente con la concentracion mas baja (0,01 pg metopreno/cm?) el 100 % de las hembras
desarroll6 ooteca. Las demas hembras expuestas a concentraciones mayores (0,1 pg/cm? 1 pg/em?® y
10 pg/cm?), sin embargo, presentaron una clara disminucion en el desarrollo de la misma. Las hembras

expuestas a 100 pg/cm?® no desarrollaron ooteca (Tabla 5).

La prueba de Kruskal-Wallis mostr6 diferencias estadisticamente significativas respecto al
porcentaje de hembras que desarroll6 ooteca entre los diferentes tratamientos (p=0,019). Segun el test
de Mann-Whitney, las hembras tratadas con 100 pg/cm? mostraban diferencias significativas respecto
al control (p=0,025). Ademés estas también presentaban diferencias con las tratadas con 10 pg/cm’
(p=0,037), 1 pg/cm? (p=0,034), 0,1 pg/cm? (p=0,037) y 0,01 pg/cm? (p=0,025). Asimismo, el nimero
de hembras que desarroll6 ooteca con la concentracion de 10 pg/cm? de metopreno, fue
significativamente menor que las que la desarrollaron a 0,01 pg/cm? (p=0,037). Entre el control y el

resto de tratamientos no se encontraron diferencias significativas (p>0,05).

Ademas, se observd que la mayoria de las hembras catalogadas como grado 0 y 1 presentaban

la ooteca girada 90°.
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Tabla 5: Porcentaje de hembras que han desarrollado ooteca en cada tratamiento.

Tratamiento % Hembras con ooteca
0 pg/cm? (Control) 100 %

0,01 pg/cm? 100 %

0,1 pug/cm? 64,6 %

1 pg/em? 91,6 %

10 pglcm? 55 %

100 pg/cm? 0 %

Resultados Experimento 1B

Dia de eclosion de la ooteca

Se registrd el dia de eclosién de la ooteca (Tabla 6) en las hembras tratadas con metopreno en
el Experimento 1A.

La prueba de Kruskal-Wallis mostré la inexistencia de diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05) entre las medias de los tratamientos respecto al dia de eclosion de la ooteca
(p=0,253). No se puede afirmar que el tratamiento con metopreno retrasa la eclosion de la ooteca en B.
germanica aunque se observa que las hembras que primero soltaron la ooteca fueron las del control

(dia 23 desde la aparicion).

Tabla 6: Promedio dia de eclosién de la ooteca segln tratamiento para las ninfas expuestas al

metopreno en el experimento 1A.

Tratamiento Promedio dia de eclosién  Desviacion tipica
0 pg/cm? 23 2,081

0,01 pg/cm? 27 6,557

0,1 pg/cm? 29 2,309

1 pg/em? 30 0,577

10 pglcm? 29 6,429

100 pg/cm? - -
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Fertilidad

Se ha comprobado que las hembras resultantes de aquellas larvas de B. germanica tratadas con
metopreno (Experimento 1 A), presentan una reduccion en la produccién de larvas en comparacion con

las que no fueron tratadas (Tabla 7).

La prueba de Kruskal-Wallis mostré diferencias estadisticamente significativas entre las
medias de los tratamientos respecto al nimero de descendientes por ooteca (p=0,047). Segun las
pruebas de Mann-Whitney, las hembras expuestas a los tratamientos de 10 pg/cm?, 1 pg/cm?, 0,1
ng/cm? y 0,01 pg/cm? presentaban diferencias significativas respecto al control, p=0,046, p=0,037,
p=0,05 y p=0,046 respectivamente. Las hembras expuestas a la concentracion de 100 g

metopreno/cm? no desarrollaron ooteca, por lo tanto no tuvieron descendencia.

Tabla 7: Promedio de descendientes por ooteca segun el tratamiento para las ninfas expuestas al
metopreno en el Experimento 1 A.

