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RESUMEN

El control preventivo de la langosta marroqui o mediterranea Dociostaurus maroccanus
(Thunberg) (Orthoptera: Acrididae) ha evolucionado en los ultimos 70 afios desde el uso de
insecticidas quimicos de amplio espectro, hacia medidas mds adaptadas a los criterios de la
agricultura sostenible. Entre estas medidas, destaca el control microbiano por medio de
ascomicetos mitosporicos entomopatogenos (AMEs). Los AMEs presentan ventajas tanto por su
modo de accidén por contacto, como por su presencia natural en las poblaciones de acrididos. La
cepa EABb 90/2-Dm de Beauveria bassiana, obtenida a partir de poblaciones de D. maroccanus
de La Serena (Badajoz) y la cepa IMI 330189 de Metarhizium acridum, han mostrado eficacia para
el control de la langosta mediterranea o marroqui en condiciones de laboratorio y campo. Sin
embargo, el estudio de la adaptacidn ambiental de estas dos cepas para expresar su maxima
virulencia en las condiciones de temperatura prevalentes en las dreas de reserva, asi como su
relacion con la condicion ectotérmica de estos acrididos -expresada en su capacidad para
termorregular, e incluso la existencia de fiebre comportamental- se ha convertido en el principal

objetivo de esta Tesis Doctoral.

En el Capitulo Il, experimentos in vitro para evaluar la germinacion de los conidios y el
crecimiento fungico, en condiciones de temperaturas constantes y fluctuantes (simulando
condiciones de termorregulacién), indicaron que la cepa IMI 330189 tuvo mejor adaptacion a
temperaturas por encima de 27 °Cy la cepa EABb 90/2-Dm estuvo mejor adaptada a temperaturas
en el rango 10-25 °C. Estos efectos fueron andlogos a los obtenidos in vivo, donde la
termorregulacion de los insectos causé una importante pérdida de virulencia de la cepa EABb
90/2-Dm, frente a la obtenida en condiciones de no termorregulacién [dosis: 1 x 10* conidios por
insecto; el tiempo medio de supervivencia (TMS) aumentd 2.6 veces; la mortalidad se redujo
23.6%)], pero solo una moderada reduccidn de la virulencia de la cepa IMI 330189 [dosis: 1 x 10*
conidios por insecto; el tiempo medio de supervivencia (TMS) aumenté 1.8 veces; no hubo
reduccion de la mortalidad]. Los experimentos en gradiente de temperatura revelaron la
induccion de fiebre comportamental en D. maroccanus causada por la cepa IMI 330189 de M.
acridum, con una preferencia por temperaturas aproximadamente 4 °C superior en los insectos
tratados en comparacion a los insectos del testigo, aunque solo causé una ligera reduccion de la
virulencia. La cepa EABb 90/2-Dm de B. bassiana no indujo dicha repuesta comportamental de

manera significativa.

Debido a la termorregulacién comportamental de D. maroccanus, se ha propuesto la co-
formulacion de cepas para optar por un solape de actividad en un rango mayor de condiciones de
temperatura. La compatibilidad de las dos cepas seleccionadas en esta Tesis Doctoral (EABb 90/2-
Dm e IMI 330189) en tratamientos conjuntos y su repercusion sobre el proceso infectivo en
condiciones de termorregulacion se han abordado en los Capitulos Ill y IV de la misma. En el

Capitulo I, los resultados de las infecciones mixtas con la cepa IMI 330189 de M. acridum y dos



cepas autéctonas de B. bassiana -aisladas de ortépteros del area de reserva de La Serena
(Badajoz)- en el hospedante modelo Schistocerca gregaria, ponen de manifiesto que la eficacia
insecticida de un patdgeno virulento puede verse modificada por la interaccién con otros
patégenos, incluso aunque estos sean avirulentos, dependiendo de las condiciones ambientales,
especialmente temperatura ambiental y termorregulacion, y del orden de infeccion. Estas
interacciones podrian contribuir a una variabilidad inesperada en la eficacia de un agente de

control, dependiendo de la naturaleza de la comunidad microbiana autéctona de la zona.

En el Capitulo IV, se ha evaluado el efecto de la infecciones individuales y mixtas con las cepas
EABb 90/2-Dm de B. bassiana y IMI 330189 de M. acridum sobre |a supervivencia, alimentacion y
fecundidad de D. maroccanus en condiciones de termorregulacidn. Las langostas fueron tratadas
con dosis reducidas de ambas cepas individualmente y en mezcla (dosis totales para las cepas
individuales y su mezcla: 1x10? y 1x10® conidios por insecto). Aunque las condiciones de
temperatura (termorregulaciéon, no termorregulacién) tuvieron un efecto significativo en los
resultados del experimento, la interaccidén entre ambas cepas fue aditiva para los efectos letales.
Ademas, se detectaron efectos subletales como un 32-51% de reduccion de la alimentacién per
capita, un 21-53% de reduccién en el nimero de ootecas por hembra y una reduccién del 30-65%
en el nimero de huevos fértiles por hembra. La fecundidad (nimero de ootecas por hembra) y la

alimentacién per capita estuvieron positivamente correlacionadas (r = 0.783)

Los resultados de esta Tesis Doctoral ponen de manifiesto que, aunque la cepa IMI 330189
de M. acridum se adapta mejor a las altas temperaturas durante la termorregulacién
comportamental, su co-formulacién con la cepa EABb 90/2-Dm de B. bassiana podria permitir un
solape de actividad de acuerdo a las condiciones de temperatura existentes. Los efectos subletales
(alimentacién y reproduccién) deben ser considerados y afiadidos a la mortalidad de los insectos
para la evaluacidn del efecto global de los tratamientos fungicos. En las dreas de reserva de la
Peninsula Ibérica, donde la temperatura muestra gran variaciéon durante el dia en los meses de
primavera y verano, con el uso de esta co-formulacién, la cepa de M. acridum proporcionaria un
mejor control a las horas del dia con temperaturas mas altas (por encima de 27 °C) y B. bassiana
seria mas efectivo en las horas mas templadas (10-25 °C). No obstante, estudios adicionales,
incluyendo aplicaciones en campo, son necesarios para evaluar el impacto ecoldgico de esta

combinacion de cepas en las dreas de reserva de D. maroccanus.

Palabras clave: Dociostaurus maroccanus, Ascomicetos mistospdricos entomopatdgenos,
Metarhizium acridum, Beauveria bassiana, langosta, termorregulacién, fiebre comportamental,

interaccion insecto-patégeno, infeccién mixta, alimentacién, reproduccién.



ABSTRACT

The preventive control of the Moroccan or Mediterranean locust Dociostaurus maroccanus
(Thunberg) (Orthoptera: Acrididae) has evolved in the last 70 years from the use of broad-
spectrum insecticides to other measures better adapted to sustainable agriculture. Among those
measures, the use of microbial control with entomopathogenic mitosporic ascomycetes (EMAs)
can be highlighted. EMAs have the advantage of their contact mode of action and natural
occurrence in acridids populations. Strain Beauveria bassiana EABb 90/2-Dm, isolated from
Mediterranean locust populations in La Serena (Badajoz), and strain Metarhizium acridum IMI
330189 have proven acceptable efficacy against the Moroccan or Mediterranean locust in
laboratory bioassays and field applications. However, the assessment of the environmental fitness
of these two strains to express their maximum virulence in the temperature conditions of the
breeding areas and their interaction with the ectothermic condition of these acridids -expressed
through thermoregulation and behavioral fever- has been the main objective of this Doctoral

Thesis.

In Chapter Il, in vitro experiments measuring conidial germination and hyphal growth either
at constant or at fluctuating temperatures simulating thermoregulatory conditions, indicated that
strain IMI 330189 had greater fitness at temperatures above 27 °C and the strain EABb 90/2-Dm
was better adapted to the temperature range of 10-25 °C. These effects were mirrored in vivo,
where locust thermoregulation caused a marked reduction in the virulence of EABb 90/2-Dm in
comparison to no thermoregulation conditions [dose: 1 x 10* spores per insect; average survival
time (AST) increased 2.6 times; mortality decreased 23.6%)], but only a moderate reduction in the
virulence of IMI 330189 [dose: 1 x 10* spores per insect; AST increased 1.8 times; no reduction in
mortality). Thermal gradient experiments revealed that the strain IMI 330189 induced behavioral
fever in D. maroccanus, with preferred temperatures approximately 4 °C above the uninfected
control, although it only led to a slight reduction in virulence. Strain EABb 90/2-Dm did not induce

such a clear behavioral response.

Due to the behavioral thermoregulation of D. maroccanus, the use of a co-formulation of
strains to effectively overlap their activity in a broader range of temperature conditions has been
proposed. The compatibility of the two selected strains in this Doctoral Thesis (EABb 90/2-Dm and
IMI 330189) and their effect on the infection process in thermoregulatory conditions have been
studied in Chapters Illl and IV. In Chapter Ill, the results of mixed infections with the strain M.
acridum and two indigenous strains of B. bassiana -isolated from orthopterans in the breeding
area of La Serena (Badajoz)- using Schistocerca gregaria as model host, showed that the
insecticidal activity of a virulent pathogen can be altered by the interaction with other pathogens,
even if they are avirulent, due to the environmental conditions (i.e. ambient temperature and

thermoregulation) and the order of infection. These interactions could contribute to an



unexpected variability of the efficacy of a control agent, depending on the nature of the resident

microbial community.

In Chapter IV, the effects of single and mixed infections with B. bassiana (EABb 90/2-Dm) and
Metarhizium acridum (IMlI 330189) strains on survival, feeding and reproduction of
thermoregulating D. maroccanus were evaluated. The locusts were treated with low doses of both
fungal pathogens alone and in mixture (total doses for single treatments and combinations =1x10?2
and 1x10% spores per insect). Although the temperature conditions (thermoregulation, no
thermoregulation) had a significant effect on the results of the experiment, the interaction
between both strains was additive for the lethal effects. Also, sublethal effects were detected,
with a 32-51% in the reduction of per capita feeding, 21-53% reduction in the number of egg-pods
per female, and 30-65% reduction in the number of fertile eggs per female. Locust fecundity (egg-

pods per female) and per capita feeding were positively correlated (r = 0.783).

The results of this Doctoral Thesis indicated that although the strain M. acridum IMI 330189
was better adapted to the high temperatures of locust behavioral thermoregulation, its co-
formulation with the strain B. bassiana EABb 90/2-Dm would allow for an overlap in their
performance according to the temperature conditions. The sublethal effects (feeding and
reproduction) should also be considered and added to the insect mortality when evaluating the
global effect of the fungal treatments. In the breeding areas of the Iberian Peninsula, where
temperature shows large within-day variation during spring-summer, with the use of this co-
formulation, the M. acridum strain would provide a better control at the time of the day with
higher temperatures (above 27 °C) and B. bassiana strain would be more effective in the more
temperate conditions (10-25 °C). Nonetheless, further studies involving field applications are
required to evaluate the ecological impact of this strain combination in the breeding areas of D.

maroccanus.

Keywords:: Dociostaurus maroccanus, Entomopathogenic mitosporic ascomycetes, Metarhizium
acridum, Beauveria bassiana, locust, thermoregulation, behavioral fever, insect-pathogen

interaction, mixed infection, feeding, reproduction.



ABREVIATURAS

AMEs= Ascomicetos Mitospdricos Entomopatogenos
AST= Average Survival Time

ca.= circa, aproximadamente

CARMA-= The Case-based Range Management Advisor
cf.= confer, compdrese

EMAs= Entomopathogenic Mitosporic Ascomycetes
FAO = Food and Agriculture Organization

MAPA= Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion
MST= Median Survival Time

RAMSES = Reconnaissance and Monitoring System of the Environment of Schistocerca
REML = Restricted Maximum Likelihood

SDA = Sabouraud Dextrose Agar

SIG = Sistemas de Informacién Geografica

TMS= Tiempo Medio de Supervivencia

UBV= Ultra Bajo Volumen
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1. Introduccion

El Orden Orthoptera incluye unas 28 000 especies, distribuidas por todas las regiones
del globo, a excepcion de las mas frias, de talla grande, acusada movilidad, habito
alimenticio, en general, fit6fago con manifiesta polifagia; pero, aun asi, solo un reducido
nimero de ellas interfiere con los intereses del hombre. Unas pertenecen al Suborden
Ensifera: grillos, chicharras y cigarrones; otras al Suborden Caelifera: saltamontes vy
langostas; sin embargo la mayor notoriedad corresponde a estas ultimas, como atestiguan
los innumerables registros de sus devastaciones ocurridas en el correr de los tiempos

histéricos en todos los continentes, y la amenaza del azote sigue presente.

El término langosta, patrimonial derivado del lat. Locusta, se emplea para nombrar a
un limitado nimero de especies de la familia Acrididae (Orthoptera: Caelifera) que
sobresalen por su cardcter dafiino para la agricultura. Son saltamontes que manifiestan
plasticidad morfoldgica, de comportamiento y tendencia al gregarismo, factor que
promueve la ocurrencia de dos formas o fases con diferencias muy acusadas. Una, llamada
fase solitaria, resulta inocua por ser limitada en efectivos, con tendencia al aislamiento,
de comportamiento sedentario; otra, lamada fase gregaria, la que explosiona como plaga,
esta caracterizada por poblaciones con individuos de exacerbada voracidad con tendencia

al agrupamiento y a la emigracién por el vuelo.

