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Resumen

Uno de los principales problemas de la industria agroalimentaria es la presencia de plagas
de artrépodos en los productos almacenados, que pueden causar danos directos por pérdida
de produccioén y, danos indirectos tanto a nivel econémico, porque su presencia en el produc-
to final puede causar desprestigio de la imagen comercial, como a nivel sanitario y medioam-
biental. A lo largo de los anos, el método de control de plagas mas utilizado ha sido el control
quimico. El uso de tratamientos con atmésferas modificadas (AMs) con alta concentracion de
CO, es una alternativa a la utilizacion de productos quimicos residuales que ademas de alta-
mente efectiva, es respetuosa con el medio ambiente. Sin embargo, las AMs son tratamientos
que, a veces, pueden resultar demasiado largos para la industria. Como alternativa a los tra-
tamientos quimicos y dentro de una estrategia de control integrado de plagas, en esta tesis
se han evaluado los tratamientos con AMs con alta concentracién de COZ, y el uso de ene-
migos naturales, asi como la sinergia de las AMs con otros bioactivos para el control de estas
plagas. Ademas, se ha determinado coémo afecta la presencia de una de estas plagas sobre
la produccién de micotoxinas vy, si el tratamiento con AMs puede prevenir la produccion de
estas toxinas. Para ello, en el primer capitulo se evaluaron enemigos naturales de las plagas
Sitophilus oryzae, Ephestia kuehniella y Plodia interpunctella, para el control de las mismas, y
posteriores tratamientos con AMs con alta concentracion de CO,, tanto a presion atmosférica
como a alta presién. Los resultados obtenidos mostraron un control efectivo de la plaga por
parte de los enemigos naturales y un posterior control de la presencia de individuos vivos, pla-
ga o enemigos naturales, después del tratamiento con AMs. Asimismo, con los tratamientos
se obtuvo una reduccién significativa de los dafos producidos por la plaga en el producto. En
el segundo capitulo se evaluo si la adicion de SO, a AMs con una alta concentracion de CO,,
podia incrementar el efecto insecticida de estas AMs para el control de dos especies plaga
de alimentos almacenados, S. oryzae y T. confusum. Los resultados obtenidos demostraron
que la adicion de 15 000 ppm y 30 000 ppm de SO, a AMs con un 95% de CO, durante sélo
un dia de tratamiento, garantizaba un 100% de mortalidad de los adultos de los dos insectos.
También se observo que la adicion de SO, hizo aumentar la mortalidad de los otros estadios
de desarrollo de S. oryzae. Ademas, hubo un aumento de la mortalidad de los dos insectos
cuando se afadié SO, a AMs con un menor contenido de CO,, del 70%. En el tercer capitulo
se determind la eficacia de la combinacion de AMs y tres bioactivos volatiles (BV), para el con-
trol de los adultos del gorgojo S. oryzae. Los resultados obtenidos indicaron que la adicion de
los tres BV increment6 la mortalidad de S. oryzae en comparacion a la mortalidad producida
por las AMs cuando se aplican solas. En el cuarto capitulo, se determiné la produccién de
micotoxinas en maiz almacenado, debida al crecimiento del hongo Aspergillus flavus y favo-
recida por la presencia del coledptero Sitophilus zeamais, un contenido de humedad inicial
elevado del grano de maiz y el efecto protector de las AMs con alta concentracién de CO,,.
Los resultados mostraron que la presencia del coledptero en maiz inoculado con el hongo,
favorecid la produccién de micotoxinas. Cuando se tratd el maiz que contenia S. zeamais vy el
hongo A. flavus, con AMs con alta concentracion de CO,, la produccion de micotoxinas se vio
reducida significativamente con respecto al maiz con el coleéptero y el hongo sin ser tratado.
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Resum

Un dels principals problemes de la indUstria agroalimentaria és la presencia de plagues
d’artropodes en els productes emmagatzemats, les quals poden causar danys directes per
perdua de produccio i, danys indirectes tant a nivell economic, perque la seva preséncia en el
producte final pot causar desprestigi de la imatge comercial, com a nivell sanitari i mediam-
biental. Al llarg dels anys, el métode de control de plagues més utilitzat ha estat el control
quimic. L’Us de tractaments en atmosferes modificades (AMs) amb alta concentracié de CO,
€s una alternativa a I'utilitzacié de productes quimics residuals que a més de ser altament
efectiva, és respectuosa amb el medi ambient. No obstant aixo0, les AMs son tractaments que,
de vegades, poden resultar massa llargs per a la industria. Com a alternativa als tractaments
quimics i dins d’una estratégia de control integrat de plagues, en aquesta tesi s’han avaluat
els tractaments amb AMs amb alta concentracié de CO,, i I'ls d’enemics naturals aixi com
la sinergia de les AMs amb altres bioactius per al control d’aquestes plagues. A més, s’ha
determinat com afecta la presencia d’una d’aquestes plagues sobre la produccié de mico-
toxines i si el tractament en AMs pot prevenir la produccié d’aquestes toxines. Per aixo, en
el primer capitol, es van avaluar enemics naturals de les plagues Sitophilus oryzae, Ephestia
kuehniella i Plodia interpunctella, per al control de les mateixes i, posteriors tractaments amb
AMs amb alta concentracio de CO,, tant a pressio atmosférica com a alta pressio i en AMs. Els
resultats obtinguts van mostrar un control efectiu de la plaga per part dels enemics naturals
i un posterior control de la preséncia d’individus vius, plaga o enemics naturals, després del
tractament amb AMs. De la mateixa manera, amb els tractaments es va obtenir una reduccid
significativa dels danys produits per la plaga en el producte. En el segon capitol, es va avaluar
si 'addicio de SO, a AMs amb una alta concentracio de CO, podia incrementar I’efecte insec-
ticida d’aquestes AMs per al control de dues espécies plaga d’aliments emmagatzemats, S.
oryzae i T. confusum. Els resultats obtinguts van demostrar que I’addicié de 15 000 ppm i 30
000 ppm de SO, a AMs amb un 95% de CO, durant només un dia de tractament, garantia un
100% de mortalitat dels adults dels dos insectes. També es va observar que I’addicié de SO,
va fer augmentar la mortalitat dels altres estadis de desenvolupament de S. oryzae. A més, es
va observar un augment de la mortalitat dels dos insectes quan es va afegir SO, a AMs amb
un menor contingut de CO,, del 70%. En el tercer capitol, es va determinar I'eficacia de la
combinacioé d’ AMs i tres bioactius volatils (BV), per al control dels adults del corc S. oryzae.
Els resultats obtinguts van indicar que I'addicié dels tres BV va incrementar la mortalitat de
S. oryzae, en comparacio a la mortalitat produida per les AMs quan s’apliquen soles. En el
quart capitol, es va determinar la produccidé de micotoxines en blat de moro emmagatzemat,
deguda al creixement del fong Aspergillus flavus i afavorida per la preséncia del coleopter,
Sitophilus zeamais, un contingut d’humitat inicial elevat del gra de blat de moro i I'efecte pro-
tector de les AMs amb alta concentracié de CO,. Els resultats obtinguts van indicar que la
preséncia del coledpter en blat de moro amb el fong va afavorir la produccié de micotoxines.
Quan es va tractar el blat de moro que tenia S. zeamais i el fong A. flavus, amb AMs amb una
alta concentracié de CO,, la produccié de micotoxines es va veure reduida significativament
respecte al blat de moro amb el coledpter i el fong sense ser tractat.




Abstract

One of the main problems of the food industry is the presence of arthropod pests in stored
products, which can cause direct damages because of the loss of production, and indirect
damages, both indirect economic level, because their presence in the final product may cause
discredit of the trademark, as well as health and environmental level. Over the years, the pest
control method most widely used has been chemical control. The use of modified atmosphere
treatments (MAs) with high concentrations of CO, is an alternative to the use of residual chemi-
cal treatments and in addition to being highly effective, is also environmentally friendly. Howe-
ver, MAs are treatments that sometimes can be too long for the industry. As an alternative to
chemical treatments and within a strategy of Integrated Pest Management, in this thesis has
been assessed MAs with high CO2 concentrations and the use of natural enemies, as well as
the synergy of MAs with other bioactive for the control of these pests. Furthermore, it has been
determined how affects the presence of one of these pests on the production of mycotoxins,
and if MAs treatments can prevent the production of these toxins. To do this, in the first chap-
ter natural enemies of pests Sitophilus oryzae, Ephestia kuehniella and Plodia interpunctella,
were evaluated to control these pests, and posterior MAs treatments with high concentrations
of CO,, both at atmospheric pressure and at high pressure. The results showed an effective
control of the pest by natural enemies and a posterior control of the presence of live indivi-
duals, pests or natural enemies, after treatment with MAs. Furthermore, a significant reduction
in the damage caused by the pest in the product was obtained with these treatments. In the
second chapter, we assessed whether the addition of SO, to MAs with a high concentration
of CO,, could increase the insecticide effect of these MAs for pest control of two pest species
of stored products, S. oryzae and T. confusum. The results showed that the addition of 15 000
ppm and 30 000 ppm of SO, to MAs with 95% CO, for only one day of treatment, guaranteed
100% mortality of adults of the two insects. It was also observed that the addition of SO, did
increase mortality from other developmental stages of S. oryzae. Moreover, an increase in mor-
tality of the two insects was observed when SO, was added to MAs with less content of CO,,
70%. In the third chapter, it was determined the effectiveness of the combination of MAs and
three volatile bioactive (VB), to control the adults of the weevil S. oryzae. The results showed
that the addition of the three BV increased the S. oryzae mortality compared to mortality pro-
duced by MAs when applied alone. In the fourth chapter, the production of mycotoxins in
stored corn was determined, due to the growth of the fungus Aspergillus flavus and favored by
the presence of the Coleoptera Sitophilus zeamais, a high initial moisture content of the corn
kernel and the protective effect of MAs with high concentration of CO,. The results indicated
that the presence of S. zeamais and the fungus inoculated in corn, favored the production of
mycotoxins. When corn with S. zeamais and the fungus A. flavus, was treated in MAs with high
concentration of CO,, mycotoxin production was significantly reduced, compared with maize
with S. zeamais and fungus without being treated.
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1. Introduccidon general

Los cereales representan la mayor parte del aporte fundamental de calorias en la alimenta-
cién humana (FAO, 2014). A nivel mundial, en el afio 2012 se produjeron mas de 2,5 billones de
toneladas de cereales cultivados en unos 700 millones de hectareas (FAO, 2014). Respecto a
esta produccién, cabe destacar como principales cultivos, el maiz (Zea mays L.) con un 34,4%,
seguido del arroz (Oryza sativa L.) con un 28,2%, el trigo (Triticum aestivum L.) con un 26,5% vy
la cebada (Hordeum vulgare L.) con un 5,2%.

En la Unién Europea, en el afio 2012 se cultivaron 57 millones de hectareas de cereales, en
las que se produjeron 280 millones de toneladas. Esta produccion representé un 11% de la
produccién mundial. El pais con la mayor produccion de cereales fue Francia con un 25,2%,
respecto al resto de la Union Europea. Le siguieron Alemania (15,9%), Polonia (9,8%), Inglaterra
(6,9%), ltalia (6,6%) y Espafia con una produccién de un 6% (FAO, 2014). El resto de paises de
la UE presentaron porcentajes de produccion inferiores al 6%.

A nivel estatal, en el afio 2011 se cultivaron 6 millones de hectareas de cereales, en las cua-
les se produjeron 21 millones de toneladas. En cuanto a produccion, destaco la cebada con
un 38,2%, respecto a los otros cereales. Después le siguid el trigo con un 31,7%, el maiz, con
un 17,5%, la avena, con un 4,9% vy el arroz con un 0,9%. Con porcentajes mas pequefos les
seguirian el resto de cereales (Ministerio de Agricultura Alimentacion y Medio Ambiente, 2014).

Una vez recolectado, el grano de cereal pasa a ser almacenado. Durante su almacenamiento
en silo o almacén, los granos de cereales for-
man un ecosistema en el cual, es importante

conocer las interacciones entre los factores Relacién entre factores bicticos y abicticos

bidticos y abidticos, con el objetivo de iden- Localizacién geogréfica

tificar los parametros necesarios para llevar a / ¥ \ \

Cabo un manejo épt|m0 de| Cereal (Wa”ace y \(:elozfidad Temper_atura Radiacion Parametros
el viento del aire solar estructurales

Sinha, 1981). Los factores bibdticos son, ma- \

Factores externos

/

Calor <:’> Humedad \

yoritariamente, el propio grano de cereal, la
microflora existente en él y, los insectos y los

acaros presentes (Figura 1) (Navarro y Noyes, 7 X
2002). Estos factores estan interrelacionados Insectos Microflora
entre si. Entre los factores abioticos, la hume- PR o —

dad y la temperatura son muy importantes, grane

ya que de ellos depende el desarrollo de la 1

microflora y los insectos. Otro factor abidti- Waterias o monora
co importante es la composicion atmosférica

intergranular, ya que, la concentracién de oxi-
geno del aire incide directamente en el desa- . s ; ;
Figura 1: Representacion grafica de las interacciones entre

rrollo de insectos Yy microorganismos (Nava- factores biéticos y abiéticos en un ecosistema de grano alma-
froy Noyes, 2002). cenado (adaptado de: Navarro y Noyes (2002))
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Si alguno de los factores abioticos mencionados no fuera el 6ptimo para la conservacion del
grano de cereal, en éste se podrian producir alteraciones quimicas, fisicas o bioldgicas, las cuales
podrian hacer disminuir la calidad del cereal. Los principales factores implicados en ellas son:

- Alteraciones quimicas: Estas son el resultado de la respiracién del grano durante su alma-
cenamiento. Los factores implicados en este proceso son basicamente, la temperatura, la
humedad y la composicion gaseosa del ambiente (relacion oxigeno (O,) / dioxido de car-

bono (CO,)).

- Alteraciones fisicas: Estas se pueden producir por dafios mecanicos y temperaturas eleva-

das.

- Alteraciones biolégicas: Pueden ser debidas, a la presencia de roedores, pajaros, insectos,
acaros y microorganismos (bacterias, hongos y levaduras).

Referente a las alteraciones bioldgicas, en la Figura 2 se muestra la red tréfica que se pro-
duciria en el ecosistema alterado del grano de cereal almacenado. También se muestran las
interacciones entre los distintos organismos. En la parte izquierda de la Figura 2 se muestran los
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Figura 2: Red trofica del ecosistema del grano de cereal alma-
cenado (Fuente: Gorham (1991)).

niveles troficos (Gorham, 1991).

En este ecosistema, los niveles tréficos son:

- Poductores primarios: grano de cereal.

- Descomponedores: hongos, levaduras, bac-
terias y acaros (organismos que degradan y
descomponen los organismos muertos o res-
tos de ellos).

- Consumidores:

- Primarios: seres humanos, acaros, hongos,
bacterias, insectos, ratas, ratones y pajaros
(organismos que se alimentan directamente
de los productores primarios).

- Secundarios: enemigos naturales de los in-
sectos y acaros presentes (parasitoides y
depredadores), aves y gatos que atacan a
las ratas y los ratones presentes.

- Terciarios: acaros que se alimentan de
depredadores, y moscas atraidas por la
presencia de los roedores y los gatos.

1.1. Plagas de insectos y acaros de productos alimentarios almacenados

Los insectos plaga de productos alimentarios almacenados son especies que se han adap-
tado a vivir en ambientes muy secos. A partir de un contenido de humedad del grano de ce-
real del 10%, y si las condiciones de temperatura son adecuadas, los insectos pueden iniciar
la colonizacién del medio aumentando la poblacién a medida que el contenido de humedad
aumenta (Pedersen, 1992). En cambio, los acaros necesitan ambientes mas hiumedos para




su desarrollo. Estos ambientes los pueden encontrar, por ejemplo, en almacenes mal acondi-
cionados. La proliferacion de los acaros es mas rapida que la de los insectos y si las condi-
ciones ambientales son 6ptimas, pueden completar el ciclo de huevo a adulto en pocos dias
(Boczeck, 1991).

En Espanfa, entre las especies mas importantes de artrépodos que pueden afectar a los
granos y sus derivados se encuentran los lepiddpteros Ephestia spp. y Plodia interpunctella
(HUbner) (Lepidoptera: Pyralidae), Sitotroga cerealella (Oliver) (Lepidoptera: Gelechiidae), los
coledpteros como Tribolium castaeum (Herbst) y Tribolium confusum Jacquelin du Val (Coleop-
tera: Tenebrionidae), Sitophilus oryzae (L.), S. granarius (L.) y S. zeamais Motschulsky (Coleopte-
ra: Curculionidae), Acanthoscelides obtectus Say (Coleoptera: Bruchidae), Lasioderma serricor-
ne (Fabricius) y Stegobium paniceum (L.) (Coleoptera: Anobiidae), Oryzaephilus surinamensis
(L.) y O. mercator (Fauvel) (Coleoptera: Silvanidae), Cryptolestes ferrugineus (Stephens) y C.
pusillus Schoénherr (Coleoptera: Cucujidae), Rhyzopertha dominica (Fabricius) (Coleoptera:
Bostrichidae), el psécido Liposcelis bostrychophila Badonnel (Psocoptera: Liposcelididae) y
el acaro Tyrophagus putrescentiae (Shrank) (Acari: Acaridae) (Riudavets et al., 2002a; Pascual-
Villalobos, 2003). Ademas de los cereales, estas plagas también pueden atacar, entre otros,
frutos secos, legumbres, especias, cacao, etc., y alimentos elaborados como la harina, la pasta
alimenticia, galletas, chocolate, piensos para ganado, alimentos para animales de compafia,
etc. Entre estas especies, se encuentran las que se desarrollan en el interior del grano, y las
que se desarrollan externamente y se alimentan del germen y/o de las capas exteriores, asi
como de harina, granos rotos, etc. (Ebeling, 1996). Entre las especies de desarrollo interno,
se encuentran especies de coledpteros de los géneros Sitophilus y Rhyzopertha asi como el
lepiddptero S. cerealella. En cuanto a las especies de desarrollo externo, se encuentran espe-
cies de coledpteros de los géneros Tribolium, Cryptolestes y Oryzaephilus, lepidépteros como
P. interpunctella, Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) y acaros de los géneros
Tyrophagus, Acarus y Glyciphagus.

Las plagas de artrépodos pueden llegar a provocar grandes pérdidas en los cereales du-
rante la post-cosecha, ya sea en cantidad como en calidad del alimento final. En cuanto a
las pérdidas directas provocadas por las plagas, éstas pueden llegar a ser de entre un 5%
y un 10% de la produccion del grano almacenado, en los paises desarrollados (Adam et al.,
2006). Por ejemplo, en EEUU las pérdidas econdmicas provocadas por la presencia de insec-
tos y hongos en la produccion de trigo pueden ser de millones de délares por ano (Flinn et
al., 2003). En los paises en vias de desarrollo, que dependen de las reservas de grano alma-
cenado para la alimentacién de su poblacion, estas pérdidas pueden llegar a ser del 50% o
mas de la produccion anual (FAO, 2012). Los insectos y acaros, aparte de consumir parte del
grano y contaminarlo, tanto con sus excrementos como con los restos de sus mudas y los
individuos muertos, pueden provocar areas de mayor contenido de humedad, en las pilas de
grano, en las que los microorganismos, como por ejemplo los hongos, pueden desarrollarse
y producir micotoxinas (Magan et al. 2003). Otro punto negativo derivado de la presencia de
las plagas de artropodos y sus subproductos en los alimentos es el efecto toxico o alérgico
que pueden tener sobre la salud de los consumidores finales (Gorham, 1979). En las instala-
ciones de las fabricas donde se procesan los alimentos, los insectos provocan habitualmente
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desperfectos en la maquinaria y obstruccion de cribas y cintas de transporte, por los residuos
que éstos producen, como por ejemplo, individuos muertos, exuvios de pupas, excrementos,
etc. Ademas, los tratamientos necesarios para el control de estas plagas, también suponen
un gasto econdmico importante (Phillips y Throne, 2010). Finalmente, se han de anhadir las
pérdidas econémicas que supone para una empresa agroalimentaria, que el producto llegue
al mercado con presencia de insectos y/o acaros o de sus productos, ya que implicaria un
desprestigio de su imagen comercial frente al consumidor final.

1.2. Hongos en productos alimentarios almacenados

Los hongos que pueden desarrollarse en los granos de cereal almacenado y que son los mas
peligrosos tanto para el hombre como para los animales, pertenecen a los géneros Aspergillus,
Fusarium y Penicillium. Estos hongos pueden producir micotoxinas, las cuales son metabolitos
secundarios téxicos. Por ejemplo, Aspergillus flavus Link (Eurotiales: Trichocomaceae) produce
la micotoxina, aflatoxina B1 (AFB1), la cual esta clasificada dentro del grupo 1 (cancerigena para
humanos) de carcinégenos, por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC,
2014). Por ejemplo, este hongo puede desarrollarse en maiz almacenado, si se dan las condi-
ciones necesarias de humedad y temperatura para su desarrollo.

Los insectos, durante su alimentacion, pueden provocar la rotura de las paredes externas
del grano de cereal. Estas cubiertas externas son la barrera natural contra el ataque de hongos
al grano. A través de las roturas provocadas por los insectos se facilita la propagacion de los
hongos en el grano de cereal (Sétamou et al., 1998). Asimismo, debido a su constante movi-
miento, los insectos pueden contribuir a la dispersion de las esporas de hongos, las cuales son
transportadas en la superficie del insecto o depositadas mediante sus excrementos (de Saint
Georges-Gridelet, 1984). En su trabajo, Mc Millian (1983) detectd esporas de A. flavus en el in-
terior y encima de adultos del coledptero S. zeamais, los cuales fueron capturados en campos
de maiz o en sus alrededores.

1.3. Manejo de plagas en la industria agroalimentaria

Las plagas de artropodos pueden encontrarse en diferentes puntos del proceso de elabora-
cién y distribucion del producto alimentario (Figura 3). Las fases de este proceso que son mas
susceptibles de ser atacadas por estas plagas son: el almacenado de las materias primas, el
proceso de manufacturacion, el almacenado de los productos elaborados y la cadena de distri-
bucién (Arbogast et al., 2000; Doud y Phillips, 2000; Roesli et al., 2003).

Para evitar o minimizar el ataque de las plagas, se deberian seguir diferentes medidas que
podriamos agrupar en los tres pilares siguientes: prevencion, inspeccion y deteccion vy, finalmen-
te, control.

Dentro de la prevencion, tienen un papel muy importante el control de la temperatura del
grano durante su almacenamiento, extremar la higiene de los almacenes y las instalaciones
de procesado, el aislamiento entre las zonas de procesado, envasado y almacenamiento del




producto final, para evitar el paso de las plagas
de una zona a otra, un disefio correcto de la
gricultores
maquinaria y las instalaciones que permitan la :
accesibilidad para su limpieza y retirada de resi-

Materia prima

duos, el envasado de los productos manufactu- Almacenado:
rados que evite las contaminaciones cruzadas, Almacén horizontal
y el transporte del producto final, el cual debera l
hacerse en vehiculos que estén libres de conta- \ Proceso industrial \
minaciones (insectos, bacterias, hongos, etc.), l

que mantengan unas condiciones ambientales
Optimas para el transporte del producto, y su l

estructura no debera dafnar los envases del pro- Al
macenado
ducto. Producto final

En cuanto a la inspeccion y deteccion, el

objetivo es comprobar si hay presencia de in-

sectos Y, si se ”egaran a encontrar, determinar Figura 3: Esquema del proceso de elaboracion de alimentos 'y

qué cantidad hay la localizacidon de la contami- puntos criticos en los que se puede producir la contaminacién
L, " . por plagas de insectos y acaros.

nacion, las especies y los estadios del desarro-

llo presentes, y la dindamica poblacional a lo largo del tiempo.

Envasado

Industria

Finalmente, en los casos necesarios, el control de artropodos puede hacerse llevando a
cabo distintas técnicas y métodos de actuacién, que muchas veces se utilizan complementa-
riamente, con el objetivo de conseguir los mejores resultados. Estas técnicas y métodos de ac-
tuacioén dentro del concepto del Control Integrado de Plagas (CIP) se dividirian en: control fisico,
control quimico y control biologico.

Hasta hace relativamente pocos anos, el método de control de las plagas mas utilizado ha sido
el control quimico. No obstante, el nUmero de materias activas registradas como fitosanitarios o
biocidas es cada vez mas bajo, asi como también lo es, el limite maximo de residuos permitido en
el producto final (LMRs) (Ministerio de Agricultura Alimentacion y Medio Ambiente 2014; Ministerio
de Sanidad Servicios Sociales e Igualdad, 2014). El bromuro de metilo fue una de las substancias
mas utilizada para el control de insectos en la materia prima de las industrias agroalimentarias.
Sin embargo, este fumigante es uno de los principales causantes de la reduccién de la capa de
ozono. Por ello, los acuerdos del Protocolo de Montreal prohibieron su uso en los paises desarro-
llados a partir del afno 2005 (UNEP, 2006). Actualmente, para el control quimico de estas plagas,
en Espafa solo esta permitido el uso de algunos insecticidas residuales (piretrinas, metil pirimifos
y deltametrin) y las fumigaciones con fosfina (un gas generado a partir de fosfuro de aluminio o de
magnesio) (Ministerio de Agricultura Alimentacién y Medio Ambiente, 2014). Recientemente se ha
registrado en la UE un nuevo fumigante, el fluoruro de sulfurilo, para el tratamiento de almacenes
e instalaciones de procesado vacias, pero no esta autorizado en la mayoria de paises, incluido en
Espana, para el tratamiento directo sobre las materias primas o los productos finales elaborados.
La fosfina es pues la Unica alternativa quimica que existe para la fumigacion de productos agroa-
limentarios, pero no puede considerarse como tal, ya que necesita tiempos de exposicion mas
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largos para ser igualmente efectiva, y no se puede aplicar sobre productos alimentarios una vez
que éstos ya han sido elaborados. Por otra parte, un mal uso de este producto, como por ejemplo
la aplicacion durante tiempos menores a los recomendados, o a temperaturas bajas, ha hecho
que en los ultimos afos hayan aparecido cepas resistentes de diferentes especies de insectos a
la fosfina (Navarro et al., 2008). Ademas, la fosfina es altamente téxica e incluso puede producir la
muerte en humanos, ya que inhibe el transporte de electrones, en la etapa final de la produccién
de energia en las células (cadena de transporte de electrones), por combinarse con el hierro en
presencia de O,. El hierro juega un papel muy importante en la cadena de transporte de electrones,
ya que puede recoger un electrén y transferirlo de una a otra molécula transportadora en dicha
cadena (Garry et al., 1989). Garry et al. (1989) también sugirieron que la exposicién a la fosfina po-
dia producir alteraciones cromosodmicas entre los fumigadores. Alavanja et al. (1987), demostraron
que trabajadores de una empresa de grano de cereal padecieron cancer, como consecuencia de la
exposicion a la fosfina y a otros fumigantes. Como consecuencia, surge la necesidad de desarro-
llar métodos alternativos, dentro del marco del CIP, para el control de insectos y acaros que sean
eficaces y respetuosos con el medio ambiente.

Entre estos métodos, y dentro del control quimico, una alternativa de bajo impacto sobre el
medioambiente y sobre la salud de las personas, seria la aplicacién de atmdsferas modificadas
(AMs) ya sea con una alta concentracion de CO,, o con la modificacion de la concentracion de
otros gases atmosféricos como el ozono (O,), el nitrégeno (N,) o el O,. La utilizacion de altas
concentraciones de O, tiene el inconveniente que este gas es altamente corrosivo para la ma-
yoria de los metales utilizados en la industria (Mason et al., 1999). Los tratamientos con N, se
basan en el desplazamiento del O,, produciendo una atmosfera anoxica y, dado que el N, no es
toxico de por si para los insectos, los tiempos de tratamiento requeridos para controlarlos son
mas largos que con la utilizacioén del CO, (Banks y Annis, 1990; Conyers y Bell, 2007; Navarro,
2006). También se encontrarian los métodos de control fisico (tratamientos térmicos, conge-
lacién, secado del producto alimentario para reducir la humedad, exposicion a luz ultravioleta,
mezcla del grano con tierras diatomeas desecantes, aplicacion de radiaciones ionizantes, etc.),
y el control biolégico (CB) mediante el uso de depredadores o parasitoides de las plagas.