Tratamiento Promedio descendientes por ooteca Desviacion tipica
Control 38 4,509

0,01 pg/cm? 9 16,165

0,1 pg/em? 18 16,289

1 pg/cm? 0 0

10 pg/cm? 0 0

100 pg/em? Sin ooteca

Resultados Experimento 2

Los resultados obtenidos confirman el efecto letal del producto Frontline Combo® sobre las
ninfas de B. germanica (Tabla 8). Su efecto letal fue totalmente visible transcurridas 72 horas desde su
aplicacion, donde en ningun caso mas del 7% de la colonia habia sobrevivido. La mortalidad larvaria
de B. germanica fue de 100%, a las 96 horas de la aplicacion. La prueba de Kruskal y Wallis no
mostré diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes tratamientos ni a las 72 horas
(p>0,05) de la aplicacion del producto ni una vez transcurridas 96 horas (p>0,05). Pero si, en cambio,
entre el control y el resto de tratamientos (0,01 pg/cm? 0,1 pglem? 1 pg/cm?, 10 pg/em? y 100
Hg/cm?), a las 76 horas p=0,034 para todos los casos, y entre el control y el resto de tratamientos a las

96 horas (p=0,025 para todos los casos).
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Tabla 8: Porcentaje promedio de mortalidad de larvas de B. germanica a las 72 y 96 horas de cada

tratamiento.

Tratamiento % Mortalidad transcurridas 72h % Mortalidad transcurridas 96h
0 pg/cm? (Control) 0% 0%

0,01 pg/cm? 93 % 100 %

0,1 pug/cm? 93 % 100%

1 pg/em? 96 % 100%

10 pg/cm? 96 % 100%

100 pg/cm? 96 % 100%

Los resultados reflejan que la alta mortalidad registrada tras la aplicacion de Frontline
Combo® sobre ninfas de B. germanica es debido al Fipronil, componente clave del producto, el cual

inhibe los canales de cloro de los insectos causando su muerte.

DISCUSION

Los resultados presentados muestran claramente el efecto del metopreno sobre las ninfas de
Blattella germanica. El impacto causado en la morfologia y fertilidad de las mismas son comparables
con los resultados observados en otros insectos hemimetabolos como Cimex lectularius (Naylor et al,
2008). Estos observaron la presencia de anomalias y malformaciones en adultos que lograron emerger
después de ser expuestos a 80, 160 y 300 pg(S)-methoprene/cm?. El impacto morfoldgico mas
significante fue la presencia de larvas supernumerarias, es decir, larvas carentes de aparato reproductor
externo y con malformaciones severas en las patas, o que provocéd una mayor lentitud en sus
movimientos. En el trabajo que nos ocupa no se han encontrado larvas supernumerarias, lo cual puede
indicar que la concentracién de metopreno utilizada en los diferentes tratamientos no es lo
suficientemente alta como para su aparicion. En caso de haber utilizado concentraciones mayores
(1000 pg/cm?) seria probable la aparicion de las larvas mencionadas anteriormente, aunque esta
afirmacion dependera de los resultados de los experimentos requeridos. Los efectos subletales
observados por Naylor et al son de gran importancia, ya que la limitacion de los insectos para la
coépula o apareamiento debido a la lentitud de sus movimientos, provoca una clara disminucion de la
supervivencia. Estos mismos sintomas de letargo concuerdan con los observados en el presente
experimento en los insectos tratados con la concentracién mas alta de metopreno. A pesar de que la
dosis utilizada no ha provocado la aparicién de larvas supernumerarias, si es efectiva, ya que ha sido
suficiente para esterilizar al 100% de los individuos sometidos a ese tratamiento (100 pg

metopreno/cm?).

Martinez Pardo y Rib6 Canut (1975) realizaron numerosos bioensayos con diferentes

miméticos de la hormona juvenil sobre colonias de Blattella germanica. Determinaron el valor de
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inhibicién de los productos en funcion de los diferentes tratamientos (Tabla 9), al igual que se hizo en
el presente trabajo. Observamos que el metopreno presenta un valor intermedio a los observados por
los autores. Este s6lo es activo a partir de 10 pug/cm?, y para la concentracion de 100 pg/cm? duplica su

actividad.

Entre los hormonomiméticos ensayados por estos autores, también pueden observarse grandes
diferencias (el rango observado en los distintos productos fue de 0,30 a 3,30 para la concentracion de
100 pg/cm?). Mientras que el compuesto de Bowers y el Farnesil-metil-éter no presentan ninguna
actividad apreciable, el andlogo 10-4772, la hormona juvenil de Réller y el andlogo RO- 08-9801
presentan una actividad significativa hasta para la concentracion de 0,01 pg/cm? Estos dos dltimos,
ademas, muestran actividad importante en insectos como Ceratitis capitata, Tenebrio molitor y
Tribolium castaneum. Por el contrario, el compuesto de Romanuk presenta s6lo actividad significativa

sobre Ceratitis capitata.