La transformacidn es un proceso continuo y reversible a través de fases intermedias
(transiens congregans = desde la fase solitaria a la fase gregaria y transiens dissocians =
desde la fase gregaria a la fase solitaria), que depende de factores bidticos y abidticos del
medio (Uvarov, 1921) (Fig. 1). El cambio de fase ocurre dentro de las llamadas zonas de
reserva o permanencia de la especie, en los focos gregarigenos, desde aqui los voraces
individuos de la fase gregaria, en cantidad desbordante, parten en vuelo hacia lugares
alejados, conocidos como areas de invasion (Eig, 1935; Santiago-Alvarez et al., 2008), donde

concluye la manifestacién de lo que denominamos plaga de langosta.

El titulo de langosta apenas supera la veintena de las especies de saltamontes (Pener
y Simpson, 2009; Song, 2011), son las que de modo ciclico forman densos grupos, bandas
de saltones y enjambres de adultos migrantes en cuyas poblaciones se aprecia el
polifenismo (del gr. moAUg, polys, mucho, numeroso; ¢paivw, féno, mostrar, brillar) esto
es, la presencia de varios fenotipos en respuesta a la densidad, no bajo control genético.
El fendmeno se da en al menos seis subfamilias de la familia Acrididae, lo que sefiala que

ha aparecido varias veces, de manera independiente, y es considerado como un caracter
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reciente en la evolucion de los saltamontes (Song, 2005; 2011); no obstante, la plena
expresion del polifenismo de fase tan solo resulta evidente en Locusta migratoria (L) y
Locustana pardalina (Walker) (Oedipodinae) Schistocerca gregaria (Forskal), S. piceifrons
(Walker), S. cancellata (Serville) 'y Nomadacris septemfasciata (Serville)
(Cyrtacanthacridinae) y en menor medida en Dociostaurus maroccanus (Thunberg)

(Gomphocerinae).

Los saltamontes también originan plagas con efectos devastadores pero su accion
gueda confinada al emplazamiento donde se desencadenan por lo que resultan menos
espectaculares (Santiago-Alvarez et al., 2008). Las ciclicas fluctuaciones demogréficas de
las poblaciones de unas y de otros son de irregular amplitud pero mientras las alarmantes
irrupciones de los saltamontes, en la mayoria de los casos, aparecen de manera
inadvertida, las de las langostas, en general, se pueden prevenir si se realiza un exhaustivo
seguimiento de la transformacion de fases en las zonas de reserva o permanencia (Zhang
et al.,, 2019).

Fase
Solitaria

Transiens Transiens
Dissocians Congregans

\ /

Fase

Gregaria

Fig. 1. Esquema evolutivo de la langosta segun la Teoria de las Fases.

Las mayores plagas de langosta recientes incluyen dos invasiones de S. gregaria en
areas de Africa y del sudeste asidtico en el periodo 1986-1989 (con un érea
tratada/protegida de 16.8 millones de hectdreas y un coste de control de 274 millones de
USS) y en el periodo 2003-2005 (13 millones de ha, 500 millones USS); y dos invasiones
de L. migratoria en Madagascar en el periodo 1997-2000 (4.2 millones de ha, 50 millones
de USS) y en el periodo 2013-2016 (4.2 millones de ha, 50 millones de USS) (Zhang et al.,
2019).
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Tabla 1. Principales especies de langosta, tamanfio y distribucidn geografica (Latchininsky, 2017).

N°  Nombre comun Nombre cientifico Longitud del Dlsmbl,]c,lon
cuerpo (mm)° geografica
3 ?
1 Langosta del desierto Schistocerca gregaria 45-56  50-65 Africa, Europa S,
(Forsk.) Asia SO y Cent.
2 Langosta migratoria Locusta migratoria (L.) 35-50 45-65 Africa, Eurasia,
Australia
3 Langosta marroqui o Dociostaurus maroccanus ~ 15-30  20-40  Africa N.,
mediterranea (Thunb.) Europa, Asia
Cent.
4 Langosta italiana Calliptamus italicus (L.) 15-30 20-42 Europa, Asia
5 Langosta roja Nomadacris 35-50 50-62 Africa
septemfasciata (Aud-Serv)
6 Langosta marrén Locustana parladina 35-45 40-65 AfricaS.
(Walk.)
7 Langosta australiana Chortoicetes terminifera 20-30 30-45 Australia
(Walk.)
8 Langosta pajaro Schistocerca americana 40-50 45-56 AméricaS.y
americana (Drur.) Cent.
9 Langosta de Bombay Nomadacris sucinta (Joh.)  40-50 55-65  Asia SE.
10 Langosta de las Melanoplus spretus 15-25 20-30 América N.
Rocosas’® (Wals.)

9Medida desde el extremo de la cabeza al extremo del abdomen
PExtinguida a principios del siglo XX

2. Las especies de langosta en nuestra fauna

La fauna espafiola de ortépteros muestra gran diversidad, consecuencia de la
heterogeneidad geografica y climatica observables en la Peninsula Ibérica asi como por el
aislamiento y localizacién entre Europa y Africa. Se han identificado unas 350 especies de
ortépteros, de las que el 56% corresponden al Suborden Ensifera (Pascual y Barranco,
2013) y el 44% al Suborden Caelifera (Presa et al., 2007), que pertenecen a mas de 140
géneros de distribucion paledrtica, atlantica, mediterranea y etiope, siendo algunos de

ellos cosmopolitas y otros endémicos (Gangwere y Morales-Agacino, 1970; Herrera, 1982).

El conjunto engloba cuatro especies consideradas langostas, cada una pertenece a
una subfamilia de la familia Acrididae (Pener y Simpson, 2009; Song, 2005; 2011): la
“langosta italiana”, Calliptamus italicus (L.) (Calliptaminae); la “langosta comun”, “de la

cruz”, “indigena”, “marroqui” o “mediterranea”, Dociostaurus maroccanus; la “langosta

emigrante”, Locusta migratoria y la “langosta del desierto”, Schistocerca gregaria.
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Fig. 2. A) Dociostaurus maroccanus, B) Calliptamus italicus.
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La especie D. maroccanus (Fig. 2A) presente tanto en la peninsula como en el
archipiélago canario es la que reviste mayor importancia econdmica (Vazquez-Lesmes y
Santiago-Alvarez, 1993); L. migratoria, a pesar de encontrarse en las faunas ibero-balear
(Gangwere vy Llorrente, 1992; Gangwere y Morales-Agacino, 1970; Presa et al., 2007) y
canaria (Bland et al., 1996), no consta que presente comportamiento de langosta, sino
mas bien de saltamontes, se trata de la forma danica o fase solitaria (Cafiizo, 1939). El C.
italicus (Fig. 2B) inculpado de ocasionar plagas en la provincia de Albacete (Cafiizo, 1939),
tiene pendiente la revision de su distribucién peninsular y la confirmacién de su tendencia

al gregarismo y cambio de fases (Santiago-Alvarez et al., 2008).

En cuanto a S. gregaria, “langosta del desierto”, ahora excluida de la fauna ibero-
balear (Presa et al., 2007) pero no de la canaria (Bland et al., 1996), bandas de adultos de
la fase gregaria invaden ocasionalmente desde Africa las Islas Canarias, con consecuencias
devastadoras (Cafiizo, 1954) o sin causar tantos dafios, como ocurrié en el afio 2004;
raramente lo hacen a la Peninsula, donde no consta que hayan causado estragos
(Vazquez-Lesmes y Santiago-Alvarez, 1993). La invasidn canaria suele suceder, si durante
el vuelo de emigracion, iniciado en el sur de Mauritania, en direccion al Norte del
continente para de ahi dirigirse al Este, se alteran las condiciones meteoroldgicas

normales (Santiago-Alvarez et al., 2008).

3. La langosta mediterranea o marroqui, Dociostaurus maroccanus

La langosta mediterranea estd considerada como una de las mayores plagas de la
agricultura (Andénimo, 1982) dado su alto grado de polifagia, que abarca unas 150 especies
pertenecientes a 33 familias botanicas, entre las que se encuentran aproximadamente 50

especies cultivadas (Latchininsky y Launois-Luong, 1992; Moreno-Marquez, 1944).

Esta especie, propia de la region Paleartica, ocupa una franja de aproximadamente
10000 km en sentido longitudinal y 2 000 km en el latitudinal, asentada en los tres
continentes del Viejo Mundo (Fig. 3), con limite occidental en los Archipiélagos Atlanticos
de Canarias y Madeira, circunda y rebasa el Mediterraneo hasta Afganistan y el sur de

Kazakstan, su limite oriental (Latchininsky, 1998; Uvarov, 1977).

En esta zona, consecuencia de estrictos requerimientos ecoldgicos, las poblaciones
de D. maroccanus se distribuyen de modo discontinuo por superficies de extensién

variable, con altitudes entre 400 y 800 m, topografia irregular que no permite el uso
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agricola del territorio, y determina la existencia de suelos compactos, con un tapiz vegetal,

estepa semidrida o semidesértica donde abundan pequefias gramineas anuales.

Estos lugares son las zonas de reserva o permanencia en las que el régimen
pluviométrico de caracter irregular, 300 a 500 mm anuales, incide en el espesor vy
uniformidad de la cubierta vegetal cuya asociacion de especies varia de unas areas
geograficas a otras, aunque existe una graminea, Poa bulbosa, que es comun a todas ellas
(Moreno-Marquez, 1944; Uvarov, 1977). Esta vegetacion brota muy pronto después de
las primeras lluvias primaverales, desaparece casi por completo al final de la estacién y el
aspecto de las mismas localizaciones en verano es un mosaico con manchas desnudas que

avidamente buscan las hembras para realizar la puesta.

Fig. 3. Distribucion geografica de D. maroccanus (de Latchininsky, 1998, modificado).

3.1. Descripcion

El huevo tiene forma cilindrica, alargado, concavo-convexo y algo achatado en los
extremos; el corion opaco y de color amarillo-carnoso; miden de 4.4 a 6 mm de longitud
y de 1 a 2 de anchura. Siempre encerrados en la ooteca o canuto de forma cilindrico-
curvada, con la extremidad inferior redondeada y la superior ligeramente cdncava
cubierta por el opérculo (Morales-Agacino, 1941). En la eclosion aparece la prelarva, larva
neonata o larva vermiforme de 0.72 mm de longitud y color tierra clara, a la que le siguen

cinco estadios de ninfa, la primera o mosquito, mide 4.6-5.4 mm, tiene color general
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obscuro, casi negro y antenas de 13 artejos, las segunda y tercera o moscas, miden 6.1-
9.0 mm y 9.7-13.0 mm, tienen color general castafio obscuro y antenas con 15-17 y 20
artejos respectivamente. La ninfa de cuarta edad o salton tiene color castafo y una
longitud de 12.5-21.0 mm y las antenas con 21-23 artejos. La de quinta edad, también
saltdn, tiene color castafio tirando a rosa térreo y mide 17.0-28.0 mm y antenas con 23-

24 artejos (Morales-Agacino, 1941).

Los adultos tienen una longitud de 20-38 mm, la hembra, y 17-30 mm, el macho, color
general gris pardusco, con manchas sombrias: en el pronoto una marcada quilla central y
una X (o cruz de san Andrés) formada por dos estrechas bandas blanco amarillentas; élitros
en ambos sexos mas largos que el abdomen, algo hialinos, con manchay puntos obscuros;
alas del segundo par hialinas ligeramente ahumadas; fémures de las patas posteriores con
tres manchas oscuras, apice negruzco y las tibias rojas con una mancha amarilla en la base
(Morales-Agacino, 1941). Existe variabilidad en el tamafio de los adultos, con aparentes

diferencias entre poblaciones de distinto origen geografico (Fig. 4).

La Serena El Hierro

Fig. 4. Adultos de D. maroccanus procedentes de La Serena (Badajoz) y la isla del Hierro
(Canarias).
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3.2. Ciclo biolégico

D. maroccanus es una especie univoltina por toda el drea de distribucién, con un ciclo
vital que se desenvuelve en dos etapas, la hipogea, o desarrollo embrionario, que dura de
9 a 10 meses (Bodenheimer y Shulov, 1951; Merton, 1959; Santiago-Alvarez et al., 2003).
La morfogénesis del embridn, que consta de 20 estados arbitrariamente definidos por
Bodenheimer y Shulov (1951), transcurre en dos fases, la anatrepsis (estados | a XIV) y la
catatrepsis (estados XV a XX), entre las que se intercala una parada ecoldgica, la diapausa

en el estado XIV.

La anatrepsis arranca a los pocos dias de realizar la puesta las hembras al final de la
primavera (Bodenheimery Shulov, 1951; Santiago-Alvarez et al., 2003), prosigue en pleno
verano sin ningun tipo de interrupcidn siempre que la temperatura del suelo no rebase el
Optimo situado a 25 °C -en caso contrario se detiene por quiescencia (Quesada-Moraga y
Santiago-Alvarez, 1999; 2000b)- para concluir a principios del otofio en el estado XIV, el
de diapausa. Esta requiere un periodo de exposicion, mas o menos prolongado, a
temperaturas entre 8 y 16 °C (Quesada-Moraga y Santiago-Alvarez, 1999; 2000b) para
reiniciar la morfogénesis de la segunda fase del embridn o catatrepsis (estados XV a XX),
lo que ocurre al inicio del invierno. El progreso de la misma esta en relacion directa con la
temperatura, y la eclosién ocurre al comienzo de la primavera (entre el 12 de marzo y el
12 de abril), cuando el embrién ha acumulado una cantidad de grados-dia determinada
(Santiago-Alvarez et al., 2003) y siempre que la humedad del suelo esté préxima a la
capacidad de campo. El descubrimiento de la relacion que guarda la evolucion del
embridén con la temperatura, ha permitido por primera vez la cria de la especie en

cautividad (Quesada-Moraga y Santiago-Alvarez, 2001c).