Asi, el objetivo del CIP es el control de estas plagas, sus restos y los residuos que produ-
cen, en la cadena de procesado del producto alimentario, tratando de minimizar el uso de los
productos quimicos de sintesis. Con la aplicacion del CIP se contribuye a retrasar la aparicion
de resistencias a los productos quimicos, y a que se disminuya el riesgo que representan estos
productos para la salud humana y el medioambiente.

1.3.1. Tratamientos con atmésferas modificadas con elevado contenido en didxido de car-
bono como alternativa a otros métodos de control quimico

ElI CO, es un fumigante que se usa como alternativa a los tratamientos con bromuro de metilo,
y con otros productos quimicos utilizados habitualmente, para el control de plagas de insectos
y acaros, en alimentos almacenados (Adler et al., 2000; Navarro, 2006; Riudavets et al., 2009;
Riudavets et al., 2010). EI CO, puede producir en los artropodos, acidificacion de los fluidos
internos, alteracion de la permeabilidad de las membranas celulares de las neuronas, reduccién
de la actividad del corazén y de los musculos alares, modificacion de diversas vias metabdlicas,




biologicas y de comportamiento, etc. No obstante, el principal efecto que provoca el CO, en los
insectos y acaros, es el estimulo en la apertura de los espiraculos. Esta apertura produce una
pérdida de agua y, como consecuencia, la muerte del insecto (Nicolas y Sillans, 1989). Cuando
la concentracion de CO, es elevada y la humedad relativa es baja, esta pérdida de agua se ve
favorecida.

El almacenaje de la materia prima, sobre todo de cereales y legumbres, en recintos herméti-
cos, hace que se produzca una disminucion del O, y un aumento del CO,, debidos a la actividad
de los insectos, la microflora y la propia respiracion del material vegetal almacenado.

El almacenamiento hermético del grano de cereal ya se hacia en la antigliedad, en fosas
subterraneas de las regiones secas y subtropicales de Oriente Medio, y en otras regiones del
mundo, como Africa y la India (Navarro, 20086). El uso de fosas subterraneas para almacenar
cereales, aun se utilizaba en los afios 40 en Egipto (Attia, 1948; en Navarro, 2006). En 1980, Gi-
rish publicé que existian almacenes herméticos muy antiguos que aun estaban en uso, en India.
El mismo afio, Kamel (1980) (en Navarro, 2006) también describio la existencia de este tipo de
almacenes aun operativos, en Yemen, Somalia, Sudan y Egipto.

El método de las AMs aplicado en la actualidad se considera una adaptacién del principio
en el que se basaban los antiguos almacenes herméticos (Attia, 1948; Hydey Daubney, 1960 en
Navarro, 2006).

El término general atmdésfera modificada (AM) incluye todos los casos en que la composicion
de los gases atmosféricos o de sus presiones parciales, crean las condiciones favorables para
el control de los insectos plaga de productos almacenados, en los tratamientos realizados en
recintos herméticos.

Los aspectos cientificos y practicos de las AMs para conservar alimentos libres de plagas
fueron objeto de estudio en los afnos 50 por Oxley (1948), Bailey (1955) y Hyde et al. (1973)
(en Navarro, 2006). En 1980, Sigaut publicé que el almacenamiento hermético era uno de los
mejores métodos, para mantener grandes cantidades de granos de cereales libres de insectos,
durante largos periodos de tiempo, en zonas con clima suave. Sin embargo, el interés por el uso
de esta técnica, no se produjo hasta los afios 50 y 60 debido, probablemente, a la gran eficacia
de los fumigantes que se aplicaban contra las plagas de almacén, en aquella época. En los afios
50y 60, se vio que el uso de estos productos de manera inapropiada, podia dejar residuos en
los alimentos, que eran peligrosos para el aplicador y, ademas, que los insectos podian hacerse
resistentes a éstos.

Como consecuencia, en aquellos afos, se empezo a investigar sobre el uso de las AMs en
Australia y Estados Unidos. Actualmente, la investigacion cientifica sobre las AMs se esta lle-
vando a cabo en éstos, y en muchos mas paises globalmente (Navarro, 2006). El uso comercial
de la tecnologia de las AMs ha sido muy limitado a lo largo de los afos, a pesar de que se ha
demostrado eficaz en el ambito cientifico. Esta tecnologia se utilizaba sélo en aquellos casos, en
que el uso de los plaguicidas quimicos era inaceptable (Navarro et al., 2004). Ahora bien, en los
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ultimos anos, la técnica de las AMs ha ido evolucionando y, debido a la necesidad de encontrar
alternativas al uso de productos quimicos residuales, se estan aplicando en el ambito comercial.

Dos de las técnicas de aplicacion del CO, en AMs, son: a presion atmosférica y a alta presion
(de ahora en adelante, CO, a alta presion).

La técnica de las AMs a presion atmosférica se basa en aplicar una atmdsfera con una con-
centracion de CO, elevada. En general, concentraciones de CO, superiores al 45% ya muestran
eficacia sobre el control de los insectos (Banks y Annis, 1990; Fleurat-Lessard, 1990; Navarro,
2006; Riudavets et al., 2009; Sanchez et al., 2007). Asi, Riudavets et al. (2009) definieron las con-
diciones necesarias para el control de nueve insectos plaga de almacén y un acaro utilizando la
técnica de las AMs con alta concentracion de CO, (50% o 90%).

La técnica de las AMs a presion atmosférica estaria indicada para mantener la materia prima
libre de artropodos y otras contaminaciones, cuando éste esta en los almacenes, silos u otras
estructuras metdlicas o plasticas herméticamente cerradas, y para evitar las contaminaciones
(principalmente de huevos) en los alimentos, cuando éstos ya han sido envasados (Riudavets
et al., 2009).

La técnica de CO, a alta presion se basa en que el gas se disuelve en gran cantidad en los
fluidos internos del artrépodo en un tiempo corto y, en el proceso de descompresion, se pro-
duce una rotura de las paredes celulares, debido a la salida del gas de su interior. Sin embargo,
al trabajar a alta presidon se requiere una inversion en equipos elevada (Riudavets et al., 2010).

Riudavets et al. (2004) y Riudavets et al. (2010) definieron las condiciones necesarias para
el control de ocho insectos plaga de almacén y un &caro, utilizando la técnica de la aplicacion
de CO, a alta presion (15 o 20 bar), para cada uno de los estadios de desarrollo de los artré-
podos.

La técnica del CO, a alta presion estaria indicada para el control de las contaminaciones de
plagas de la materia prima, cuando entra a fabrica o también, de los productos elaborados, al
final de la cadena de fabricacion, para asegurar que se envasan y comercializan sin contamina-
ciones (Riudavets et al., 2010).

Las principales ventajas que tiene el uso de la aplicacion de CO, en AMs a presion atmosfe-
rica o a alta presion son:

- No deja residuos toxicos en los alimentos tratados.

- No hay necesidad de respetar un plazo de seguridad entre el tratamiento y el consumo del
alimento.

- Esta permitido como aditivo alimentario (E-290) para preservar la calidad de ciertos ali-
mentos envasados en AMs.

- Puede ser utilizado en produccidn ecoldgica.

- EI CO, de las emisiones de otras industrias podria ser reutilizado en los tratamientos con
AMs.




A continuacion se muestran los principales inconvenientes del uso de la aplicacion de CO, en
AMs a presién atmosférica o a alta presion:

- Los tratamientos con AMs a presion atmosférica sobre materia prima en silos y almacenes,
requieren tiempos de exposicion elevados para obtener una buena eficacia insecticida
(Banks y Annis, 1990; Riudavets et al., 2009). Ademas, las estructuras de las instalaciones
donde se aplicara el CO, deben ser estancas.

- Al aplicar los tratamientos de AMs a presidon atmosférica en el envasado final del producto,
las elevadas concentraciones de CO, podrian variar las cualidades organolépticas y, en
determinados alimentos, se podria producir el colapso del envase debido a la disolucién
del CO, en el producto.

- En los tratamientos con CO, a alta presion, se necesita una elevada inversion en equipos
que, en el caso de productos con bajo valor anadido, podria no ser rentable.

La necesidad de tiempos de exposicion largos en los tratamientos con AMs a presion atmos-
férica implica la necesidad de encontrar alternativas para reducir estos tiempos, sin que ello
suponga la pérdida de la eficacia de éstas en el control de los insectos.
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El objetivo principal de la Tesis fue evaluar métodos alternativos al uso del control quimico
de plagas de insectos de productos alimentarios almacenados, basados en atmdésferas modifi-
cadas y su integracion con otros métodos de Control Integrado de Plagas, que fueran eficaces
y respetuosos con el medio ambiente. Con esta finalidad se plantearon los siguientes objetivos
especificos, que se analizaron en los cuatro capitulos de que consta la tesis:

El objetivo del Capitulo 1 fue evaluar el efecto del control bioldgico con tratamientos con CO,,
sobre tres especies plaga de alimentos almacenados, S. oryzae, E. kuehniella y P. interpunctella.

El objetivo del Capitulo 2 fue verificar, si la adicion de bajas concentraciones de SO, a atmos-
feras modificadas con alta concentracion de CO, podia aumentar la eficacia de estas atmosfe-
ras modificadas, para el control de dos importantes especies plaga de alimentos almacenados,
S. oryzae y T. confusum, en diferentes sustratos alimentarios.

El objetivo del Capitulo 3 fue determinar la eficacia de la combinacién de atmdsferas mo-
dificadas con elevada concentracion de CO, y tres bioactivos volatiles (S-(+)-carvona, linalol y
acido propidnico), para el control de adultos de S. oryzae.

El objetivo del Capitulo 4 fue evaluar la influencia de los dafos producidos por el coledptero
S. zeamais en granos de maiz almacenado, en la produccién de micotoxinas, debida al creci-
miento del hongo A. flavus. Asimismo, también se pretendidé determinar el efecto protector de
las atmosferas modificadas con alta concentracion de CO,, sobre la produccion de micotoxinas
en el maiz almacenado.
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OTULO 1

Control biologico y tratamientos con CO,, para

el control de tres especies plaga de alimentos

almacenados, Sitophilus oryzae (L.),

Ephestia kuehniella Zeller y Plodia interpunctella
(HGbner)







1. Introduccion

En Espafa, entre las plagas de insectos mas importantes que pueden afectar a la industria
agroalimentaria, se encuentran los lepidépetoros E. kuehniella, P. interpunctella y el coledptero
S. oryzae (Riudavets et al., 2002a; Pascual-Villalobos, 2003). Estas plagas pueden afectar, entre
otros, cereales almacenados, frutos secos y harina. Ephestia kuehniella y P. interpunctella pue-
den atacar productos derivados de los cereales procesados, como por ejemplo, la harina o las
pastas, mientras que S. oryzae prefiere granos enteros de cereales. La aplicacion de productos
quimicos para el control de estas plagas ha sido muy utilizada durante muchos afos. Sin em-
bargo, debido a la reduccién del nimero de materias activas registradas como insecticidas, a la
aparicidon de insectos resistentes a estas materias activas, asi como a la disminucién del LMRs
permitidos en el producto final, surge la necesidad de desarrollar métodos que suplan el control
quimico, dentro del marco del CIP, los cuales sean respetuosos con el medio ambiente. Entre
estos métodos se encuentra el CB utilizando enemigos naturales, y la aplicacion de CO, en AMs,
a presion atmosférica o a alta presion.

El CB, se basa en el uso de parasitoides, depredadores o entomopatégenos (van Driesche
y Bellows, 1996; Schdller y Prozell, 2003; Navarro, 2004). Entre las ventajas mas relevantes del
CB, encontramos su eficacia, que no es téxico ni para el usuario ni para el consumidor del pro-
ducto final, que no afecta negativamente al medio ambiente, que los enemigos naturales son
eficaces en localizar a sus presas, y que no existe riesgo de aparicion de resistencias por parte
de la plaga, ya que ésta ha co-evolucionado con su enemigo natural. Sin embargo, el CB tiene
como inconvenientes que, para liberar los enemigos naturales en el momento méas adecuado o
evaluar su abundancia, se debe llevar a cabo un control exhaustivo de la poblacién y biologia
de la plaga, que los enemigos naturales suelen tener una supervivencia limitada, lo que implica
en el caso de su liberacion, que sélo se podran guardar durante un periodo de tiempo corto, y
a unas condiciones ambientales concretas para su cria y transporte y, ademas, las regulaciones
europeas no permiten la presencia de insectos vivos y, por lo tanto, tampoco de enemigos na-
turales en los productos alimentarios finales, ya que los insectos y acaros son considerados, en
general, contaminantes.

Entre los enemigos naturales de las plagas de almacén se encuentran insectos del orden
Hymenoptera, al cual pertenecen la mayor parte de los insectos parasitoides de insectos. A
este orden pertenecen diferentes himendpteros de la familia Pteromalidae, los cuales pueden
atacar plagas de desarrollo interno del grano de cereal como, por ejemplo, S. oryzae. En un
muestreo realizado en Catalufia por Riudavets et al. (2002a) se encontraron enemigos natura-
les pertenecientes a esta familia, entre los cuales habia Lariophagus distinguendus (Forster) y
Anisopteromalus calandrae (Howard) (Hymenoptera: Pteromalidae). Entre estas dos especies,
L. distinguendus se mostrd, a nivel de laboratorio, mas efectiva que A. calandrae para el con-
trol del coledptero S. oryzae (Lucas y Riudavets, 2002). En el presente trabajo de investigacion,
se utilizé L. distinguendus como enemigo natural de S. oryzae. En cuanto a los himendpteros
enemigos naturales de insectos plaga de desarrollo externo del grano de cereal, éstos atacan
los huevos, las larvas o las pupas de estas plagas. Dentro de este grupo de parasitoides se
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encuentran diferentes especies de Trichogramma, como por ejemplo Tichogramma evanescans
Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidae), la cual puede parasitar los huevos de lepiddpte-
ros como Cadra cautella Walker (Lepidoptera: Phycitidae), E. kuehniella y P. interpunctella, entre
otros (Brower, 1988; Daumal et al.,1975). Trichogramma evanescans es la especie de parasitoide
utilizada en el presente trabajo de investigacion, para el control de los lepidopteros E. kuehniella
y P. interpunctella.

Con respecto a los acaros depredadores de insectos, Blattisocius tarsalis (Berlese) (Aca-
ri: Ascidae) es un depredador generalista que puede depredar huevos de acaros, asi como
huevos de insectos de los 6rdenes: Coleoptera, Psocoptera y Lepidoptera. Dentro del orden
Lepidoptera, B. tarsalis puede depredar los huevos de E. kuehniella (Nielsen, 2003; Riudavets
et al., 2002b; Haines, 1981). Aparte de depredar huevos de artropodos, este acaro también
es capaz de atacar a ninfas de primer estadio del psécido L. bostrychophila (Riudavets et al.,
2002b). Blattisocius tarsalis tiene una distribucion cosmopolita (Haines, 1981; Chant, 1963), y
en el nordeste de Espafia es habitual encontrarlo en cereales almacenados como son el arroz,
el trigo, la avena, el centeno y el maiz (Riudavets et al., 2002b).

No obstante, la aplicacién del CB tiene el inconveniente de que en el producto final
podria haber presencia de insectos vivos, ya sea de individuos de la plaga, que hubieran
podido sobrevivir al ataque de los enemigos naturales, como la de los propios enemigos
naturales presentes al final del proceso de fabricacion. Para evitar este inconveniente, al
producto (previamente a ser comercializado) se le tendria que aplicar algun método de
control insecticida, que pudiera evitar la presencia de estos insectos. Por ejemplo, a lo largo
del periodo de tiempo de almacenamiento del grano de cereal, el CB mediante enemigos
naturales, controlaria a la plaga, y al final de este periodo se aplicaria el tratamiento para
matar, tanto la plaga superviviente, como a los parasitoides que hubieran quedado. El CB
también puede ser aplicado, para el control de las plagas presentes en las instalaciones y
maquinaria, donde se almacenan y procesan los alimentos. Cabe decir, que los alimentos
finales pueden contaminarse durante su paso por las instalaciones de procesado, tanto de
individuos de estas plagas, como de sus enemigos naturales presentes en las instalaciones.
El uso de CO,, ya sea en AMs a presion atmosférica como a alta presion, seria un método de
control alternativo al uso de insecticidas, ya que no deja residuos téxicos en los alimentos
ni tampoco necesita un periodo de tiempo de seguridad entre el tratamiento y el consumo
del alimento.

En el estudio realizado por Riudavets et al., (2009), se demostré que para controlar los
huevos, larvas y pupas de E. kuehniella y P. interpunctella aplicando tratamientos con AMs,
con un 90% de CO, y un 3% de O,, se necesita un tiempo de tratamiento de 4 dias. Para el
control de S. oryzae se necesita un tiempo mas largo, concretamente de 12 dias (Riudavets et
al., 2009). En cambio, al aplicar tratamientos con CO, a presion (20 atm), se necesitan tiempos
mas cortos. Concretamente, para eliminar todos los estadios de desarrollo de E. kuehniella se
necesitan 15 min de tiempo de tratamiento, mientras que S. oryzae se muestra mas resistente,
necesitando un tiempo de tratamiento de 60 min para eliminar todos los estadios de desarrollo
de este coledptero (Riudavets et al., 2010).




2. Objetivo

El objetivo del presente estudio fue evaluar en condiciones de laboratorio, el control biolo-
gico y los tratamientos con CO,, de 3 especies plaga de alimentos almacenados, S. oryzae, E.
kuehniella 'y P. interpunctella, para un control efectivo de los mismos. Se pretendié simular como
evitar tanto la presencia de la plaga como de sus enemigos naturales vivos al final del periodo
de fabricacién de los alimentos.

3. Material y Métodos

En el presente trabajo de investigacion se evalu6 el himendptero L. distinguendus para el
control del coledptero plaga S. oryzae, el himendptero T. evanescens para el control de los
lepidopteros plaga E. kuehniella y P. interpunctella, y el acaro depredador B. tarsalis para el
control de E. kuehniella. También se aplicaron tratamientos de AMs a presion atmosférica, con
alto contenido en CO,, y CO, a alta presion para el control de todos los insectos, ya sea las
plagas como los enemigos naturales.

Los experimentos realizados en el presente trabajo de investigacion se llevaron a cabo en una
camara climatica a 25 + 2 °C de temperatura, 70 = 10% de humedad relativa (HR) y un fotope-
riodo de 16:8 h luz:oscuridad (L:O).

3.1 Aclimatacion de las dietas

Los ingredientes de las dietas de los artrépodos, antes de ser utilizados para preparar
las mismas, se congelaban a -20 = 1 °C durante un periodo de tiempo minimo de tres dias, con
el objetivo de evitar posibles contaminaciones de in-
sectos presentes en el grano de origen.

Transcurrido el periodo de congelacion, los in-
gredientes se introducian en una caja de aclimata-
cion, la cual mantenia una HR del 70% durante un
periodo de tiempo de 3 semanas, para que éstas
se equilibraran a una actividad del agua (a,) aproxi-
mada de 0,75, la cual es 6ptima para la cria de los
insectos. La a, es la relacion que existe entre la
presion de vapor del alimento, en relacion con la =
presion de vapor del agua pura a la misma tem- Bha! v
peratura. La 8w S€ analizaba con el medidor de A Figura 1.1: Medidor de la actividad del agua (a ), AQua-
Aqualab LITE (Figura 1.1). lab LITE v
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3.2 Crias de los artréopodos a escala de laboratorio

Todas las crias se mantenian en una camara climatica a 25 + 2 °C de temperaturay 70 + 10
% de HR y con un fotoperiodo de 16:8 h (L:O).

3.2.1 Cria de Sitophilus oryzae
Para la realizacion del ensayo, se cogieron adultos de S. oryzae de la cria que se mantiene
desde hace mas de 10 afios en el laboratorio de Entomologia del IRTA de Cabrils.

Cada semana, se preparaban 2 recipientes de cristal aireados de 0,5 L de volumen, con 250
g de arroz integral de cultivo ecolégico y 1 mL de adultos de S. oryzae en cada uno de ellos.
Pasada una semana se retiraban los adultos de los recipientes, y después de 4 semanas se ini-
ciaba la emergencia de los primeros adultos, siendo el momento de maxima emergencia a las 6
semanas después de la puesta de los huevos.

3.2.2 Cria de Ephestia kuehniella

Para la realizacion de los ensayos con E. kuehniella, se utilizaron huevos de la cria que se
mantiene en el laboratorio de Entomologia del IRTA de Cabrils desde el afno 2007. Esta cria fue
iniciada con individuos que provenian de una empresa de alimentos para animales de compaiia,
situada en el sur de la provincia de Barcelona.

La dieta de E. kuehniella estaba compuesta por harina integral de trigo de cultivo ecolégico y
levadura de cerveza. Una vez por semana se preparaban 2 recipientes de cristal aireados de 1
L de volumen, con 525 g de la dieta y unos 1200 huevos de 0 a 3 dias de edad en cada uno de
ellos. Los recipientes preparados se ponian en la camara de condiciones ambientales controla-
das durante 7 semanas, momento en el que emergian los adultos.

3.2.3 Cria de Plodia interpunctella

Los huevos de P. interpunctella utilizados para la realizacion de los ensayos, se cogieron de
la cria que se mantiene en el laboratorio de Entomologia del IRTA de Cabrils desde el afio 1997.
Esta cria fue iniciada con individuos procedentes de distintos almacenes de productos agroali-
mentarios de Cataluna.

Los ingredientes de la dieta eran: salvado de trigo, levadura de cerveza y glicerina. Para
la preparacion de la cria de este lepidéptero, se procedia de la misma manera que la de
E. kuehniella (apartado 3.2.2), a diferencia de que en la cria de P. interpunctella, se ponian 150 g
de la dieta de este lepidoptero en cada uno de los recipientes de cristal.

3.2.4 Trichogramma evanescens
Los adultos de este parasitoide fueron suministrados por la empresa BIP Biologische Bera-
tung Ltd. de Alemania, la cual los cria en huevos de E. kuehniella.

3.2.5 Cria de Lariophagus distinguendus

Los adultos del parasitoide L. distinguendus se cogieron de la cria que se mantiene en el
laboratorio de Entomologia del IRTA de Cabirils, desde hace 6 anos. Esta cria se inicié con indi-
viduos recogidos de diferentes almacenes de alimentos almacenados de Catalufa.




Una vez por semana, se preparaban 2 recipientes de cristal aireados de 0,5 L de volumen,
con 250 g de arroz, el cual contenia larvas de S. oryzae de diferentes edades. A continuacion, se
anadian 10-15 adultos del parasitoide. Después, los botes preparados se ponian en la camara
de condiciones ambientales controladas. La emergencia de los adultos del parasitoide se pro-
ducia pasados unos 20 dias, desde que se ponian los adultos en contacto con la dieta.

3.2.6 Cria de Blattisocius tarsalis

Los individuos de B. tarsalis utilizados en los diferentes tratamientos se cogieron de la cria
que se mantiene en el laboratorio de Entomologia del IRTA de Cabrils, desde hace mas de 10
anos. Esta cria fue iniciada con adultos encontrados en judias infestadas con el coledptero A.
obtectus.

Cada semana, se preparaban dos recipientes de plastico aireados, en cada uno de los cuales
se ponian 2 g de Vermiculita®, previamente esterilizada en autoclave. A continuacién, se ponia
un papel con una franja adherente (7,5 x 1,5 cm), sobre el que se ponian unos 400 huevos de E.
kuehniella previamente congelados. Por ultimo, se introducian unos 20 adultos del acaro reco-
gidos de recipientes preparados unas tres semanas antes. Una vez preparados, los recipientes
se ponian dentro de la camara de condiciones ambientales controladas.

3.3 Tratamientos con CO,

Para hacer los tratamientos con AMs a presion atmosférica se utilizaron bolsas de plastico
Cryovac BB4L de 300 X 210 mm, un mezclador de gases Witt KM 100-3M/MEM (Figura 1.2),
una envasadora MULTIVAC A 300/16 (Figura 1.3) y un analizador de gases Abiss modelo TOM
12 (Figura 1.4 A). Los gases utilizados eran: CO,, O, y N,, los cuales estaban en botellas (S.E.
Carburos Metalicos, S. A. - Air Products Group).

En los tratamientos con CO, a alta presion se utilizé una camara de alta presion (S.E. Carbu-
ros Metalicos, S. A. - Air Products Group), el volumen de la cual era de 2,2 m? (Figura 1.4 B) y
estaba conectada a un tanque de CO,,.

| .

Figura 1.2: Mezclador de gases Witt KM 100-3M/MEM Figura 1.3: Envasadora MULTIVAC A 300/16
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Figura 1.4: (A) Analizador de gases Abiss modelo TOM 12; (B) Camara de alta presion instalada en IRTA (Cabrils).

3.4 Evaluacion del efecto del control biolégico y los tratamientos con CO, para el control
de Sitophilus oryzae

Previamente a la preparacion de las repeticiones, se pusieron en contacto unos 7 kg de
arroz con 410 adultos de S. oryzae/kg de arroz, repartidos en 7 recipientes de plastico ai-
reados, de 2 L de volumen (Figura 1.5 (A) y Figura 1.6). Estos se colocaron en la camara de
condiciones ambientales controladas y cada dia se rotaba el recipiente, con el objetivo de que
las hembras pudieran poner los huevos homogéneamente en el arroz. Pasada una semana,
se retiraron los adultos, y el arroz con los huevos del coledptero se repartio en 84 repeticiones
(83 g/repeticidn), que eran recipientes de cristal aireados de 0,5 L de volumen (Figura 1.5 (B)).
Para cada tratamiento se prepararon 14 repeticiones.

Figura 1.5: (A) Recipiente de 2 L de volumen, utilizado para la infestacion de arroz con huevos de S. oryzae. (B) Reci-
piente de cristal de 0,5 L de volumen, utilizado en los tratamientos para el control de S. oryzae .

Capitulo 1

Los tratamientos que se hicieron y la nomenclatura utilizada (entre paréntesis), son los que se
indican a continuacion:
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- Arroz con S. oryzae (Testigo)

- Arroz con S. oryzae y L. distinguendus (Bioldgico)

- Arroz con S. oryzae tratado con CO, con AMs a presion atmosférica (AMs)

- Arroz con S. oryzae tratado con CO, a alta presion (Presion)

- Arroz con S. oryzae y L. distinguendus tratado con CO, con AMs a presion atmosfeérica
(Biolégico + AMs)

- Arroz con S. oryzae y L. distinguendus tratado con CO, a alta presion (Biologico + Presion)

Al cabo de 7 dias de haber introducido el arroz en los recipientes de cristal, se afadieron 10
adultos del parasitoide L distinguendus (7 hembras y 3 machos) en las repeticiones de los tra-
tamientos Bioldgico, Biologico + AMs y Bioldgico + Presion. Pasada una semana, después de
haber puesto los parasitoides en contacto con el arroz, se procedié a hacer los tratamientos
con AMs a las repeticiones de los tratamientos: AMs y Bioldgico + AMs, y los tratamientos con
CO, a presion a las repeticiones de los tratamientos: Presion y Biologico + Presion. Después,
las muestras se volvieron a poner en la camara de condiciones ambientales controladas. Al
dia siguiente, se retiraron los parasitoides de los recipientes de los tratamientos: Bioldgico y
Biologico + Presion. Los parasitoides de las repeticiones de los tratamientos AMS y Bioldgico
+ AMs se retiraron pasados 12 dias, ya que era el momento en el que se abrian las bolsas que
contenian cada una de las repeticiones con la AM. Previamente a abrir las bolsas, se analizaba
la concentracion de CO, y O, del interior de éstas. Ese mismo dia, se contaron los adultos del
coleoptero y los del parasitoide que hubieran podido emerger. Concretamente, el recuento de
los adultos del coledptero se hizo de las repeticiones de todos los tratamientos, mientras que
el recuento de los parasitoides se hizo de las repeticiones de los tratamientos: Biologico, Bio-
I6gico + AMs y Bioldgico + Presién. A partir de este dia y durante 6 semanas mas, se fueron
contando los adultos de los insectos plaga y del parasitoide que habian emergido, semanal-
mente (Figura 1.6).