Tabla 9: Valor de inhibicion de hormonomiméticos aplicados sobre superficies de reposo en
poblaciones de ninfas en V estadio de Blattella germanica.

Producto 100 ug/cm® 10 pg/em® 1 pglem’ 0,1 ug/cm® 0,01 pglem® 0 pg/em?

(Control)
Metopreno 1,40 0,68 0 0 0 0
HJ Réller* 3,30 3,30 2,90 1,10 1,08
Compuesto 3,10 1,50 0,24 - -
de
Romanuk*
Anélogo 10- 3,05 2,64 2,10 1,00 0,90
4772*
Farnesil- 1,05 0 - - =
Metil-Eter*
Compuesto 0,30 0 - - -
de Bowers*
Anélogo 3,20 3,03 2,70 0,90 0,60
RO- 08-
9801*

*Resultados obtenidos por Martinez Pardo y Rib6 Canut (1975).

Estos mismos autores realizaron ensayos aplicando los hormonomiméticos en la dieta
alimenticia de las ninfas de B. germanica. Los resultados obtenidos muestran un menor grado de
inhibicion (2,4 tanto en el caso de la HJ de Roller como para el andlogo RO- 08-9801, a una
concentracién de 100 pg/g alimento). Esta baja eficacia sugiere la existencia de un proceso de
desactivacion de los hormonomiméticos provocado por los enzimas digestivos del insecto. Las
proteasas constituyen los principales enzimas del aparato digestivo de estos y actlan sobre los enlaces
peptidicos de las macromoléculas proteicas reduciéndolas a monémeros organicos. Durante mucho

tiempo se pensd que al igual que los vertebrados, los insectos s6lo sintetizaban serin y aspartato
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proteasa, pero recientes estudios han demostrado la existencia de otras clases, entre las que se incluyen
las cistein proteasas y metalo aminopeptidasas. Se sugiere el uso de estos nuevos enzimas como un
modo de adaptacion evolutiva que permite a ciertos insectos alimentarse de leguminosas que contienen
altos niveles de inhibidores de serin proteasas sin causarles dafios (Jongsma y Bolter, 1997). De la
misma forma, los blatodeos en este caso han podido desarrollar ciertos enzimas que les permiten
disminuir o desactivar la accién insecticida de diferentes productos, a pesar de que no se han

encontrado estudios que lo corroboren.

Por el contrario, los resultados obtenidos con la aplicacién de metopreno sobre las superficies
de reposo son altamente prometedores. Las dosis requeridas para causar irregularidades en el
desarrollo de una colonia son muy bajas, situandose el LOEC en 10 pg/cm? A pesar de que la
concentracion més alta testada en este trabajo (100 pg/cm?) no causa la muerte de los individuos, si es
efectiva para el control de estos insectos ya que la fertilidad se ve afectada en la mayoria de los casos.
Las hembras expuestas a 1 y 10 pg/cm? desarrollaron ooteca pero la liberaron de forma prematura
evitando que las larvas se desarrollaran. No obstante, las hembras tratadas con 100 pg/cm?® no la
desarrollaron. En la misma linea, cabe destacar el estudio llevado a cabo por Cruickshank, P.A. (1971)
cuyos resultados corroboran lo anterior. Las cucarachas fueron tratadas con el compuesto R=C,Hs
(derivado de la hormona juvenil) a una concentracién de 20 ppm. Esto provocé que las hembras
desarrollaran la ooteca de manera normal, pero que la liberaran de forma prematura, previniendo que
las larvas desarrollaran. Ademas, también afirman que la esperanza de vida de los adultos fue mas baja

de lo normal.

Se han realizado estudios con metopreno en mosquitos australianos Aedes vigilax y Culex
sitiens, obteniéndose una reduccion significativa de su poblacion. La cepa de Aedes vigilax fue
especialmente susceptible, situdndose la LCyq < 0,2 ppb (S)-Metopreno. En cambio, la LCy, para Culex
sitiens fue 39 veces mas grande (Ritchie, et al., 1997; Berti-Moser y Navarro-Bueno (2008), con el
mismo producto también observd malformaciones en adultos de Anopheles albimanus y comprob6
que las hembras sobrevivientes presentaban una clara reduccion de fertilidad. Por otro lado, Robert y
Olson también registraron reduccion en la produccién de huevos en las hembras sobrevivientes de
Culex quinquefasciatus que fueron expuestas como larvas a la concentracion letal 50% (CLsg) del
mismo producto (Robert, L. y Olson, J. K., 1989).