El desarrollo postembrionario transcurre entre los meses de marzo y mayo, en
funcion de la fecha del avivamiento y de la temperatura diaria. Los adultos hacen su
aparicion a finales de mayo, y su presencia en campo se prolonga hasta primeros de julio,
lo que supone una longevidad de 35 a 40 dias, periodo durante el cual las hembras realizan
la puesta consistente en dos canutos espaciados en el tiempo (Quesada-Moraga y

Santiago-Alvarez, 2001a).

3.3. Las fases

El polimorfismo de fase es menos evidente en esta especie que en las otras langostas,

asi, en cuanto al color no se observan cambios tan llamativos como en “la langosta del

10
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desierto” o en “la emigrante”. En esta especie la caracterizacion de las fases se realiza por
morfometria. Los adultos de la fase gregaria son mayores que los de la solitaria, al
contrario de lo que ocurre con otras especies; su mayor tamafio se refleja en las
dimensiones de las alas, élitros y fémures posteriores. La determinacion biométrica
establecida, el Indice élitro-femoral (E/F) calculado para cada uno de los sexos, esto es el
ratio entre la longitud del élitro o tegmen y la del fémur de las patas posteriores, es mayor
en la fase gregaria (macho = 1.74; hembra = 1.72) que en la solitaria (macho = 1.49;
hembra = 1.58) (Moreno-Marquez, 1942). Los machos son normalmente menores que las
hembras en ambas fases, pero las diferencias de tamafio entre sexos se acenttan en las

solitarias.

En lo referente al comportamiento, se dan las mismas caracteristicas que en las otras
especies. Los individuos de la fase solitaria tienden al aislamiento y sedentarismo, esto es,
una distribucién uniforme por el territorio infestado; por el contrario los de la gregaria se
rednen en grupos densos, primero constituyen manchones (moscas, 22 y 32 edad), luego
cordones (saltones, 42 y 52 edad) para concluir en bandos que no se desintegran cuando

aparecen los adultos que emigran por el vuelo.

En cuanto a la fecundidad potencial de las hembras, en esta especie a diferencia de
las otras citadas, es mayor la de las gregarias que las solitarias: el nUmero de ovariolos por
ovario varia entre 31 y 36, siendo los valores mas altos aquellos para la fase gregaria
(Quesada-Moraga y Santiago-Alvarez, 2001a). En lo que respecta al comportamiento de
puesta las hembras de D. maroccanus son muy exigentes en cuanto al lugar apropiado
para hacerla, requieren suelos compactos, desprovistos de vegetacién y a salvo de
encharcamientos. Los rodales de puesta acogen la oviposicion de varias hembras, atraidas
por estimulos varios, aunque la densidad de canutos sera mayor o menor dependiendo
de la fase. Asi, las hembras de fase solitaria la dispersan mas que las hembras de la fase
gregaria. En este ultimo caso se dan las mayores densidades, de hasta 1 000 canutos por
m? (Benlloch y Cafiizo, 1941).

4. Las plagas de langosta en Espaiia

La Peninsula y el Archipiélago Canario son los dos territorios nacionales que soportan
plagas de langosta. La Peninsula Ibérica ha padecido estas plagas con acusada frecuencia
desde tiempos remotos. La primera de la que se tiene noticia documental ocurrid en el
afio 846 de nuestra era (Vazquez-Lesmes y Santiago-Alvarez, 1993) y la Gltima al finalizar
la guerra civil (Pefia, 1941; 1942).

11
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Las plagas de langosta en Espafia fueron adjudicadas cientificamente al acridido
gonfocerino, Dociostaurus maroccanus, “langosta comun”, “mediterranea” o “marroqui”,
presente en las ortopterofaunas peninsular (Gangwere y Morales-Agacino, 1970) vy
canaria (Bland et al., 1996), sin ningun género de dudas, por D. Ignacio Bolivar (Vazquez-
Lesmes y Santiago-Alvarez, 1993), en el tltimo tercio del siglo XIX (Bolivar, 1876). En Ia
actualidad, las plagas de langosta han perdido la relevancia del pasado porque se
mantiene activado un sistema de prevencion, eficaz, aunque precisa de adaptacién a las

nuevas exigencias medioambientales (Anénimo, 2004-2007).

4.1. Gestacion de una plaga de langosta

La ocurrencia de las plagas de D. maroccanus, cuyo caracter ciclico es constatado por el
registro histérico (Vazquez-Lesmes y Santiago-Alvarez, 1993), fue atribuida a aspectos no
siempre basados en el conocimiento cientifico, hasta que se promulgé la Teoria de las Fases
en el primer tercio del s. XX (Uvarov, 1921), y se constatd el cumplimiento de la misma por
parte de la langosta mediterranea o marroqui (Cafiizo y Moreno-Marquez, 1940; Moreno-
Marquez, 1942), por lo que las inesperadas bandas de adultos que llegaban volando a los

cultivos eran individuos en fase gregaria procedentes de alguna zona de reserva.

Una plaga de langosta sobreviene en dos etapas, la primera tiene lugar en terrenos
poco aptos para el uso agricola, donde nace un exorbitante nimero de ninfas, que arruina
el tapiz vegetal antes de alcanzar el estado adulto. Esto ocurre en las areas de
permanencia, bien delimitadas y diseminadas por todo el territorio nacional, muy en
particular en la parte meridional; las cuales, aunque con leves variaciones, han mantenido

fijeza a lo largo de los siglos (Vazquez-Lesmes y Santiago-Alvarez, 1993).

Las zonas de reserva o permanencia peninsulares fueron reconocidas y delimitadas
(Cafiizo y Moreno-Marquez, 1940) en Extremadura (La Serena, Badajoz; Llanos de Caceres
y Trujillo, Caceres), Andalucia (Valle de los Pedroches, Cordoba), La Mancha (Valle de
Alcudia, Ciudad Real) y Aragén (Los Monegros; Huesca-Zaragoza); en el archipiélago
canario, D. maroccanus esta presente en todas las islas que componen la provincia de
Tenerife, y en Gran Canaria (Anénimo, 1933-54; Bland et al., 1996), las de mayores

altitudes.

El régimen pluviométrico en las zonas de reserva juega un papel importante en la
dindmica poblacional de D. maroccanus. Asi, cuando se suceden afos con lluvias oportunas

y de cuantia conveniente, los individuos se dispersan por la extensa superficie cubierta de
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abundante vegetacion. Por el contrario, cuando se suceden afos de sequia o de lluvias
escasas, los individuos se concentran en las zonas con vegetacién favorable y, en
consecuencia, se propicia la formacion de la fase gregaria (Cafiizo, 1942). Desde la aparicion
de las moscas (N2y N3), se forman manchones, luego por coalescencia de varios, ya saltones
(Nay Ns), pasan a cordones, sin desagregarse al llegar a adultos, componen el bando volador,
gue realizara los vuelos de emigracién (Cafiizo y Moreno-Marquez, 1940) cuya amplitud se

cifra en 70 a 100 km, rara vez superando los 200 km (Latchininsky, 1998).

Ahora da comienzo la segunda etapa que transcurre en tierras feraces, y distantes, a
donde emigraron por el vuelo las miriadas de adultos, con voracidad exacerbada, que las
dejaran completamente devastadas. Los individuos en fase gregaria originan las plagas de
langosta, pero éstos no aparecen de forma brusca, sino de modo continuo, a través de fases
intermedias, lo que requiere la accién ininterrumpida de los factores que inducen a la

transformacién durante un niumero variable de generaciones cuya cadencia es anual.

Cuando la plaga remite, la superficie ocupada por la especie retrocede
dramaticamente y las Unicas poblaciones notables vuelven a ser las que se encuentran en
las areas de reserva. A menudo, durante varios afios consecutivos, la especie no pasa de

ser un amenazante miembro de la acridofauna local (Santiago-Alvarez et al., 2008).

5. Control de las plagas de langosta

Los programas de control de las distintas especies de langosta eran en el pasado en
su mayoria curativos y, aunque todavia estas medidas son necesarias, el reconocimiento
de los trastornos causados por las mismas ha cambiado el paradigma hacia un control
fundamentalmente preventivo. Estas estrategias son mas racionales, efectivas,
econémicamente viables y respetuosas con el medio (Zhang et al., 2019). Las medidas de
control preventivo tienen como objetivo tratar el mayor niumero posible de focos de
langosta en las dreas de reserva o permanencia antes de la formacién de la plaga y que se

produzcan dafios en las zonas de cultivo (Uvarov, 1977).

Un componente critico del control preventivo es la rapida localizacién de los focos
con alta infestacidn, como focos de avivamiento o, posteriormente, focos con alta
densidad de ninfas o adultos. Aunque evitar la formacion de la fase gregaria es el principal
objetivo del control preventivo, la utilizacién de herramientas de genética de poblaciones,
como marcadores moleculares, ha demostrado igualmente la importancia de la fase

solitaria en la dinamica de poblaciones en varias especies de langostas. Los individuos en
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la fase solitaria son mucho mas méviles y abundantes que lo que se pensaba, y en el caso
de la langosta del desierto, las migraciones de la fase solitaria son una adaptacién clave

en ambientes hostiles (Chapuis et al., 2014).

Las prospecciones de focos de langosta en fase solitaria son importantes para
detectar los estados iniciales que pueden derivar en una plaga. Los sistemas de soporte a
la informacidn consisten generalmente en sistemas de informacién geografica (SIG) que
combinan numerosos tipos de datos sobre las langostas, su habitat y condiciones
climaticas que determinan cudndo y déonde deben de realizarse las prospecciones de las
ninfas y adultos y proporcionan consejo sobre la mejor estrategia de control (Zhang et al.,
2019). Ejemplo de programas de control de langostas y saltamontes basados en SIG son
el usado por la FAO, RAMSES (Reconnaissance and Monitoring System of the Environment
of Schistocerca), y el utilizado en el oeste de los Estados Unidos, CARMA (The Case-based

Range Management Advisor) (Cressman, 2013; Hastings et al., 2009).

En el caso de D. maroccanus, las actuaciones para contener las plagas se realizan de
modo principal en las zonas de reserva o permanencia, que estan claramente delimitadas,
ubicadas en ecosistemas de indudable valor ecolégico y ademas soportan una actividad
pecuaria nada desdefable para la economia regional y nacional. El control de las poblaciones
de langosta es competencia de la Administracién y estd regulado por Real Decreto
1507/2003, de 28 de noviembre, por el que se establece el Programa Nacional de Control
de las Plagas de Langosta y otros Ortdpteros. Adicionalmente, algunas de las
comunidades autéonomas donde es mayor la problematica, emiten normativa mas
especifica (p. ej. Orden de 28 de febrero de 2018 por la que se establecen normas de
control integrado contra la langosta mediterranea para la campafia 2018, Junta de
Extremadura). Este modo de proceder, restablecido al finalizar la guerra civil (Pefia, 1941;
1942), ha privado de notoriedad a las plagas de langosta en Espaia no sin un apreciable coste
econdmico anual, justificable no solo en base a los dafios reales sino también al enorme dano

potencial que representan las bandas de adultos emigrantes (Anénimo, 2004-2007).

En Espafia se trataron con insecticidas para el control de langostas y ortépteros
asociados una media anual de 162 000 ha entre los afios 2004 y 2007, con un coste
estimado de 1 860 000 € por afio (Andnimo 2004-2007). En otros paises del area de
distribucién de la especie los tratamientos de grandes areas, con el consiguiente coste

econdmico y ambiental, han sido comunes en las ultimas décadas (p. ej. 650 000 ha en
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Uzbekistdn en 1984; 219 000 ha en Turkmenistan en 1984; 124 000 ha en Marruecos en
1996) (Latchininsky, 1998).

5.1. Medidas de control que inciden en el medio

El tipo de suelo constituye el factor mas limitante para la colonizacion de D.
maroccanus. Las hembras solo realizan la oviposicidon en suelos compactos, sin alterar,
con alto contenido en arcilla (Arias et al., 1994; Latchininsky, 1998; Moreno-Marquez,
1943). La roturacion de tierras parece ser catastréfica para la langosta mediterranea. En
muchas regiones, la agricultura intensiva ha causado la completa desaparicion de la
especie (Latchininsky, 1998). La roturacion de tierras era frecuentemente recomendada
en el pasado como medida de control, realizdndose en invierno, con el objetivo de la
destruccion de las ootecas (Moreno-Mdrquez, 1940; Vazquez-Lesmes y Santiago-Alvarez,
1993). No existe una coincidencia de pareceres sobre si resultan mas beneficiosa las
labores profundas o superficiales; las primeras entierran las ootecas para que no puedan
eclosionar, las Ultimas las sacan a la superficie quedando expuestos a la accion destructiva
de las heladas, desecacién y aves acridifagas (Alfaro, 2005). No obstante, esta medida no
estd exenta de dificultades y controversias, de una parte, la existencia de suelos poco
profundos, y con afloramientos de la roca madre, como los del area de reserva de La
Serena en Extremadura, que limitan su aplicacién; de la otra, los aspectos econdmicos y

medioambientales que desaconsejan la estrategia en grandes areas.