Los procedimientos seguidos para la realizacién de los tratamientos con AMs a presién at-
mosférica y con CO, a alta presion son los que se exponen a continuacion:

En los tratamientos con AMs a presién atmosférica, el contenido de cada una de las repeticio-
nes de los tratamientos AMs y Biolégico + AMs, se introdujo en las bolsas impermeables a los
gases. A continuacién, con la envasadora se procedié a hacer el envasado con AMs con la mezcla
de gases 86,37 + 1,64% CO, /2,49 + 0,26% O,/ 11,14 £ 1,7% N,, la cual habia sido preparada
previamente con el mezclador de gases, dentro de un pulmoén. Después, las bolsas se pusieron
dentro de la camara climatica durante 12 dias. Pasado este tiempo, se analizaron las concentra-
ciones de CO, y O, del interior de las bolsas, a continuacion, éstas se abrieron y el contenido de
cada una de ellas se puso en el mismo tipo de recipiente utilizado inicialmente. Después, estos
recipientes se volvieron a poner en la camara climatica (Figura 1.6).

En los tratamientos con CO, a alta presion (Presion y Bioldgico + Presion), los recipientes
de cristal, previamente preparados con 83 g de arroz infestado con el coledptero S. oryzae y
también con el parasitoide, en el caso del tratamiento Bioldgico + Presion, se pusieron dentro
de la camara de alta presion. Esta se cerré y se procedié a introducir el CO, del tanque que
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estaba conectado a la camara, hasta llegar a 20 atm de presion en el interior de ésta. Cuando
se llego a la presién de 20 atm, ésta se mantuvo durante 60 min. Pasado este tiempo, se pro-
cedio a hacer la descompresion, la cual era de 30 s. A continuacion, la camara se abrié y las
muestras se pusieron en la camara climatica. Pasadas 24 h, se procedié a retirar los adultos
del parasitoide. Después, los recipientes con el arroz se volvieron a poner en la camara clima-
tica (Figura 1.6).

Al final de los tratamientos, aparte de hacer el recuento del nimero de adultos de S. oryzae y de
L. distinguendus que habian emergido a lo largo del estudio, como medida del dafo producido por
la plaga, la ultima semana del recuento (semana 10) se pesé el arroz de cada una de las repeticiones,
para calcular la pérdida de peso que se habia podido producir.

i) t=26d S
. = emana 4 a0 Peso
flestioo i = Recuento S. oryzae ©) arroz
*,
= =0
Retirar adultos el [ t=7d t=8d "“"‘"%"“’ t=11d Semana 4 a 10 Peso
S. oryzae Biclogico - R W - x14 Recuento S. oryzae y parasitoide O arroz
AMs A
fuli) t=14d t=12d S
i = = emana 4 a 10 Peso
(s i ESE] E ESE] ESK) Recuento S. oryzae O arroz
t=7d
X7- 25 °C 2
s t=14d g t=12d S 4a10 Peso
70% HR ion — = = = emana 4 a
? Resicy i = == Recuento S. oryzae o arroz
1 kg arroz *,
= AMs A
4130;-(122:8 Biolégico + AMs [ x14 =79 x1a =0 x14 i=i2d x14 SemansuIakD © Peso
2 g Recuento S. oryzae y parasitoide —~ arroz
= 3
AP L t=7d t=7d iy t=1d  jumy t=11d ) Semana 4 a 10 Peso
| — —_— — —_—
Bioldgico + Presién - x14 @ x14 x14 x14 - x14 Recuento S. oryzae y parasitoide O arroz
* 10 adultos parasitoide Q) 83 g arroz + huevos S. oryzae AMs AMs = 86% CO, /2,4% O, P Presion = 20 atm / 60 min
A Analisis gases, apertura bolsas, recuento S. oryzae y/o parasitoide A Recuento S. oryzae y parasitoide ¥ Recuento parasitoide

Figura 1.6: Esquema del procedimiento seguido en el ensayo de evaluacion del efecto del control biolégico y los tratamientos
con CO, para el control de S. oryzae.

3.5 Evaluacioén del efecto del control biolégico mediante el parasitoide Trichogramma
evanescens y los tratamientos con CO, para el control de Ephestia kuehniella y Plodia
interpunctella

El método llevado a cabo en la realizacion de los tratamientos, tanto para E. kuehniella como
para P. interpunctella fue el mismo.

Para cada tratamiento se prepararon 14 cajitas de plastico transparentes y aireadas como
repeticiones (Figura 1.7). Las medidas de las cajitas eran: 39 mm de altura'y 73 mm de dia-
metro. La tapa tenia un agujero de 40 mm de diametro el cual estaba tapado con una malla
metalica de 0,3 mm de luz. La harina utilizada en este ensayo era harina integral de trigo de
cultivo ecoldgico.

Los tratamientos que se hicieron y la nomenclatura utilizada (entre paréntesis), son los que se
indican a continuacion:




- Harina con E. kuehniella o P. interpunctella (Testigo)

- Harina con E. kuehniella o P. interpunctella y T. evanescens (Biol6gico)

- Harina con E. kuehniella o P. interpunctella tratados con CO, con AMs a presion atmosféri-
ca (AMs)

- Harina con E. kuehniella o P. interpunctella tratados con CO, a presion (Presion)

- Harina con E. kuehniella o P. interpunctella y T. evanescens tratados con CO,
con AMs a presion atmosférica (Biologico + AMs)

- Harina con E. kuehniella o P. interpunctella y T. evanescens tratados con CO,
a presion (Bioldgico + Presion)

En cada una de las cajitas se colocé un papel (1,2
cm x 0,5 cm) con una de sus caras adherente, so-
bre la cual se pusieron 215 huevos de E. kuehniella
o P. interpunctella de 0 a 4 dias de edad. Seguida-
mente, se anadieron 24 adultos de T. evanescens a
cada una de las cajitas en los tratamientos Bioldgico,
Biolégico + AMs y Bioldgico + Presidon. A continua-
cion, las cajitas preparadas se pusieron en la camara
de condiciones ambientales controladas. Pasados 3
dias, los papeles con los huevos del lepiddptero se
colocaron en el mismo tipo de cajitas pero, cada una
de ellas, contenia 20 g de harina. Los adultos de T.
evanescens de los tratamientos Bioldgico, Bioldgico
+ AMs y Biol6gico + Presién, fueron retirados antes de poner los huevos del lepidoptero en las
nuevas cajitas con la harina. A continuacion, se procedia a hacer los tratamientos con CO, a alta
presion y con AMs a presion atmosférica de las repeticiones correspondientes. La mezcla de
gases inicial, preparada previamente con el mezclador de gases, en los tratamientos con AMs
era: 93,13 + 1,48% CO, /2,53 + 0,27% O, / 4,33 + 1,28% N, Una vez realizados los tratamientos
con CO,, las cajitas se pusieron de nuevo en la camara de condiciones ambientales controladas.
A partir de la primera semana desde que se hicieron los tratamientos, y hasta la semana 14, se
procedioé a hacer el recuento de los adultos del lepidéptero en todos los tratamientos, y también
del parasitoide en los tratamientos: Bioldgico, Bioldgico + AMs y Biolégico + Presion (Figura 1.8).

Figura 1.7: Cajita utilizada en los tratamientos para el
control de E. kuehniella 'y P. interpunctella.

Para la realizacion de los tratamientos con CO, a alta presion, se siguié la misma metodolo-
gia que la descrita en el apartado 3.4 pero, el tiempo de tratamiento de las cajitas a 20 atm de
presién, era de 15 min en vez de 60 min (Figura 1.8).

El procedimiento seguido en la realizacion de los tratamientos con AMs a presion atmosférica
fue el mismo que el descrito en el apartado 3.4, a diferencia de que el tiempo de tratamiento era
de 4 dias en vez de 12 dias (Figura 1.8).

Ademas, como medida del dafo producido por la plaga, la ultima semana del recuento (se-
mana 14) se pesaron las sedas y exuvios de mudas (residuos) producidas por las larvas del
lepidoptero de cada una de las repeticiones.
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=30 O=zz==s Semonaklio | = O Peso residuos

) Recuento lepidéptero y parasitoide

Bioldgico

t=3d Semana 1a 14

O oo SREMEIE _ + (O Peso residuos

LIS Recuento lepidéptero

x14

t=3d Semana 1a 14

Presion x14 O----~ Recusntollepidapterol 10 1 O Peso residuos
i
RPN t=3d Semana 1a 14 .
Biolégico + AMs x14 O T R R O Peso residuos
e i
Biolégico + Presién x14 tS3d O-—o==--= SaEmiais _____ + O Peso residuos

Recuento lepiddptero y parasitoide

- 215 huevos Lepidéptero 3 24 adultos parasitoide () 20 gharina ~ AMs AMs = 93% CO,/2,5% O, P Presién = 20 atm / 15 min

Figura 1.8: Esquema del procedimiento seguido en el ensayo de evaluacion del efecto del control bioldgico y los tratamientos con
CO, para el control de E. kuehniella o P. interpunctella.

3.6 Evaluacion de la depredacion de Blattisocius tarsalis sobre los huevos de Ephestia
kuehniella y evaluacion del control del depredador mediante el uso de gases

3.6.1 Evaluacion del efecto del control biolégico para el control de Ephestia kuehniella

Para llevar a cabo la evaluacion de la depredacion de huevos de E. kuehniella por parte del
acaro depredador B. tarsalis, se prepararon 7 proporciones de hembras del acaro/huevos de
E. kuehniella. Se utilizaron hembras del acaro en lugar de machos, ya que la actividad depreda-
dora de éstas es superior a la de los machos (Darst y King, 1969). Las proporciones depredador/
plaga fueron: 0/20 (Testigo), 1/20, 2/20, 4/20, 10/20, 20/20 y 40/20, es decir, las proporciones
depredador/plaga eran, respectivamente: 0, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1 y 2. De cada una de las pro-
porciones se prepararon 10 repeticiones. Una repeticidn era una cajita aireada (descrita en el
apartado 3.5)).

Para poder evaluar los dafios producidos por la plaga, se simularon las condiciones lo mas
parecidas posible a una superficie de una empresa o almacén de productos agroalimentarios
con presencia de residuos, como por ejemplo, polvo de harina. Con la ayuda de un tamiz de
250 p de luz de malla, en cada cajita se ponia una fina capa de harina integral de trigo de cultivo
ecoldgico (1,13 g) cubriendo toda la base, 20 huevos del lepiddptero de 0 a 3 dias de edad vy el
numero de hembras correspondientes de B. tarsalis, en funcion del tratamiento.

Las cajitas preparadas se ponian en la camara climatica dentro de una caja de condiciones
ambientales constantes (70 x 46 x 16 cm) a 75% de HR y 25 °C de temperatura. Estas condi-
ciones se conseguian poniendo en el interior de esta caja, un recipiente (30 x 22 x 10 cm) que
contenia una solucion de agua destilada con glicerina pura. La a, de esta solucion era, aproxi-
madamente, 0,75. De esta manera, la HR en el interior de la caja, era del 75%. Para llevar a cabo
el control de estas condiciones, se utilizd una sonda de temperatura y humedad relativa de la
marca comercial TESTO Data logger 454 (Figura 1.9).




Pasados 4 dias desde que las cajitas con los hue-
vos del lepiddptero y las hembras adultas del acaro
depredador se pusieron dentro de la caja de condi-
ciones ambientales controladas (4 dias es el tiempo
necesario para que una hembra adulta de B. tarsalis
destruya, aproximadamente, 16 huevos de E. kueh-
niella (Nielsen, 1999)), se afiadieron 20 g del mismo
tipo de harina a las cajitas, para que las larvas su-
pervivientes del lepidéptero se pudieran desarrollar.
Las cajitas se volvieron a poner dentro de la caja
de condiciones ambientales constantes, donde es-
tarian 6 semanas, para asegurar que todas las larvas
se habian desarrollado hasta el estadio de pupa.

Transcurridas estas semanas, de cada cajita y
proporcién (n° de hembras de B. tarsalis/huevos de E. kuehniella) estudiada, con la ayuda de
un tamiz de 500 p de luz de malla, se procedié a separar las sedas, las mudas y las pupas del
lepiddptero de la harina. A continuacion, se contaron el nUmero de pupas, se pesaron las sedas,
las mudas y las pupas conjuntamente (residuos), y se peso la harina.

Figura 1.9: Sonda de temperatura y humedad relativa.
Marca comercial TESTO Data logger 454.

3.6.2 Control de Blattisocius tarsalis con atmésferas modificadas a presion atmosféricay
CO, a alta presion
Las condiciones a las que se hicieron los tratamientos con AMs a presién atmosférica fueron
las que se muestran a continuacion:
- Concentraciones de gases:
50,88 + 0,48% CO, /2,86 + 0,1% O,/ 46,26 £ 0, 5% N,
- Tiempo de tratamiento: de 1, 2 y 3 dias

En cada tratamiento se prepararon 4 bolsas de envasado, cada una de las cuales contenia 5
capsulas de gelatina. Como tratamiento testigo se prepararon 20 capsulas de gelatina de 0,67
mL de volumen. En el interior de éstas habia un huevo, una ninfa o un adulto del acaro, y unos
15 huevos de E. kuehniella, en el caso de los ensayos con adultos y ninfas.

En los ensayos de huevos, se individualizaron huevos del acaro en cada capsula, y en los de
adultos, en cada capsula se puso un adulto del depredador y unos 15 huevos de E. kuehniella
congelados, para asegurar que éstos se pudieran alimentar. En los ensayos de ninfas, se indivi-
dualizaron huevos del acaro con unos 15 huevos de E. kuehniella. Después de 24 h, se separa-
ron las capsulas en las que habia eclosionado el huevo y que, por lo tanto, tenian la ninfa, y se
volvieron a poner en la camara de condiciones ambientales controladas durante 24 h mas, para
que la ninfa pasara al estadio de desarrollo de protoninfa.

Cuando las capsulas estaban preparadas, se pusieron dentro de las bolsas impermeables a
los gases (5 capsulas/bolsa) y se procedié a hacer el envasado con la mezcla de gases ante-
riormente indicada. Esta mezcla se habia preparado previamente con un mezclador de gases
dentro de un pulmon. Después de hacer el envasado, las bolsas se pusieron dentro de la camara
climatica. Alli se dejaron el tiempo necesario, dependiendo del tratamiento. Pasado este tiempo,
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con el analizador de gases se midio la concentracion de CO, y O, en el interior de cada bolsa,
y a continuacion, se abrieron las bolsas. Las capsulas se volvieron a poner dentro de la camara
climatica durante 24 h mas.

Después de 24 h de haber puesto las capsulas dentro de la camara climatica, en los ensayos
de adultos y ninfas, utilizando la lupa binocular, se procedié a evaluar la mortalidad contando el
numero de individuos vivos y muertos. En los ensayos de huevos, pasadas 24 y 48 h, se pro-
cedié a evaluar la mortalidad contando el nimero de ninfas que habian emergido. Para cada
estadio de desarrollo se determind el tiempo minimo de tratamiento necesario para obtener el
100% de mortalidad.

Los tratamientos de CO, a alta presion que se realizaron, fueron los que se indican a conti-
nuacion:
- 20 atm de presién durante 30 s 0 1 min (s6lo para el estadio de desarrollo de huevo) y 5 o
10 min de exposicién (para los estadios de desarrollo de ninfa y adulto).
- Testigo (no se aplicé tratamiento).

Para cada tratamiento se prepararon 20 capsu-
las. En los ensayos de ninfas y adultos, en cada
capsula se puso un adulto o una ninfa del depreda-
dor y unos 15 huevos de E. kuehniella congelados.
En los ensayos de huevos, se individualizaron hue-
vos del acaro en cada capsula.

A continuacién, las capsulas se pusieron en ca-
jas de metacrilato con 25 separaciones (20 capsu-
las por caja) (Figura 1.10). Después, la caja con las
20 capsulas se puso dentro de la camara de alta
presion, y se procedid a hacer el tratamiento, si-
Figura 1.10: Caja de metacrilato en la cual se ponian g jiando la misma metodologia que la descrita en el
las capsulas de gelatina con individuos de B. tarsalis.

apartado 3.4, con la diferencia de que los tiempos
de tratamiento eran de 30 s, 1 min 0 10 min, dependiendo del tratamiento. Cuando el tratamien-
to a presion finalizd, las capsulas se pusieron dentro de la camara climatica durante 24 h.

El procedimiento seguido en el recuento de los resultados fue el mismo que en los tratamientos
con AMs a presion atmosférica (explicado anteriormente en este mismo apartado).

3.7. Analisis de resultados

Los resultados obtenidos fueron tratados con el paquete estadistico JMP® 10.0.2 (SAS Ins-
titute, 2012).

En todos los ensayos, se comprobd la homogeneidad de las varianzas, mediante el test de
Bartlett’s. Los resultados que lo requerian se transformaban mediante el logaritmo (x+1) y si eran
valores en porcentaje, con el arcoseno V(X/100).




En los ensayos de evaluacion del efecto del control bioldgico y los tratamientos con CO,, para
el control de los insectos S. oryzae, E. kuehniella 'y P. interpunctella, se calcularon la medias (+error
estandar) de las concentraciones de CO, y O, del interior de las bolsas, al inicio y al final de los en-
sayos, de las repeticiones tratadas con AMs. Se comprobé si habia diferencias significativas entre
los resultados de cada gas para cada tratamiento, realizando un andlisis de la varianza (ANOVA)
de una via. Se calcul6 el numero de adultos de la plaga y del parasitoide emergidos acumulados,
a lo largo del estudio. Para cada plaga, la ultima semana del ensayo, se comprob6 si existian dife-
rencias significativas del numero de adultos emergidos acumulados, entre los tratamientos Testigo
y Biolégico. Para ello, se realizd un ANOVA de una via. En estos ensayos, también se calculé la
media (+ error estandar) del numero total de adultos emergidos de cada plaga y de cada enemigo
natural al final del ensayo, en todos los tratamientos realizados, y se determiné si habia diferencias
significativas entre los tratamientos, realizando un ANOVA de una via.

En cuanto a la pérdida de peso del arroz (tratamientos con S. oryzae) al final del tiempo de
tratamiento, se calculé la media (+ error estandar) de los resultados obtenidos en cada trata-
miento, y se realizé un ANOVA de una via, para comprobar si existian diferencias significativas
entre los tratamientos. En el caso del peso de los residuos (tratamientos con E. kuehniella'y P.
interpunctella) al final del ensayo, de los resultados obtenidos en cada tratamiento se calculd la
media (+ error estandar) y se realizé un ANOVA de una via para comprobar si existian diferencias
significativas entre los tratamientos. En los ensayos de depredacion de huevos de E. kuehniella,
por parte del acaro B. tarsalis, se calcularon las medias (= error estandar), y para comprobar si
existian diferencias significativas entre los tratamientos, se realiz6 un ANOVA de una via.

En el ensayo de control de B. tarsalis mediante tratamientos con CO, en AMs, se calcularon
las medias (+error estandar) de las concentraciones de CO, y O, del interior de las bolsas, al ini-
cioy al final de los ensayos, de las repeticiones tratadas con AMs. Se realizd6 un ANOVA de una
via, para comprobar si existian diferencias significativas entre los resultados de cada gas, para
cada tratamiento. En todos los tratamientos se calcularon los porcentajes de mortalidad (media
+ error estandar) de los diferentes estadios de desarrollo del acaro.

En todos los casos, si se detectaban diferencias, se realizaba un test de Tukey Multiple Range
para comparar las medias.

4.1 Evaluacion del efecto del control biolégico y tratamientos con CO, para el control de
Sitophilus oryzae

En la Tabla 1.1 se muestran las medias de las concentraciones de CO, y O, en el interior de
las bolsas del tratamiento AMs, y en la Tabla 1.2 las del tratamiento Biolégico + AMs, al inicio y al
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final de éstos. En ambos tratamientos, tanto la concentracién de CO, como la de O, disminuye-
ron y aumentaron, respectivamente, de manera significativa, a lo largo de los 12 dias del tiempo
de tratamiento (Tablas 1.1 y 1.2). Concretamente, en el tratamiento con AMs, la concentraciéon
de CO, disminuy®¢ significativamente un 13,9% (F= 78,18; g. |.= 1, 20; P<0,001) (Tabla 1.1) y en
el tratamiento Biologico + AMs un 15,63%, respecto a la concentracion inicial de este gas (F=
106,23; g. .= 1, 20; P<0,001) (Tabla 1.2). La concentracion de O, aument6 de manera significati-
vaun 1,02% (F=27,14; g. l.= 1, 20; P<0,001) y un 2,02% (F= 22,85; g. l.= 1, 20; P<0,001) en los
tratamientos en AMs y Biolégico + AMs, respectivamente (Tablas 1.1y 1.2).

Tabla 1.1: Concentracién de CO, (%) y O, (%) (media + error estandar) en el interior de las bol-
sas que contenian las muestras del tratamiento AMs para el control de S. oryzae.

o0 e _coiy o)
Inicial 86,37 = 1,64 a 2,49 +0,26 b
12 AMs 74,97 + 0,33 b 3,51 +0,04 a

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes
entre ellas (P>0,05, test Tukey, n= 14).

Tabla 1.2: Concentracion de CO, (%) y O, (%) (media = error estandar) en el interior de las bol-
sas que contenian las muestras del tratamiento Biolégico + AMs para el control de S. oryzae.

Inicial 86,37 + 1,64 a 2,49 +0,26 b
12 | Biolégico + AMs 72,87 +0,33 b 4,51 £ 0,26 a

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes
entre ellas (P>0,05, test Tukey, n= 14).

En la Figura 1.11, se representan las poblaciones acumuladas de S. oryzae en los trata-
mientos Testigo y Bioldgico y la de L. distinguendus del tratamiento Bioldgico a lo largo del
ensayo.

Entre las semanas 4 y 7 del estudio se observé emergencia de adultos de S. oryzae en los dos
tratamientos, y de L. distinguendus en el tratamiento Bioldgico (Figura 1.11). Concretamente, en
la sexta semana fue cuando se produjo la maxima emergencia de adultos de los dos insectos.
En la séptima semana la emergencia de los dos insectos disminuyd. En el tratamiento Bioldgico,
las poblaciones de S. oryzae y L. distinguendus se mantuvieron practicamente estables, de la
semana 7 a la 10. En cambio, en el tratamiento Testigo, la poblacién de S. oryzae se mantuvo
constante de lasemana 7 ala9y en la 10, se observo un aumento de la poblacién acumulada,
indicando el inicio de la emergencia de una segunda generacion.

Al comparar los valores de las poblaciones acumuladas de S. oryzae al final del ensayo (se-
mana 10), se observaron diferencias significativas (F= 81,92; g. I.= 1, 32; P<0.001). Al final del
ensayo, la presencia del parasitoide, en el tratamiento Biolégico, hizo disminuir la poblacién
acumulada de S. oryzae un 93,57 %.
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Figura 1.11: NUmero de adultos emergidos acumulados semanalmente de S. oryzae, en los trata-
mientos Testigo y Biologico, y de L. distinguendus en el tratamiento Bioldgico. El asterisco indica
diferencias significativas entre las poblaciones acumuladas de S. oryzae de los tratamientos Testigo
y Biolégico en la semana 10 (P<0,05, test Tukey n = 14).

En la Figura 1.12 se representa la media del numero total de insectos (S. oryzae y L. distinguen-
dus) obtenidos en cada tratamiento al final del ensayo.

Se observo una reduccion significativa del numero total de los insectos emergidos (S. oryzaey L.
distinguendus) en todos los tratamientos, con respecto al Testigo (F= 843,84; g. |.= 5, 88; P<0.001)
(Figura 1.12). La presencia de L. distinguendus, en el tratamiento Bioldgico, hizo disminuir el nume-
ro de S. oryzae y, también, el nUmero total de insectos de manera significativa, con respecto al Tes-
tigo. Como consecuencia, el total del nimero de insectos (plaga y parasitoide) se redujo un 58,1%
con respecto al Testigo. La aplicacion del tratamiento AMs redujo significativamente el nimero de
S. oryzae, con respecto al Testigo, en un 94,2%. En los demas tratamientos en los que se aplicaron
tratamientos con CO, (Presion, Biologico + AMs y Biologico + Presidn), no emergio ningun insecto.
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Figura 1.12: Recuento total de adultos emergidos de L. distinguendus y S. oryzae (media+error
estandar) durante un periodo de 10 semanas. Las medias con una misma letra no son significativa-
mente diferentes entre ellas (P>0,05, test Tukey, n=14).

| onydeD

@)
(@)



o
@)

Capitulo 1

En la Figura 1.13, se muestra la pérdida de peso del arroz al final del ensayo en todos los
tratamientos.

Tanto la presencia de parasitoides, como los tratamientos con CO, y los tratamientos Biol6-
gico + AMs o Biologico + Presion, hicieron disminuir significativamente la pérdida de peso, con
respecto al Testigo (F= 165,6; g. I.= 5, 74; P<0,001) (Figura 1.13).
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Figura 1.13: Pérdida de peso (mediazerror estandar) del arroz al cabo de 10 semanas de almace-
namiento, producida por la presencia de S. oryzae en las muestras de todos los tratamientos estu-
diados. Las medias con una misma letra no son significativamente diferentes entre ellas (P>0,05,
test Tukey, n=14).

Al comparar el tratamiento Bioldgico con el Testigo, se observd que en este Ultimo hubo una
pérdida de peso producida por la plaga de alrededor de un 15%, mientras que en el tratamiento
Bioldgico esta pérdida fue de un 4%, aproximadamente. Esta reduccion fue muy similar a la
producida por el tratamiento de CO, a presion. Entre estos dos tratamientos no se observaron
diferencias significativas. En el tratamiento Presion, la pérdida de peso fue ligeramente superior
a 3 g pero, cuando este tratamiento se combiné con la presencia del parasitoide, la pérdida de
peso se redujo en mas de la mitad, concretamente a 1,36 g. En el caso del tratamiento Bioldgico
+ AMs, la pérdida de peso se redujo alrededor de un 37%, con respecto al tratamiento AMs.

4.2 Evaluacion del efecto del control biolégico mediante el parasitoide Trichogramma
evanescens y los tratamientos con CO,, para el control de Ephestia kuehniella y Plodia
interpunctella

Los resultados obtenidos de las concentraciones de CO, y O, en el interior de las bolsas al
inicio y al final de los tratamientos AMs y Biologico + AMs con E. kuehniella, se muestran en las
Tablas 1.3y 1.4.

Tanto en el tratamiento con AMs como en el Biologico + AMs, los dos gases variaron signi-
ficativamente a lo largo de los 4 dias del tiempo de tratamiento. En el tratamiento con AMs la
concentracion de CO, disminuy6 un 11,17% (F= 33,50; g. I.= 1, 16; P<0,001) (Tabla 1.3) y en el
Bioldgico + AMs un 7,4% (F= 8,12; g. .= 1, 16; P<0,001) (Tabla 1.4), respecto a la concentracién




inicial de este gas. La concentracion de 02, en el tratamiento en AMs, aumenté un 2,48% (F=
55,91; g. .= 1, 16; P<0,001) y en el Bioldégico + AMs menos de un 2% (F= 17,33; g. l.= 1, 16;
P<0,001) (Tablas 1.3 y 1.4).

Tabla 1.3: Concentracién de CO, (%) y O, (%) (media + error estandar) en el interior de las bol-
sas que contenian las muestras del tratamiento AMs para el control de E. kuehniella.

Inicial 93,13+ 1,48 a 2,583+0,27b
4 AMs 82,72 +0,76 b 5,01 £+ 0,14 a

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes
entre ellas (P>0,05, test Tukey, n= 14).

