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Action of Chitin Synthesis Inhibitors on Reproduction of
Spodoptera littoralis (Boisd.) (Lepidoptera: Noctuidae)

ABSTRACT- The effect of benzoilfenylureas on the reproduction of Spodoptera
littoralis (Boisd.) was studied. Third instar larvae were treated with either
lufenuron or flufenoxuron by ingestion and contact (DL60 rate). The surviving
larvae were observed until the adult stage. Adult males and females were mated
in different combinations between treated and untreated individuals. The fol-
lowing variables were studied: average number of spermatophore, female fe-
cundity and percentage of ecloded larvae (egg vigbility). A small change in
spermatophore number (ca. 1 to 1.5) was noted specially in the combinations
where males were obtained from treated larvae. The percentage of fecundity of
females and hatched larvae decreased (ca. 45% and 30%) when both sexes were
obtained from larvae treated with lufenuron and flufenoxuron.
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RESUMO - Foi avaliado o efeito de benzoilfenilureas na reprodug@o de machos
e fémeas de Spodoptera littoralis (Boisd.). Larvas de 3 instar foram tratadas
com lufenuron e flufenoxuron por ingestdo e contato (DL60). A sobrevivéncia
dos exemplares foi acompanhada até o estdgio adulto. Adultos foram acasalados
em vdrias combinagdes dos diversos tratamentos. Em todas as combinagdes foi
avaliado o niimero de espermatéforos, a fecundidade das fémeas e a percentagem
de eclosdo(viabilidade de ovos). Foi observada uma pequena alteragdo (entre 1
e 1,5) no niimero de espermatéforos nos dois tipos de tratamentos, especialmente
nas combinagdes em que os machos eram procedentes de larvas tratadas. A
fecundidade das fémeas e a porcentagem de larvas eclodidas decresceu (cerca
de 45% e 30% ) quando machos e fémeas procediam de larvas tratadas com
lufenuron e flufenoxuron.

PALAVRAS CHAVE: Insecta, mariposa, inibidores da sintesis da quitina,
reprodugio.
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Los reguladores del crecimiento de los
sectos (RCI) son la tltima generacidn de
secticidas quimicos e incluyen a todos
(uellos compuestos que alteran el
:cimiento y desarrollo de los insectos. Todos
los parecen interferir de alguna manera con
formacién normal de la cuticula (Chen &
ayer 1985, Domingos 1988).

Los inhibidores de la sintesis de la quitina
enzoilfenilureas) son normalmente
nsiderados pertenecientes al grupo de los
guladores del crecimiento de los insectos;
1 embargo, la terminologia correcta seria
1hibidores del desarrollo de los insectos”
JI), ya que sus efectos estdn dirigidos
ncretamente a la inhibicién de un processo
tal, la muda, y no a la regulacién del
:cimiento como lo hacen los RCI cldsicos,
mo los andlogos de la hormona juvenil
rosscurt & Jongsma 1987).

El poder insecticida de las benzoi-
iilureas se manifiesta principalmente por
sestion, en larvas de especies holometdbolas
indamentalmente Lepidoptera, Coleoptera
Jiptera) (Retnakaran & Wright 1987). La
cién insecticida estd relacionada con
ichos factores, que a veces interaccionan
tre si. Los efectos directos en la mortalidad
insectos adultos son relativamente raros,
nque se han observado en algunos
ledpteros, sometidos a altas dosis y a largas
ras de exposicién del producto (Tahir et al.
92). Lo que se pueden manifestar son
sctos indirectos.

Tratamientos por ingestién de penflurén
larvas de tltimo estadio de E. icilia influyen

la reproduccién de los adultos. La
sterilidad” fue mdxima (80,4%) a una
ncentracién de 0,001 % cuando los machos
hembras eran provenientes de larvas
tadas. Sin embargo, 1a “esterilidad” se ha
»strado mds evidente en los apareamientos
ando sélo los machos eran tratados, en
mparacién a cuando sélo lo eran las
mbras (Khan & Srivastava 1990).

En larvas de 5¢ y 6* estadios de Spodoptera
oralis (Boisd.) (Lepidoptera: Noctuidae)
tadas tépicamente, el diflubenzurén causé
,1% de “esterilidad” en los adultos que

Lyra et al.

sobreviveron al tratamiento con 0,03 mg del
producto. Esta “esterilidad” estuvo
relacionada con la reduccidn en la fecundidad
(45-75 %) y bajos porcentajes de eclosién de
huevos (14,4 - 37 %) (Sehnal et al. 1986).