5.2. Medidas de control que inciden en el fitéfago

Existen varias medidas que inciden directamente en el insecto, como la ya
mencionada roturacion de tierras para la destruccidn de las ootecas. Debido a que esta
especie realiza las puestas generalmente en zonas de poco suelo y con abundancia de
piedras, el laboreo mecanico resultaba complicado en la practica. También se ha tratado
de reducir las poblaciones de la especie mediante trochas, fuego, y hasta el golpeo de los
insectos (Alfaro, 2005; Dobson, 2001; Moreno-Marquez, 1940; Vazquez-Lesmes vy
Santiago-Alvarez, 1993). Estas medidas, aunque empleadas en el pasado, han sido
utilizadas como ultimo recurso para el control de las langostas incluso a finales del siglo
XX. Como ejemplo, podemos citar el control de D. maroccanus en el norte de Afganistan,
donde en 1996 se acabaron los fondos que habian mantenido los programas de
emergencia para luchar contra esta plaga, que se habian desarrollado desde 1990 y

estaban basados en el empleo de insecticidas. Los paises donantes fueron reticentes a
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mantener la compra de insecticidas en un pais al borde de la guerra, como consecuencia,
los métodos mecanicos usados por generaciones de agricultores afganos fueron
reintroducidos. Las medidas de control mecanico consistieron en el monitoreo de rodales
de puesta en la primavera para detectar el avivamiento y la movilizacion de las
comunidades para cavar trochas y asi evitar el avance de los saltones. Entre los afios 1996

y 1999 se controlaron unas 30 000 ha con un ahorro de 300 000 USS (Stride et al., 2003).

La mayoria de los programas para el control de langostas y saltamontes todavia
emplean como medida principal insecticidas quimicos. Aunque los preparados en forma
de polvo mojable son utilizados dada la disponibilidad de los equipos, las aplicaciones en
ultra bajo volumen (UBV) —con formulaciones normalmente en aceite- bien terrestres o
aéreas son el método principal de aplicacién, al ser requeridos voliUmenes de caldo muy
inferiores a los anteriores. Los insecticidas recomendados para el control de langostas y
saltamontes, con sus ventajas e inconvenientes, estan detallados en los boletines de FAO

(http://www.fao.org/ag/LOCUSTS/en/publicat/gl/gl/index.html).

Las aplicaciones pueden hacerse para cubrir la zona total a tratar o en franjas, en cuyo
caso, se realizan aplicaciones aéreas separadas unos 300-500 m de distancia, utilizadas
comunmente contra la langosta del desierto y langosta australiana. En este tipo de
aplicaciones, los insectos van desplazandose e impregnandose del insecticida. En los
Estados Unidos se realizan aplicaciones similares con areas reducidas de tratamiento,
alternando bandas de 5 a 30 m con otras zonas similares sin tratar. En ambos casos, el
objetivo de las aplicaciones es facilitar la presencia de areas de refugio, zonas sin tratar,

para artropodos no diana incluyendo parasitos y depredadores (Zhang et al., 2019).

En el caso de D. maroccanus en Espaiia, el uso de insecticidas quimicos se realiza de un
modo racional dentro de programas de control preventivo. Estos programas, con los
correctos métodos de prospeccion, permiten la localizacidn y tratamiento de rodales de
puesta, focos de avivamiento, o focos con alta densidad de ninfas o adultos, impidiendo
la transicion a la fase gregaria. La adopcidn del sistema ha supuesto una enorme disminucion
de los costes econdmico y social porque la aplicacién de las medidas de control se limita a
zonas especificas de las dreas de reserva y no alcanzan a las zonas de invasién (Anénimo,

2004-2007).

Los insecticidas mas utilizados en las ultimas décadas, muchos de ellos ya prohibidos en
Espafia, han sido organofosforados (malation, fenitotridén, clorpirifos) y, posteriormente,

inhibidores de la sintesis de quitina (diflubenzurén, flufenuxurdén). En la actualidad, las
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sustancias activas registradas en Espaifa para el control de langostas y ortépteros asociados

son azadiractina, clorpirifos, deltametrin y lambda cihalotrin (MAPA, 2019).

Sin embargo, aunque la utilizacidon de insecticidas para el control de langostas y
saltamontes se realiza de un modo cada vez mas racional, intentando minimizar el
impacto en areas de valor ecoldgico, aun presenta un gran numero de potenciales efectos
adversos sobre la salud humana, organismos no diana y resto del ecosistema (Everts y Ba,

1997; Lockwood et al., 2002; Peveling, 2001; Smith et al., 2006).

5.3. Medidas de control que inciden en las relaciones intraespecificas

En las especies de langostas, aunque la transicion desde la fase solitaria a la fase
gregaria esta determinada principalmente por la densidad de individuos, existen diversos
mecanismos de interaccion intraespecificos que afectan a la gregarizacion y la
consecuente formacién de una plaga. Estos mecanismos incluyen estimulos visuales y
tactiles, feromonas, factores alimenticios y la historia previa de fase (Cullen et al., 2017,
Hassanali et al., 2005; Zhang et al., 2019). Los efectos de las feromonas mas estudiados
son aquellos asociados a la agregacién de individuos, maduracién sincronizada,
ovoposicidn conjunta y transferencia materna de los caracteres de fase (Hassanali et al.,
2005).

Parece poco probable que, al contrario que otras plagas, en el caso de langostas y
saltamontes las feromonas puedan ser utilizadas para la disrupcidn de la cépula o trampeo
masivo. Sin embargo, las feromonas sexuales podrian ser utilizadas en trampas de luz o
color para monitorizar poblaciones en el area de reserva y contaminar los individuos del
sexo atraido con patdgenos que serian dispersados mds tarde en el resto de la poblacién.
Similar practica podria realizarse con las feromonas de agrupacién para la oviposicién o
las feromonas de agregacién de individuos, siempre que esas feromonas puedan ser

detectadas desde la distancia (El Bashir, 1997).

Otra alternativa mas plausible es la aplicacién de feromonas que puedan tener un
efecto anti-agregante para forzar a los individuos a un estado solitario (El Bashir, 1997).
Con este propdsito, el fenilacetonitrilo es uno de los candidatos mas estudiados para el
control de langostas. En la especie S. gregaria existe un complejo de feromonas para la
agregacion, una especifica para ninfas y otra para adultos. La feromona para adultos es
un complejo de quimicos entre los que destaca el fenilacetonitrilo, compuesto

predominante en la fraccién volatil de las heces de los adultos macho maduros, pero a la
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gue responden ambos sexos (Hassanali et al., 2005). Aunque el fenilacetonitrilo estimula
la agregacién en adultos, sin embargo ha mostrado un efecto de promocidon de la fase
solitaria para ninfas (Bashir y Hassanali, 2010). Especificamente, las ninfas en fase
gregaria expuestas al fenilacetonitrilo ven interrumpida la comunicacién olfativa entre
individuos, volviéndose hiperactivas, mostrando alto grado de canibalismo y los
individuos que sobreviven fueron cambiando a la fase solitaria (Bashir et al., 2016; Bashir

y Hassanali, 2010).

En el caso de D. maroccanus, se ha comprobado la existencia de una feromona sexual
(Furstenau et al., 2013; Guerrero et al., 2019). Estos estudios han identificado al fital como
posible componente de la feromona sexual de la langosta mediterrdnea. El fital es
producido en alas y patas de machos sexualmente maduros y atrae tanto a machos como
a hembras. Este compuesto es especifico de D. maroccanus, ya que no se ha detectado
en otros acrididos que comparten el mismo habitat como el congenérico D. jagoi Soltani
ni en el caliptamino Calliptamus wattenwylianus Pantel. Aunque se ha avanzado en las
ultimas décadas en la comprensién del efecto de feromonas y otros semioquimicos en el
comportamiento de las langostas, su posible utilizacion practica para la monitorizacion y

control de las poblaciones de estas especies necesita ser clarificado (Zhang et al., 2019).

5.4. Medidas de control que inciden en las relaciones interespecificas

El control natural que ejercen los diversos enemigos entomofagos, vertebrados e
invertebrados y entomopatdgenos de la langosta mediterranea, D. maroccanus, no es
suficiente para evitar la transformacién de fases (Latchininsky, 1998; Latchininsky y Launois-
Luong, 1992; Santiago-Alvarez et al., 2008). Sin embargo, la facil localizacién y delimitacién
de las zonas de reserva y focos gregarigenos (Moreno-Mdrquez, 1946), favorece el
aprovechamiento del potencial que encierran para este fin, el conjunto y cada una en
particular, por las cuatro estrategias siguientes: a) conservacion, manipulacion del medio
para favorecer que los enemigos naturales aumenten en nimero, b) inoculacién, suelta de
enemigos naturales para que se multipliquen y controlen al insecto durante un periodo de
tiempo, no permanentemente, c¢) inundacion, suelta de organismos para alcanzar el control
por este modo y d) el control bioldgico clasico, suelta de un agente natural no indigena para

su establecimiento en el medio y control permanente (Eilenberg et al., 2001).
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5.4.1. Los vertebrados depredadores

Los estados postembrionarios de D. maroccanus son pasto de aves, mamiferos, anfibios
y reptiles (Latchininsky y Launois-Luong, 1992), depredadores generalistas cuya accién en el
control natural de las poblaciones resulta insignificante. Las aves insectivoras estan
consideradas enemigos de la langosta desde muy antiguo (Vazquez-Lesmes y Santiago-
Alvarez, 1993), no faltan en la rica avifauna espafiola especies devoradoras de canutos,
ninfas y adultos de D. maroccanus (Cafiizo, 1939; Navarro, 1901; Navas, 1922) pero por no
ser especifica su accion son desestimadas como agentes de control de las plagas de langosta

(Santiago-Alvarez et al., 2008).

5.4.2. Los invertebrados depredadores

Las larvas de un conjunto de especies de insectos, dipteros de la familia Bombyliidae,
Cytherea obscura (F.), Cytherea (Glossista) infuscata (Meigen), (Alfaro, 2005; Cafiizo, 1943;
Hernandez-Crespo, 1993; Pefia, 1941) y Systoechus sulfureus (Mikan) (Benlloch y Cafiizo,
1941; Navarro, 1923; Pefia, 1941); coledpteros de la familia Cleridae, Trichodes amnios
Fabricius (en Benlloch y Caiiizo, 1941; Cafiizo, 1939; 1956; Lapazaran, 1925; Navarro, 1901;
Pefia, 1941) ahora T. flavocinctus Spin (Hernandez-Crespo, 1993), y de la familia Meloidae,
Mylabris quadripunctata (L.), M. duodecimpunctata Olivier etc. (Alfaro, 2005; Cafiizo, 1956)
y M. variabilis Pallas (Navarro, 1923), viven a expensas de los huevos contenidos en los

canutos de D. maroccanus.

Su incidencia es cuantificable aunque varia en el tiempo y en el espacio. La estrategia de
control bioldgico por conservacion es la Unica aplicable a estos depredadores de huevos, que
son especies univoltinas (Benlloch y Cafiizo, 1941; Caiiizo, 1943; Hernandez-Crespo, 1993), y
gue presentan enormes dificultades para obtener en cautividad las grandes cantidades de
adultos para la suelta en campo donde, ademas, su actividad de puesta queda a merced de
las disponibilidades de polen. Los estados postembrionarios son depredados por otros
ortopteros, como Decticus albifrons (F.) y Platystolus martinezii Bolivar (Hernandez-Crespo,
1993) (Fig. 5), cazados por adultos de himendpteros de la familia Sphecidae, asi Sphex
paludosa Rossi (Navarro, 1901) que los transportan a sus nidos para alimento de sus larvas,
o depredados por algun aracnido, pero todos estos generalistas no son muy efectivos en el

control natural de D. maroccanus (Hernandez-Crespo, 1993)
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Fig. 5. A) Decticus albifrons, B) Platystolus martinezii.

5.4.3. Los invertebrados parasitos y parasitoides

Los parasitos encontrados hasta ahora en poblaciones naturales de D. maroccanus
tienen desigual importancia para el control bioldgico de esta especie. El protozoo Gregarina
acridiorum Léger (Eugregarinorida: Apicoplexa) alojado en el mesenterén de los adultos (Lipa
et al., 1996) no causa sindrome patoldgico alguno, su incidencia en la reducciéon de efectivos
es nula vy, si afecta al potencial reproductor, no se ha cuantificado por ahora (Santiago-

Alvarez et al., 2008).

El nematodo mermitido Hexamermis serenensis Hernandez-Crespo y Santiago-Alvarez,
(Hernandez-Crespo y Santiago-Alvarez, 1997a) parasito intrahemocélico que causa la muerte
a ninfas y adultos de D. maroccanus (Hernandez-Crespo y Santiago-Alvarez, 1991), actta
sobre las poblaciones naturales de manera consistente. Aunque se han obtenido huevos en
laboratorio (Hernandez-Crespo y Santiago-Alvarez, 1997b), la cria en estas condiciones no
parece facil por lo que, de momento, estdn descartadas las aplicaciones inoculativas y es mas

factible la estrategia de conservacién (Santiago-Alvarez et al., 2008).

Los acaros de la familia Trombididae, Trombidium sp., Eutrombidium sp., alojados con
preferencia en la insercion de las alas, no causan debilitamiento de los individuos parasitados
a los que parece acuden por un comportamiento forético (Hernandez-Crespo, 1993; Navarro,

1901).

Los adultos son parasitados por larvas de diversas especies de dipteros. En su mayor
parte pertenecen a la familia Sarcophagidae: Sarcophaga sp. (Delgado de Torres, 1929), S.
haemorrhoidalis (Fallen) (Alfaro, 2005), Sarcophaga lineata Fall (Pefa, 1941) y Blaesoxipha

sp., B. paoliVilleneuve (Hernandez-Crespo, 1993); tan solo se ha encontrado una especie, no
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identificada, de la familia Nemestrinidae (Hernandez-Crespo, 1993). La estrategia de
conservacion es la Unica aplicable a éstas dados los escasos conocimientos sobre su biologia
y las enormes dificultades para obtener en cautividad las grandes cantidades de individuos

necesarios para la suelta en campo.