Tabla 1.4: Concentracion de CO, (%) y O, (%) (media + error estandar) en el interior de las
bolsas que contenian las muestras del tratamiento Biologico + AMs para el control de E.
kuehniella.

Inicial 93,13+ 1,48 a 2,583+0,27b
4  Biolégico + AMs 86,23 + 1,06 b 4,48 + 0,20 a

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes
entre ellas (P>0,05 test Tukey, n= 14).

En las Tablas 1.5 y 1.6, se muestran los resultados obtenidos de las concentraciones de CO,
y O, en el interior de las bolsas al inicio y al final de los tratamientos AMs y Biologico + AMs con
P. interpunctella.

En los dos tratamientos, tanto el CO, como el O, variaron significativamente a lo largo de los 4
dias del tiempo de tratamiento. En el tratamiento con AMs la concentracion de CO, disminuyé un
7,61% (F=6,33; g.l.=1, 16; P<0,05) (Tabla 1.5) y en el Biolégico + AMs un 6,78% (F=12,65; g.l.=1,
16; P<0,01) (Tabla 1.6). En cuanto a la concentracion de O,, en el tratamiento con AMs, la concen-
tracion de este gas aumentd un 2,11% (F= 25,43; g. .= 1, 16; P<0,001) y en el Biolégico + AMs el
mismo porcentaje que en el tratamiento con AMs (F= 47,92; g. .= 1, 16; P<0,001) (Tablas 1.5y 1.6).

Tabla 1.5: Concentracién de CO, (%) y O, (%) (media + error estandar) en el interior de las bol-
sas que contenian las muestras del tratamiento AMs para el control de P. interpunctella.

Inicial 93,13+ 1,48 a 2,53+0,27b
4 AMs 82,04 + 0,76 b 464 £0,18 a

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes
entre ellas (P>0,05, test Tukey, n= 14).
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Tabla 1.6: Concentracion de CO, (%) y O, (%) (media = error estandar) en el interior de las
bolsas que contenian las muestras del tratamiento Bioldgico + AMs para el control de P. inter-
punctella.

0

Inicial 93,13+ 1,48 a 2,53 +0,27b
4  Biolégico + AMs 86,81 +1,06b 4,64 +0,12a

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes
entre ellas (P>0,05, test Tukey, n= 14).

En la Figura 1.14 se muestran los resultados de la poblacién acumulada de E. kuehniella, en
los tratamientos Testigo y Bioldgico, y de T. evanescens en el tratamiento Bioldgico.

Tanto en el tratamiento Testigo como en el Biolégico, emergieron adultos de E. kuehniella a
partir de la semana 8 hasta la semana 14 (Figura 1.14). La maxima emergencia de adultos de E.
kuehniella, en los dos tratamientos, se produjo en la semana 10 del ensayo. A partir de la sema-
na 10 y hasta el final del ensayo (semana 14) la emergencia de los adultos del lepiddptero fue
disminuyendo progresivamente hasta llegar a un valor de, practicamente, 0 al final del ensayo.
En cuanto al parasitoide, se observé emergencia de adultos la primera y la segunda semana
después de poner en contacto los huevos de E. kuehniella con los adultos del parasitoide. La
media del numero de parasitoides la primera semana fue de unos 104 adultos, mientras que la
tercera semana fue de 0,64 adultos. Después de la tercera semana no se observé una segunda
generaciéon de parasitoide.
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Figura 1.14: Numero de adultos emergidos acumulados de E. kuehniella de la semana 1 a la 14 del
ensayo, en los tratamientos Testigo y Biologico y, de adultos emergidos acumulados de T. evanes-
cens, en el tratamiento Bioldgico. El asterisco indica diferencias significativas entre los valores de
adultos emergidos acumulados de E. kuehniella de los tratamientos Testigo y Biolégico (P<0,05, test
Tukey, n=14).




Al final del ensayo se observaron diferencias significativas del numero de adultos emergidos
acumulados de E. kuehniella, entre los tratamientos Testigo y Bioldgico (F= 29,67; g. . = 1, 27;
P<0,001). La presencia del enemigo natural hizo reducir la poblacién de E. kuehniella significati-
vamente en el tratamiento Bioldgico.

En la Figura 1.15 se muestran los resultados obtenidos del numero total de insectos
(E. kuehniella y T. evanescens) al final del ensayo.

Se observaron diferencias significativas entre el tratamiento Testigo y el resto de tratamien-
tos, asi como entre el tratamiento Bioldgico y los demas tratamientos (F= 3343,45; g. .= 5,
83; P<0,001) (Figura 1.15). En los tratamientos con CO, y en los de CO, con el Biolégico con
los de CO,, se observo un 100% de mortalidad de los insectos. En el tratamiento Biologico,
se observé una reduccidén del numero de adultos de E. kuehniella emergidos con respecto al
tratamiento Testigo. Concretamente, esta reduccion fue de un 74,5%. Sin embargo, el eleva-
do numero de parasitoides hizo aumentar significativamente el nUmero total de insectos, con
respecto al Testigo (F= 3343,45; g. |.= 5, 83; P<0,001). Entre el tratamiento Biolégico y los tra-
tamientos: AMs, Presidn, Biologico + AMs y Biologico + Presion, también hubo una reduccion
significativa del numero total de insectos. Es estos tratamientos no emergié ningun insecto, ni
de la plaga ni del parasitoide.
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AMs ¢
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Figura 1.15: Recuento total de adultos emergidos de T. evanescens y E. kuehniella (media + error
estandar) durante un periodo de 14 semanas. Las medias con una misma letra no son significativa-
mente diferentes entre ellas (P>0,05, test Tukey, n=14).

En la Figura 1.16 se muestran los resultados obtenidos del peso de los residuos producidos
por E. kuehniella a lo largo del ensayo, en cada uno de los tratamientos.

Los resultados obtenidos indicaron una disminucion significativa de los residuos producidos
en el tratamiento Biologico, con respecto al Testigo (F= 61,64; g. .= 5, 83; P<0,001) (Figura 1.16).
Concretamente, el parasitoide produjo una reducciéon del peso de los residuos de alrededor de
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un 56%. En los tratamientos con CO, y Biolégico no hubo produccion de residuos, ya que en
ellos no hubo presencia de insectos (Figura 1.16).
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Figura 1.16: Peso (g) de los residuos producidos por E. kuehniella (mediazerror estandar) al cabo de
14 semanas de almacenamiento, en las muestras de todos los tratamientos estudiados. Las medias
con una misma letra no son significativamente diferentes entre ellas (P>0,05, test Tukey, n= 14).

En la siguiente Figura (1.17) se muestran los resultados de los adultos emergidos acumulados
de P. interpunctella en los tratamientos Testigo y Bioldgico, y de T. evanescens en el tratamiento

Bioldgico.
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Figura 1.17: NUmero de adultos emergidos acumulados desde la semana 1 a la 14 de P. inter-
punctella, en los tratamientos Testigo y Bioldgico, y de T. evanescens, en el tratamiento Bioldgico. El
asterisco indica diferencias significativas entre los valores del nimero de adultos de P. interpunctella
emergidos de los tratamientos Testigo y Bioldgico (P<0,05, test Tukey, n=14).




Entre la semana 5, en el tratamiento Biologico, o la semana 6, en el tratamiento Testigo y
la semana 14 del ensayo, emergieron adultos de P. interpunctella (Figura 1.17). Concretamen-
te, fue en la semana 10 del ensayo cuando se produjo la maxima emergencia de adultos de
P. interpunctella tanto en el tratamiento Testigo como en el tratamiento Bioldgico. A partir de
la semana 10 y hasta el final del ensayo, esta emergencia fue disminuyendo progresivamente
en los dos tratamientos. En cuanto al parasitoide, la primera semana del recuento se observé
el mayor numero de adultos, pero a partir de esta semana y hasta la tercera, la emergencia de
T. evanescens disminuyo progresivamente hasta llegar a un valor practicamente nulo. A partir
de la semana 4 y hasta el final del ensayo no se detectaron adultos del parasitoide.

La ultima semana de recuento, se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
Testigo y Bioldgico (F= 100,85; g. I.= 1, 27; P<0,001). La presencia del enemigo natural hizo dis-
minuir significativamente la poblacion del lepidoptero en el tratamiento Bioldgico.

A continuacion, en la Figura 1.18 se muestran los resultados del niumero total de insectos
(P. interpunctella 'y T. evanescens) obtenidos en cada tratamiento al final del ensayo.

Se observaron diferencias significativas entre el Testigo y el resto de tratamientos (F=
844,58; g. .= 5, 83; P<0,001) (Figura 1.18). En el tratamiento Bioldgico, la presencia de T.
evanescens hizo disminuir significativamente el numero de adultos de P. interpunctella de un
valor promedio de 23,4 a un valor de 2,2. Sin embargo, el numero de T. evanescens presen-
tes en el tratamiento Bioldgico hizo aumentar el nUmero total de insectos a un promedio de
136,5.

En los tratamientos con CO, a presion y con AMs, asi como en los tratamientos en los que
se combinaba el tratamiento Bioldgico con los tratamientos con CO,, hubo un control total del
lepiddptero y los parasitoides no sobrevivieron.
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Figura 1.18: Recuento total de adultos emergidos T. evanescens y P. interpunctella (media + error es-
tandar) durante un periodo de 14 semanas. Las medias con una misma letra indican que los valores del
numero total de insectos no son significativamente diferentes entre ellos (P>0,05, test Tukey, n= 14).
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El peso total de los residuos obtenidos al final del ensayo y en cada uno de los tratamientos
se representa en la Figura 1.19.

Todos los tratamientos redujeron significativamente la producciéon de residuos con respecto
al Testigo (F= 295,83; g. .= 5, 83; P<0,001) (Figura 1.19). Entre los tratamientos AMs, Presion,
Bioloégico + AMs y Bioldgico + Presidn, no se observaron diferencias significativas. En el trata-
miento Bioldgico se produjo un 92,7% menos de residuos que en el Testigo. En los tratamientos:
AMs, Biologico + AMs y Bioldgico + Presion, no hubo presencia de residuos.
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Figura 1.19: Peso (g) de los residuos producidos por P. interpunctella (mediaterror estandar) al cabo
de 14 semanas de almacenamiento, en las muestras de todos los tratamientos estudiados. Las me-
dias con una misma letra no son significativamente diferentes entre ellas (P>0,05, test Tukey, n= 14).

4.3 Evaluacion de la depredacion de Blattisocius tarsalis sobre huevos de Ephestia
kuehniella y evaluacion del control del depredador mediante el uso de gases

4.3.1 Evaluacion del efecto del control biolégico sobre Ephestia kuehniella, produccién de
residuos y pérdida de peso de la harina

En la Figura 1.20 se muestran las medias del numero de pupas de E. kuehniella obtenidas a
partir de 20 huevos del lepidoptero, los cuales se pusieron inicialmente en contacto con la harina
en cada repeticion, en funcion de la proporcion de adultos de B. tarsalis/huevos de E. kuehniella
(O (Testigo), 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1y 2).

Se observo una disminucion significativa del numero de pupas del lepidoptero a medida que
aumentaba el nimero de depredadores (F=18,04; g.l.= 6, 69; P<0,001). No se observaron di-
ferencias significativas entre las proporciones 0,2, 0,5, 1y 2, pero si entre éstas y el testigo. La
proporcidon minima a la que se observo que el control bioldgico empezaba a reducir las pobla-
ciones era de 0,1. La reduccion del niumero de pupas obtenidas en la proporcion 0,1 respecto
al testigo fue de 20,11%.
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Figura 1.20: Numero de pupas de E. kuehniella (media +error estandar) obtenidas en las diferentes
proporciones de adultos B. tarsalis/huevos E. kuehniella, que se pusieron inicialmente en cada re-
peticion. El nUmero de huevos de E. kuehniella por repeticion era de 20. Las medias con una misma
letra no son significativamente diferentes entre ellas (P>0,05, test Tukey, n= 5).

Los resultados obtenidos del peso de residuos producidos por las larvas de E. kuehniella, en
funcién de la proporcién de adultos de B. tarsalis/huevos de E. kuehniella que se pusieron en
contacto inicialmente en cada cajita, son los que se muestran en la Figura 1.21.

A partir de la proporcién 0,1 se notd una reduccién significativa del peso de residuos produ-
cido por parte del lepidéptero, con respecto al testigo (F=17,33; g.l.= 6, 69; P<0,001). Concre-
tamente, la reduccién fue de un 21,6%. En la proporcién 2 se produjo una reduccién del 47,5%
con respecto al testigo.
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Figura 1.21: peso de los residuos (sedas, mudas y pupas) (media + error estandar) de E. kuehniella
obtenidos de las distintas proporciones de adultos de B.tarsalis/huevos de E. kuehniella, que se
pusieron inicialmente en cada cajita. El nUmero de huevos de E. kuehniella por repeticion era de
20. Las medias representadas con una misma letra no son significativamente diferentes entre ellas
(P>0,05, test Tukey, n=5).
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En la Figura 1.22, se representa la media del peso de la harina al final del tratamiento, en fun-
cién de la proporcion de adultos B. tarsalis/huevos de E. kuehniella.

Los resultados mostraron que entre el testigo y la proporcioén 0,05 no habia diferencias signifi-
cativas, pero si entre el testigo y las demas proporciones (F=20,53; g.l. =6, 69; P<0,001). El peso
de la harina en la proporcion 2 al final del tratamiento fue de 17,6, es decir, las 8,9 larvas que se
desarrollaron hasta el estadio de pupa, consumieron 2,3 g de harina. En cambio, las 17,4 larvas
del testigo consumieron 5,5 g de harina. Por lo tanto, la disminucion del consumo de harina en
la proporcién 2 respecto al testigo fue de 41,9% (Figura 1.22).
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Figura 1.22: Peso de la harina al final del tratamiento (media + error estandar) en relacion a la pro-
porcién de adultos de B.tarsalis/huevos de E. kuehniella, que se pusieron inicialmente en cada cajita.
El peso inicial de la harina era de 20 g. El nimero de huevos de E. kuehniella por repeticion era de
20. Las medias representadas con una misma letra no son significativamente diferentes entre ellas
(P>0,05, test Tukey, n= 5).

4.3.2 Control de Blattisocius tarsalis con atmésferas modificadas a presion atmosférica y
CO, a alta presion

En la Tabla 1.7 se muestran los resultados obtenidos de las concentraciones de CO, y O, en
el interior de las bolsas, al inicio y al final de cada tratamiento (1, 2 o 3 dias) con AMs a presién
atmosférica, para el control de B. tarsalis.

En el tratamiento a 1 dia, la concentracion de CO, disminuyo significativamente un 1,5%,
con respecto a la concentracion inicial de CO, (F= 5,74; g. |.= 3, 33; P<0,01) (Tabla 1.7). En los
tratamientos a 2 y 3 dias, la concentracion de este gas se mantuvo estadisticamente igual que al
inicio del ensayo. En referencia a la concentracion de O,, no se observaron diferencias significa-
tivas de las concentraciones de este gas a 1, 2 o 3 dias, con respecto al valor inicial (Tabla 1.7).

Los resultados de la mortalidad de huevos, ninfas y adultos de B. tarsalis en los tratamientos
a1, 2y 3 dias, con AMs a presidon atmosférica, son los que se muestran en la Tabla 1.8.

Con los resultados obtenidos, se observd que para conseguir el 100% de mortalidad de los
estadios de desarrollo de ninfas y adultos, se necesitaron 2 dias de exposicion a esta AM, mien-
tras que para el estadio de huevo se necesité un dia mas.




El los tratamientos con CO, a alta presion, los resultados mostraron que para conseguir el
100% de mortalidad de los estadios de desarrollo de ninfa y adulto, se necesité un tiempo mini-
mo de 10 min (Tabla 1.9). En cambio, el estadio de huevo se mostré mas sensible al tratamiento.
Con un 1 min de tratamiento, ya no hubo supervivencia.

Tabla 1.7: Concentracion de CO, (%) y O, (%) (media = error estandar) en el interior de las bolsas
que contenian las muestras de los tratamientos con AMs para el control de B. tarsalis.

| Dia | [COJ(%) [0,] (%)

0 50,88 + 0,48 a 2,86 + 0,10
1 49,37 £+ 0,26 b 3,22 £ 0,19
2 50,28 + 0,23 a 3,10+ 0,14
3 51,95+ 0,53 a 2,556 +£0,17

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra o sin letra, no son
significativamente diferentes entre ellas (P>0,05, test Tukey, n= 4).

Tabla 1.8: Porcentaje de mortalidad de los diferentes estadios de desarrollo (huevos, ninfas y
adultos) de B. tarsalis, sometidos a tratamientos en atmosferas modificadas ricas en CO, (n= 20).

Estadio Tiempo Mortalidad (%)
desarrollo tratamiento (dias) | (media * error estandar)
3 100
Huevo
2 55 + 5,50
2 100
Ninfa
1 70 +17,30
2 100
Adulto
! 1 95 + 5,00

Tabla 1.9: Porcentaje de mortalidad de los diferentes estadios de desarrollo (huevos, ninfas y
adultos) de B. tarsalis, en los tratamientos con CO, a 20 atm de presion (n= 20).

Estadio Tiempo Mortalidad (%)
desarrollo tratamiento (media = error estandar)
Huevo 1 100
30” 60 + 11,20
10’ 100
Ninfa
5 80 +9,20
10’ 100
Adulto
5 80 +9,20
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5. Discusion

5.1 Evaluacion del efecto del control biolégico y los tratamientos con CO, para el control
de Sitophilus oryzae

La disminucion de la concentracion de CO, en el interior de las bolsas de los tratamientos
AMs y Biologico + AMs para el control de S. oryzae, a lo largo del tiempo de tratamiento,
se atribuye a la disolucion de este gas en las grasas y humedad del arroz, y en los insectos
(Tablas 1.1y 1.2). El incremento de la concentracion de O, al final de los tratamientos podria
atribuirse a la liberacion del O,, que hubiera podido estar entre los granos de arroz o particulas
de harina, desde el inicio de los tratamientos (Tablas 1.1 y 1.2). Sin embargo, este incremento
no se considera relevante ya que este aumento fue de menos de un 2,5% y a nivel industrial
niveles de O,de entre un 3% y un 5% en el interior de los envases o recipientes se consideran
aceptables.

El incremento del nimero acumulado de L. distinguendus entre las semanas 4 y 6 indicé
que la emergencia de los parasitoides se inicié a partir de la semana 4, siendo la maxima
emergencia en la semana 6 (Figura 1.11). Los primeros parasitoides se observaron cuando
habian pasado unos 20 dias, aproximadamente, desde que los adultos de éste se pusieron en
contacto con el arroz en el cual habia estados inmaduros de S. oryzae. Este numero de dias
son los que necesita el parasitoide para desarrollarse hasta el estado de adulto a 25 °C (Ryoo
et al., 1991). Se observé una reduccién significativa del numero de coledpteros acumulados la
ultima semana del ensayo, entre los tratamientos Testigo y Bioldgico, lo cual indicé que la pre-
sencia del parasitoide a lo largo de este periodo de tiempo fue capaz de reducir la poblacién
de la plaga en un 93,6%. A partir de la semana 9 se observé que el numero de S. oryzae incre-
mentaba, ya que empezaba a emerger una segunda generacion de la plaga en el tratamiento
Testigo. Posiblemente, entre las semanas 10 y 11 del ensayo, una segunda generacion del
parasitoide emergeria, ya que habrian pasado unos 20 dias desde la semana 6, que seria en la
que las hembras de los parasitoides habrian iniciado la puesta de los huevos. La longevidad
de las hembras de L. distinguendus es de unos 15 dias, a 25 °C (Bellows, 1985). Esto indica
que, practicamente, cuando las hembras mueren, esta emergiendo una nueva generacion de
parasitoides. De esta manera, una vez se hubieran liberado los parasitoides, y las condiciones
ambientales fueran favorables, éstos podrian continuar atacando la plaga por un largo periodo
de tiempo.

En el presente trabajo de investigacion, se eligié L. distinguendus, ya que en un estudio
realizado por Lucas y Riudavets (2002), este himendptero mostré ser mas eficaz que A. ca-
landrae parasitando el coledptero S. oryzae. Los resultados obtenidos por Lucas y Riudavets
(2002) trabajando con L. distinguendus, y a las mismas condiciones ambientales que el pre-
sente trabajo, mostraron una reduccién de la emergencia de los adultos de S. oryzae del 98%,
resultado muy similar al obtenido en el presente estudio. En una publicacion anterior realizada
por Riudavets y Lucas (2000), en la cual se trabajé con L. distinguendus y A. calandrae, se
observé que, a las mismas condiciones ambientales que el presente trabajo de investigacion,




la reduccion de la emergencia de los adultos de S. oryzae era de un 57%. La diferencia entre
los resultados de los dos estudios era que, la proporcién de hembras en el presente estudio
era mayor (70%) que en el estudio de Riudavets y Lucas (2000) (62%). Como consecuencia,
la reduccion de la poblacion del coledptero fue mas elevada en el presente estudio que en el
de Riudavets y Lucas (2000). Ademas, en su estudio, Riudavets y Lucas (2000) emplearon una
relacion adultos S. oryzae/adultos parasitoide superior al presente estudio. Concretamente,
estos autores (Riudavets y Lucas (2000)) trabajaron con una relacion de 12/1, mientras que en
el presente estudio ésta era de 3,4/1.

Tanto el tratamiento Bioldgico, como los tratamientos en los que se aplicaba CO,, y en
los que se combinaba el tratamiento Biolégico con los de CO,, redujeron significativamente el
numero total de insectos con respecto al Testigo (Figura 1.12). Sin embargo, los tratamientos
Presion, Bioldgico + AMs y Bioldgico + Presion con CO, llegaron a controlar, tanto la plaga
como al enemigo natural. En cuanto a S. oryzae, en los tratamientos en los que se aplico CO,
a alta presion, este resultado fue el esperado ya que en un estudio previo realizado por Riu-
davets et al. (2010) se demostro que el tratamiento con CO, a 20 atm de presion durante 60
min, controlaba todos los estadios de desarrollo del coleéptero. En el presente trabajo se ha
comprobado el resultado de Riudavets et al. (2010) y, ademas, se ha demostrado que con este
tratamiento se consigue el 100% de mortalidad del parasitoide. No obstante, Riudavets et al.
(2009), trabajando a las mismas condiciones ambientales que el presente estudio, demostra-
ron que el tratamiento de larvas-pupas de S. oryzae con AMs con 90% CO, /3% O,/ 7% N,
durante 12 dias, controlaba al insecto. En nuestro estudio, en el tratamiento con AMs se utilizd
la misma mezcla de gases y el tiempo de tratamiento fue de 12 dias. Sin embargo, la menor
relacion Volumen arroz: Volumen gas en el interior de las bolsas de nuestro estudio hizo que,
probablemente, la mortalidad fuera ligeramente inferior al 100%. Concretamente, ésta fue del
94,2%. En el estudio de Riudavets et al. (2009) el peso de arroz en cada repeticién era de 50 g,
mientras que en el presente estudio era de 83 g. Los resultados obtenidos en los tratamientos
Biologico + AMs y Biologico + Presion demuestran que los tratamientos con CO,, llegaron a
controlar al enemigo natural. Esto nos indica que si se aplicara control biolégico en el cereal
almacenado durante un periodo de tiempo largo, con L. distinguendus, al final de este periodo
se podria realizar un tratamiento con CO, para eliminar, tanto los parasitoides como los insec-
tos plaga que pudieran haber quedado.

En todos los tratamientos realizados se observé una significativa reduccion de la pérdida de
peso del arroz al final del ensayo, siendo la menor en el tratamiento Biolégico + Presion (<2%)
(Figura 1.13). En el tratamiento Biologico, la pérdida de peso del arroz fue de 3,6%, resultado
muy similar al de los tratamientos Presion y Bioldgico + AMs, entre los cuales no se observaron
diferencias significativas. Sin embargo, en el tratamiento Bioldgico se observo una pérdida de
peso significativamente inferior a la del tratamiento AMs, a pesar de que en el tratamiento Bio-
I6gico la media del numero total de adultos de S. oryzae emergidos al final del tratamiento, fue
superior al del tratamiento con AMs. Esto podria explicarse porque las hembras del parasitoide
seleccionan las larvas mas grandes o los granos de arroz de mayores dimensiones, ya que en
ellos podria desarrollarse un individuo mas grande (Steffan, 1963). La posible seleccidn de estas
larvas y/o de granos de mayores dimensiones, por parte del parasitoide en el tratamiento Bio-
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I6gico, habria provocado que no se desarrollaran larvas grandes, las cuales habrian consumido
una mayor cantidad de arroz. Debido a ello, en el tratamiento Biolégico se produjo, probable-
mente, una menor pérdida de peso del arroz. Ademas, aunque el nimero de individuos en el tra-
tamiento Biolégico fuera ligeramente superior al del tratamiento AMs, los individuos eran, pro-
bablemente, de menor peso que los de AMs (Lucas y Riudavets, 2002). Estos individuos habrian
consumido menos cantidad de arroz. El valor de la pérdida de peso del tratamiento Bioldgico +
Presion fue significativamente inferior, comparado con el resto de tratamientos. La pérdida de
peso del arroz fue inferior en este tratamiento que en el Biolégico + AMs debido, posiblemente,
a que el tratamiento con CO, a alta presion tiene un efecto mas rapido sobre el insecto que el de
AMs (Navarro, 2006). En el proceso de descompresion de la camara de alta presion, en la cual se
realiza el tratamiento, uno de los principales efectos del CO, sobre el insecto es la rotura de las
paredes de las células del insecto, lo cual implica una muerte rapida del individuo. Aunque entre
los tratamientos AMs y Presion no se observaron diferencias significativas, al combinar estos
tratamientos con el Biologico, se observo que el efecto del parasitoide adicionado al tratamien-
to a presiéon mejoré el efecto sobre el insecto, con respecto al tratamiento Bioldgico + AMs. La
pérdida de peso del arroz en el Testigo, al cabo de 10 semanas, fue de un 15,27% con respecto
al peso inicial. Sittisuang y Imura (1987), trabajando a unas condiciones ambientales de 30 + 0,5
°Cy 65 + 0,5% HR, observaron una pérdida de peso del arroz ligeramente superior a la obser-
vada en el presente trabajo. Concretamente, ellos observaron una pérdida del 19% al cabo de
14 semanas. Esta diferencia se debid, probablemente, a que la temperatura a la que hicieron los
ensayos era 5 °C mas elevada que en el presente estudio, lo cual favorecio el desarrollo de los
insectos. Y, ademas, el periodo de tiempo en el que se evalud este parametro fue de 4 semanas
mas que en el presente estudio.

A nivel industrial, estos valores implicarian una elevada pérdida de peso del arroz durante el
tiempo de almacenamiento del cereal en los silos. Por ejemplo, para 1 t de arroz almacenado
durante 10 semanas, el 15,27% de pérdida de peso representaria unos 152 kg, en las mismas
condiciones ambientales que las del presente trabajo. Si a este arroz almacenado se le hubiera
aplicado CB, la pérdida de peso se habria reducido hasta el 3,6%, lo que representarian 36 kg.
Aplicando los tratamientos Biologico + AMs o Bioldgico + Presién las pérdidas de peso serian
de 32,1 kg y 16,3 kg, respectivamente. Esto nos indica que, tanto el CB como los tratamientos
con CO,, y la aplicacion de ambos (Biolégico + AMs o Biologico + Presion) para el control del
gorgojo del arroz, representarian una importante reduccién de las pérdidas de peso del cereal
almacenado, lo que se traduce en una importante reduccion de las pérdidas econdmicas.