De acuerdo con los argumentos
anteriormente expuestos se hace necesario
incrementar las investigaciones sobre estos
productos y ese fue el propdsito del presente
trabajo que tuvo como objetivo principal
determinar los efectos de las benzoilfenilureas
en la reproduccién de machos y hembras de
S. littoralis.

Material y Métodos

Las larvas utilizadas procedieran de la
especie S.littoralis de poblaciones de insectos
mantenidas de forma continuada en el
insectario de la Unidad de Entomologia
Agricola y Forestal de la Escuela Técnica
Superior de Ingenieros Agrénomos y de
Montes de Cérdoba (Espaiia).

Las benzoilfenilureas utilizadas en dicho
ensayo correspondi6 al lufenurén, el N-[[[2,5
dicloro - 4 - (1,1,2,3,3,3 - hexafluoro -
propoxi) - (fenil) amino ] carbonil ] - 2,6 —
difluoro -benzamida, producto técnico
(99°2% m/m) suministrado por Ciba-Geigy y
el flufenoxurén (1[4 -(2-cloro-oowoc-trifluoro-
p-toliloxi) - 2 - fluorofenil]- 3 - (2,6 -
difluorobenzoil) urea, producto técnico
(98°2% m/m) suministrado por Shell Agricul-
ture. La presentacién de estos productos
técnicos fue en forma de polvo.

En todos los ensayos se utilizé larvas de
tercer estadio recién mudadas, en nimero de
30 larvas por dosis y repeticién, que una vez
tratadas se mantuvieron en las condiciones de
insectdrio (26 = 2°C; HR 70 = 5%;
Fotoperiodo, 16 horas/luz).

El tratamiento por ingestién consistié en
aplicar, por medio de un microaplicador, una
gota de 2ml de la solucidén sobre redondeles
de hojas de alfafa con 5Smm de didmetro que
se ofreceron a larvas individualizadas en cajas
de pldstico transparente con tapa cerrada. Las
larvas que en el plazo de 24 horas no han
consumido el disco tratado fueron eliminadas,
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las restantes fueran transferidas a nuevas cajas
con tapa que permite la aireacién, y fueron
alimentadas con dieta artificial. En el
tratamiento por contacto se procedid de igual
modo pero que al invéz de poner la gota en el
disco de hoja de alfafa, se deposita en la parte
dorsal de la regién tordcica de cada una de
las larvas.

Larvas de S. littoralis de tercer estadio
fueron tratadas por ingestién y aplicacién
tépica, siguiendo el método anteriormente
descrito. Para conseguir el nimero suficiente
de individuos supervivientes a los
tratamientos, cada producto fue utilizado a una
dosis equivalente a la DL, calculada a partir
de los datos de mortalidad obtenidos en los
bioensayos previos.

A partir del momento en que se realiz6 el
tratamiento, se hicieron observaciones cada
24 horas para anotar el estado de desarrollo
de las larvas, la fecha de pupacién y la fecha
de emergencia del adulto.

Los adultos procedentes de las larvas
tratadas, conforme van emergiendo fueron
confinados en ponederos, conteniendo agua
mielada para la alimentacién similares a los
utilizados para la cria masiva. Hembras de dos
dfas de edad fueron apareadas con machos de
un dia a razén de una pareja/ponedero,
formando las siguientes combinaciones de
apareamiento: Hembra testigo x macho
testigo; hembra tratada x macho testigo;
hembra testigo x macho tratado; y hembra
tratada x macho tratado.

Fue utilizado un nimero no inferior a 10
parejas por combinacion.

A partir del momento en que las parejas
fueron confinadas en los ponederos, a cada
24 horas , el alimento fue repuesto y se recogié
la puesta, sustituyendo por uno nuevo el papel
de filtro utilizado como ponedero. Asimismo
se efectud el conteo de la puesta diaria de cada
hembra con ayuda del microscopio
estereoscépico. De esta manera se obtuvo los
datos que permitieron calcular la fecundidad
diaria y total de cada hembra, y sus
correspondientes valores medios para cada
combinacién de apareamiento.

Las parejas fueron mantenidas juntas en
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los ponederos durante toda la vida. Las
hembras, al morir, son diseccionadas en
solucién salina de Belar para determinar el
nimero y caracteristicas de los
espermatéforos presentes en la bursa
copulatrix, lo que indicard el nimero de
copulaciones realizadas.

Los trozos de papel de filtro que contienen
los huevos, se introducen en pequefios
recipientes de pldstico transparente con tapas
que permiten la aireacién, en los que se anota
la fecha de la puesta y la clave que identifica
a la pareja de donde proviene.