5.4.4. El control microbiano

La estrategia de control bioldgico de plagas de langosta y saltamontes, por inoculacion
o inundacion, se centra en los microorganismos entomopatdgenos, virus, bacterias, hongos
y microsporidios (Lomer et al., 2001), muy en particular los que presentan especificidad,
seguridad de empleo y bajo coste de produccion, ademds de mostrar eficacia en medios
con elevada iluminacién y baja humedad relativa, como son los que habitan estos insectos.
Por otro lado, deben ser faciles de formular para su empleo por los medios convencionales
y son preferidos los que acttian por contacto a los que lo hacen por ingestion (Lomer et al.,

2001).

La idea de utilizar microorganismos entomopatdgenos para el control de la langosta
mediterranea surge en Espafia muy tempranamente, al igual que en otros paises, en los
inicios del s. XX, cuando todavia los estudios de patologia de insectos estaban poco
afianzados (Santiago-Alvarez et al., 2008). Un primer ensayo, sin éxito aparente, se realizé
en 1901 en la provincia de Caceres (Navarro, 1901) con el hongo que tantas expectativas
habia creado, Empusa acridii Cooper (Cooper, 1898), aislado en Sudafrica de Acridium
purpuriferum (Walker), pero en realidad se trataba del saprofitico Mucor racemosus Fres.
(MacLeod y Miiller-Koglert, 1973). Afios mas tarde, en vano, se intentd lo propio en Aragoén
con la bacteria Coccobacillus acridiorum d’Hérelle (Lapazaran, 1925), aislada en México de
Schistocerca pallens Thunb. (Hérelle, 1911), la cual, transcurrido algun tiempo, fue relegada
al olvido por la inconsistencia de resultados y el descubrimiento de su verdadera identidad,

Aerobacter aerogenes (Kruse) (Steinhaus, 1951).

Los patégenos asociados a D. maroccanus de manera natural son bacterias, hongos y
protozoos (Latchininsky y Launois-Luong, 1992), por eso avanzado el siglo XX, ya en su ultimo
cuarto, el grupo de investigacion PAIDI AGR3 163 “Entomologia Agricola” de la Universidad
de Cérdoba (UCO) puso todo su empefio para detectar la presencia de patdgenos en las
poblaciones de D. maroccanus y otros acrididos en las zonas de reserva de Espafia. Este
modo de proceder, buscar patdgenos en el medio donde se desenvuelven las poblaciones
de la langosta que se quiere controlar, es el adecuado a la seleccion del mas idéneo, en

términos de virulencia, eficacia, seguridad y persistencia, para su desarrollo como
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bioinsecticida (Lomer et al., 2001). La investigacidon ha puesto en evidencia la presencia de
bacterias (Aldebis et al., 1994) y hongos (Hernandez-Crespo y Santiago-Alvarez, 1997c) en las

poblaciones del acridido tanto de la peninsula como de Canarias.

Las cepas de la bacteria esporigena Bacillus thuringiensis Berliner, aisladas de larvas
vermiformes y de ninfas de primer estadio de D. maroccanus de la zona de La Serena
(Badajoz) y la isla de El Hierro (Aldebis et al., 1994), mostraron cierto grado de actividad
toxica para ninfas de 32, 42 y 52 edad, por bioensayos de laboratorio (Quesada-Moraga y
Santiago-Alvarez, 2003). Un aislado de una larva vermiforme, del serovar azawai, causé
elevada mortalidad y deterioro tisular en el mesenterdn, un claro signo de intoxicacion
(Quesada-Moraga y Santiago-Alvarez, 2001b). Esta representa la primera cita de una cepa
de B. thuringiensis con patogeneicidad para un ortoptero después de tantos esfuerzos
realizados para conseguirlo (Zelazny et al., 1997). El empleo practico de esta cepa de B.
thuringiensis, implica una formulacién que incorpore un fagostimulante, aplicada en forma

de cebo o por pulverizacidn sobre la cubierta vegetal para ser ingerida por las ninfas.

Paranosema locustae (E.U.Canning) Y.Y.Sokolova, V.V.Dolgikh, E.V.Morzhina,
E.S.Nassonova, I.V.Issi, R.S.Terry & J. es un microsporidio patégeno de langostas vy
saltamontes que infecta los adipocitos del cuerpo graso, y permanece como el Unico
microsporidio registrado y comercialmente disponible para el control de plagas (Solter et
al., 2012). El amplio rango de hospedantes entre langostas y saltamontes (mas de 100
especies), la eficiente transmisién horizontal, complementada con transmisién vertical, y
la facilidad para el almacenamiento de los conidios durante largos periodos, son los
factores favorables para su desarrollo como bioinsecticida. Este patégeno ha sido
observado en poblaciones peninsulares de D. maroccanus, pero aun no se han publicado

los resultados (Quesada-Moraga y Santiago-Alvarez, comunicacién personal).

Aunque no se tiene noticia de infecciones naturales de D. maroccanus por los
nematodos entomopatégenos (Sterneinematidae y Heterorhabditidae), por ensayos de
laboratorio sabemos que las ninfas son susceptibles a una cepa autéctona de Steinernena
glasseri (Steiner); dado que invaden a los hospedantes de forma activa por los espiraculos
etc, el empleo practico, de tipo inundativo, podria realizarse pero circunscrito a los rodales
de puesta para alcanzar a las de 12 edad (Quesada-Moraga y Santiago-Alvarez, 2000a). Sin
embargo, la aplicacion presenta algunos inconvenientes, el alto coste y el requerimiento

de una considerable cantidad de agua para la dispersion de los juveniles infectivos.
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Los hongos entomopatdgenos presentan una serie de propiedades que les convierte en
la principal alternativa para el control microbiano de langostas, tanto por su modo de accién
por contacto, como sus buenas perspectivas de desarrollo comercial (Lomer et al., 2001;

Santiago-Alvarez et al., 2008).

5.4.5. Los hongos entomopatdégenos

Los hongos entomopatdgenos constituyen un conjunto diverso de 700-750 especies
en el reino Mycota, si bien, este cardcter es poco frecuente en las divisiones,
Blastocladiomycota y Basidiomycota, y resulta mas frecuente en Ascomycota y Unico en
Entomophthoromycota, una division que solo incluye especies de esta condicidn
(Gryganskyi et al., 2013; Gryganskyi et al., 2012; Hibbett et al., 2007; Humber, 2012; Wang
et al., 2016). Sin embargo, los ascomicetos mitospodricos entomopatdgenos (AMEs) estan
considerados como el grupo de mayor importancia al estar integrado por mas de 600
especies que infectan insectos y acaros (Chandler, 2017); pues su eficacia, facil manejoy
produccidon en masa mediante medio artificial ha permitido su desarrollo comercial y los
convierte en una opcidn excepcional para su comercializacién como micoinsecticidas, en
especial, las familias Clavicipitaceae, Cordycipitaceae y Ophiocordycipitaceae, del orden
Hypocreales, y Trichocomaceae, del orden Eurotiales (Lacey, 2017; Lacey et al., 2015).
Entre los géneros mas importantes se encuentran: Metarhizium, Beauveria, Aschersonia,

Fusarium, Hirsutella, Isaria y Lecanicillium (Lacey, 2017; Lacey et al., 2015).

La patogénesis de los AMEs esta determinada por tres fases principales: infeccion,
crecimiento y reproduccién (Boomsma et al., 2014) (Fig. 6). La fase de infeccidn se inicia
con la adhesion de las esporas a la cuticula del insecto hospedante, seguida de la
germinacién y formacion de estructuras de anclaje tipo apresorio, antesala de la fase de
crecimiento, en la que el hongo penetra la cuticula gracias a la accién conjunta de la
presion mecdnica y la produccion de enzimas, en especial quitinasas y proteasas

(Quesada-Moraga y Santiago-Alvarez, 2008; Vega y Kaya, 2012).

Tras la penetracion, las estructuras fungicas (hifas o blastosporas) alcanzan el
hemocele, donde deben vencer la respuesta inmunolégica celular y humoral del insecto,
para infectar sus drganos y tejidos hasta causarle la muerte. Mdas adelante, si las
condiciones microclimaticas son propicias, se inicia la fase de reproduccién, donde el
hongo culmina la invasidn del cadaver y vuelve a atravesar la cuticula para producir en el

exterior nuevos conidiéforos y conidios que se dispersaran a través del viento, la lluvia o
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los propios insectos y daran lugar a un nuevo ciclo de infeccidon (Quesada-Moraga y

Santiago-Alvarez, 2008; Vega y Kaya, 2012).

Las especies de hongos entomopatégenos que de forma natural infectan a los acrididos
(Goettel y Johnson, 1992) son el entomoftoraceo Entomophaga grylli (Fresenius) Batko
(Entomophthoromycontina: Enromophthorales), y los AMEs Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin, Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin, M. flavoviride Gams y Rozsypal
[= ahora M. acridum (Driver & Milner) J.F. Bisch., Rehner & Humber] y Sorosporella sp.
(Ascomycota: Hypocreales). Unas aparecen con mayor frecuencia en las regiones tropicales,
p. €j. M. acridum, otras, por el contrario, lo hacen en las templadas, p. ej. B. bassiana (Shah
et al., 1997). Las poblaciones de la langosta mediterrdanea, D. maroccanus, se ven afectadas
por E. grylli, B. bassiana, M. anisopliae y Scopulariopsis brevicaulis (Sacc.) Bein. (Hernandez-

Crespo y Santiago-Alvarez, 1997c; Latchininsky y Launois-Luong, 1992).

El entomoftoraceo E. grylli fue sefialado en Espana sobre D. maroccanus en 1901
(Navarro, 1901), después en 1948 (Benlloch, 1949) y en 1998 (Quesada-Moraga, Valverde-
Garcia y Santiago-Alvarez, datos no publicados) cuando observamos una espectacular
epizootia. Por esta impresionante manifestacion esta situado en la cuspide de los agentes de
control biolégico de langostas. Sin embargo, para explotar todo el potencial que encierra, es
necesario dilucidar los factores ambientales que intervienen en la supervivencia de los
propagulos infectivos asi como superar las dificultades de aislamiento y de multiplicacion in

vitro por ser este entomoftoraceo un biotrofo obligado (Carruthers et al., 1997).

6. Control de D. maroccanus con ascomicetos mitosporicos entomopatégenos (AMEs)

La aplicacién inundativa de bioinsecticidas a base de ascomicetos mitosporicos
entomopatdgenos, entre los que destacan los géneros Beauveria y Metarhizium, es
utilizada mundialmente para el control de langostas y saltamontes (Lacey et al., 2015;
Lacey, 2017). En Espaina, dos cepas fungicas, Beauveria bassiana (Bals.-Criv.)
Vuill.(Hypocreales: Cordycipitaceae) (EABb 90/2-Dm) y Metarhizium acridum (Driver &
Milner) J.F. Bisch., Rehner & Humber (Hypocreales: Clavicipitaceae) (IMI 330189), han
sido evaluadas con resultados prometedores como candidatas para el control de D.

maroccanus (Fig. 7).

La cepa EABb 90/2-Dm fue aislada de D. maroccanus en el drea de reserva de La
Serena (Badajoz) (Hernandez-Crespo y Santiago-Alvarez, 1997c). Esta cepa ha mostrado

aceptable eficacia frente a D. maroccanus en ensayos de laboratorio y aplicaciones de
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campo (Jiménez-Medina, 1999; Jiménez-Medina et al., 1998; Quesada-Moraga, 1998). La
cepa IMI 330189 es utilizada para el control de langostas en distintos continentes con el
programa LUBILOSA, procedente de ejemplares del acridido Ornithacris cavroisi Finot en

Niamey, Niger (Lomer et al., 2001). Su potencial para el control de D. maroccanus ha sido

evaluado en condiciones de laboratorio y de campo (Collar-Urquijo et al., 2002; Klass et
al., 2007; Quesada-Moraga, 1998).
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Fig. 6. Patogénesis de los ascomicetos mitospdricos entomopatdgenos: 1) Infeccién por a)
Tratamiento con micoinsecticida b) Contaminacidn del ambiente. 2) Adhesiéon, germinaciéon
y penetracidn; con la reaccion defensiva celular y humoral del insecto. 3) Muerte del insecto
provocado por cuerpos hifales, blastosporas y moléculas insecticidas del patdgeno. 4)
Invasion del caddver y formacidn de conidios y conidiéforos que dardn lugar a un nuevo ciclo
de infeccion.
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Fig. 7. Cadaveres de D. maroccanus con crecimiento fungico de Beauveria bassiana (A y B) y
Metarhizium acridum (Cy D)

7. Factores que influyen en la eficacia de los hongos AMEs para el control de D.

maroccanus

La eficacia de los hongos AMEs aplicados como micoinsecticidas por inundacion para
el control de las plagas de langostas y saltamontes, puede ser afectada por un conjunto
de factores abidticos y bidticos. Estos factores se agrupan en tres categorias: factores que
inciden sobre las cepas fungicas, factores que inciden sobre el insecto hospedante y

factores relacionados con la interaccidn cepas fungicas/hospedante.
7.1. Factores que inciden sobre las cepas flingicas

7.1.1. Temperatura

La temperatura ambiental es, probablemente, el principal factor abidtico que afecta
a la eficacia de los bioinsecticidas a base de AMEs para el control de langostas y
saltamontes, con potencial reduccion o retraso de la mortalidad del insecto (Arthurs y
Thomas, 2001; Blanford y Thomas, 2000; Blanford et al., 1998; Klass et al., 2007;
Ouedraogo et al., 2004; Vega y Kaya, 2012). La temperatura puede afectar a la virulencia
de estos hongos en diferentes fases del proceso infeccioso, con variaciones inter o
intraespecificas en los requerimientos térmicos principalmente relacionadas con el

habitat, origen geografico y el insecto hospedante (Inglis et al., 2001; Jaronski, 2010).
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Algunos estudios han mostrado que B. bassiana es una especie fungica mas psicrofila que
M. anisopliae (Bidochka et al., 1998). Igualmente, se ha observado que ciertos grupos
genéticos dentro de estas dos especies dominan suelos del artico y forestales (aislados
con habilidad para crecer a temperaturas frias p. ej. 8 °C) y otros grupos genéticos
dominan suelos de habitats agricolas mas calidos (aquellos aislados con habilidad para
crecer a altas temperaturas p. ej. 37 °C) (Bidochka et al., 2000; Bidochka et al., 2002). El
efecto de temperatura en la eficacia de los hongos AMEs es especialmente importante en
las dreas de reserva de D. maroccanus en el territorio nacional, ya que estas areas
muestran gran variabilidad diaria en la temperatura durante los meses del ciclo epigeo
de la especie (marzo-julio), pues en La Serena, las temperaturas maximas diarias pueden
llegar a exceder 40 °C y la minimas diarias pueden ser consistentemente menores que

20 °C (Klass et al., 2007).