5.2 Evaluacioén del efecto del control biolégico mediante el parasitoide Trichogramma
evanescens y los tratamientos con CO,, para el control de Ephestia kuehniella y Plodia
interpunctella

Al igual que en los tratamientos con S. oryzae, en el interior de las bolsas de los tratamien-
tos AMs y Biologico + AMs, sobre E. kuehniella'y P. interpunctella, se produjo una disminucion
de la concentracion CO,, la cual se atribuye a la disolucion de este gas en las grasas y hume-
dad del sustrato alimentario, y en los insectos (Tablas 1.3, 1.4, 1.5y 1.6). En estos tratamientos
también se produjo un incremento de la concentracion de O, a dia 4, que podria atribuirse a la




liberacion del O, que hubiera podido estar entre las particulas de harina, desde el inicio de los
tratamientos (Tablas 1.3, 1.4, 1.5y 1.6). En este caso, este incremento tampoco se considera
relevante, ya que fue de 2,11% para los tratamientos de los dos insectos, y a nivel industrial,
niveles de O,de entre un 3% y un 5% en el interior de los envases o recipientes, se consideran
aceptables.

La maxima emergencia de adultos de E. kuehniella se produjo entre las semanas 9 y 13 del
ensayo (Figura 1.14), y en P. interpunctella entre las semanas 8 y 13 (Figura 1.17), siendo la
semana 10 en la que se obtuvo un mayor nimero de adultos emergidos, tanto de E. kuehniella
como de P. interpunctella. En estos periodos de tiempo, fue cuando se observd, en el tratamien-
to Biologico, una significativa disminucion de la poblacion de los dos lepidopteros, debido a la
accion del parasitoide T. evanescens. El nUmero acumulado de parasitoides adultos emergidos
a lo largo del ensayo fue muy parecido en los dos lepidépteros. Concretamente, en huevos de
E. kuehniella fue de 130, mientras que en huevos de P. interpunctella fue de 134. Sin embargo,
el nimero acumulado de adultos de E. kuehniella emergidos a lo largo del ensayo fue de 65,1,
mientras que el de adultos de P. interpunctella fue de 23,4. Este resultado nos confirma que la
mortalidad de las larvas de P. interpunctella, los huevos de las cuales no habian estado para-
sitados, fue debida, probablemente, a la dieta y a la competencia territorial entre ellas. No se
observé una segunda generacion del parasitoide, lo cual indica que la aplicacion de éste para
el control de las plagas, deberia hacerse por inundacion, ya que éste no ha perdurado de una
generacion a la siguiente.

Tanto la supervivencia de los individuos de E. kuehniella como los de P. interpunctella fue re-
ducida significativamente en todos los tratamientos, con respecto al Testigo (Figuras 1.15y 1.18).
En el tratamiento Testigo del ensayo de E. kuehniella, emergié un 30,3% de adultos con respecto
al numero inicial de huevos, mientras que en el tratamiento Testigo de P. interpunctella, emergie-
ron tan sélo un 10,8 % de individuos. Este resultado puede ser explicado porque en los ensayos
se utilizé harina integral de trigo, la cual es el ingrediente principal de la dieta en la que se cria
E. kuehniella en el laboratorio. En un estudio realizado por Fraenkel y Blewett (1946), traba-
jando a unas condiciones ambientales de 25 °C de temperatura y 70% de HR, se demostré
que la harina integral de trigo es una dieta 6ptima para el buen desarrollo de las larvas de E.
kuehniella.

La harina integral de trigo, la cual contiene la capa de aleurona y el germen de
los granos, tiene un contenido de proteinas idoneo para el buen desarrollo de este insecto. En
cambio, aunque P. interpunctella puede atacar productos derivados de los cereales, como por
ejemplo la harina, se alimenta, principalmente de granos de cereales, frutas desecadas y frutos
secos (Fraenkel y Blewett, 1946; Williams, 1964). Las larvas de este lepiddptero comen el ger-
men y el salvado del grano de cereal, pero no son capaces de alimentarse del almidén del en-
dospermo del grano (Burges y Haskins, 1964; Madrid y Sinha, 1982). Ademas, la dieta en la que
se cria en el laboratorio de Entomologia del IRTA, tal y como se ha explicado en el apartado de
Material y métodos de este capitulo, no contiene harina integral de trigo. Johnson et al. (1992),
trabajando a unas condiciones ambientales de 25 + 0,5 °C y 50 + 5 % de HR y un fotoperiodo
14:10 h (L:O), demostré que la supervivencia de P. interpunctella era muy elevada cuando se uti-
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lizaban dietas que contenian como ingrediente principal frutos secos. Este autor comprobé que
en una dieta de almendras, la supervivencia de este lepidoptero era del 87,4% y en una dieta de
pistachos ésta era del 84%.

Por otra parte, cuando las densidades de poblacion de E. kuehniella son elevadas, aunque
haya suficiente dieta, se puede producir una elevada mortalidad de las larvas del primer y se-
gundo estadios, debido a que tienen un comportamiento muy territorial (Daumal, 1987). En el
caso de las larvas de P. interpunctella, éstas también se muestran intolerantes y agresivas con
las demas al defender su espacio, cuando la densidad de éstas es elevada (Gage, 1995). Marco
et al. (1993) recomiendan que, para que las larvas puedan crecer bien, al hacer la cria de E. kue-
hniella, se ponga una densidad de 2 huevos por gramo de dieta. En las repeticiones del presente
estudio se pusieron unos 11 huevos por gramo de dieta, hecho que podria haber ayudado a
producir la elevada mortalidad de las larvas del lepidéptero, en el tratamiento Testigo.

En cuanto al peso de los residuos producidos por las larvas de los lepiddpteros a lo largo
del ensayo, en el tratamiento Biolégico éste fue significativamente inferior al del Testigo (Figu-
ras 1.16 y 1.19). En los tratamientos con CO,, practicamente, no hubo presencia de residuos.
En cuanto al Testigo del ensayo de los tratamientos con E. kuehniella, el peso de los residuos
fue de 8,04 g, lo que indica que a partir de una baja densidad huevos, y a unas condiciones
ambientales similares a las del presente trabajo, se podria obtener una importante cantidad
de residuos. En este caso, a partir de 100 huevos sembrados en harina se producirian 3,7 g
de residuos. Teniendo en cuenta que una hembra puede llegar a poner unos 300 huevos a lo
largo de su vida (Arbogast et al., 1980), las larvas de éstos podrian llegar a producir unos 11,2
g de residuos. En cuanto al ensayo con P. interpunctella, el peso de los residuos del testigo
fue de 7,3 g, lo que indica que a partir de 100 huevos de este lepidéptero sembrados en harina
integral, se podrian obtener 3,4 g. Teniendo en cuenta que una hembra de P. interpunctella
puede llegar a poner hasta un maximo de 400 huevos a lo largo de su vida (Tzanakakis, 1959),
a partir de éstos se podrian llegar a producir 13,5 g de residuos. Los resultados obtenidos
nos indican que el lepidoptero P. interpunctella produce un peso de residuos por adulto emer-
gido, 2,5 veces superior al de E. kuehniella. Concretamente, P. interpunctella produce 0,3 g
de residuos/adulto emergido, mientras que E. kuehniella produce 0,12 g de residuos/adulto
emergido. Este resultado nos podria indicar que algunas larvas de P. interpunctella que se ha-
bian empezado a desarrollar y, por consiguiente, habian producido sedas, mas tarde habrian
muerto por alguna de las causas expuestas anteriormente. Los residuos producidos por estas
plagas representan un grave problema para la industria, ya que aparte de dar desprestigio
a la marca comercial por su presencia, su acumulaciéon en la maquinaria de procesado del
producto, puede llegar a dafar algunos componentes de ésta. Ello deriva en una importante
necesidad de control de estas plagas.

5.3 Depredacioén de Blattisocius tarsalis sobre Ephestia kuehniella
El depredador B. tarsalis empez6 a reducir significativamente el numero de pupas de

E. kuehniella desarrolladas, a partir de la proporcion de adultos de B. tarsalis/huevos de E. kue-
hniella de 0,1, es decir en las cajitas donde habia 2 depredadores y 20 huevos del lepidoptero




(Figura 1.20). No se observaron diferencias significativas entre las proporciones de 1y 2, donde
habia 20 y 40 adultos de B. tarsalis en cada cajita. Este resultado podria haber sido debido a que
una alta densidad de adultos del depredador habria provocado una competencia entre ellos en
el momento de compartir los recursos alimenticios, o que un huevo podria haber sido comido o
dafado por mas de un acaro. En un estudio realizado por Nielsen (1999), se demostré que, tra-
bajando a unas condiciones ambientales de 25 °C de temperatura'y 75% de HR, la mayoria de
los huevos de E. kuehniella depredados por B. tarsalis estaban parcialmente comidos. Esto in-
dica que otro acaro también podria depredar este mismo huevo. Estas causas también pueden
explicar el hecho de que en la proporcién 0,05 de adultos de B. tarsalis/huevos de E. kuehniella,
en la cual habia la presencia de un solo acaro, la mortalidad de huevos de lepidoptero por acaro
fuera de 1,4 huevos, mientras que en la proporcion de 2, donde habia 40 acaros, ésta fuera de
0,21 huevos. En el estudio de Nielsen (1999), se observd que 1 acaro danaba unos 4,3 huevos
de E. kuehniella al dia, en cambio Riudavets, et al. (2002b), trabajando a las mismas condiciones
ambientales que las del presente trabajo, observaron que 1 acaro dafiaba unos 2,5 huevos de
E. kuehniella al dia. La diferencia observada entre los resultados del presente estudio y los de
estos autores, puede ser explicada porque en el presente trabajo habia presencia de harina en
las cajitas. En los experimentos de Nielsen (1999) y Riudavets et al. (2002b), en las cajitas solo
habia los huevos sin harina. Con lo cual, la presencia de esta harina podria haber dificultado la
deteccidn de los huevos del lepiddptero por parte del acaro.

Al reducir la poblacién de E. kuehniella, es decir, al aumentar la proporcion de adultos de B.
tarsalis/huevos de lepiddptero, disminuyo la proporcién de residuos obtenidos (Figura 1.21).
Concretamente, a partir de la proporcion de 0,1 fue cuando se observé una disminucion sig-
nificativa del peso de los residuos con respecto al testigo. En cuanto a las proporciones mas
elevadas (1 y 2) se observo, al igual que en el recuento de pupas, que no existian diferencias
significativas entre las dos proporciones. Esto se atribuye a las causas expuestas en el parrafo
anterior.

Tal y como se observd en la produccion de residuos, al aumentar la proporciéon adultos
B. tarsalis/huevos de lepidoptero, se produjo una disminucion de la pérdida de peso de harina
(Figura 1.22). Al igual que en el nUmero de pupas y en la produccién de residuos, a partir de la
proporcion 0,1 fue cuando se observé una disminucion significativa de la pérdida de peso de la
harina con respecto al control.

5.4 Tratamientos con CO, sobre Blattisocius tarsalis

En los tratamientos con AMs a presidn atmosférica, la evolucién de la mezcla de gases en
el interior de las bolsas nos confirmé el buen comportamiento del material de éstas a lo largo de
los tiempos de tratamiento (Tabla 1.7). En los tratamientos a 1 dia, la reduccién de la concen-
tracion de CO, fue significativamente inferior a la inicial. Sin embargo esta reduccion fue de tan
solo un 1,5%, la cual se atribuye a la variabilidad del ensayo. En los tratamientos a 2 y 3 dias,
las concentraciones de CO, y O, se mantuvieron constantes a lo largo de los tres tiempos de
exposicion a las AMs. En estos tratamientos, la concentracion de CO, varié6 menos que en los
de S. oryzae, E. kuehniella y P. interpunctella. Este resultado se puede atribuir, principalmente,
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a que en los tratamientos sobre el coledptero y los lepiddpteros habia presencia de dieta en las
muestras, en la cual se pudo producir la disolucién de un porcentaje CO,,.

En cuanto a los tratamientos con AMs a presién atmosférica, se obtuvo un 100% de mor-
talidad de todos los estadios de desarrollo del acaro con un tiempo de tratamiento de 3 dias
(Tabla 1.8). Este tiempo es inferior al necesario para eliminar los estadios pre-imaginales de
E. kuehniella, el cual es de 4 dias (Riudavets et al., 2006). Asi, en una industria, al aplicar AMs
durante un minimo de 4 dias al producto antes de ser envasado y en las mismas condiciones
ambientales que en este estudio, se controlarian los estadios pre-imaginales de la plaga, y to-
dos los estadios de desarrollo de B. tarsalis, es decir, se controlarian todos los artrépodos vivos
presentes en el producto final. En su estudio, Riudavets et al. (2009) indican que los tratamientos
con AMs se podrian aplicar en los silos o en los almacenes, antes de que el producto se proce-
sara, en el envasado del producto final o, durante el transporte del producto envasado.

El tiempo minimo de tratamiento con CO, a alta presion para obtener el 100% de mortalidad
de todos los estadios de desarrollo del acaro, fue de 10 min (Tabla 1.9). Este tiempo es inferior
al necesario para eliminar los estadios de desarrollo pre-imaginales del lepidoptero, para los
cuales se necesita un tiempo minimo de tratamiento de 15 min (Riudavets et al. 2006; Locatelli
et al., 1999). Estos resultados nos indican que en una industria, y con las mismas condiciones
ambientales que las del presente estudio, se podria aplicar un tratamiento de CO, a presion justo
antes de envasar el producto, y con ello se conseguirian controlar todos los estadios de desa-
rrollo, tanto de la plaga como del depredador. Es decir, se controlaria la presencia de artropodos
vivos en el producto final. Los tratamientos con CO, a presion podrian ser aplicados tanto en
la entrada del producto sin procesar a fabrica, como justo antes del envasado, para eliminar la
presencia de artrépodos (Riudavets y Quero, 2003).




6. Conclusiones

1. Al aplicar control biol6gico y tratamientos con CO, se consigue el 100% de mortalidad de
la poblacién de S. oryzae y se produce una reduccion significativa de la pérdida de peso del
arroz respecto a los tratamientos con CO,, solamente.

2. El control biolégico, con el parasitoide T. evanescens, y los tratamientos con
CO, a altas concentraciones, produce un 100% de mortalidad de la poblacion de E.
kuehniella y P. interpunctella y, como consecuencia, reduce significativamente la produccién de
residuos por parte de los lepidépteros.

3. El depredador B. tarsalis se muestra eficaz como agente de control bioldgico de E. kueh-
niella, ya que reduce significativamente las poblaciones del lepidéptero, la produccion de resi-
duos producidos por éste y la reduccion del peso de la harina, a partir de la proporcion adultos
B. tarsalis/huevos lepiddptero, de 0,1.

4. El tiempo de tratamiento necesario para alcanzar el 100% de mortalidad de todos los es-
tadios de desarrollo de B. tarsalis con atmadsferas modificadas a alta presion y a presion atmos-
férica es de 10 min y 3 dias, respectivamente, e inferior al necesario para eliminar los estadios
preimaginales de E. kuehniella.
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CAPITULO 2

Toxicidad de las atmdsferas modificadas con alto
contenido de diéxido de carbono y adicion de didxido
de azufre sobre dos especies plaga de productos
alimentarios almacenados: Sitophilus oryzae y

Tribolium confusum

§







1. Introduccion

Durante su almacenamiento, las materias primas alimentarias pueden verse afectadas por
plagas de insectos y, ademas, esta contaminacion puede ser visible al consumidor debido
a la presencia de los propios insectos o de sus restos en el producto final. Actualmente, el
numero de materias activas oficialmente registradas para el control de plagas, asi como el
LMRs permitidos en los alimentos son cada vez mas restrictivos. Debido a ello, surge la
necesidad de encontrar alternativas para el control de plagas en los productos alimentarios
almacenados.

Las AMs aplicadas a presion atmosférica con alto contenido en CO, ofrecen un método al-
ternativo adecuado, seguro y respetuoso con el medio ambiente para el control de las plagas
que afectan a los productos alimentarios (Navarro, 2006). Las AMs pueden ser aplicadas en
las estructuras herméticas de las diferentes etapas de la elaboracién de los alimentos, ya sea,
desde el almacenamiento de materias primas y semielaborados a granel, hasta el proceso de
envasado del producto final. La principal ventaja de utilizar AMs con elevado contenido de CO,
es que es un método eficaz para el control de una amplia gama de especies de plagas de insec-
tos y acaros, y se puede utilizar para el tratamiento de diferentes productos alimentarios, sin la
acumulacién de residuos toxicos después del tratamiento.

Sin embargo, el control de los insectos utilizando AMs puede implicar tiempos de tratamien-
to relativamente largos, que no cumplirian en determinadas ocasiones, con los requisitos de la
industria alimentaria. Por ello, es necesario desarrollar alternativas que no requieran tiempos de
tratamiento tan largos pero que sean igualmente efectivos.

Los efectos toxicos del CO, en las especies plaga son conocidos, y los resultados de
la accion de diferentes tipos de tratamientos con CO,, asi como sus dosis y condiciones
particulares de aplicacién, estan descritos para un gran nimero de especies y estados de
desarrollo de plagas de insectos y acaros, de productos alimentarios almacenados (Banks y
Annis, 1990; White et al., 1995; Riudavets et al., 2009; Navarro, 2012). El tiempo de exposi-
cién recomendado, para conseguir un control de las plagas, puede ser de entre varios dias a
semanas, dependiendo de la concentracion de CO,, la temperatura y la fase de desarrollo del
insecto (Fleurat-Lessard, 1990). Por ejemplo, para controlar una de las especies plaga mas
resistente a las AMs, el gorgojo del arroz S. oryzae, los valores estimados del tiempo letal para
conseguir el 95% de mortalidad de los insectos (LT,,) varian en un rango de 1 a 4 dias para
los adultos y entre 3 y mas de 5 dias para los huevos, aplicando entre 40% y 100% de CO,
(25 °C) (Annis y Morton, 1997). Para alcanzar el 100% de mortalidad de todos los estadios de
desarrollo de esta especie, utilizando una AM con el 90% de CO, (25 °C), se requieren 12 dias
de tratamiento (Riudavets et al., 2009). Existen especies menos tolerantes al CO,, como por
ejemplo, el coledptero T. confusum, la cual es una de las especies plaga mas importantes de
harinas y de alimentos para animales. El estado de pupa es el mas resistente a los tratamien-
tos, requiriendo 8 dias de tratamiento con una AM con un contenido del 90% de CO, (25 °C)
(Riudavets et al., 2009).
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Aprovechando uno de los principales efectos que ejerce el CO, en los insectos, la apertura
permanente de sus espiraculos (Nicolas y Sillans, 1989; Mitcham et al., 2006), se han realizado
estudios para evaluar el efecto toxico sinérgico del CO, combinado con otros compuestos. Por
ejemplo, la adicion de CO, a ciertos fumigantes como el acrilonitrilo, el bromuro de metilo, la
fosfina o el cianuro de hidrogeno, aumenta su toxicidad y permite la reduccion de los tiempos
de tratamiento (Bond y Buckland, 1978).

El dioxido de azufre (SO,) es un gas que esta incluido en la lista positiva de aditivos alimenta-
rios (E-220), en un gran numero de paises y para varios productos alimentarios no perecederos,
tales como subproductos de cereales, frutos secos y frutas desecadas (FDA, 2012; The Euro-
pean Comission, 2012). Aunque el SO, tiene una larga historia como conservante de alimentos,
debido a sus propiedades antimicrobianas, también se ha utilizado para el control de algunas
plagas de insectos (Brieger, 1918), como por ejemplo, las plagas de productos alimentarios al-
macenados, P. interpunctella y E. kuehniella (Peters, 1936). Mas recientemente, el SO, ha sido
aplicado para el control de plagas de insectos en uva, durante su almacenamiento (Yokoyama
et al., 2001). La fumigacién con SO, (aplicado de forma rutinaria para el control de hongos), s6lo
o combinado con CO,, puede ser un buen tratamiento para el control de plagas de insectos.
Sin embargo, este tipo de aplicacién ha sido poco investigada (Vota, 1957). Unicamente, Vail
et al., (1992) observaron, en un estudio a nivel de laboratorio, que las concentraciones de SO,
utilizadas habitualmente en la fumigacién de uvas, eliminaron la plaga mas importante de este
producto, Platynota stultana Walshingham (Lepidoptera: Tortricidae), lo que sugiere que el SO,
tiene potencial para controlar tanto hongos como insectos. Asimismo, un trabajo preliminar
realizado con S. oryzae en arroz, también mostro esta caracteristica del SO, para el control de
plagas (Riudavets et al., 2008).




2. Objetivo

Determinar en qué medida, la adicion de un rango de concentraciones de SO, a mezclas de
gases con alto contenido en CO, podia incrementar el efecto insecticida de estas atmdsferas
modificadas, para el control de dos especies plaga de productos almacenados, S. oryzae y T.
confusum, en diferentes sustratos alimentarios.

3. Material y Métodos

3.1. Crias de los insectos a escala de laboratorio

En los experimentos, se utilizaron insectos de las crias que se mantienen en el laboratorio de
Entomologia del IRTA de Cabrils.

Sitophilus oryzae fue elegido como modelo de las plagas de granos de cereal, ya que su desarro-
llo se produce en el interior del grano, y T. confusum como modelo de las plagas de subproductos
de cereales, como por ejemplo, las harinas. El desarrollo de T. confusum se realiza fuera del grano
y su alimentacion es a base de productos desmenuzados derivados de los cereales. Sitophilus ory-
zae fue criado en arroz integral, siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.2 del Capitulo 1
y, T. confusum en harina de trigo y levadura de cerveza. Para la realizacion de la cria de T. confusum
se siguio la misma metodologia que la de la cria de S. oryzae (apartado 3.2 del Capitulo 1), a diferen-
cia de que el sustrato alimentario de T. confusum era harina integral de trigo y levadura de cerveza.

3.2. Evaluacion de la adicion de SO, a atmésferas modificadas con alta concentracion de
CO, sobre la mortalidad de Sitophilus oryzae y Tribolium confusum

Los adultos y los huevos de S. oryzae, y los adultos de T. confusum fueron tratados por sepa-
rado. En cambio, las larvas y las pupas de S. oryzae, que tienen un desarrollo interno en el grano,
se evaluaron de forma conjunta (referidas como “larvas-pupas”). Todos los ensayos de laboratorio
se realizaron en una camara climaticaa 25 +2 °Cy 70 + 10% de HR.

En el laboratorio, se evaluaron los efectos de dos AMs con alto contenido de CO, (70% de CO,
y 95% de CO,), aplicadas a presion atmosférica, en combinacion con diferentes concentraciones
de SO, (0 a 30 000 ppm), sobre la mortalidad de todos los estadios de desarrollo de S. oryzae y
de los adultos de T. confusum.

Las arenas experimentales consistieron en cajitas de plastico aireadas (descritas en el apar-
tado 3.5 del Capitulo 1) que contenian 50 g de arroz integral, 20 g de harina de trigo o sin sus-
trato alimentario, dependiendo del tratamiento. La cara interior de la pared de las cajitas se pintd
con una substancia (Fluon™) que al secarse, forma una pelicula lisa, sobre la cual los insectos
resbalan. Con lo cual, se evita que éstos se escapen durante el tratamiento. Después, se ana-
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dieron 50 individuos a las arenas, salvo para los huevos y las larvas-pupas de S. oryzae, en cuyo
caso la dieta fue previamente infestada con adultos (410 adultos/kg de arroz integral durante 7
dias) para producir, por lo menos, 50 individuos en los granos de cada arena.

Para obtener las distintas AMs evaluadas en el estudio, se utilizaron gases de calidad alimen-
taria (S.E. Carburos Metalicos, S. A.-Air Products Group) que se prepararon en botellas, y cuyas
concentraciones fueron verificadas por S.E. Carburos Metélicos, S. A.-Air Products Group. Las
concentraciones de SO, que se combinaron con las respectivas AMs fueron: 0 ppm, 150 ppm,
1500 ppm, 4500 ppm, 15 000 ppm, y 30 000 ppm. Las concentraciones iniciales de los gases de
las mezclas fueron 70,78 + 0,16% CO, /5,1 + 0,07% O, y 95,06 + 0,09% CO,/ 5,28 + 0,08% O,,
y se balancearon con N, a distintas concentraciones, en funcion del nivel de SO, de cada AM. El
rango de tiempos de tratamiento a los que fueron expuestos los insectos varid entre 1 y 3 dias,
dependiendo de la especie, etapa de desarrollo y de los resultados obtenidos en estudios ante-
riores (Riudavets et al., 2008, 2009). Los insectos fueron expuestos a cada una de las mezclas
de gases en desecadores de cristal de 200 mm de diametro y 7000 mL de volumen (Figura 2.1
A). En cada desecador se ponian tres cajitas sin tapa para cada especie y estado de desarrollo.
A las cajitas no se les ponia la tapa para asegurar el buen contacto entre la mezcla de gases y el
substrato alimentario con los insectos. Se prepararon 5 desecadores (repeticiones) por mezcla
de gases, tiempo de tratamiento y estado de desarrollo del insecto.

Las mezclas de gases, preparadas previamente, se introdujeron en los desecadores de forma
continua (barrido con gas), a una presion de 2 bar hasta alcanzar la concentracion de gases de-
seada (Figura 2.1 B). Se utilizé el analizador de gases Abiss modelo TOM 12 para determinar las
concentraciones de CO, y O, dentro de los desecadores, durante el experimento. La concentra-
cion de SO, no se pudo comprobar al final de los tratamientos pero, tal y como se ha indicado,
las mezclas de gases fueron preparadas en botellas y las concentraciones de SO, certificadas
por la empresa S.E. Carburos Metadlicos, S. A.-Air Products Group.

Como control de cada ensayo, se prepararon 5 cajitas con la dieta y los insectos correspon-
dientes pero sin la aplicacion de las AMs, para evaluar el porcentaje de mortalidad natural.

Figura 2.1: (A) Desecador de cristal utilizado en los tratamientos con AMs. (B) Detalle del desecador con el tubo a través
del cual se introducia la mezcla de gases.




Después del tratamiento, los desecadores se abrieron y las cajitas se mantuvieron en condi-
ciones ambientales controladas dentro de la camara climatica (25 + 2 °C y 70 + 10% HR). Para
evaluar la mortalidad de los adultos, se conté el nimero de individuos vivos de cada cajita, 24
h después de la finalizacion del tratamiento. El porcentaje de mortalidad se calculé utilizando
el numero inicial de individuos colocados en cada cajita. Para los huevos y las larvas-pupas de
S. oryzae, se contabilizaron los adultos del gorgojo que emergieron después de 9 y 4 semanas,
respectivamente. El porcentaje de mortalidad se calcul6 utilizando el niumero de individuos que
emergieron en las cajitas control.

3.3. Analisis de resultados

Los resultados obtenidos fueron tratados con el paquete estadistico JMP® 10.0.2 (SAS
Institute, 2012).

Se calculd la media (xerror estandar) de las mortalidades obtenidas de cada tratamiento.
Para comprobar si existian diferencias significativas entre los porcentajes de mortalidad de los
diferentes estadios de desarrollo de las dos especies, para las diferentes condiciones experi-
mentales, se realizé un analisis de la varianza (ANOVA). En caso afirmativo, se efectud un test de
Rango Multiple de Tukey para comparar las medias. Los resultados, expresados como porcen-
taje, fueron transformados con la funcion arcoseno para cumplir con los supuestos del analisis
de la varianza: homogeneidad y normalidad.

4. Resultados

4.1 Evolucion de las concentraciones de CO,y O,

En las Tablas 2.1 y 2.2 se muestran los resultados de la evolucion de las concentraciones de
CO,y O,, en el interior de los desecadores, a lo largo del tiempo de tratamiento.

Tanto en los tratamientos con la AM con un 70% de CO,, como con la AM con un 95% de
CO,, durante 3 dias de tratamiento, la concentracién de CO, se mantuvo constante. Sin embar-
go, el dia 1 del tratamiento se observéd una disminucion significativa del porcentaje de este gas
en las dos AMs debida, probablemente, a la disolucion de este gas en la grasa y humedad del
sustrato alimentario y/o del insecto (para la AM del 70%: F= 25,27; g. |.= 2, 54; P<0,001) (para la
AM del 95%: F=11,67; g. |.= 2, 184; P<0,001) (Tablas 2.1y 2.2).