Una vez concluido el periodo de
incubacién de los huevos, se realizé el conteo
bajo microscopio estereoscépico de aquéllos
que no fueron viables de cada puesta. Por
diferencia se obtuvo el ndmero de huevos
viables y se calculé el porcentaje medio de
viabilidad de los huevos puestos por las
hembras para cada combinacién de
apareamiento.

Con los datos de fecundidad de hembras
y viabilidad de huevos, se calculé el
porcentaje de esterilidad para cadauna de las
combinaciones, de acuerdo con la férmula de
Toppozada et al. (1966), que representa el
porcentaje de disminucién de la descendencia:
% Esterilidad = [1-(FMT x %VT/FM x %V)]
x 100; siendo: FMT = fecundidad media de
las hembras en las combinaciones II, II1 6 IV.

%V'T = porcentaje medio de viabilidad de
huevos en las combinaciones II, Il 6 IV; FM
= fecundidad media de las hembras en la
combinacién I; y %V = porcentaje de
viabilidad de huevos en la combinacién 1.

Para determinar si existen diferencias
reales entre las medias de los tratamientos se
realizé los andlisis de las varianzas
correspodientes. En el caso de existir
diferencias significativas al 5%, los valores
medios fueron comparadas entre si con la
prueba de la minima diferencia significativa
(MDS). Los datos basados en conteos y
expresados en porcentajes fueron
transformados segtn la funcién: Y =arc
senVx, en donde x representa los valores en
tanto por uno. El nivel de significacién
utilizado fue del 5 %. Todos los andlisis se
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-ealizaron con el programa Statistix Version
3.5 (1991).

Resultados y Discusion

En la Tabla | se presentan, para los
ratamientos por ingestién y contacto (con el
.ufenoxurén), los valores medios del niimero
ie espermatéforos y fecundidad de hembras,
asf como los porcentajes de eclosién de
wevos y de esterilidad, segiin las distintas
;ombinaciones de apareamiento.

Lyra et al.

En el tratamiento por ingestién, la
fecundidad de las hembras se ha reducido
independientemente de la condicién del ma-
cho. Las diferencias son significativas cuando
ambos sexos provienen de larvas tratadas. Por
el contrario, en el tratamiento por contacto
no se obtuvo diferencias significativas.

Con respecto a los porcentajes de eclosién
de larvas, se observaron reducciones
significativas en las combinaciones en que el
macho procede de larvas tratadas. Los
porcentajes de esterilidad ofrecen valores

Tabla 1. Efecto del flufenoxurén en la reproduccion de Spodoptera littoralis procedentes

e larvas tratadas.

Trat. Apar. NeHembras  NeEsp/H.cop Nt huevos/H.cop.  Viabilidad % Est.
Ne  Cop. Fec. Fert. Med. Int. Media Desviacién % Desviacién

MTxHT 18 18 18 18 1 1 17252 a 640.3 97.8a 1.6

Ingestion MTxHF 17 17 17 17 1 1 1463.8 ab  338.5 97.1a 335 158
MFxHT 17 17 17 17 147 13 16324a 527.0 292 b 160 71.7
MFxHF 17 17 17 17 129 12 12829b 375.1 28.7b 9.5 78.1
MTx HT 17 17 17 17 1 1 2166.8 342.3 95.6a 2.9

Contacto MTx HF 17 17 17 17 1 1 2142.8 351.7 90.8a 6.2 06.0
MFx HT 17 17 17 17 176 1-3 2168.8 305.6 379b 9.7 60.3
MEx HF 17 17 17 17 1.88 1-3 1952.1 501.7 353b 12.8  66.7

* Medias seguidas por la misma letra, en cada modalidad de tratamiento y columna, indica que
no hay diferencias significativas al 5% por la prueba de Tukey.
Trat= Tratamientos, Apar= Combinaciones de Apareamientos, H.Cop=Hembra copulada. ,

%Est=Porcentage de esterelidad.

MT= Macho testigo , MT= Macho del tratamiento con el flufenoxur6n

HT= Hembra testigo , HT= Hembra del tratamiento con el flufenoxurén

Ne de Esp/Hcop= Nimero de espermatéforos producidos por hembra copulada

Cop.= niimero de hembras copuladas, Fec.= nimero de hembras fecundas

Fert.= nimero de hembras fértiles , N¢ de huevos/H.cop.= Nimero médio de huevos puestos

por cada hembra copulada.