Los requerimientos térmicos para la germinacion y crecimiento fungico han sido un
criterio comunmente utilizado para la seleccion de aislados de hongos AMEs con potencial
para el control de langostas, saltamontes y otros insectos (Darbro et al., 2011; Jaronski,
2010; Ouedraogo et al.,, 1997, Quesada-Moraga et al., 2006; Yeo et al., 2003). La
exposicién a altas temperaturas puede retrasar o incluso evitar la germinacion de los
propagulos sobre el insecto (Alves et al., 2017; Fernandes et al., 2010; Keyser et al., 2014).
Por estudios in vitro se ha demostrado que la germinacién de conidios de las especies
Beauveria y Metarhizium se retrasa o limita a temperaturas en el rango 10-15 °C y 35—
40 °C respectivamente (Fargues et al., 1997b; Inglis et al., 1996; Yeo et al., 2003). El
crecimiento fungico, en general, es 6ptimo en el rango 20-30 °Cy es limitado o inexistente
a temperaturas por debajo de 5 °C y por encima 37 °C (Fargues et al., 1997a; Quesada-

Moraga et al., 2006; Vega y Kaya, 2012).

Una limitacion de estos estudios es que, en general, se evalia el efecto en
condiciones de temperaturas constantes, pero no en fluctuantes, mas similares a la
realidad del ecosistema (Jaronski, 2010). Para evitar el efecto negativo de la temperatura
ambiental en la supervivencia y virulencia del hongo, algunos estudios han demostrado
que la formulacidon de los conidios con aceites resulta eficaz frente a temperaturas

extremas (Barreto et al., 2016).
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Fig. 8. Crecimiento fungico in vitro en condiciones de temperaturas diarias
fluctuantes: temperatura >35 °C durantel0 h (con maximo de 42 °C) y
25 °C durante el resto del dia. A) B. bassiana b) M. acridum.

7.1.2. Humedad

La humedad relativa puede afectar la germinacion de los conidios, el crecimiento del
micelio durante la infeccion y la posterior conidiogénesis y esporulacion sobre el cadaver
del insecto. El efecto de la humedad depende fundamentalmente de la ecologia del
insecto, en especial del microclima que rodea al conidio en el filoplano y en la cuticula
del insecto (Inglis et al., 2001; Vega y Kaya, 2012). De hecho, se ha puesto de manifiesto
gue la capacidad de los AMEs para germinar en ambientes con una baja humedad es
debido a que existe una humedad suficiente en el microhabitat donde llevan a cabo su
actividad (Fargues et al., 2003; Inglis et al., 2001; Wraight et al., 2000).

Los conidios necesitan para germinar una humedad relativa (HR) de un 90-95% y una
actividad del agua (aw) de al menos 0.92 en la mayoria de las especies de AMEs (Gillespie
y Crawford, 1986). Aunque existe variabilidad intra e interespecifica en el efecto de la
humedad sobre la germinacién de conidios, se ha demostrado que en B. bassiana el
habitat de origen (filoplano o suelo) no tuvo influencia determinante en accion de la
humedad sobre la germinacion de conidios (Fernandez-Bravo et al., 2016). No obstante,
las condiciones ambientales del ecosistema pueden favorecer la seleccidn de aislados que
han desarrollado ventajas adaptativas a situaciones limitantes (Gonzalez-Mas et al., 2019).
La posibilidad de formulacién oleosa de estos bioinsecticidas, proporcionando la

humedad relativa necesaria en el microambiente donde se producen las fases iniciales de
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la infeccién (adherencia del conidio, germinacién y penetracidn), permite minimizar el

efecto de este factor abidtico (Ibrahim et al., 1999; Jaronski, 2010).

7.1.3. Radiacion Solar

La radiacion solar, en particular la region UV-B, es uno de los factores abiéticos mas
limitantes para la eficacia de los hongos AMEs, al disminuir la supervivencia del conidio
en el habitat epigeo especialmente cuando se realizan aplicaciones aéreas para el control
de fitéfagos ectofitos (Fernandes et al., 2015). El dafio causado por la radiacién UV-B es
debido a fotorreaccion de los acidos nucleicos, proteinas, lipidos y membranas (Vega y
Kaya, 2012). La exposicidon subletal a la radiacién UV-B puede causar alteraciones
fisioldgicas o genéticas que reducen y retrasan la germinacion de los conidios y su
posterior desarrollo, lo cual se traduce en un detrimento en la persistencia y virulencia de
los propagulos infectivos reduciendo la eficacia en campo (Braga et al., 2001a; Fernandes
et al., 2015).

Los métodos artificiales desarrollados para proteger los conidios de la radiacion UV-
B, como el empleo de bloqueadores solares que reflejan la radiacién (p. ej. tinopal) y
absorbentes de la radiacién UV-A/UV-B (p. ej. colorante rojo Congo) han dado distintos
resultados (Inglis et al., 1995; Shah et al., 1998). Los pigmentos naturales contenidos en
los aceites vegetales usados para la formulacidn del bioinsecticida, pueden también
proteger a los conidios bloqueando la radiacion solar (Braga et al., 2001b). Igualmente, en
la busqueda constante de aislados tolerantes a la radiacion UV-B, la mira esta puesta en
la ingenieria genética para la produccién de pigmentos que aumenten la tolerancia a la
radiacion UV-B (Fang y St Leger, 2012; Shang et al., 2012; Tseng et al.,, 2011). A este
respecto, se ha demostrado recientemente que el efecto de la UV-B sobre los conidios es
mas acusado cuando se produce sobre superficies inertes como la hoja, o una placa Petri,
gue cuando se produce sobre el insecto, cuando los conidios ya han entrado en contacto

con la epicuticula (Fernandez-Bravo et al., 2017).

7.2. Factores que inciden sobre el insecto hospedante

La regulacién de la temperatura corporal del insecto puede afectar igualmente a la
eficacia de los bioinsecticidas a base de hongos entomopatdgenos. Los insectos son
animales relativamente pequefios en los que la relacién superficie/volumen es superior a
la que presentan los de mayor tamafio y como consecuencia, manifiestan incapacidad

para mantener una temperatura corporal constante, por ello se dice que son
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poiquilotermos. Sin embargo, muchas especies pueden regular su temperatura en
determinadas condiciones hasta aproximarse a un 6ptimo. Este fendmeno es conocido
como termorregulacion y puede ser realizado de manera comportamental y en algunos

casos fisiolégica (Chapman, 2013).

7.2.1. La termorregulacion fisioldgica

Desde un punto de vista practico, la mayoria de los saltamontes y langostas pueden
considerarse exclusivamente ectotérmicos, es decir, su temperatura corporal depende de
la temperatura ambiental. No obstante, algunas especies actian como endotérmicas en
determinadas situaciones, principalmente durante el vuelo al producir cantidades
considerables de calor metabdlico (Chapman, 2013; Chappell y Whitman, 1990; Heinrich,
1974).

La mayoria de los estudios de endotermia en langostas estan centrados en las
especies migratorias como S. gregaria, en la que la temperatura del térax debe exceder
un limite inferior antes de que los musculos de las alas puedan producir potencia para
mantener el vuelo. El calentamiento por endotermia previo al vuelo, que ha sido
observado en polillas, abejas, libélulas y escarabajos no se ha descrito con detalle en

langostas y saltamontes (Chappell y Whitman, 1990).

Después del establecimiento del vuelo, la temperatura toracica se incrementa debido
a la intensa actividad muscular estabilizdndose posteriormente. S. gregaria puede
continuar el vuelo a temperaturas del aire excediendo el maximo soportado por el insecto
combinando movimiento de las alas con planeo sin movimiento, perdiendo calor por
conveccién. Al contrario que en otros insectos voladores endotérmicos, las langostas no
poseen el mecanismo del aparato circulatorio que permite la pérdida del exceso de calor

metabdlico por disipacion por el abdomen (Chappell y Whitman, 1990).

La pérdida de calor por evaporacién no es importante para la termorregulacion de
langostas y saltamontes, principalmente porque estos carecen de adecuadas reservas de
agua corporal para mantener un mecanismo de este tipo de manera significativa (Chappell
y Whitman, 1990). Como hemos mencionado, todos estos mecanismos endotérmicos de
termorregulacion no son especialmente relevantes en langostas y saltamontes, por lo que

no afectan a la potencial eficacia de los hongos entomopatdgenos.
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7.2.2. La termorregulacion comportamental

En la mayoria de las langostas y saltamontes, la termorregulacion comportamental
es el Unico mecanismo disponible en la practica para ajustar la temperatura del cuerpo.
Estos comportamientos son bien conocidos, no en vano, algunos de los primeros trabajos
desarrollados en termorregulacion comportamental en insectos se centraron en S.

gregaria (Chappell y Whitman, 1990; Fraenkel, 1929; 1930).

Las langostas y saltamontes realizan la termorregulacion comportamental mediante
el control de la postura corporal, orientacion al sol y la seleccién de microhabitats para
absorber calor directamente del sol o de sustratos mas calientes (Chappell y Whitman,
1990). Con este comportamiento, pueden mantener su temperatura corporal varios
grados por encima de la temperatura del ambiente. Esta temperatura recibe el nombre
de temperatura corporal preferida o “de ajuste” (Carruthers et al., 1992; Jaronski, 2010).
D. maroccanus ha mostrado tener termorregulacién comportamental manteniendo
temperaturas en el rango de los 38-40 °C durante 8-10 horas diarias en el area de reserva

de la Serena (Klass et al., 2007).

Este comportamiento de termorregulacién puede ser mas pronunciado tras la
infeccién por un hongo entomopatégeno, fendmeno conocido como fiebre
comportamental, que es una respuesta de defensa adaptativa que tiene como resultado
la supresion del crecimiento del patégeno e incrementar la respuesta del sistema inmune
de la langosta (Fig. 9) (Blanford et al., 1998; Clancy et al., 2018; Elliot et al., 2002; Hunt y
Charnley, 2011; Inglis et al., 1996; Ouedraogo et al., 2004; Sangbaramou et al., 2018). La
fiebre comportamental ha sido descrita en vertebrados e invertebrados ectotermos
infectados con patégenos pertenecientes a varios taxones (virus, bacterias, protozoos y
hongos; también macroparasitos) (Anderson et al., 2013; Kluger et al., 1996; Rakus et al.,
2017).

El sistema inmune del insecto proporciona mecanismos celulares y humorales que
actuan de manera complementaria para controlar el desarrollo de la enfermedad. Los
mecanismos humorales incluyen moléculas como péptidos antimicrobianos, proteinas y
enzimas que regulan la formacién de melanina, aunque requieren un periodo prolongado
en el tiempo para actuar. Por el contrario, los mecanismos celulares responden
inmediatamente cuando la infeccion ocurre. Estos consisten en fagocitosis, nodulacién y
encapsulacion, que son realizados principalmente por los hemocitos (Vega y Kaya, 2012).

En diferentes estudios con L. migratoria y S. gregaria, se ha comprobado que la fiebre
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comportamental inhibid el crecimiento de M. acridum y B bassiana, estimulando los
mecanismos celulares del sistema inmune, manteniendo el nivel de hemocitos o incluso
aumentandolo, incrementando la actividad fagocitica e inhibiendo la propagacién de las
blastosporas (Clancy et al., 2018; Ouedraogo et al., 2003; Sangbaramou et al., 2018).
Igualmente, la temperatura alcanzada por el insecto en termorregulacion fue

directamente proporcional a la dosis del hongo aplicada (Clancy et al., 2018).

La fiebre comportamental, como otros mecanismos de defensa frente a patdgenos,
podria tener efectos positivos o negativos en la eficacia biolégica del insecto hospedante.
En S. gregaria se ha observado que las temperaturas alcanzadas con la fiebre
comportamental no tuvieron efecto negativo en supervivencia y fecundidad. Sin embargo,
la capacidad para el vuelo y la competencia por el apareamiento se vieron reducidas,
aunque esta respuesta no estuvo correlacionada con el tiempo de exposicion a la
temperatura. Aunque estos resultados podrian indicar un coste biolégico de la fiebre
comportamental, son también consistentes con la transformacion a la fase solitaria, que
en el contexto ecoldgico podria interpretarse como una respuesta adaptativa para limitar

el impacto de la enfermedad en la poblacion (Elliot et al., 2002; Elliot et al., 2005).