En cuanto a la concentracion de O,, no se observaron diferencias significativas de la concen-
tracidén de este gas en ninguna de las dos AMs, en los dias 1 y 3, con respecto al inicio de los
tratamientos (para la AM del 70%: F= 3,92; g. |.= 2, 54; P= 0,02) (para la AM del 95%: F= 1,38;
g. .= 2, 184; P=0,25) (Tablas 2.1 y 2.2).
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Tabla 2.1: Concentracion de CO, y O, (media + error estandar) en el interior de los desecadores
alo largo de los tratamientos (1 y 3 dias). Las concentraciones iniciales de los gases eran: 70,78
+ 0,16 CO, /5,1 £ 0,07 O, y balanceada con N,. La atmésfera podia contener 0 ppm, 150 ppm
030 000 ppm de SO,

| Dia | [COJ(%) [0,] (%)

0 70,78 £ 0,16 a 5,10 + 0,07
1 68,29+ 0,26 b 4,88 + 0,03
3 70,52 + 0,22 a 4,56 = 0,14

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra o sin letra, no son
significativamente diferentes entre ellas (P>0,05, test Tukey, n=5).

Tabla 2.2: Concentracion de CO, y O, (media + error estandar) en el interior de los desecadores
alo largo de los tratamientos (1 y 3 dias). Las concentraciones iniciales de los gases eran: 95,06
+0,09 CO, /5,28 £ 0,08 O, y balanceada con N,. La atmésfera podia contener 0 ppm, 150 ppm,
1500 ppm, 4500 ppm, 15 000 ppm o 30 000 ppm de SO,

| Dia | [COJ(%) [0,] (%)

0 95,06 + 0,09 a 5,28 + 0,08
1 92,81 £0,13 b 5,16 +£ 0,02
3 93,82 + 0,23 a 5,09 + 0,06

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra o sin letra, no son
significativamente diferentes entre ellas (P>0,05, test Tukey, n= 5).

4.2. Evaluacion de la adicion de SO, a atmésferas modificadas con alta concentracion de
CO, sobre la mortalidad de Sitophilus oryzae y Tribolium confusum.

Se observd un 100% de mortalidad de los adultos de S. oryzae cuando se afiadieron 15 000
ppm y 30 000 ppm de SO, a una atmésfera con un 95% de CO, y durante 1 dia de tratamiento,
tanto en presencia de arroz como sin sustrato alimentario (Tabla 2.3). Sin embargo, la eficacia
del SO, a concentraciones mas bajas fue menor y dependié del sustrato alimentario (Tabla 2.3,
Figura 2.2). La adicion de 150 ppm de SO, no mejoré el efecto del CO, en la mortalidad de los
adultos de S. oryzae en comparacion con el tratamiento sin SO, (Tabla 2.3). En este caso tam-
bién se observo el efecto de la presencia del sustrato alimentario, en la disminucién de la mor-
talidad (F=285,02; g. .= 11, 179; P<0,001) (Figura 2.2).

En los tratamientos con 1500 ppm y 4500 ppm de SO, y la presencia de arroz como sustrato,
se observé una significativa disminucion de la mortalidad de S. oryzae, respecto al tratamiento
sin SO,, reduciendo el efecto letal a s6lo el 29% y el 19%, respectivamente (Tabla 2.3). Sin em-
bargo, sin ningun tipo de sustrato alimentario, la disminucién de la mortalidad de este insecto
so6lo fue significativa con la adicion de 1500 ppm, mientras que se obtuvo una elevada mortali-
dad (98,1%) con 4500 ppm de SO,. En la Figura 2.2 se puede observar este efecto antagonico
entre el CO,y el SO,, en el rango intermedio de las concentraciones de SO, evaluadas.




Tabla 2.3: Mortalidad (%; media + error estandar) de adultos de S. oryzae y T. confusum, tra-
tados en AMs con un 95% CO, combinadas con diferentes concentraciones de SO, (0 ppm,
150 ppm, 1500 ppm, 4500 ppm, 15 000 ppm y 30 000 ppm), durante 1 dia de tratamiento con

diferentes dietas.

812+154b 99,7+0,16a 43,7 +458b 515+8,10b
150 726+727b | 959+0,82a 45,7 +0,68b 51,9+8,11b
1500 293+2,76¢c 72,7+3,90b 39,4+349b 93,4+1,40a
4500 18,7+1,51d 98,1 £0,65a 95,6 +0,65a 100 a
15 000 100 a 100 a 100 a 100 a
30 000 100 a 100 a 100 a 100 a
P < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
F 227,12 69,03 303,79 64,52
g.l. 5; 89 5; 89 5; 89 5; 89

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes entre ellas (P>0,05, test

Tukey, n=5).

La presencia del sustrato arroz hizo que la mortalidad de los adultos de S. oryzae, fuera sig-
nificativamente mas baja, en comparacioén con los resultados obtenidos cuando no se anadié
sustrato, en todas las concentraciones de SO, estudiadas, excepto las mas elevadas (15 000 y
30 000 ppm) (F=285,02; g. l.= 11, 179; P<0,001) (Figura 2.2). Este hecho también se observé
en el caso en que no se afadio SO, a la mezcla de gases, alcanzandose una menor mortalidad
cuando se utilizé arroz como sustrato (81,2%) respecto a cuando no habia presencia de sustrato

alimentario (99,7 %) (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Mortalidad (%; Media + error estandar) de adultos de S. oryzae, tratados en AMs con
un 95% de CO, combinadas con diferentes concentraciones de SO, (0 ppm, 150 ppm, 1500 ppm,
4500 ppm, 15 000 ppm y 30 000 ppm), durante 1 dia. Las columnas con color turquesa representan
los resultados de las repeticiones sin dieta y las columnas con color naranja de las repeticiones con
dieta (arroz). Los asteriscos indican diferencias significativas entre substratos alimentarios para cada
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En el caso de los adultos de T. confusum, también se observd un 100% de mortalidad, cuando
éstos fueron tratados durante un dia con la AM con un 95% de CO, y las concentraciones mas
elevadas de SO, ensayadas (15 000 y 30 000 ppm), en los dos sustratos alimentarios (Tabla 2.3).
Cuando habia arroz como sustrato, con 4500 ppm de SO,, también se observé un 100% de mor-
talidad de los insectos (Tabla 2.3). A concentraciones mas bajas de SO, se observaron mortalida-
des significativamente menores a partir de 1500 ppm de SO,, cuando habia harina como sustrato,
y a partir de 150 ppm, cuando el sustrato era arroz (Tabla 2.3, Figura 2.3).

Cuando los adultos de T. confusum fueron tratados con la AM sin SOQ, las mortalidades al-
canzadas fueron significativamente menores en harina de trigo que en arroz (F= 202,32; g. .= 11,
179; P<0,001) (Figura 2.3). Para cada sustrato alimentario, al comparar los tratamientos en los
que no habia SO, en la AM, con los que contenian 150 ppm de SO, se observo que éstos eran
estadisticamente iguales en cada uno de los sustratos alimentarios (Tabla 2.3). A la concentra-
cién de 150 ppm no se observaron diferencias significativas entre los dos sustratos (Figura 2.3).

La adicion de 1500 y 4500 ppm de SO, con arroz como sustrato, dio lugar a unas mortalidades
del 93,4% y del 100%, respectivamente. Sin embargo, cuando se afadieron 1500 ppm de SO, a la
harina de trigo, la mortalidad de los adultos de T. confusum se mantuvo baja (39,4%), y s6lo aumen-
t6 significativamente con la adicion de 4500 ppm de SO, siendo todavia significativamente inferior
(95,6%) a la observada en el arroz (100%) (F=202,32; g. l.= 11, 179; P<0.001) (Tabla 2.3, Figura 2.3).

100
90 ]
80 —
70 —
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40 1 ]
30 |

% Mortalidad
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0 150 1500 4500 15 000 30 000
Concentracion de SO, (ppm)

I Arroz I Harina de trigo

Figura 2.3: Mortalidad (%; media + error estandar) de adultos de T. confusum, tratados en AMs con un
95% de CO, combinadas con diferentes concentraciones de SO, (0 ppm, 150 ppm, 1500 ppm, 4500
ppm, 15 000 ppm y 30 000 ppm), durante 1 dia. Las columnas con color naranja representan los resul-
tados de las repeticiones con arroz y las columnas con color turquesa, de las repeticiones con harina
de trigo. Los asteriscos indican diferencias significativas entre sustratos alimentarios para cada una de
las concentraciones de SO, (P<0,05, test Tukey, n = 5).

La adicion de SO, hizo aumentar de manera significativa y progresivamente, la mortalidad
de los huevos y de las larvas-pupas de S. oryzae, expuestas al tratamiento con una AM con
95% de CO, durante 3 dias (Tabla 2.4). La adicion de 150 ppm y 1500 ppm de SO, a la AM con
elevado contenido de CO,, aumento ligeramente, pero de forma significativa, la mortalidad de
los huevos. La mortalidad de los huevos de S. oryzae fue ligeramente superior al 99% con la




adicion de 4500 ppm de SO,. En el caso de las larvas-pupas, la adicién de 150 ppm de SO, no
hizo aumentar la mortalidad, respecto a la atmésfera sin SO, pero con la adicién de 1500 y 4500
ppm de SO, se duplicé la mortalidad, sin superar el 61% en promedio. Con 15 000 ppm de SO,
se consiguié una mortalidad del 94%. Se alcanz6 un 100% de mortalidad con la concentracion
de 30 000 ppm de SO, (Tabla 2.4).

Tabla 2.4: Mortalidad (%; media + error estandar) de los huevos y las larvas-pupas y de S. ory-
zae tratados en AMs con un 95% de CO, y combinadas con distintas concentraciones de SO
(0 ppm, 150 ppm, 1500 ppm, 4500 ppm, 15 000 ppm y 30 000 ppm) durante 3 dias en arroz.

2

Contenido

0 60,3 +2,07 d 25,3 +4,08d
150 68,7 +1,62 ¢ 12,7+2,53 e
1500 70,8 +£1,00c 53,1+1,64c
4500 99,3+0,14b 60,6 +2,18 ¢c
15 000 100 a 94,0 + 0,98 b
30 000 100 a 100 a

P < 0,001 < 0,001

F 786,42 198,2
g.l. 5; 89 5; 89

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes entre ellas
(P>0,05, test Tukey, n=5).

También se observo un aumento en la mortalidad con la adicion de SO, a una mezcla de
gases con un contenido de CO, del 70% (Tabla 2.5). Con 30 000 ppm de SO,, la mortalidad
aumento significativamente hasta el 100% para todos los estados de desarrollo en ambas es-
pecies plaga, excepto para el estado larvas-pupas de S. oryzae (Tabla 2.5). Sin embargo, en este
estado, la mortalidad también fue elevada (82,7 %). Aunque las concentraciones intermedias de
SO, combinadas con 70% de CO, no fueron evaluadas, el contenido mas bajo estudiado (150
ppm) no aumento significativamente la mortalidad, a excepcion de los huevos de S. oryzae.

Tabla 2.5: Mortalidad (%; media + error estandar) de huevos, larvas-pupas y adultos de S. oryzae
y adultos de T. confusum, tratados en AMs con un 70% de CO, y combinadas con distintas con-
centraciones de SO, (0 ppm, 150 ppm, 1500 ppm, 4500 ppm, 15 000 ppm y 30 000 ppm) durante
1 dia (adultos) y 3 dias (huevos y larvas-pupas) en arroz (S. oryzae) y harina de trigo (T. confusum).

0 63,7+1,29¢c 307+301b 41,7+338b 158+13b
150 97,8+04b 31,4+174b 482:872b 12,1:0,94b
30 000 100 a 82,7+1,83a 100 a 100 a

P < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

F 900,29 155,67 139,37 1727,38
g.l. 2; 44 2; 44 2; 44 2; 44

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes entre ellas (P>0,05,

test Tukey, n=5).
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5. Discusion

La concentracion de CO, al inicio y al final de los tratamientos a 3 dias se mantuvo constante
(Tablas 2.1 y 2.2). En los tratamientos a 1 dia, al final del tratamiento se observé un descenso de
la concentracion de CO,, la cual se atribuye a la disolucion de este gas en las grasas y humedad
del sustrato alimentario y/o de los insectos. Esta disolucion de CO, es un comportamiento ha-
bitual del gas, que se produce durante las primeras horas, después de que un producto ha sido
envasado en AM a presién atmosférica.

En cuanto a la evolucion de la concentracion del O, en el interior de los desecadores, ésta no
varié en ninguna de las dos AMs (70% y 95% de CO,) a lo largo de los tratamientos (Tablas 2.1
y 2.2). Estos resultados indicaron una buena estanqueidad de los desecadores.

La adicion de SO, mejor¢ la eficacia de las AMs con alto contenido de CO,, para el control
de todos los estadios de desarrollo de S. oryzae y de los adultos de T. confusum. Este au-
mento de la eficacia podria permitir una reduccién del tiempo de tratamiento. La adicién de
15 000 ppm de SO, a una AM con 95% de CO,, redujo el tiempo necesario para alcanzar el
100% de mortalidad, a sélo 1 dia de tratamiento, para adultos de S. oryzae y T. confusum (Ta-
bla 2.3). En un estudio realizado anteriormente, se demostré que los tiempos de tratamiento
necesarios para conseguir el 100% de mortalidad de adultos de S. oryzae y T. confusum, con
AMs con altas concentraciones de CO, (90% de CO, a 25 °C) y sin la adicion de SO,, era de
mas de 4 dias (Riudavets et al., 2009). En otro estudio realizado por Banks y Annis (1990), los
tiempos de tratamiento para conseguir el 95% de mortalidad de huevos de S. oryzae y adultos
de T. confusum, era de 3,5 y 2 dias, respectivamente, aplicando una AM con un 80% de CO,,.
Annis y Morton (1997) demostraron que el tiempo de tratamiento para el control (99% de mor-
talidad) de los adultos y los huevos de S. oryzae era de mas de 1y de 4 dias, respectivamente,
trabajando a 25 °C.

Ademas, la adicion de SO, a una AM con una elevada concentracion de CO,, también permi-
tié una reduccion del tiempo de tratamiento de las larvas-pupas de S. oryzae, que es el estadio
de desarrollo mas resistente de esta especie. En el presente estudio, el 100% de mortalidad para
este estadio de desarrollo se observo a los 3 dias de exposicion a 95% de CO,, combinado con
30 000 ppm de SO, (Tabla 2.4). Annis y Morton (1997), utilizando una AM con una concentracion
de CO, del 95%, determinaron que era necesario un tiempo de tratamiento mucho mas largo,
concretamente de 15,3 dias, para el control de este estado de desarrollo. Segun Riudavets et
al., (2009) sin la adicion de SO,, serian necesarios 8 dias para lograr el 100% de mortalidad de
pupas de S. oryzae, con un tratamiento del 90% de CO, y 25 °C. Banks y Annis (1990) también
demostraron que para obtener una mortalidad de al menos el 95% de este estadio de desarrollo,
se requeria un tiempo de tratamiento largo, concretamente, de 8,5 dias, con una concentracion
del 80% de CO,.

Sin embargo, la adicion de concentraciones pequefias de SO, (< 1500 ppm) a una AM con
un alto contenido de CO,, no garantizé en todos los casos, un incremento de su eficacia. Por




ejemplo, la adicion de 1500 ppm a una AM con un 95% de CO, aumenté significativamente la
mortalidad de los huevos y larvas-pupas de S. oryzae en arroz (Tabla 2.4). En cambio, la adi-
cion de 1500 ppm y 4500 ppm de SO, sobre adultos de S. oryzae en arroz, provoco el efecto
contrario, es decir, se observé una disminucion significativa de la mortalidad (Tabla 2.3). En
el caso de los adultos de T. confusum, al afiadir 1500 ppm de SO, a la AM, no implic6 un au-
mento significativo de la mortalidad, cuando éstos se trataron en presencia de harina de trigo
(Tabla 2.3).

La adicion de 150 ppm de SO, no hizo aumentar la mortalidad de los adultos y las larvas-
pupas de S. oryzae, ni la de los adultos de T. confusum, pero si incrementé la mortalidad de
los huevos de S. oryzae, especialmente con un 70% de CO, (Tablas 2.3 y 2.5). Este hecho es
importante tenerlo en cuenta, ya que el estadio de desarrollo de huevos de este coledptero es
uno de los que mejor supera el proceso industrial de molienda del cereal y pulido del arroz,
mientras que la mayor parte de las pupas y adultos mueren (Lucas y Riudavets, 2000). Cuan-
do los tratamientos se hicieron con una AM con un 70% de CO, y con la concentracion mas
baja de SO, probada (150 ppm), se observé un mayor aumento de la mortalidad de los huevos
de S. oryzae (Tabla 2.5), que si en la AM habia una mayor concentracion de CO, (95%) (Tabla
2.4). El efecto sinérgico no fue tan elevado con la concentracion mas alta de CO, debido, pro-
bablemente, al efecto de shock que habria provocado el elevado contenido de CO, sobre el
insecto (Edwards y Batten, 1973; Nicolas y Sillans, 1989). Como consecuencia, si a esta AM
se le anade SOQ, el efecto de este gas sobre el insecto se ve atenuado vy, por lo tanto, no es
tan elevado como seria de esperar. Hay estudios en los que se demuestra que se producen
efectos antagonicos. Por ejemplo, se obtuvieron mortalidades bajas al exponer los insectos a
altas concentraciones de CO, y bajas concentraciones de O, (Ali-Niazee, 1971; Mitcham et al.,
1997). Se han obtenido resultados similares con otros fumigantes, que al combinarlos con una
alta concentracion de CO,, la mortalidad producida era mas baja que si éstos se combinaban
con una concentracion mas baja de CO, (Bond y Buckland, 1978). La mortalidad del insecto
se produce, principalmente, por el efecto que tiene el CO, sobre éste, ya que le produce la
apertura de los espiraculos. A través de ellos el fumigante penetra mejor en el insecto. Sin em-
bargo, si se produce un efecto narcoético por una exposicion a altas concentraciones de CO,,
la mortalidad dependera principalmente, de los efectos metabdlicos que tiene el CO, sobre el
insecto, de entre los cuales, uno de los mas importantes es la variacion del pH de los fluidos
internos del insecto (Janmaat et al., 2001).

Actualmente, no puede explicarse el efecto antagonista entre el CO, y el SO, sobre los
adultos de S. oryzae, con las concentraciones de SO, probadas (1500 ppm y 4500 ppm) (Ta-
bla 2.3 y Figura 2.2). Navarro (1978) observo un efecto antagonico entre el CO, y el O, a bajas
concentraciones, sobre la mortalidad de los adultos de S. oryzae. Para conseguir el 95% de
mortalidad de los adultos de este insecto, necesitdé un tiempo de exposicién a la AM menor,
con un residual de O, del 1%, que si este residual era del 0% o del 3%. En el estudio realizado
por Simpson et al. (2004), también se observo un efecto antagonista, pero en este caso entre
el formato de etilo y el CO, cuando éstos fueron aplicados para el control de Frankliniella oc-
cidentalis (Pergande) y Tetranychus urticae Koch en fresas. Este efecto se observé a partir de
concentraciones de CO, del 40%, aproximadamente, y superiores. Existe poca informacion
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sobre el mecanismo de toxicidad del SO, sobre los insectos. Sin embargo, Stratford y Rose
(1986) demostraron que el SO, es capaz de difundirse a través de los canales de la membrana
celular hidrofébica, sin que actue ningun otro factor. En un estudio realizado por Mathew et
al. (2011), se demuestra que durante la oxidacion de los sulfitos se producen radicales libres,
los cuales provocan una oxidacion sistémica. No obstante, se sabe que concentraciones ele-
vadas de CO,, detienen la actividad metabolica y aumentan la permeabilidad de la membrana
(Bell, 1984; Zhou et al., 2001; Mitcham et al., 2006). Asi, segun lo expuesto, se puede decir que
los mecanismos de actuacion del CO, y del SO,, sobre el metabolismo de los insectos pue-
den ser muy diversos. Estos podrian ser sinérgicos en cuanto al aumento de la permeabilidad
de la membrana por parte del CO,, el cual facilitaria el paso del SO, y, posiblemente, a altas
concentraciones de SO,, el efecto sobre la mortalidad del insecto seria importante. Pero, por
otro lado podrian ser antagénicos a bajas concentraciones de SO, por el efecto contrario de
los dos gases sobre el metabolismo oxidativo. Asi pues, seria interesante llevar a cabo nuevos
estudios para poder analizar los mecanismos de actuacion del CO, y el SO, sobre las diferen-
tes especies de insectos y sus estadios de desarrollo.

Ademas, la presencia de diferentes sustratos alimentarios o la ausencia de éstos en las
muestras, modificaron el efecto toxico del SO, sobre los adultos de S. oryzae y T. confusum
(Figuras 2.2 y 2.3). Este resultado podria ser debido a las distintas capacidades de adsorcién
de los sustratos, lo que implicaria una concentraciéon mas o menos elevada del SO, disponible
en la AM, dependiendo de la adsorcion del SO, en el producto alimentario (Frickhinger, 1934).
Riudavets et al. (2008) obtuvieron diferentes curvas de sorcién cuando trataron almendras,
harina de trigo y arroz con una alta concentracion de CO, (70%) y un 3% de SO,. La harina de
trigo alcanzo rapidamente los valores mas altos de sorcién (hasta 3500 ppm después de 24
h de tratamiento), en las almendras y el arroz se observd una adsorcién mas baja (un maximo
de 2300 ppm después de 7 dias de tratamiento). De esta manera, en el caso de la harina, al
final del tratamiento habria menos SO, disponible en la AM. En el presente estudio, las mor-
talidades observadas en la harina de trigo fueron mas bajas que en el arroz, debido a la mas
elevada adsorcion de la harina de trigo, con respecto a la del arroz. Estos resultados indican
la importancia de utilizar mas de un sustrato cuando se evalla la eficacia de las AMs.

Los resultados obtenidos en este capitulo han indicado que la adicion de SO, a AMs ricas
en CO, aumenta la eficacia de éstas en el control de insectos. Sin embargo, al aplicar estos
tratamientos, debe tenerse en cuenta la dosis maxima permitida de SO2 en cada alimento. Por
ejemplo, en productos derivados de los cereales la concentracion maxima permitida es de 50
ppm, en frutos secos 500 ppm, y 2000 ppm en frutas desecadas (The European parliament and
the Council of the European Union, 2008). Sin embargo, si después del tratamiento se hace una
buena ventilacion del producto, la concentracion de SO, en el alimento, en el momento de su
consumo podria llegar a estar por debajo de la dosis maxima permitida, debido al alto nivel de
desorcion del SO,. En su estudio, Riudavets et al. (2008) demostraron, a nivel de laboratorio,
que justo después de tratar harina de trigo durante 24 h con una AM con 70% CO, y concen-
traciones de SO, de 50 ppm o 150 ppm, el nivel de SO, ya se encontraba por debajo del nivel
maximo permitido, y si después, la harina se dejaba ventilar durante 24 h, el nivel de éste se
reducia considerablemente. Tratando la harina con niveles mas altos de SO,, concretamente




de 30 000ppm, y la misma concentracion de CO, (70%), el nivel detectado de SO, en la harina,
justo después de hacer el tratamiento, era inferior a 3000 ppm, y si ésta se dejaba ventilando
durante 7 dias, se seguia produciendo una importante desorcion del gas hasta alcanzar valores
inferiores a 500 ppm.

El SO, puede producir corrosion, blanqueo y cambios de pH en el material tratado (Fric-
khinger, 1934). Sin embargo, las concentraciones probadas en el estudio de Riudavets et al.
(2008), no produjeron cambios en el pH, ni en el color del arroz y las almendras (resultados no
mostrados). El efecto del SO, deberia ser objeto de estudio en un futuro proximo. Son cono-
cidos los efectos téxicos del SO, cuando este gas es aplicado a altas concentraciones, por
ello se propone utilizarlo a las concentraciones aceptadas en la legislacion para su uso en la
industria alimentaria (The European Parliament and the Council of the European Union, 2008).
Asi, las mezclas de CO, y SO, podrian prepararse en botellas y comercializarse como los de-
mas fumigantes (Emekci, 2010).

Tal y como se ha observado en este trabajo, las diferentes especies y estados de desarrollo
de los insectos estudiados tienen diferentes grados de sensibilidad a la mezcla de gases; de
esta manera, es probable que, en general, las distintas especies de insectos también tengan
diferentes sensibilidades. Por lo tanto, seria necesario determinar la dosis mas efectiva para
obtener el nivel de control de cada una de las especies plaga. Ademas, como con otros fumi-
gantes, las temperaturas por debajo de 15 °C tienden a limitar la eficacia de los tratamientos
con AMs con un alto contenido en CO, (Mann et al., 1999; Sauer y Shelton, 2002; Conyers y
Bell, 2006). En cambio, se han realizado estudios, en los que se demuestra que la aplicacion
de SO, a bajas temperaturas, para el control de plagas de uvas de mesa, entre las cuales se
encuentran F. occidentalis, Pseudococcus maritimus (Ehrhom), P. stultana, T. pacificus McGre-
gory T. urticae, es una alternativa eficaz al uso de fumigantes, tales como el bromuro de metilo
(Yokohama etal., 1999; Yokohama et al., 2001). Seria interesante llevar a cabo mas trabajos
de investigacion, en los que se demostrara la eficacia de la aplicacién de SO, combinado con
CO, a bajas temperaturas, para el control de plagas de productos almacenados.
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6. Conclusiones

1. La adicion de SO, a atmoésferas modificadas ricas en CO, aumenta la eficacia de éstas en
el control de insectos plaga de productos almacenados.

2. Altas concentraciones de SO, (= 15 000 ppm) combinadas con un 95% de CO, hacen que
se reduzca el tiempo de tratamiento para el control de los adultos de S. oryzae y T. confusum,
respecto a la aplicacion de atmdsferas modificadas sin SO, a so6lo un dia.

3. La adicion de altas concentraciones de SO, (= 15000 ppm ) a atmosferas modificadas con
una concentracion de CO, del 95%, aplicadas para el control de larvas-pupas y huevos de S.
oryzae, hace que disminuya el tiempo de tratamiento, respecto a la aplicacién de atmosferas
modificadas sin SO, a s6lo 3 dias.

4. El control de los adultos de T. confusum con atmosferas modificadas con una alta concen-
tracion de CO,, se consigue adicionando una cantidad de SO, mas pequefia a las atmoésferas
modificadas, cuando el sustrato alimentario es arroz, que cuando éste es harina.

5. Se produce un efecto antagonico entre el CO, y el SO, cuando se tratan huevos de S.
oryzae, con una atmosfera modificada con un 95% de CO, y 150 ppm de SO,
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Una de las plagas mas importantes del arroz y otros cereales almacenados es el coledptero
S. oryzae (Beckett et al., 1994). El uso de productos quimicos para su control ha sido el méto-
do mas utilizado a lo largo de los ultimos anos. No obstante, el uso de estos productos puede
afectar negativamente la salud de los consumidores, asi como al medio ambiente. Es por ello
que, actualmente el LMRs, asi como el nUmero de materias activas permitidas se han visto
reducidos (Ministerio de Agricultura Alimentacion y Medio Ambiente, 2014). Como consecuen-
cia, se estan buscando alternativas al uso de productos quimicos, las cuales sean eficaces y
respetuosas con la salud de los consumidores y con el medio ambiente.

Las AMs aplicadas a presion atmosférica, con alta concentracion de CO, son un método
eficaz para el control de estas plagas y, a la vez, es medioambientalmente respetuoso (Nava-
rro, 2006; Riudavets et al. 2009; Adler et al., 2000). Riudavets et al. (2009), demostraron que
para controlar todos los estadios de desarrollo de S. oryzae aplicando un tratamiento con AMs
con la mezcla de gases 90% CO, / 3% O,/ 7% N,, se necesitan 12 dias de tiempo de trata-
miento. Al disminuir la concentracion de CO, al 50% (3% O,y 47% N,) se requieren mas de 12
dias para poder controlar todos los estadios de desarrollo de este coledptero (Riudavets et al.,
2009). Sin embargo, una de las desventajas de la aplicacion de las AMs es que, en determi-
nadas circunstancias, el tiempo de tratamiento puede resultar demasiado largo. Por ejemplo,
para el tratamiento de materias primas o productos finales elaborados que se vayan a utilizar
0 a comercializar inmediatamente.