En las combinaciones de apareamiento
formadas por machos provenientes de larvas
testigo, todas las parejas copularon una sola
vez, mientras que hubo un aumento del
ndmero de copulaciones, hasta 3, en las
combinaciones en que los machos proceden
de larvas tratadas. Esto se traduce en un
aumento del niimero medio de espermatéforos

1 1

superiores al 70% cuando los machos
proceden de larvas tratadas por ingestion y
superiores al 60% cuando proceden de larvas
tratadas por contacto.

Para cada tratamiento con el lufenurén, los
valores medios del niimero de espermatéforos
y fecundidad de las hembras, asi como los
porcentajes de eclosién y esterilidad, segtin

lan Aintintae namhinaninnac da anarsramientn
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son demostrados en la Tabla 2. Al igual que
con el flufenoxurdn, en las combinaciones de
apareamiento formadas por machos
provenientes de larvas tratadas hay, en gene-
ral, un aumento del nimero de copulaciones
realizadas, con respecto a las combinaciones
en las que los machos proceden de larvas
testigo.

An. Soc. Entomol. Brasil 27(4)
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ambos proceden de larvas tratadas, tanto por
ingestién como por contacto. Los mayores
porcentajes de esterilidad, superiores al 70%,
se dieron en las combinaciones formadas por
machos procedentes de larvas tratadas por
ingestién o por contacto y hembras no
tratadas.

La oviposicién de las hembras de S.

Tabla 2. Efecto del lufenurdn en la reproduccion de Spodoptera littoralis procedentes de

larvas tratadas.

Trat. Apar. Nt Hembras ~ N®Esp/H.cop. N® huevos/H.cop. Viabilidad % Est.
N¢  Cop. Fec. Fert. Med. Int. Media Desviaci6n % Desviacién

MTx HT 10 8 8 8 ! 1 21932 a 602.1 812a 15.0

Ingestion MTx HL 10 9 9 9 1 1 1884.0 ab 791.3 326b 21.9 65.5
ML x HT 10 8 8§ 8 1.12 1-2 1181.0b 425.9 266b 13.5 82.3
MLx HL 10 9 9 9 1 | 2262.0 a 1120.0 429b 22.3 45.4
MTx HT 10 10 10 10 1 1 33759 a 490.2 89.7a 6.8

Contacto MTx HL 10 10 10 10 1 1 27495 b 339.9 80.8 b 8.2 26.6
MLx HT 10 10 10 10 1.4 1-3 24460b 286.9 29.8d 9.6 759
MLx HL 10 10 10 10 13 1-2 2694.1b 348.5 42.1c¢ 12.0 58.3

* Medias seguidas por la misma letra, en cada modalidad de tratamiento y columna, indica que
no hay diferencias significativas al 5% por la prueba de Tukey.
Trat= Tratamientos, Apar= Combinaciones de Apareamientos, H.Cop=Hembra copulada. ,

%Est=Porcentage de esterelidad.

MT= Macho testigo , MT= Macho del tratamiento con el lufenurén

HT= Hembra testigo , HT= Hembra del tratamiento con el lufenurén

N2 de Esp/Hcop= Niimero de espermat6foros producidos por hembra copulada

Cop.= ntimero de hembras copuladas, Fec.= nimero de hembras fecundas

Fert.= nimero de hembras fértiles, N¢ de huevos/H.cop.= Niimero médio de huevos puestos

por cada hembra copulada.

En el tratamiento por ingestidn se observé
una reduccién de fecundidad de las hembras
en la combinaciones en que uno de los dos
sexos han sido tratados, con diferencias
significativas cuando es el macho que procede
de larvas tratadas. En el tratamiento por
contacto todas las combinaciones presentaron
reducciones significativas de fecundidad
respecto de la combinacién de testigos.

Los porcentajes de eclosién de larvas
mostraron reducciones significativas para las

ramhinacrinnac an nua nna da lne dnc cavne n

littoralis se desencadena después que hayan
copulado con el macho (Jarczyk & Hertle
1960, Ellis & Steele 1982). De los resultados
se desprende que en las hembras copuladas
con machos procedentes de larvas tratadas con
flufenoxurén o lufenurén se estimula de igual
manera la oviposicién, que en las copuladas
con machos del testigo.