Radiacion solar

Radiacion

insecto ‘\ )

Radiacion

ambiental Sty
/ o

Conduccion

Conveccién

Fig. 9. Termorregulacién comportamental. A) Infeccion por los conidios del hongo
entomopatégeno. B) Temperatura favorable al patégeno (no termorregulaciéon), provocando
la muerte del insecto. C) Termorregulacién comportamental, el insecto aumenta su
temperatura mediante modificacién de la postura corporal, orientacién al sol y seleccion de
microhdbitats, incrementandose la respuesta del sistema inmune y luchando contra la
infeccion.
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7.3. Factores relacionados con la interaccion entre las cepas flingicas y el insecto

hospedante

El principal efecto de la interaccion de la cepa fungica con el insecto hospedante es
obviamente el propio proceso patogénico, caracterizado por una determinada virulencia
y consecuente mortalidad de individuos en la poblacién de D. maroccanus. Sin embargo,
existen otros tipos de interacciones patégeno-insecto hospedante que pueden modificar
la eficacia de un bioinsecticida para el control de las poblaciones de langosta, tales como

los efectos pre y subletales y la presencia de infecciones mixtas con varios patégenos.

7.3.1. Efectos subletales

Una de las mayores limitaciones de los agentes de control microbiano podria ser su
relativa lentitud para causar la mortalidad si se comparan con los insecticidas
neurotéxicos. Desde un punto de vista practico, sin embargo, el control efectivo se
determina como el grado de proteccion proporcionado al ecosistema agricola,
independientemente de la velocidad a la que los insectos mueren (Arthurs y Thomas,
2000; Jaronski, 2010; Lomer et al., 2001; Roy et al., 2006).

Ademas de la mortalidad, los AMEs inducen una serie de efectos pre y subletales en
el insecto hospedante, que contribuyen a la valoracién final del tratamiento (Arthurs y
Thomas, 2000; Blanford y Thomas, 2001; Roy et al., 2006). Estos efectos subletales pueden
verse influenciados por la termorregulacidn, ya que ésta afecta al tiempo de supervivencia
del insecto hospedante. Un nimero importante de insectos ortopteros ha mostrado
reduccion en la alimentacidn como respuesta a la infeccién por AMEs. M. acridum redujo
la alimentacién en S. gregaria (Moore et al., 1992; Seyoum et al., 1994), S. americana
(Drury) (Sieglaff et al., 1997), Zonocerus variegatus (L.) (Thomas et al., 1997), Hieroglyphus
daganensis Krauss (Thomas et al., 1998), Rhammatocerus schistocercoides Rehn (de Faria
et al., 1999), Locustana pardalina Walker (Arthurs y Thomas, 2000), S. piceifrons (Walker)
(Hernandez-Velazquez et al., 2007), Tropidacris collaris (Stoll), Cornops frenatum
(Marschall) y Parascopas obesus (Giglio-Tos) (Schmidt et al., 2018), mientras que B.
bassiana redujo la alimentacion en Uvarovistia zebra (Uvarov) (Mohammadbeigi y Port,
2015).

Otro efecto subletal causado por AMEs es la reduccion en la fecundidad. En
ortépteros, M. acridum causé reduccidn en el numero total de ootecas en S. gregaria

(Blanford y Thomas, 2001), B. bassiana y M. acridum causaron reduccién en el nimero de
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ootecas por hembray en el nUmero de huevos por ooteca en S. gregaria y Euprepocnemis
plorans Charp. (EI-Maghraby et al., 2009), y B. bassiana causé similares efectos en

Dichroplus maculipennis (Blanchard) y Ronderosia bergi (Stal) (Pelizza et al., 2013).

7.3.2. Infecciones mixtas

Debido a que los insectos estan expuestos a una gran diversidad de especies y
aislados de pardsitos y patogenos (Vega y Kaya, 2012), existe la posibilidad de la
ocurrencia natural de infecciones mixtas (Ishii et al., 2002; Lecuona et al., 1996; Malakar
et al., 1999). Ademas, la utilizacion de mezclas de entomopatdgenos ha sido propuesta
como estrategia para incrementar la eficacia de los bioinsecticidas (Inglis et al., 1997;
Lacey et al., 2015).

Aunque no muy numerosos, existen varios estudios que evallan las interacciones
entre AMEs en insectos (Chandler et al., 1993; Cruz et al., 2006; Geetha et al., 2012; Inglis
et al., 1999; Inglis et al., 1997; Klinger et al., 2015; Mnyone et al., 2009; Pauli et al., 2018;
Vojvodic et al., 2012). El insecto hospedante presenta recursos limitados, por lo que la
coocurrencia de diferentes patégenos o parasitos dentro del mismo hospedante hace la
competencia entre ellos inevitable. En las infecciones mixtas pueden aparecer complejas
interacciones, donde el efecto de uno o de ambos patdgenos podria verse incrementado,
uno o ambos patdgenos podrian verse limitados o uno podria verse incrementado vy el
otro limitado (Alizon et al., 2013; Cox, 2001). Adema3s, estas interacciones pueden verse
modificadas por la temperatura ambiental y por la termorregulacién del insecto (Inglis et
al., 1999; Inglis et al., 1997).

El aumento de la virulencia en las infecciones mixtas puede ser debido al efecto
restrictivo en el sistema inmunoldgico del insecto causado por el incremento total de la
densidad de patdgenos, o a la ineficiencia de dicho sistema en la eliminacion de
infecciones multiples. En otros casos, la virulencia de la infeccion mixta refleja
simplemente la virulencia del patégeno-aislado mas virulento (Alizon et al., 2013; Cox,
2001; Vojvodic et al., 2012).

La disminucion de la virulencia con la infeccidén mixta puede deberse a la competencia
o al antagonismo entre los patdogenos (Alizon et al.,, 2013; Cox, 2001). Esta misma
respuesta, disminucion de la virulencia, puede ser también el resultado de la cooperacién

entre patdgenos que causan efectos subletales, cuando los recursos del insecto son
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compartidos resultando en una infrautilizacién de los mismos (Schjorring y Koella, 2003;
Vojvodic et al., 2012).

Debido al efecto de factores como la temperatura y termorregulacién del insecto en
la eficacia de los hongos AMEs, el uso de mezclas de aislados de una o de distintas especies
de patdégenos ha sido propuesta como una estrategia para mejorar la eficacia de los
biopesticidas en un rango mas amplio de condiciones ambientales (Inglis et al., 1999; Inglis
et al., 1997; Lacey et al., 2015).

En este sentido, la posible existencia de termorregulacion comportamental en D.
maroccanus asi como su impacto sobre el desarrollo de estrategias de control de este
acridido basadas en el empleo de hongos entomopatégenos, con énfasis en las ya
mencionadas cepas B. bassiana EABb 90/2-Dm y M. acridum IMI 330189, permanecen

desconocidos, y su estudio es el principal objetivo de la presente tesis doctoral.

8. Objetivos

Los objetivos de la presente tesis son:

1.  Evaluary comparar el efecto de temperaturas constantes y fluctuantes (simulando
termorregulacion) en la germinacion de conidios y crecimiento de las cepas B.

bassiana (EABb 90/2-Dm) y M. acridum (IMI 330189).

2. Evaluar y comparar el efecto de la termorregulacion en la virulencia de las cepas B.
bassiana (EABb 90/2-Dm) y M. acridum (IMI 330189) sobre D. maroccanus. Evaluar
la existencia de fiebre comportamental en D. maroccanus frente a la infeccién por

ambas cepas.

3.  Evaluarlainfluencia de la termorregulacion en la virulencia de la infeccion conjunta
con Metarhizium acridum (IMI 330189) y dos cepas autéctonas de Beauveria
bassiana procedentes del area de reserva de La Serena sobre un hospedante

acridido modelo (Schistocerca gregaria).

4.  Estudiar los efectos subletales (alimentacion y fecundidad) causados por infecciones
simples y mixtas con las cepas B. bassiana (EABb 90/2-Dm) y M. acridum

(IMI 330189) en D. maroccanus en condiciones de termorregulacion.
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Los resultados de los objetivos 1y 2 se recogen en el Capitulo Il, que comprende el
manuscrito “Comparative effects of temperature and thermoregulation on candidate
strains of entomopathogenic fungi for Moroccan locust Dociostaurus maroccanus
control” publicado en la revista Biocontrol (IP=1.924, 20/96, Q1 en Entomology). Los
resultados del objetivo 3 se recogen en el Capitulo Ill, que comprende el manuscrito
“Mixed infections and insect-pathogen interactions” publicado en la revista Ecology
Letters (IP=9.137, 4/160, Q1 en Ecology). Los resultados del objetivo 4 se recogen en el
Capitulo IV, que comprende el manuscrito “Sublethal effects of mixed fungal infections
on the Moroccan locust, Dociostaurus maroccanus “publicado en la revista Journal of

Invertebrate Pathology (IP=2.511, 18/167, Q1 en Zoology).
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Ahbstract  Strains IMI 330189 of Metarhizium acri-
dum (Driver & Milner) J.F. Bisch., Rehner & Humber
(Hypocreales: Clavicipitaceae) and EABb 90/2-Dm of
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. (Hypocreales:
Cordycipitaceae) are a promising biocontrel ool of
Dociostaurus maroccanus (Thunberg) (Orthoptera:
Acrididae), although the effects of thermoregulation
and Moroccan locust-fever on the infection process of
these fungi remain unknown. In vitro experiments,
measuring conidial germination and hyphal growth
either at constant or at fluctuating temperatures
simulating thermoregulatory conditions, indicated that
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strain IMI 330189 had greater fimess at temperatures
above 27 °C and the strain EABb 90/2-Dm was better
adapted to the temperature range of 10-25 *C. These
effects were mirrored in vivo, where locust ther-
moregulation caused a marked reduction im the
virulence of EABb 90/2-Dm in comparison to no
thermoregulation conditions (average survival time:
6.10 vs. 15.83 days; monality: 100% vs. 73.7%) but
only a moderate reduction in the virulence of IMI
330189 (average survival time: 4.57 vs. 8.26 days;
mortality: 100% vs. 100%). Thermal gradient exper-
iments revealed that the strain IMI 330189 induced
behavioral fever in . maroccanus (preferred temper-
amres approximately 4 °C above the uninfected
control), although it only led o a slight reduction in
virulence, Strain EABb 90/2-Dm did not induce such a
clear behavioral response. Under the temperature
conditions of the main breeding areas of the Moroccan
locust, strain IMI 330189 is likely a better candidate
for use in biocontrol, although strain EABb 90/2-Dm
could be also a good alternative in more temperate
environments either as a stand-alone one or in mixed
combinations of the two fungal strains, potentially
providing more effective control over a broader range
of temperatures.

Keywords Metarhizium acridum - Beauveria
bassiana - Thermoregulation - Locust - Fever
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Abstract

Most studies of insect—pathogen interactions consider the direct interaction between one
disease agent and one species of host. However, given that hosts are subject to challenge
from many pathogen/parasite species, mixed infections are probably common. In this
study, using the desert locust and two species of fungal entomopathogen, we show how
mixed infection with a largely avirulent pathogen can alter the virulence and
reproduction of a second, highly virulent pathogen. We find that two strains of the
avirulent pathogen vary in their interaction with the virulent pathogen, depending on the
order of infection and environmental conditions. We propose that avirulent pathogens,
which have largely been overlooked to date, could play a significant role in host
pathogen dynamics, with implications for biological control and evolution of virulence.

Keywords

Biocontrol, disease dynamics, fungal entomopathogens, insect—pathogen interactions,
locusts and grasshoppers, mixed infection, super infection, virulence.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The effects of single and mixed infections with Beauveria bassiana (EABb 90/2-Dm) and Metarhizium acridum (IMI
Metarhizium acridum 330189) strains on survival, feeding and repreduction of thermoregulating Dociostaurus maroccanus were
Beauveria bassiana evaluated. Adult locusts (2-3 days post fledging) were treated with low dosages of both fungal pathogens alone
Locust and in mixture (total dosage for single treatments and combinations = 1 x 10% and 1 % 107 spores per insect).
:‘;e";&;“fe“‘m M. acridum IMI 330189 was more virulent than B. bassiana EABb 90/2-Dm at both dosages. In the mixed in-
Reproduction fections, in which half of the infective units of the more virulent pathogen were replaced by the less virulent
Thermoregulation pathogen, the analysis of the cumulative insect mortality after 30 days suggested additive interaction in the

lethal effects between the two strains. All fungal treatments, except EABb 00/2-Dm at 1 x 107 spores per insect
showed reduction in per capita feeding, as indicated by fecal production per insect per day when insects were
maintained at 27 + 2°C (32-51% of reduction compared with the control); but only IMI 330189 caused sig-
nificant reduction in per capita feeding (50%) when those insects were allowed to thermoregulate. Both strains
and their mixtures caused a significant reduction of locust fecundity, with a 21-53% reduction in the number of
egg-pods per female, and 30-65% reduction in the number of fertile eggs per female. In both sublethal effects
(feeding and fecundity) a potential antagonistic interaction between the fungal strains was detected. Locust
fecundity (egg-pods per female) and per capita feeding were positively correlated (r = 0.783). Implications of
these findings on the potential use of both strains to control D. maroccanus populations are discussed.
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El control preventivo de D. maroccanus para impedir la transformacion de la fase
solitaria en la gregaria en sus zonas de reserva peninsulares, ecosistemas esteparios muy
sensibles en los niveles ecoldgico y ambiental, ha evolucionado en los ultimos 70 afios
desde el uso de insecticidas quimicos de amplio espectro, hacia medidas mas adaptadas
a estos requisitos ecoldgicos. Entre ellas, destacan los hongos ascomicetos mitospéricos
entomopatogenos (AMEs), una de las herramientas de biocontrol mas adaptadas y
desarrolladas comercialmente para el control de langostas y saltamontes en el mundo (de
Faria y Wraight, 2007; Lomer et al., 2001; Quesada-Moraga y Santiago-Alvarez, 2008; Vega
y Kaya, 2012; Zhang et al., 2019). Los AMEs presentan ventajas tanto por su modo de
accion por contacto, como por su presencia natural en las poblaciones de acrididos, en
particular, en las de D. maroccanus, de donde procede la cepa EABb 90/2-Dm de B.
bassiana, que junto a la cepa IMI 330189 de M. acridum, han mostrado eficacia para el
control de la langosta mediterranea o marroqui en condiciones de laboratorio y campo

(Jiménez-Medina, 1999; Jiménez-Medina et al., 1998; Quesada-Moraga, 1998).