Varios autores han realizado estudios con otro tipo de reguladores del crecimiento de los
insectos (RCI), los ecdisoides, analogos de la hormona de la muda. Estos tienen por objetivo bloquear
los mecanismos de la ecdisis y las muertes ocurren en el momento de las mudas (Devine y Furlong,
2007). La accion de esteroides analogos a las HM fue descubierta al ver que tras mudar, se inhibia el

endurecimiento de la cuticula de Pyrrhocoris apterus (Vifiuela et al., 1991).
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Aguilera et al (2001) experimentaron con Diflubenzuron, un RCI de tipo ecdisoide, en ninfas
de Blattella germanica. La mayor mortalidad ninfal se observd en el periodo de desarrollo
comprendido entre el segundo y tercer estadio larvario. Las ninfas fueron incapaces de separarse de la
exuvia, lo que les provoco finalmente la muerte. Pero también se observaron efectos subletales
relacionados con los contemplados en el presente experimento. Estos efectos morfogenéticos
resultaron en adultos con alas mas cortas y deformadas, que presentaban ademas un ligero

oscurecimiento del color del cuerpo.

Ameen et al (2005) comprobaron el efecto letal de Noviflumuron, otro RCI de tipo ecdisoide,
en ninfas de B. germanica. Siete dias después de la aplicacion del producto comenzaron a observar
sintomas de adormecimiento e incluso mortalidad de algunos individuos. En cambio, no describen la
aparicion de malformaciones a nivel externo. En el presente experimento también se observaron estos

sintomas de letargo y torpor sobre todo en los adultos con anomalias de grado 3.

Otros autores (Koehler y Patterson, 1989) plantearon que al exponer ninfas de B. germanica
de primer estadio de desarrollo a varios productos inhibidores de la sintesis de la quitina, las mayores
mortalidades ocurrieron principalmente en las mudas de primer a segundo y de segundo a tercer
estadio ninfal. Ademéas también encontraron malformaciones morfogenéticas similares a las
observadas en el presente trabajo: oscurecimiento del cuerpo y reduccion de la fertilidad. Destacaron

gue estos efectos persistieron hasta el segundo ciclo de ooteca, volviéndose a normalizar al tercero.

A pesar de los esperanzadores resultados obtenidos tras la aplicacion de hormonas juveniles en
insectos para erradicar las plagas minimizando el impacto en el medio ambiente, numerosas casas
comerciales apuestan por los productos mixtos. Estos combinan reguladores del crecimiento de los
insectos con insecticidas convencionales, disminuyendo asi la emision de estos ultimos. De esta forma
la extincion de la plaga estd 100 % asegurada, al mismo tiempo que disminuye el impacto en el
ecosistema (Naylor, et al., 2008). En el presente trabajo se ha estudiado el efecto del producto mixto
Frontline Combo®, el cual estd compuesto por Friponil (insecticida convencional) y metropreno
(anélogo de la HJ). Tras su aplicacion la mortalidad de las larvas fue de un 100%, presumiblemente
debido principalmente al Fipronil y a su efecto de bloqueo sobre los canales de cloruro. Otros autores
han comprobado que las cucarachas resistentes a los insecticidas convencionales se vuelven mas

susceptibles tras ser tratadas con RCls (Kramer, et al., 1990).

En conclusién, se demuestra la eficacia del metopreno como método alternativo a los
insecticidas convencionales para controlar la superpoblacion de ninfas de Blattella germanica. Dada la
dificultad para erradicar la plaga de los mismos debido a las resistencias desarrolladas a los
insecticidas de sintesis, productos con un método de accidn alternativo como el metopreno podrian ser

de gran utilidad. Se obtuvo esterilidad total en las hembras expuestas a 100 pg/cm?, ademas de efectos
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externos visibles a concentraciones menores del producto. Su uso combinado con insecticidas

neurotdxicos también seria efectivo.
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