Un método que se ha estado utilizando para prevenir las plagas de insectos en granos de
cereales y legumbres almacenados, ha sido la mezcla de las materias primas con algunas
especies de plantas o partes de éstas (hojas, raices o extractos), que muestran en mayor o
menor grado, actividad insecticida. Esta ha sido una practica muy utilizada en algunos paises
africanos o asiaticos, con dificultad de acceso a los insecticidas quimicos de sintesis (FiBL,
2011).

Muchas plantas poseen propiedades insecticidas (Tripathi et al., 1999), principalmente en
la forma de aceites esenciales (Shaaya et al., 1991), que son una fuente de bioactivos vola-
tiles (BV). Algunos de estos BV tienen estas propiedades contra especies de insectos plaga.
Ademas, tienen muy baja toxicidad sobre los consumidores y se degradan muy rapidamente
(Rajendran y Sriranjini, 2008).

La mayor parte de los BV, son metabolitos secundarios secretados por las plantas, como
medio de defensa contra plagas de organismos. Estos BV pueden agruparse en cinco cate-
gorias: monoterpenoides, cianohidrinas y cianatos, compuestos del sulfuro, alcaloides (Z-
asarona) y otros (salicilato de metilo, derivados del benceno, acetato de bornilo y terpinoleno).
Entre los componentes de los aceites esenciales, los monoterpenoides estan siendo muy
estudiados, debido a la elevada actividad fumigante que poseen contra plagas de insectos de
productos almacenados. Ejemplos de estos mototerpenoides son la S-(+)-carvona y el linalol,
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los cuales, son los componentes predominantes de los aceites esenciales de Carum carvi L.y
Ocimum spp., respectivamente (Rajendran y Sriranjini, 2008).

Lopez y Pascual-Villalobos (2008), trabajando a unas condiciones ambientales de 30 °C y
51% HR durante un tiempo de tratamiento de 24 h, demostraron que la S-(+)-carvona y el linalol
tenian una elevada actividad insecticida contra los adultos de S. oryzae. La dosis letal necesaria
de S-(+)-carvona y de linalol, para obtener un 95% de mortalidad (LD,,) de adultos de S. oryzae
en 24 h, era de 19,35 mg/L y 214,87 mg/L, respectivamente (Lopez y Pascual-Villalobos, 2008).
Estos autores también observaron que la concentracion necesaria de S-(+)-carvona para conse-
guir el 100% de mortalidad de los adultos de S. oryzae, en 24 h, era de 32 mg/L. Lee et al. (2001)
en su estudio observaron que, de los monoterpenoides del aceite esencial de Mentha arvensis
L., la mentona y el linalol fueron los que mostraron una mayor actividad fumigante contra los
adultos de S. oryzae, después de 24 h de tratamiento.

Por otra parte, existen BV obtenidos industrialmente y considerados como aditivos GRAS
(Generally Recognized As Safe) por la US Food and Drug Administration. Ejemplos de estos
BV son los acidos grasos volatiles de cadena corta como es el acido propidnico, el cual tie-
ne propiedades toxicas contra bacterias Gram negativas (Davidson y Juneja, 1990), contra
hongos del grano de cereal almacenado (Raeker et al., 1992) y contra algunos insectos plaga
(Germinara et al., 2007; Germinara et al., 2010, Nattudurai et al., 2012; Lorenz et al., 2010).
Germinara et al. (2007), demostraron que el acido propionico tiene actividad insecticida con-
tra S. granarius y S. oryzae. En las dos especies, la concentracion letal para alcanzar un 50%
(LC,,) y un 95% (LC,,) de mortalidad estaba en un rango entre 5y 10 mg/L aire y, entre 10y 16
mg/L aire, respectivamente, trabajando a temperaturas entre 23 y 30 °C, durante 24 h de tra-
tamiento (Germinara et al., 2007). También se demostré el efecto repelente contra S. granarius
en muestras de trigo (Germinara et al., 2010). En este estudio se observd una reduccion sig-
nificativa de la entrada de adultos del coledptero en envases de cartdon con acido propidnico,
respecto al mismo tipo de envases sin el BV. No obstante, uno de los principales inconvenien-
tes de la comercializacion de los aceites esenciales para su aplicacién como fumigantes es su
elevado precio (Korunic et al., 2008).

Por otra parte, se han realizado estudios en los que se demuestra que al combinar CO, con
fumigantes, como por ejemplo, el bromuro de metilo, la fosfina o el cianuro de hidrégeno, se in-
crementa el efecto insecticida de éstos en comparacion a si se aplican sin CO, (Bond y Buckland,
1978). También se han llevado a cabo trabajos de investigacion en los que se manifiesta que al
anadir CO, a ciertos BV, el efecto insecticida de éstos se ve mejorado (Wang et al., 2001; Woltering
et al., 2003; Isikber, 2010; Kostyukovsky et al., 2002b; Shaaya et al., 1999). En su estudio, Shaaya
et al. (1999) demostraron que el aceite esencial SEM76 (de plantas de la familia Lamiaceae) incre-
mentod su toxicidad sobre adultos de S. oryzae, T. castaneum, R. dominica y O. surinamensis en
presencia de un 15% de CO,,. Los aceites esenciales de la piel de Citrus spp. y Eucalyptus citrido-
ra Hook incrementaron su toxicidad sobre L. bostrychophila, en presencia de dos AMs distintas:
15% CO,/1% O,/ 84% N,y 12% CO, /5% O,/ 83% N, (Wang et al., 2001). En otro estudio, se
observé que un 92% de CO, tenia un efecto sinérgico en la toxicidad del aceite esencial de ajo
sobre adultos y pupas de T. confusum y E. kuehniella (Isikber, 2010).




De esta manera, y teniendo en cuenta las desventajas anteriormente mencionadas respecto a
la aplicacion de AMs (tiempos de tratamiento demasiado largos) o el uso de BV (elevado precio),
contra las plagas de almacén, al combinar ambas tecnologias, seria posible reducir el tiempo de
tratamiento y, a la vez reducir la concentracion de BV necesaria para controlar a los insectos plaga.

2. Objetivo

Evaluar el control de los adultos de S. oryzae al ser tratados con atmdsferas modificadas con
alta concentracion de CO, combinadas con tres bioactivos volatiles, dos monoterpeniodes (S-
(+)-carvonay linalol) y un acido graso de cadena corta (acido propionico).

3. Material y Métodos

Todos los experimentos llevados a cabo en este trabajo de investigacion, se realizaron en
condiciones ambientales controladas en una camara climatica a 25 + 2 °C de temperatura, 70 +
10% de HR y un fotoperiodo de 16:8 h (L:0).

Los BVs utilizados fueron S-(+)-carvona (pureza= 96%), linalol (pureza= 86%) y acido propioni-
co (pureza= 99%) (VWR International Eurolab, S. L. Esparia). Los tres BV estaban en forma liquida.

3.1. Cria de Sitophilus oryzae a escala de laboratorio

Para llevar a cabo la aclimatacion de las dietas se procedié de la misma manera que la des-
crita en el apartado 3.1 del Capitulo 1.

Los adultos de S. oryzae utilizados en la realizacion de los ensayos del presente trabajo, fue-
ron cogidos de la cria que se mantiene en granos de arroz en el laboratorio de Entomologia del
IRTA de Cabrils, desde hace mas de 10 anos. La cria se llevo a cabo procediendo de la misma
manera que la descrita en el apartado 3.2.1 del Capitulo 1.

3.2. Evaluacion de la combinacion de atmoésferas modificadas con bioactivos volatiles
sobre la mortalidad de Sitophilus oryzae

Como arenas experimentales se utilizaron cajitas de plastico transparente (descritas en el
apartado 3.5 del Capitulo 1), abiertas cenitalmente y con la cara interior de la pared pintada
con Fluon™, para evitar que los adultos del coledptero pudieran escaparse. En cada cajita se
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pusieron 50 g de arroz integral de cultivo ecologi-
co y 50 adultos de S. oryzae.

Para obtener la AM se utilizaron gases de cali-
dad alimentaria (S.E. Carburos Metalicos, S. A.-Air
Products Group) que se combinaron en el mezcla-
dor de gases WITT KM 100-3M/MEM. La media (+
error estandar) de las concentraciones iniciales de
los gases de todos los tratamientos fueron: 51,45%
+0,3C0,/0,35% £ 0,02 O, /48,20 + 0,30 N,. Para
analizar la mezcla de gases, se utilizé un analizador
de gases WITT OXYBABY 6.0 (Figura 3.1).

Figura 3.1: Analizador de gases WITT OXYBABY 6.0.

Los tratamientos realizados y la nomenclatura utilizada (entre paréntesis), fueron los que se
indican a continuacién:

- Arroz con adultos de S. oryzae (Testigo)

- Arroz con S. oryzae tratado con atmédsfera modificada (AM)

- Arroz con S. oryzae tratado con BV, S-(+)-carvona (BV-C)

- Arroz con S. oryzae tratado con BV, linalol (BV-L)

- Arroz con S. oryzae tratado con BV, acido propidénico (BV-P)

- Arroz con S. oryzae tratado con AM combinada con BV, S-(+)-carvona (AM-BV-C)

- Arroz con S. oryzae tratado con AM combinada con BV, linalol (AM-BV-L)

- Arroz con S. oryzae tratado con AM combinada con BV, acido propiénico (AM-BV-P)

Para el Testigo, se prepararon 5 cajitas con la la dieta y los coledpteros, y para el resto de
tratamientos se utilizaron 15 cajitas.

Para hacer los tratamientos se utilizaron desecadores de cristal de 200 mm de diametro y
7000 mL de volumen (Figura 2.1, Capitulo 2). En cada desecador se pusieron tres cajitas con
la dieta y los coledpteros, es decir, que por cada tratamiento se prepararon 5 desecadores.

En cuanto a los tratamientos en AM, cuando los desecadores estaban preparados y tapados,
se procedié a introducir la mezcla de gases siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.2
del Capitulo 2. En el caso de los tratamientos AM-BV, previamente a introducir la mezcla de ga-
ses en los desecadores, en la parte interior de la tapa de cada desecador se puso un circulo de
papel de filtro enroscado (Whatman® n° 1) de 9 cm de diametro (Figura 3.2). Después, se tapé el
desecador y, a continuacion, se introdujo la mezcla de gases. Por ultimo, el orificio por el que se
introdujo el gas se cerrd con un tapon con septum, a través del cual se analizé la concentracion
de CO, y O, con el analizador de gases, para verificar que la mezcla de gases era la correcta. A
continuacion, el BV correspondiente se aplicé con jeringa en el circulo de papel de filtro, situado
en la parte interior de la tapa del desecador, pinchando en el septum del tapén. Esto se realizaba
inmediatamente después de haber introducido y analizado la AM del interior del desecador.

En los tratamientos sin AM, se procedio de la misma manera que en los tratamientos con AM,
pero sin aplicar la mezcla de gases.




Se escogieron concentraciones de BV inferiores
a las necesarias para conseguir el 100% de mortali-
dad de los adultos de S. oryzae, segun el estudio de
Lopez y Pascual-Villalobos (2008). Ninguno de los
BV se diluyé. Asi, del BV S-(+)-carvona se aplicaron
2,74 mg/L, 5,48 mg/L y 10,97 mg/L durante 24, 48
y 72 h, respectivamente. En cuanto a las concentra-
ciones de linalol aplicadas, éstas fueron: 9,94 mg/L,
14,91 mg/Ly 29,82 mg/L durante 24, 48y 72 h, res-
pectivamente. Y, de acido propidnico, las concen-
traciones aplicadas fueron 2,82 mg/L, 5,65 mg/L y
33,94 mg/L durante 24, 48 y 72 h, respectivamente.

Figura 3.2: Detalle de la tapa del desecador con el pa-
pel de filtro enroscado, en el que se dosificaban los pL

Después de haber preparado los desecadores ~ de BV correspondientes.

de todos los tratamientos, éstos se pusieron en la

camara de condiciones ambientales controladas junto con las cajitas del tratamiento Testigo,
durante el tiempo de exposicion correspondiente (24, 48 o 72 h). Transcurridos estos perio-
dos, y antes de abrir los desecadores, con el analizador de gases se procedio a analizar la
concentracion de CO, y O,. Después, los desecadores se abrieron para airearlos y las cajitas
se volvieron a poner en la camara climatica en las mismas condiciones ambientales, durante
24 h mas. Pasado este tiempo, se conté el nimero de adultos vivos y muertos del coledptero.

Se calculd el porcentaje de mortalidad respecto al niUmero inicial de adultos colocados en cada
cajita. La mortalidad natural de los adultos se calculé con las repeticiones del tratamiento Testigo.

3.3. Analisis de resultados

Los resultados obtenidos fueron tratados estadisticamente con el paquete estadistico JMP®
10.0.2 (SAS Institute, 2012).

En los tratamientos con AM se calcularon las medias (+ error estandar) de los andlisis de CO,
y O,, al inicio y al final de cada uno de ellos. Mediante el test de Bartlett’s se comprob¢ la ho-
mogeneidad de las varianzas. Los resultados que lo requerian se transformaban mediante el ar-
coseno (Vx/100). Por cada concentraciéon de BV aplicado y tiempo de tratamiento, se realizd un
ANOVA de una via, para comprobar si existian diferencias significativas entre los tratamientos.
En caso de detectarlas, se realizé un test de Tukey Multiple Range para comparar las medias.

4. Resultados

4.1. Evolucion de la concentracion de oxigeno y dioxido de carbono
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En las Tablas 3.1, 3.2 y 3.3 se muestran los resultados de la concentracion de los gases al
inicio y al final del tratamiento (24, 48 o 72 h), en el interior de los desecadores con AMs.
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Respecto a los tratamientos con S-(+)-carvona, en el ensayo con AM, se observd que la con-
centracion final de CO, se mantuvo con respecto a la inicial. En este mismo ensayo, a 24 y 48 h
la concentracion de este gas disminuyo significativamente con respecto a la concentracion inicial
(F=14,02; g. . = 3, 27; P<0,01) (Tabla 3.1). Sin embargo, la concentracion de O, se mantuvo inva-
riable a lo largo de los distintos periodos de tratamiento (F= 2,98; g. I. = 3, 27; P= 0,05) (Tabla 3.1).
En los desecadores con AM-BV-C, tanto la concentracion de CO, como la de O,, no presentaron
diferencias significativas respecto a las concentraciones iniciales, para los distintos tiempos de
tratamiento (en CO,: F=0,11; g. I. = 3, 29; P=0,94) (en O,: F=0,12; g. . = 3, 29; P=0,94) (Tabla 3.1).

Tabla 3.1: Concentraciones de CO2 (%)y O2 (%) (media =+ error estandar) en el interior de los de-
secadores que contenian las muestras de los tratamientos AM y AM-BV-C (S-(+)-carvona). Las
concentraciones de S-(+)-carvona fueron: 2,74 mg/L, 5,48 mg/L y 10,97 mg/L, para los tiempos
de tratamiento de 24 h, 48 h'y 72 h, respectivamente.

I TRATAMIENTO

Tiempo AM AM-BV-C

tratamiento

(h) [CO,] (%) [O,] (%) [CO,] (%) [0,] (%)
0 48,69 +0,30a 0,15+0,03 48,54 + 0,56 0,16 = 0,04
24 4516 +0,61b| 0,88 +0,31 46,94 + 0,08 0,16 = 0,04
48 46,10+ 0,69b 0,48 = 0,38 46,76 + 0,87 0,5+0,28
72 47,57 +0,18a 0,08 + 0,03 44,62 + 0,48 0,38 + 0,19

Las medias de cada columna seguidas de una misma letra o sin letra, no son significativamente diferentes entre ellas (P>0,05,
test Tukey, n= 5).

En los ensayos con el aceite esencial de linalol, la concentracion de CO, del tratamiento con
AM se mantuvo sin variacion significativa a lo largo de los distintos tiempos de tratamiento, con
respecto a la concentracion inicial (Tabla 3.2). El porcentaje de O, del ensayo con AM presentd
valores no significativos en los tiempos de tratamiento de 48 y 72 h, pero en el de 24 h disminuyo
significativamente un 0,27% (F= 6,03; g. |.= 3, 17; P<0,01) (Tabla 3.2). La concentracion de CO,
del tratamiento AM-BV-L, se mantuvo constante con respecto a la concentracion inicial, en los
tratamientos a 24 y 72 h. Sin embargo, a 48 h aumento un 3,26% (F= 6,52; g. .= 3, 28; P<0,01).
El nivel de O, disminuyo significativamente en todos los tiempos de tratamiento (F= 25,12; g. .=
3, 29; P<0,001) (Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Concentraciones de CO, (%) y O, (%) (media + error estandar) en el interior de
los desecadores que contenian las muestras de los tratamientos AM y AM-BV-L (linalol). Las

concentraciones de linalol fueron: 9,94 mg/L, 14,91 mg/L y 29,82 mg/L, para los tiempos de
tratamiento de 24 h, 48 h'y 72 h, respectivamente.

o I TRATAMIENTO
i Tiempo AM AM-BV-L
tratamiento
D) ) [CO,] (%) [0,] (%) [CO,] (%) [0,] (%)

N\ — 0 53,57 +0,35ab 0,43+0,05a 52,39+0,36b 0,49 +0,03a
Q 24 54,80+ 0,55a 0,16 £0,02b 53,34 + 0,97 ab 0,06 + 0,02 b
CU 48 55,20 + 0,50 a 0,20+ 0,00 ab 55,65+0,20a 0,10+0,04 b

Q 72 51,75+ 0,25b 0,25+ 0,40ab 51,98 +0,40b 0,08 +0,02 b

Las medias de cada columna seguidas de una misma letra no son significativamente diferentes entre ellas (P>0,05, test

Tukey, n=5).
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En los ensayos con el BV acido propionico, la concentracion de CO, en el tratamiento AM
se mantuvo en todos los tiempos de exposicidn, con respecto a la concentracion inicial (F=
2,46; 9. .= 3, 23; P= 0,09) (Tabla 3.3). El porcentaje de O, en el tiempo de tratamiento de 72
h se mostro invariable, respecto a la concentracion inicial. Sin embargo, a los tiempos de tra-
tamiento de 24 y 48 h la concentracion de O, disminuy¢ significativamente (F= 14,20; g. |. =
3, 23; P<0,001) (Tabla 3.3). Respecto a la concentracion de CO,, de los ensayos AM-BV-P, no
se observaron diferencias significativas entre el inicio y los diferentes periodos de tratamiento
(F=1,70; g. I.= 3, 29; P= 0,19). En cambio, el porcentaje de O, fue distinto en todos los tiem-
pos de tratamiento, con respecto a la concentracion inicial (F= 11,63; g. I.= 3, 29; P<0,001)
(Tabla 3.3).

Tabla 3.3: Concentraciones de CO, (%) y O, (%) (media = error estandar) en el interior de los
desecadores que contenian las muestras de los tratamientos AMy AM-BV-P (acido propiénico).
Las concentraciones de acido propionico fueron: 2,82 mg/L, 5,65 mg/L y 33,94 mg/L, para los
tiempos de tratamiento de 24 h, 48 hy 72 h, respectivamente.

_ TRATAMIENTO

Tiempo AM AM-BV-P

tratamiento

(h) [CO,] (%) [0,] (%) [CO,] (%) [0,] (%)
0 53,583+0,31 0,49+0,04a 52,86+0,55 0,40+0,04a
24 53,04 + 0,48 0,12+0,02b 52,84 +0,32 0,08 +0,03b
48 52,56 + 0,28 0,24 +0,04b 51,02+0,20 0,10+0,03b
72 51,75£ 0,25 0,25+0,05ab| 52,46 +0,28 0,20+ 0,03 b

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra o sin letra, no son significativamente diferentes entre ellas
(P>0,05, test Tukey, n= 5).

4.2. Evaluacion de la combinacion de atmésferas modificadas con bioactivos volatiles
sobre la mortalidad de Sitophilus oryzae

En la Figura 3.3 se muestran los resultados obtenidos de la mortalidad de los adultos de S.
oryzae al ser tratados con AMs, con S-(+)-carvona o con la combinacion de AMs y el bioactivo,
durante 24,48 0 72 h.

Se observo un efecto positivo al combinar el tratamiento con CO, y el bioactivo, ya que la
mortalidad incremento significativamente, con respecto al tratamiento con AM o con el bioac-
tivo por separado, tanto en el tratamiento a 24 h (F= 21,28; g. |. = 2, 44; P<0,001), como en el
de 48 h (F=120,89; g. I. = 2, 44; P<0,001), y en el de 72 h (F= 623,96; g. |. = 2, 44; P<0,001)
(Figura 3.3 A, By C). En el tratamiento con AM a 24 h, la mortalidad fue de 1,48%, en el de 48
h fue de 36, 97% y en el de 72 h, de 66,70% (Figura 3.3 A, B y C). Cuando la S-(+)-carvona se
aplicé sola, las mortalidades fueron practicamente nulas en los tres tiempos de tratamiento
(Figura 3.3 A, By C).

La mortalidad de los adultos de S. oryzae obtenida después de ser tratados en AMs, con el BV
linalol o con la mezcla de AMs y el BV linalol, se muestran en la Figura 3.4.
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Figura 3.3: Porcentaje de mortalidad (media + error estan-
dar) de adultos de S. oryzae tratados en AMs con 48,69%
CO,/0,15 % O, (AM) y el bioactivo volatil S-(+)-carvona (BV-
C) solo o combinado con AM (AM-BV-C) durante 24 h (A),
48 h (B) y 72 h (C). Las concentraciones de S-(+)-carvona
fueron: 2,74 mg/L, 5,48 mg/L y 10,97 mg/L, para los tiem-
pos de tratamiento de 24 h, 48 h'y 72 h, respectivamente.
Las medias con una misma letra no son significativamente
diferentes entre ellas, para un mismo tiempo de exposicion
(P>0,05, test Tukey, n=5).
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Figura 3.4: Porcentaje de mortalidad (media + error estan-
dar) de adultos de S. oryzae tratados en AMs con 53,57%
CO, /0,43 % O, (AM) y el bioactivo volatil linalol (BV-L) solo
o combinado con AM (AM-BV-L) durante 24 h (A), 48 h (B) y
72 h (C). Las concentraciones de linalol fueron: 9,94 mg/L,
14,91 mg/L y 29,82 mg/L, para los tiempos de trata miento
de 24 h, 48 hy 72 h, respectivamente. Las medias con una
misma letra o sin letra, no son significativamente diferentes
entre ellas, para un mismo tiempo de exposiciéon (P>0,05,
test Tukey, n= 5).

En el tratamiento a 24 h (Figura 3.4 A) se observo que la mortalidad en los tres tratamientos
(AM, BV-L y AM-BV-L) fue, practicamente, nula. A 48 h, la mortalidad obtenida en el tratamien-
to AM fue proxima al 22% (Figura 3.4 B). En cuanto al tratamiento con linalol, solamente, la
mortalidad de los adultos de S. oryzae fue practicamente nula (Figura 3.4 B). No obstante, se
observo un fuerte incremento de la mortalidad cuando se combinaron los tratamientos con
AMs vy el bioactivo linalol, aumentando la mortalidad significativamente, con respecto al trata-
miento con AMs, hasta un valor ligeramente superior al 40% (F= 130,43; g. I.= 2, 35; P<0,001)
(Figura 3.4 B). A 72 h, la mortalidad de los insectos fue del 92%, en el tratamiento AM (Figura
3.4 C). El tratamiento BV-L, realizado con la dosis de linalol de 29,82 mg/L, provocé una mor-
talidad del insecto muy baja, alrededor de un 1%. En cambio, se observé un efecto positivo
106 al combinar los tratamientos con AMs y el BV. La mortalidad aumenté significativamente,




con respecto a los tratamientos con AMs o con
linalol, solamente, hasta un valor de 99% (F=
1389,37; g. I.= 2, 35; P<0,001). (Figura 3.4 C).

Los resultados de la mortalidad de los adul-
tos de S. oryzae al ser tratados en AMs, con el
BV acido propiénico o con la combinacion de las
AMs y el BV, se muestran en la Figura 3.5.

Se observé que en los tratamientos a 24 h, la
mortalidad fue inferior al 10% en los tres trata-
mientos (Figura 3.5 A). A 48 h, se observé una
mortalidad de alrededor de un 40% en el trata-
miento con AM, y en el tratamiento con una con-
centracion de 5,65 mg/L de acido propionico, la
mortalidad de los insectos fue muy baja (1%)
(Figura 3.5 B). Sin embargo, se observd que la
mortalidad del tratamiento en el que se com-
binaron la AM y el acido propionico, fue ligera-
mente superior a la del tratamiento con AM, pero
no fue significativamente diferente (F= 126,55;
g. l.= 2, 44; P<0,001) (Figura 3.5 B). A72 h, la
mortalidad obtenida en el tratamiento con AM
fue de un 92% (Figura 3.5 C), mientras que en
las muestras con el BV solamente, se consigui6
una mortalidad del 0,4%. Cuando se combina-
ron los dos tratamientos (AM-BV-P), la mortali-
dad aumenté significativamente, con respecto
a los dos tratamientos por separado, hasta un
valor de 99% (F= 1688,23; g. |.= 2, 35; P<0,001)
(Figura 3.5C).
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Figura 3.5: Porcentaje de mortalidad (media + error estan-
dar) de adultos de S. oryzae tratados en AMs con 53,53%
CO, /0,49 % O, (AM) y el bioactivo volatil acido propionico
(BV-P) solo o combinado con AM (AM-BV-L) durante 24 h
(A), 48 h (B) y 72 h (C). Las concentraciones de acido pro-
piénico fueron: 2,82 mg/L, 5,65 mg/L y 33,94 mg/L, para
los tiempos de tratamiento de 24 h, 48 h'y 72 h, respecti-
vamente. Las medias con una misma letra no son significa-
tivamente diferentes entre ellas, para un mismo tiempo de
exposicién (P>0,05, test Tukey, n= 5).

En los desecadores AM, la concentracion de CO2 se mantuvo constante en los tres periodos
de tiempo ensayados, excepto en los tratamientos con S-(+)-carvona, a 24 y 48 h (Tabla 3.1).
Los valores de la concentracion de CO, en estos tiempos de exposicion fueron significativamen-
te distintos a la concentracion inicial. Esto podria haber sido debido a la disolucion del CO, en
las grasas y humedad del arroz e insectos. No obstante, al observarse solo en este caso, y no
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en los tratamientos de AM, de los tratamientos con linalol y acido propidnico, esta diferencia se
podria atribuir a la variabilidad de las muestras.

En los ensayos AM-BV, la concentracion de CO, en el interior de los desecadores, también
se mantuvo constante en todos los tratamientos, con respecto a la concentracién inicial de este
gas, excepto en el de 48 h con el BV linalol (AM-BV-L) (Tabla 3.2). Esta diferencia se atribuyé a
la variabilidad de las muestras.

Las diferencias observadas en la concentraciéon de 02, con respecto a la concentracion inicial
de este gas, en algunos tratamientos se debe, probablemente, al consumo de este gas por parte
de los insectos (Tablas 3.1, 3.2 y 3.3). Sin embargo, los valores de la reduccion de O, obtenidos
oscilaron entre 0,2% y 0,43%. Por lo tanto, estas variaciones no se consideraron relevantes.

Tal y como se esperaba, la mortalidad obtenida en los tratamientos con AM, en ningun caso
fue del 100% ya que, el tiempo necesario para conseguir este nivel de mortalidad de los adul-
tos de S. oryzae tratados con AMs con la mezcla de gases 50% CO,/ 3% O,/ 47% N,, y en las
mismas condiciones ambientales que el presente estudio, es de 96 h (Riudavets et al., 2009).