En animales ectotérmicos, como los acrididos, se ha demostrado la existencia de
termorregulacion, mediante la exposicion de sus cuerpos a la accion directa de la
radiacion solar, y ademas, las langostas experimentan el proceso fisiolégico denominado
fiebre comportamental, que origina una elevacion adicional de su temperatura corporal
para frenar el proceso infeccioso iniciado por el hongo (Blanford et al., 1998; Clancy et al.,
2018; Elliot et al., 2002; Inglis et al., 1996; Ouedraogo et al., 2004; Sangbaramou et al.,
2018). Este comportamiento hace necesario que las cepas fungicas seleccionadas para el
control de plagas de langosta deban unir a su virulencia, su competencia ambiental, para
estar adaptadas no solo a las condiciones climaticas (temperatura, humedad, o radiacién
UV-B) prevalentes en el ecosistema donde se van a utilizar, sino también a las propias del
insecto hospedante, como la termorregulacion y la fiebre comportamental (Jackson y
O'Callahan, 1997), y que pueden alterar la eficacia de los AMEs, aspecto crucial al que

trata de responder esta Tesis Doctoral.

El Capitulo Il pone de manifiesto que las cepas EABb 90/2-Dm de B. bassiana e IMI
330189 de M. acridum, cuya virulencia en laboratorio frente a D. maroccanus es
semejante, presentan requisitos térmicos diferentes en regimenes constantes y variables
de temperatura in vitro, con adaptacién a temperaturas en el rango de 10— 25 °C en la
primera, y superiores a 27 °C en la segunda. Esta distinta adaptacion a la temperatura
permite explicar las diferencias en la actividad de ambas cepas al aplicarlas sobre el

acridido en condiciones reales de termorregulacion in vivo, donde se detectan
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reducciones severa y moderada de la virulencia (tiempo medio de supervivencia) de las
cepas EABb 90/2-Dm y IMI 330189 de M. acridum respectivamente, que no ocurren en
condiciones de ausencia de termorregulacion. Ademas, los experimentos con gradientes
térmicos revelan que la cepa IMI 330189 de M. acridum induce fiebre en D. maroccanus,
aunque mantiene su virulencia, mientras que la cepa EABb 90/2-Dm no induce este
fendmeno comportamental. Estos aspectos asociados a la termorregulacion y a la fiebre
comportamental, inéditos en la langosta mediterranea o marroqui, han sido descritos
anteriormente en langostas y saltamontes (Blanford et al., 1998; Clancy et al., 2018; Elliot

et al., 2002; Inglis et al., 1996; Ouedraogo et al., 2004; Sangbaramou et al., 2018).

Ante este escenario, se ha propuesto la posible co-formulacién de cepas fungicas con
distintos requisitos térmicos para garantizar la infeccidn, tanto en periodos de maxima
exposicion a la radiacion solar (termorregulacion) como durante la noche y las primeras
horas de la mafiana (Inglis et al., 1997; Lacey et al., 2015). En concreto, la co-formulacién
de las dos cepas seleccionadas en esta Tesis podria permitir un solape de actividad diaria
frente al acridido en sus areas de reserva de la Peninsula Ibérica en primavera-verano, la
cepa de M. acridum desde, aproximadamente, las 12:00 a las 19:00 de un dia, en
condiciones de maxima insolacion y temperatura, y la de B. bassiana desde las 19:00 hasta
las 12:00 del dia siguiente, con temperaturas mas moderadas. La compatibilidad de ambas
cepas en tratamientos conjuntos y su repercusion sobre el proceso infectivo en
condiciones de termorregulacion se han abordado en los Capitulos Il y IV de la Tesis

Doctoral.

El Capitulo Ill sienta las bases de la estrategia de co-formulacion, y refleja que la
eficacia de una cepa de un hongo entomopatégeno aplicada por inundacién puede verse
modificada por su interaccién con otras cepas que infectan de forma natural al insecto
diana. Asi, bajo condiciones de temperatura constante de 30 °C, la cepa de mayor éptimo
térmico, IMI 330189 de M. acridum, manifiesta su maxima virulencia frente a S. gregaria.
La co-formulacién con las cepas de B. bassiana, practicamente avirulentas y de menores
optimos térmicos, no contribuye a mayores niveles de virulencia. Sin embargo, cuando el
régimen térmico simulé condiciones de termorregulacion (20 °C durante 10 h por la noche,
seguidas por un incremento gradual de la temperatura hasta un maximo de 42 °C durante
4 horas al dia), la infeccion mixta de M. acridum con una de las cepas de B. bassiana
mejord la virulencia de ambas cepas con una interaccion sinérgica, que desaparecio al
reestablecer un régimen de temperatura constante. Este efecto sinérgico, podria

atribuirse a la extensién del proceso infectivo del insecto por parte del hongo
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entomopatogeno durante un mayor nimero de horas diario, cada cepa durante su
intervalo 6ptimo; también, a un menoscabo reciproco del sistema defensivo del insecto
por cada cepa (Gillespie et al., 1997; Hajek y Stleger, 1994; Hung et al., 1993; Vojvodic et
al., 2012).

El Capitulo IV profundiza en la estrategia de co-formulacion de las cepas
seleccionadas, y su impacto no solo en la mortalidad del insecto, sino también en su
alimentacion y reproduccion. De nuevo, y con independencia de la dosis, la cepa M.
acridum IMI 330189 presenta una mayor virulencia en condiciones de temperatura
constante, aunque la co-formulacién con la cepa EABb 90/2-Dm de B. bassiana tiene un
efecto letal aditivo en condiciones de termorregulacion. La interaccion de tipo aditivo
entre microorganismos entomopatégenos ha sido detectada en numerosos estudios
recientes (de Azevedo et al., 2017; Dos Santos et al., 2006; Mantzoukas et al., 2013; Pauli
et al., 2018; Tounou et al., 2008; Wakil et al., 2017; Wu et al., 2014). Este efecto aditivo es
también reflejado por la ausencia de zonas de inhibicidn entre las cepas EABb 90/2-Dm y
IMI 330189 en cultivos duales, tanto en el crecimiento fungico de la mezcla como en

cultivo dual de ambos hongos.

El régimen de temperatura, constante o termorregulacion, tuvo influencia en los
efectos subletales observados. La infeccidén con las cepas EABb 90/2-Dm y IMI 330189,
aplicadas tanto individualmente como en mezcla, se traduce en una reduccién
significativa del 32-51% del consumo per capita en régimen de temperatura constante, lo
que, en condiciones de termorregulacion, solo ocurrid con la cepa IMI 330189, que causo
una reduccidn significativa en la alimentacién per capita (50%). La infecciéon también
causd una reduccidn significativa de la fecundidad de D. maroccanus del 21-53%, efecto
subletal que fue menos marcado en S. gregaria infectada con IMI 330189 (Blanford y
Thomas, 2001), aunque la reduccién de la fecundidad causada por B. bassiana y M.
acridum ha sido descrita en otros acrididos y ortopteroides (EI-Maghraby et al., 2009;
Pelizza et al., 2013; Quesada-Moraga et al., 2004). La existencia de una reduccién de la
fecundidad con el factor de mortalidad incluido, apunta a la reduccion de los recursos del
hospedante para la maduracidn de los huevos como consecuencia de la infeccion fungica
(Kaur et al., 2011; Roy et al., 2006). De hecho, existié una alta correlacion lineal entre
fecundidad (numero de ootecas por hembra) y alimentacién per capita (r = 0.783).
Igualmente, se detectd una reduccidn significativa de la fertilidad de huevos debido a la
infeccién por ambas cepas y por su mezcla, aspecto que no habia sido evaluado

previamente en otros estudios similares (Arthurs y Thomas, 2000; Blanford y Thomas,
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2001; El-Maghraby et al., 2009; Pelizza et al., 2013). Cuando se comparé la reduccién en
la alimentacion y en la fecundidad entre M. acridum IMI 330189 y la mezcla con similar
dosis de esta cepa, se observd una potencial interaccién antagonista en los efectos
subletales entre EABb 90/2-Dm vy IMI 330189, que podria indicar una interaccién
cooperativa entre los patdégenos cuando los recursos del hospedante son compartidos,
resultando en una infrautilizacidn de éste (Schjorring y Koella, 2003; Vojvodic et al., 2012).
No obstante, los efectos combinados de la reduccién de fecundidad y fertilidad en los
distintos tratamientos disminuyeron el potencial biético de D. maroccanus entre un 30-

65%.

Los resultados de esta Tesis Doctoral ponen de manifiesto que la cepa IMI 330189 de
M. acridum es mas tolerante a las altas temperaturas y a la termorregulacién
comportamental que B. bassiana (EABb 90/2-Dm); la primera cepa expresa su virulencia
incluso después de inducir fiebre comportamental. Bajo las condiciones de temperatura
existentes en La Serena y otras areas de reserva del territorio nacional -en La Serena las
temperaturas maximas diarias exceden los 40 °C y las minimas alcanzan valores por
debajo de 20 °C (Klass et al., 2007)-M. acridum (IMI 330189) es posiblemente un mejor
candidato para su uso en control biolégico, aunque la cepa EABb 90/2-Dm de B. bassiana
ha mostrado mayor crecimiento fungico que la cepa IMI 330189 de M. acridum a
temperaturas mas templadas. No obstante, estas dos cepas podrian ser combinadas en
un producto bioinsecticida, que podria ser utilizado en un mayor rango de condiciones
ambientales. Dosis reducidas de ambas cepas y su mezcla indujeron efectos subletales (en
alimentacion y reproduccion) en D. maroccanus en condiciones de termorregulacion, lo
gue debe unirse a la mortalidad directa para estimar el impacto global del tratamiento, y
acerca su eficacia a la de los insecticidas quimicos de sintesis. La cepa EABb 90/2-Dm
regula de forma natural las poblaciones de D. maroccanus en el area de reserva de La
Serena, y es una excelente candidata para el desarrollo de un micoinsecticida comercial
para su control, por lo que hay que dirigir nuestro esfuerzo a evaluar su co-formulacion

con la cepa IMI 330189 de M. acridum en condiciones de campo.
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Las conclusiones 1 y 2 estan obtenidas del Capitulo Il “Comparative effects of
temperature and thermoregulation on candidate strains of entomopathogenic fungi for
Moroccan locust Dociostaurus maroccanus control”, articulo publicado en la revista
Biocontrol (IP=1.924, 20/96, Q1 en Entomology). La conclusion 3 estd obtenida del
Capitulo Il “Mixed infections and insect-pathogen interactions”, articulo publicado en la
revista Ecology Letters (IP=9,137, 4/160 en Ecology). Las conclusiones 4 y 5 estan
obtenidas del Capitulo IV “Sublethal effects of mixed fungal infections on the Moroccan
locust, Dociostaurus maroccanus”, articulo publicado en la revista Journal of Invertebrate

Pathology (IP=2,511, 18/167, Q1 en Zoology).

1. Los requisitos térmicos de la cepa IMI 330189 de M. acridum estan mejor
adaptados a la fraccidn horaria de mayor temperatura/insolacién en un régimen
de termorregulacion, mientras que la cepa EABb 90/2-Dm de B. bassiana se
comporta mejor en el periodo de menor temperatura/insolacion, lo que promulga

su posible empleo conjunto.

2. LacepalMI 330189 de M. acridum indujo fiebre comportamental en Dociostaurus
maroccanus, pero mantuvo su virulencia en condiciones de termorregulacion,
mientras que la cepa EABb 90/2-Dm de B. bassiana no indujo esta respuesta

comportamental de manera significativa.

3. Los resultados de las infecciones mixtas con la cepa IMI 330189 de M. acridum y
dos cepas autdctonas de B. bassiana, aisladas de ortdpteros del drea de reserva
de La Serena (Badajoz),en el hospedante modelo S. gregaria, ponen de manifiesto
gue la eficacia insecticida de un patdgeno virulento puede verse modificada por la
interaccidn con otros patdgenos, incluso aunque estos sean avirulentos, con una
respuesta aditiva, sinergista o antagonista dependiendo de las condiciones
ambientales, especialmente temperatura ambiental y termorregulacion, y del
orden de infeccidn. Estas interacciones podrian contribuir a una variabilidad
inesperada en la eficacia de un agente de control, dependiendo de la naturaleza

de la comunidad microbiana autdctona de la zona.

4. Las infecciones individuales y mixtas con dosis reducidas de las cepas IMI 330189

de M. acridum IMI 330189 y EABb 90/2-Dm de B. bassiana provocaron efectos
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subletales en D. maroccanus, con una reduccién de la alimentacidn per capita, asi
como de fecundidad y potencial bidtico, que estuvieron condicionados por la
termorregulacion, efectos que deben sumarse a la mortalidad directa para estimar
el efecto global del tratamiento y su comparacidon con el de los insecticidas

guimicos de sintesis.

5. Lainteraccién aditiva en D. maroccanus entre las cepas IMI 330189 de M. acridum
y EABb 90/2-Dm de B. bassiana resalta el potencial para su combinacién como co-
formulacion en un producto bioinsecticida, que podria ser utilizado en un mayor
rango de condiciones ambientales, si bien, esta compatibilidad deberia ser

evaluada en las condiciones de las areas de reserva de D. maroccanus en Espafia.
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