La copulacién en S. littoralis activa la
maduracién de oocitos en el ovario (Vargas -
Osuna & Santiago-Alvarez 1985) por

actimulacridn directa o indirecta como
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consecuencia de haber dado comienzo la
oviposicién. Como consecuencia, Ia
fecundidad total es mayor que el nimero de
oocitos encontrados en las hembras en el
momento de la emergencia o en los dias
sucesivos si permanecen virgenes.,

En nuestro caso, los machos que proceden
de larvas tratadas copularon en igual
proporcién que los del testigo y en las hembras
copuladas se activé la maduracién de oocitos,
como queda reflejado por el nimero de
huevos puestos por cada hembra,

Las hembras que proceden de larvas
tratadas por ingestién o contacto mostraron
ser receptivas cuando fueron apareadas con
los machos. Sin embargo, mientras las
hembras apareadas con machos testigo
copularon una sola vez, algunas de las que
fueron apareadas con machos procedentes de
arvas tratadas por ingestién o contacto no
nostraron inhibicién de la receptividad sexual
lespués de la primera copulacién, llegando a
>opular hasta 3 vezes. El estimulo causante
le la inhibicién de la receptividad en la
nayorfa de los casos se trata de substancias
Juimicas elaboradas por las gldandulas
icesorias o en otras partes de la genitalia
nterna del macho (Gillot & Friedel 1977).
seglin esto, algunos de los machos
rrocedentes de larvas tratadas con
lufenoxurén o lufenurén pueden no haber
ransferido a la hembra la suficiente cantidad
le las substancias responsables por la
nhibicién de la receptividad.

En cuanto a la viabilidad de huevos, existe
ina reduccién significativa en las
ombinaciones en que el macho procede de
arvas tratadas con flufenoxurén y en las
ombinaciones que al menos uno de los
aiembros procede de larvas tratadas con
afenurén. El tratamiento por ingestién de lar-
as L, de S. littoralis con flufenoxurén
imbien origind reduccién de viabilidad de
uevos en las combinaciones donde la hembra
rocedfa de larvas tratadas (Aldebis et al.
988), aunque el mayor porcentaje de
sduccién lo originaron los machos
rocedentes de larvas tratadas. Es probable
ue el flufenoxurén y el lufenurén originen

Lyra et al.

diferentes alteraciones fisiol6gicas sobre cada
uno de los sexos; asf en el macho la
repercusién en su potencial reproductor
consista en alteraciones en los procesos de
espermatogénesis y en la hembra en la
vitelogénesis o en alguna otra fase de la
oogénesis.

Desgraciadamente no hemos cuantificado
larelacién de esperma eupireno/apireno, pero
podemos suponer que hubo una cierta
alteracién.

Concretamente, en el caso de S littoralis,
la relacién de esperma eupireno/apireno
puede disminuir a causa de las anomalfas
producidas en la gametogénesis, al someter
el macho a diferentes condiciones térmicas
(Benito-Espinal & Lauge 1980), al tratar lar-
vas com andlogos de la hormona juvenil
(Metwally 1978) o con dosis subletales del
VPN de S. littoralis (Aldebis 1988). También
es posible que la reduccién en el porcentaje
de eclosién de huevos de las hembras que
provienen de larvas tratadas con lufenurén o
flufenoxurén sea causada por defectos en la
sintesis de ADN en los ovarios (Mitlin ez
al.1977; Soultani-Mazouni 1992) o por
defectos en el esperma producido por el ma-
cho (Redfern et al. 1980).

En Lepidoptera muy pocos trabajos
sefialan el efecto de “esterilidad” que puede
producir los insecticidas del grupo de las
benzoilfenilureas sobre estados inmaginales.
Ademds para medir el efecto real de
“esterilidad” hay que comprobar si en realidad
hubo copulacién, verificandolo por la
presencia o no de espermatéforo en la bursa
copulatrix de la hembra, lo que des-
graciadamente muy pocos autores hacen. Por
lo tanto nuestros resultados no pueden ser
comparados con la mayoria de la bibliografia
consultada.

Reducciones en la eclosién de larvas se
han encontrado en S. littoralis tratadas por
contacto con diflubenzurén y penflurén
(Sehnal et al. 1986); y en S. litura también
tratada por contacto con diflubenzurén
(Prasad et al. 1992), en este caso fue mayor
el efecto en la hembra; en Earias insulana
Boisd. (Lepidoptera: Noctuidae) tratadas por
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contacto con clorfluazurén, teflubenzurén y
hexaflumurén (Horowitz et al. 1992) y en
Euproctis ilicis Stoll.( Lepidoptera:
Lymantriidae) tratada por ingestién con
penflurén (Khan & Srivastava 1990). Pero en
todos estos casos no estd aclarado si las
hembras evaluadas estaban o no copuladas,
por lo que los porcentajes de reduccién de
eclosién de huevos pueden venir aumentados
por la eclosién cero de los huevos puestos por
las hembras no copuladas.

Este efecto del flufenoxurén y lufenurén
en la viabilidad de huevos através del macho
amplia las posibilidades para el empleo de
estos productos en programas de lucha
integrada contra S. littoralis.
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