En los diferentes tiempos de tratamiento realizados con el BV S-(+)-carvona, sin AM, se apre-
ciaron mortalidades del coleéptero muy bajas (Figura 3.3). Por ejemplo, cuando se aplicé una con-
centracion de S-(+)-carvona de 10,97 mg/L durante 72 h se obtuvo una mortalidad del coledptero
de 0,53% (Figura 3.3 C). Lépez y Pascual-Villalobos (2008) observaron que, aplicando una con-
centracion de 6,40 mg/L de este BV durante 24 h, a 30 °C y 51% de HR, se conseguia un 70% de
mortalidad de los adultos de S. oryzae. Lee et al. (2003) demostraron que un tratamiento con una
concentraciéon de S-(+)-carvona de 50 mg/L sobre adultos de S. oryzae durante 14 h, provocaba
una mortalidad del coledptero del 10%. La diferencia observada entre los resultados del presente
estudio y los de estos autores, podria deberse a que en las muestras de esta tesis habia presencia
de arroz integral (50 g), mientras que en las del estudio de Lépez y Pascual-Villalobos (2008) no
habia dieta y, en el trabajo de Lee et al. (2003) habia una cantidad muy baja de dieta (no especi-
ficada). Ademas, el tratamiento del estudio de Loépez y Pascual-Villalobos (2008) se realizé a una
temperatura superior y a una HR inferior a las de los tratamientos del presente trabajo.

Se han realizado estudios, en los que se demuestra que la presencia de dieta disminuye el
efecto insecticida del BV debido, principalmente, a la elevada adsorcion del BV en la dieta (Lee et
al., 2003; Don-Pedro, 1996; Ketoh et al., 2002). En tratamientos con el BV pulegona sobre adultos
de T. castaneum, se observo que al introducir maiz en las repeticiones, los valores de la LC, a
24 h aumentaban, con respecto a las que no tenian maiz (Lee et al., 2003). Por ejemplo, cuando
se hizo un tratamiento de 96 h sobre los adultos de T. castaneum a 37 °C, los valores de la LC,
en los tratamientos con la pulegona sola o con la pulegona en presencia de maiz fueron de 0,2
y 20,9 mg/L, respectivamente (Lee et al., 2003). Estos autores atribuyen esta diferencia entre los
resultados obtenidos, a la disminucién de la difusién de los vapores del monoterpenoide debido a
la presencia del maiz o, a la posibilidad de que la pulegona se hubiera adsorbido en el maiz. Estas
causas habrian provocado la disminucién de la disponibilidad del BV presente en las repeticiones
que contenian maiz, en comparacion con las que no habia presencia de éste. Como consecuen-




cia, el BV habria afectado menos al insecto en las repeticiones en las que habia presencia de los
granos del cereal.

De igual modo, la presencia de granos de caupi en repeticiones con adultos de Callosobruchus
maculatus F. (Coleoptera: Chrysomelidae) provocé una disminucion de la mortalidad de los insec-
tos cuando éstos fueron tratados con aceite esencial de piel de lima, en comparacién a la morta-
lidad obtenida en repeticiones sin presencia de judias (Don-pedro, 1996). Asi, el valor de la LC,;
para el tratamiento de C. maculatus durante 24 h, en presencia de 160 g de caupi, aumento 4 ve-
ces con respecto al mismo tratamiento pero sin la presencia de las judias (Don-pedro, 1996). Este
hecho fue debido a que, parte del aceite esencial de piel de lima se adsorbié en las judias, lo que
provoco una disminucion de la cantidad de vapor del aceite en estas repeticiones, y ello implico la
necesidad de tiempos de exposicién al BV mas largos, para conseguir la toxicidad necesaria para
el control del insecto (Don-pedro, 1996). Ketoh et al. (2002), en su estudio también demostraron
que, probablemente, se produjo adsorcion de los aceites esenciales de Cymbopogon nardus L., C.
schoenanthus L. y Ocimum basilicum L. en semillas de caupi, ya que la mortalidad de los adultos
de C. maculatus al ser tratados con los aceites esenciales en presencia de las judias, disminuyd en
comparacion a si no habia presencia de éstas.

Por otra parte, el efecto de la temperatura podria haber influido en la efectividad del BV sobre la
mortalidad del insecto. Lee et al. (2003) en su estudio demostraron que al incrementar la temperatu-
ra de 24 °C a 37 °C en tratamientos sobre adultos de T. castaneum con el BV pulegona durante 48 h,
la LC,, disminuy¢ 4,8 veces. Sin embargo en el estudio realizado por Papachristos y Stamopoulos
(2002), se demostrd que las larvas y las pupas de A. obtectus eran mas sensibles a los tratamientos
con los aceites esenciales de Lavandula hybrida Rev. (Labiatae), Rosmarinus officinalis L. (Labiatae)
y Eucalyptus globulus Labill. (Myrtaceae) a 10 °C y 18 °C, que a 4 °C, 26 °C, 32 °C y 36 °C. Estos
autores indicaron que podria haber varios factores que influirian en la relacién entre la temperatura
y la efectividad del BV. Entre estos factores, se encontrarian la velocidad de evaporacién del BV, el
nivel de sorcidn y la velocidad de desarrollo del insecto. Ademas, al incrementar la temperatura, la
movilidad del insecto incrementa (Fargo et al., 1989), lo que provoca un mayor contacto del insecto
con los vapores del BV. Por otra parte, la HR a la que se hicieron los tratamientos en el estudio de
Lépez y Pascual-Villalobos (2008) era alrededor de un 20% inferior a la del presente trabajo, lo cual
podria haber favorecido el control del coledptero. La HR minima necesaria para desarrollo 6ptimo
de S. oryzae es del 60% (Howe y Hardy, 1965), con lo cual en el estudio de Lépez y Pascual-
Villalobos (2008) se estaria trabajando un 9% por debajo de la HR 6ptima. Esta HR también habria
favorecido la mortalidad de los insectos. En el estudio de Vassilakos y Athanassiou (2013), en el
cual se estudié la influencia de la temperatura y la HR en la eficacia de spinetoram sobre adultos de
S. oryzae, en general, se observaron valores de mortalidad mas elevados cuando los adultos eran
tratados a 30 °C y 55% HR, que a 25 °C y 75% HR, en presencia de trigo, tratandolos a distintas
concentraciones de spinetoram y diferentes tiempos de tratamiento.

La mortalidad de los adultos de S. oryzae también fue muy baja cuando los insectos se tra-
taron con el monoterpenoide linalol (Figura 3.4). En los tres tiempos de tratamiento, ésta fue
inferior al 1%. Lopez y Pascual-Villalobos (2008) demostraron que la LD, para S. oryzae durante
24 h erade 214,87 mg/L, trabajando a 30 °C y 51% HR. En el presente estudio, la concentracion
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probada a 24 h fue de 9,94 mg/L, muy inferior a la LD, obtenida por Lopez y Pascual-Villalobos
(2008). Ademas, en su trabajo estos autores, cuando trataron a los insectos con linalol a una
concentracion de 5,75 mg/L, obtuvieron una mortalidad de los adultos de S. oryzae del 70%.
La diferencia obtenida entre los resultados del presente trabajo y los de estos autores, podria
ser por las causas expuestas anteriormente en el caso de la S-(+)-carovona. En un estudio rea-
lizado por Lee et al. (2003), se observé que la mortalidad de adultos de S. oryzae fue del 0%,
cuando éstos fueron tratados con linalol a una concentracién de 50 mg/L durante 14 h'y a unas
condiciones ambientales de 25 + 1 °C y 40-60% de HR. Aunque en las repeticiones de este
estudio no habia dieta, el tiempo de tratamiento fue inferior al del presente trabajo y al de Lépez
y Pascual-Villalobos (2008). Ademas, la temperatura a la que se realizé el tratamiento era igual
que la del presente trabajo, es decir, 5 °C inferior a la de Lépez y Pascual-Villalobos (2008), por
lo que el tiempo de tratamiento y las condiciones ambientales del estudio de Lee et al. (2003)
habrian impedido el efecto toxico del linalol sobre el insecto.

La mortalidad obtenida con el BV acido propiénico también fue muy baja (<1%) en los tres tiem-
pos de tratamiento y concentraciones del BV (Figura 3.5). En el estudio de Germinara et al. (2007)
se determiné que la LC,, sobre adultos de S. oryzae a 24 h y a una temperatura de 23 °C, era de
11,9 mg/L. En el presente trabajo, la concentracién mas alta de acido propidénico, se aplico en el
tratamiento a 72 h y ésta era superior a la del estudio de Germinara et al. (2007). Sin embargo la
mortalidad obtenida fue de sélo 0,40%. La diferencia observada entre los resultados del presente
trabajo y los de Germinara et al. (2007), la podriamos atribuir a que en las repeticiones de su estu-
dio no habia dieta en las repeticiones. Entonces, la disponibilidad del BV a lo largo del tiempo de
tratamiento habria disminuido menos en el estudio de Germinara et al. (2007) que en el del presen-
te estudio, ya que, en las muestras de la tesis, parte del BV posiblemente se adsorbio en la dieta.

En los tratamientos a 3 dias, en los que se combinaron los BV con la AM, se produjo un efecto
positivo, incrementando la mortalidad del coledptero significativamente, con respecto a los trata-
mientos con AM o BV, solamente (Figuras 3.3, 3.4 y 3.5). Concretamente, en estos tratamientos se
consiguié un porcentaje de mortalidad del coleoptero proxima al 100%. El CO,, probablemente,
facilito la penetracion del BV a través de los espiraculos, ya que, la apertura de éstos es uno de los
principales efectos del CO, sobre los insectos (Nicolas y Sillans, 1989) y, de esta manera, el efecto
conjunto del BV y del CO,, produjo un incremento de la mortalidad de los adultos de S. oryzae.
Por otra parte, varios estudios indican que la mortalidad de los insectos causada por los mono-
terpenoides es debida a que éstos inhiben la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (AChE)
(Houghton et al. 2006). Sin embargo, en un estudio realizado por Kostyukovsky et al. (2002a) sobre
insectos, se observo que aparte de inhibir esta enzima, los aceites esenciales SEM76 y ZP51 in-
crementaban los niveles de Adenosin monofosfato (AMp) ciclico, indicando una posible activacion
de la octopamina. Lee et al. (2001) tampoco observaron una correlacién directa entre la toxicidad
de varios monoterpenoides, con la inhibicién de la AChE en insectos. Lee et al. (2001) y Ketoh et al.
(2002) indicaron que, aparte de inhibir la AChE, los monoterpenoides es probable que actuen tam-
bién, sobre otras zonas vulnerables del insecto, como por ejemplo el citrocromo P450, catalizador
de la reaccion de las monooxigenasas. Isikber (2010) en su estudio, también observé un efecto
sinérgico al combinar CO,, a una concentracion del 92%, con aceite esencial de ajo (Allium sativum
L.) durante 24 h, sobre adultos y pupas de T. confusum y E. kuehniella. En el tratamiento sobre




adultos de T. confusum, la adicion del 92% de CO, a 10 pL/L del aceite esencial de ajo incremento
la mortalidad 5,6 veces, con respecto al tratamiento con sélo el aceite esencial de ajo, y 4,2 veces,
con respecto al tratamiento con la AM. De esta manera, la LC_, para este insecto y estado de desa-
rrollo a 24 h paso6 de ser, con el aceite esencial solamente, de 30,07 pL/L a 6,12 pL/L con el aceite
esencial y el CO, (Isikber, 2010). En un estudio realizado por Wang et al. (2001), se observé un in-
cremento de la mortalidad de L. bostrichophila de un 47,3 + 2,1 % a un 100% cuando se aplicaron
10 ppm de aceite esencial Cupressus funebris Endl. sélo, o combinado con una AM que contenia
15% CO, /1% O,/ 84% N,, durante 24 h. Shaaya et al. (1999 a) también observaron un incremen-
to de la mortalidad de 34% y 30% de adultos de T. castaneum y R. domonica, respectivamente,
cuando aplicaron un tratamiento en el que combinaban 70 pL/L del aceite esencial SEM76 con un
15% de CO,, en comparacion con la aplicacion del aceite esencial solo, a la misma concentracion.

6. Conclusiones

1. El tratamiento de los adultos de S. oryzae con los bioactivos volatiles, en cualquiera de las
dosis estudiadas, no controla la plaga.

2. La atmosfera modificada con un contenido de CO, del 50% produce una mortalidad de los
gorgojos inferior al 92%, con un maximo de 3 dias de tratamiento.

3. La combinacion de la atmosfera modificada con los bioactivos estudiados, S-(+)-carvona,
linalol o acido propiénico, permite alcanzar una mortalidad de los adultos de S. oryzae del 99%,
después de 3 dias de tratamiento. Dosis inferiores de los bioactivos volatiles (tiempos inferiores
y concentraciones inferiores) en el tratamiento conjunto, no muestra este grado de control sobre
la plaga.
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Aplicacién de atmésferas modificadas para evitar
la produccidén de micotoxinas por parte del hongo
Aspergillus flavus Link y favorecidas por la presencia

de Sitophilus zeamais Motschulsky

en maiz almacenado







1. Introduccion

De entre todos los cereales, la produccién de maiz a nivel mundial fue la mas elevada en el
ano 2012 (FAO, 2014). Su produccién representé el 34,1% del total de los cereales. A nivel de la
Union Europea, en el afo 2012 se cultivaron unos 9 millones de hectareas de maiz, y su produc-
cién representd un 6,5% respecto a la produccién mundial de este cereal (FAO, 2014).

Una vez el cereal ha sido recolectado, es de vital importancia realizar su almacenamiento
de forma adecuada para evitar alteraciones quimicas, fisicas y/o biologicas en el grano. Como
consecuencia de estas alteraciones podrian producirse pérdidas cuantitativas, cualitativas, nu-
tricionales, germinativas y econémicas del maiz. Si algun o algunos de los factores abiéticos del
ecosistema del grano de cereal no fuera 6ptimo para la conservacion de éste, podria favore-
cerse la presencia de insectos, acaros y microorganismos en él (Navarro y Noyes, 2002). Entre
estos microorganismos, podrian desarrollarse hongos productores de micotoxinas (Magan et
al., 2003).

Una de las principales plagas del maiz almacenado es el coledptero S. zeamais
(Adarkwah et al., 2012; Lamboni y Hell, 2009). La presencia de estos insectos provoca rotu-
ras en el grano de maiz favoreciendo, de esta manera, la proliferacion de hongos toxigénicos
(Dowd, 1998). En cuanto a los microorganismos, en el maiz almacenado podrian desarro-
llarse hongos pertenecientes a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium. Estos hon-
gos pueden producir micotoxinas, y causar toxi-infecciones alimentarias graves. Por ejemplo,
A. flavus produce la micotoxina AFB1, que esta clasificada dentro del grupo 1 (cancerigena
para humanos) de carcindgenos, por la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer
(IARC, 2012).

El control de S. zeamais se ha basado, a lo largo de los afnos en la aplicacion continuada de
insecticidas residuales de contacto y fumigantes (Adarkwah et al., 2012). Sin embargo, el nu-
mero de materias activas registradas y el LMRs permitidos en el producto final son muy bajos
actualmente (Ministerio de Agricultura Alimentacién y Medio Ambiente, 2014) y, como conse-
cuencia, surge la necesidad de encontrar alternativas, dentro del marco del CIP que sean respe-
tuosas con el medio ambiente.

Como ya se ha mencionado anteriormente en esta tesis, un método alternativo a la aplicacion
de productos quimicos en alimentos almacenados, es el uso de AMs con un alto contenido de
CO, (Navarro, 2006). El principal efecto que ejerce el CO, sobre los insectos es que les produce
la apertura de los espiraculos, los cuales regulan su respiracion (Nicolas y Sillans, 1989). Como
consecuencia, hay una importante pérdida de agua y el insecto se deseca hasta morir. Ademas,
si la humedad del ambiente es baja, el efecto del CO, sobre el insecto se vera favorecido. EI CO,
también produce acidificacién de los fluidos internos del insecto, modificaciones de diferentes
rutas metabdlicas, efecto anestésico y reduccioén de la actividad de los musculos alares, debido a
la alteracién de la permeabilidad de las membranas celulares de las neuronas. (Nicolas y Sillans,
1989).

7 ojnyden

—L
—_
@)



Capitulo 4

—_
—ki
)

En cuanto al efecto de las AMs sobre los hongos, hay diversos estudios que indican que
las concentraciones altas de CO, pueden disminuir el crecimiento de los hongos. Paster (1990)
concluyd que la produccion de aflatoxina por A. flavus es un proceso aerdébico, el cual puede
bloguearse cuando se incrementan los niveles de CO,, y puede llegar a inhibirse a bajas concen-
traciones de O,. Zardetto (2005) y Taniwaki et al. (2009) observaron que AMs con un porcentaje
de CO, superior al 40% pueden reducir el crecimiento de hongos y, por consiguiente, la pro-
ducciodn de micotoxinas. Giorni et al. (2008) observaron que una atmasfera con un 50% de CO,
aplicada a un cultivo del hongo A. flavus en maiz, inhibe totalmente la produccion de aflatoxina.
Taniwaki et al. (2010) observaron una disminucion de la velocidad de crecimiento de A. flavus,
cuando éste era sometido a AMs con un 80% de CO, y un 20% de O,. También detectaron que,
bajo estas condiciones, se inhibia totalmente la produccién de aflatoxina.

La aplicacion de tratamientos con AMs con una alta concentracion de CO, en el maiz almace-
nado, para impedir el desarrollo de insectos, podria a la vez, evitar la presencia de micotoxinas
producidas por hongos, cuya proliferacion se ve favorecida por la actividad de los insectos en
el grano de cereal.

2. Objetivos

Determinar, en condiciones de laboratorio, si los dafios en el grano de maiz que produce el
coledptero S. zeamais podian favorecer la produccién de micotoxinas por parte del hongo A.
flavus vy, si esta produccion se vié afectada por el contenido de humedad inicial del grano.

Evaluar el efecto del tratamiento con atmosferas modificadas con alta concentracion de CO,
sobre la produccion de micotoxinas en los granos de maiz almacenados.

3. Material y métodos

Para la realizacién del estudio se emple6é maiz en grano de la variedad DKC 6666 (Monsanto
Company) que, previamente a la realizacion del ensayo, se mantuvo en unas condiciones am-
bientales de 25 + 2 °C de temperatura y a 80 + 5% de HR.

3.1. Cria de Sitophilus zeamais a escala de laboratorio
La dieta de la cria de S. zeamais era arroz integral de cultivo ecoldgico el cual, antes de ser

utilizado para preparar la cria, se aclimataba procediendo de la misma manera que la descrita
en el apartado 3.1 del Capitulo 1.




Previamente a la realizacion de los ensayos, y
para aclimatar el coleéptero al nuevo sustrato, se
cambio la dieta de arroz integral, a la de maiz de
la variedad DKC 6666, durante 3 generaciones del
insecto. Los adultos de S. zeamais utilizados en la
realizacion de los ensayos, se obtuvieron de la cria
que se mantiene en el laboratorio de Entomologia
del IRTA de Cabrils desde hace 5 afnos.

El maiz destinado a la cria, se mantuvo en las
mismas condiciones ambientales que el arroz de
la dieta, es decir a 25 = 2 °C de temperatura 'y 70
+ 10% de HR. El contenido de humedad (ch) del Figura 4.1: Analizador digital de humedad de granos de
maiz se media con el equipo de andlisis de hume- cereales, WILE-55 (Farmcomp Agroelectronics).
dad de granos digital WILE-55 (Farmcomp Agroelectronics) (Figura 4.1).

La metodologia seguida para la obtencion de los adultos del coledptero fue la misma que la
descrita en el apartado 3.2.1 del Capitulo 1, para la cria de S. oryzae.

3.2. Preparacion de la suspension de esporas de Aspergillus flavus

La cepa de A. flavus que se utilizé en los ensayos,
provenia del Servicio de Bacteriologia y Micologia
del Departamento de Sanidad y Anatomia Animales
de la Universitat Autobnoma de Barcelona.

Para preparar la suspensiéon de A. flavus a una
concentracion de 10 000 esporas/mL, se pusieron 10
mL de agua destilada a 2 °C de temperatura en el vial
que contenia el cultivo del hongo. A continuacion, el
vial con el agua se agitaba y cuando se observaba
que las colonias se desprendian, se procedia a hacer
el recuento de esporas, utilizando un hemacitbmetro  Figura 4.2: Camara de Neubauer utilizada para deter-
(camara de Neubaver, BLAUBRAND?) (Figura 42 T i e s oo s or e
Para hacer el recuento, se depositaba 1 gota de la  croscopio.
suspension preparada en cada una de las dos ca-
maras de Neubauer del portaobjetos. Dependiendo de la concentracién obtenida, se procedia a
hacer una dilucién, y se volvian a contar el nUmero de esporas/mL de la suspension diluida. Estas

operaciones se repitieron hasta llegar a la concentracion deseada (10 000 esporas/mL) .

3.3. Efecto de la presencia del gorgojo Sitophilus zeamais sobre la producciéon de mico-
toxinas de Aspergillus flavus en maiz (ensayo 1)

En este ensayo se utilizaron granos de maiz enteros con un ch inicial del 16% y granos de
maiz molturados con un ch inicial del 18%. Este ensayo se realizé en unas condiciones ambien-
tales de alta humedad relativa, concretamente del 80 = 10%.
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Los tratamientos que se realizaron fueron los siguientes:

- Maiz en grano con un ch inicial del 16% (Maiz-16)

- Maiz en grano con un ch inicial del 16% y A. flavus (Maiz-16-AF)

- Maiz en grano con un ch inicial del 16% y A. flavus y S. zeamais (Maiz-16-AF- S2)
- Maiz troceado mecanicamente con un ch inicial del 18% y A. flavus (MaizT-18-AF)

Para cada tratamiento se prepararon 5 repeticiones, en los correspondientes recipientes de
cristal (Figura 1.5 B, Capitulo 1), con 150 g de maiz por repeticion.

Para conseguir que el maiz tuviera el 16% de ch, los recipientes se pusieron dentro de cajas
de plastico con tapa, de 35 cm x 40 cm x 55 cm (cada tratamiento en una caja) (Figura 4.3 A),
que mantenian unas condiciones ambientales de 25 °C de temperatura y 80% de HR, durante
un periodo minimo de 15 dias. Estas cajas estaban dentro de la camara climaticaa25 +2 °Cy
70 £ 10% de HR. Para alcanzar la HR del 80% en el interior de las cajas, en éstas se ubico un
recipiente con una solucion de agua con glicerina con una a , de 0.8.

Cuando el maiz alcanzé un ch del 16% se realizé la inoculacién de A. flavus en una camara de
flujo laminar. En cada repeticiéon se introdujeron 0,75 mL de la suspension de A. flavus con una
concentracion de 10 000 esporas/mL (preparada segun apartado 3.2), y se mezcld bien con el
maiz, obteniendo una concentracién de 50 esporas de A. flavus/g de maiz. A continuacion, en el
tratamiento que debia contener S. zeamais, se hizo la infestacion con este coledptero, poniendo
225 adultos/repeticion.

Con el objetivo de obtener grano de maiz troceado, simulando el dafo que produce el insecto al
cereal, pero sin la presencia del coledptero y con un ch del 18%, se fraccionaron mecanicamente
lo granos con un mortero, hasta conseguir que las porciones de maiz fueran de una medida aproxi-
mada de un cuarto de grano. Este maiz se utilizé en el tratamiento MaizT-18-AF. A continuacién,
se humedecieron con agua del grifo hasta conseguir un ch del 18%, que se midi6 con el analiza-
dor digital de humedad de granos de cereales WILE-55 (Farmcomp Agroelectronics) (Figura 4.1).
Después, se pesaron 150 gramos del maiz molturado por cada repeticion. A continuacion, se ana-
dieron las esporas de A. flavus procediedo de la misma manera que en el caso del maiz en grano.

Después, todos los recipientes con el maiz, el hongo y los insectos, se almacenaron en la ca-
mara climatica dentro de las cajas a 25 + 2 °C de temperaturay a 80 + 10% de HR. La tapa de las
cajas se abrio parcialmente, para evitar la acumulacion de CO, que se pudiera generar. Semanal-
mente, se controlaba la humedad del interior de las cajas, para comprobar que ésta se mantenia
alrededor del 80%. Si habia alguna variacion se ajustaba la a, de la solucion de agua con glicerina,
afadiendo agua o glicerina. Para determinar la humedad y la temperatura del interior de estas ca-
jas, se utilizé la sonda de humedad y temperatura de la marca comercial TESTO Data logger 454, y
el andlisis de la mezcla de gases en el interior de las cajas, se hizo a través de un agujero realizado
en la tapa de cada caja (Figura 4.3 B), con el analizador de gases WITT OXYBABY 6.0.

Transcurridas 17 semanas desde el inicio del ensayo, se evalué el nimero de adultos de
S. zeamais de los tratamientos que se habian infestado, el recuento de las unidades formadoras




de colonias (ufc) de hongos y levaduras por gramo de maiz en todos los tratamientos (analisis
realizado por el laboratorio Silliker Ibérica, S. A.) y la determinacion del contenido de aflatoxinas
(ppb) también en todos los tratamientos, con el kit Agraquant® (ver apartado 3.3.1).

Figura 4.3: (A) Cajas utilizadas para mantener las repeticiones de los tratamientos a 25 + 2 °C de temperatura y a 80
+ 10% de HR. (B) Detalle de la tapa de la caja, en la que se aprecia el agujero realizado para la determinacién de las
concentraciones de CO, y O,.

3.3.1 Determinacion de aflatoxinas totales (B1, B2, G1 y G2)

La determinacién de las aflatoxinas totales al final del estudio se realizé con la prueba Agra-
Quant® Determinacién de Aflatoxinas Totales 1/20 (Romer Labs), que es un ensayo ELISA (ensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzimas) directamente competitivo. Con esta prueba se pueden
determinar de forma cuantitativa los niveles de aflatoxinas totales (B1, B2, G1 y G2) en distintos
productos como maiz, almendras, cerveza, aceite de canola, chiles, cebada malteada y pistachos.

El procedimiento seguido se muestra en la Figura 4.4.

El kit venia provisto con los siguientes materiales:

- 96 pocillos recubiertos con anticuerpos en una placa o soporte para pocillos.

- 96 pocillos de dilucién no recubiertos.

- 6 viales de 1,5 mL de cada patron de aflatoxinas (0, 1,0, 2,0, 4,0, 10,0 y 20,0 ppb).
-1 botella de 25 mL de conjugado de aflatoxinas.

-1 botella de 15 mL de solucién de sustrato.

-1 botella de 15 mL de solucién stop.

De cada repeticidn de cada uno de los tratamientos, se molieron 50 g del maiz utilizando
un molino de granos (Perten Instruments) hasta que el 75% de la muestra pasase por un tamiz
con malla numero 20 (0,850 mm de luz). A continuacion, el maiz molido se mezclé bien, y se
pesaron 4 g en un vial de centrifuga de 50 mL. De cada repeticién se prepararon 2 viales, a
cada uno de los cuales se les afadieron 20 mL de solucién metanol/agua destilada (70/30).
Los viales se agitaron manualmente y se dejaron en reposo durante 15 min. Posteriormente,
se colocaron en un agitador Vértex (Vortex-Genie 2. Scientific Industries, Inc.) durante 3 minu-
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tos a 1500 rpm. Una vez finalizado este proceso se centrifugaron las muestras durante 5 min a
3500 rpm. A continuacion se retird el sobrenadante y se analizé el pH de cada muestra, el cual
debia estar entre 6 y 8. Si la muestra no estaba dentro de este rango de pH, éste se ajustaba
anadiendo NaOH o HCI.

A continuacién y con pipeta multicanal, se procedié a rellenar los pocillos no recubiertos
con 200 pL de conjugado de aflatoxinas. Después, con una pipeta monocanal, se anadian 100
HL de los patrones y de las muestras a cada uno de los pocillos. Con la ayuda de la pipeta
multicanal, se pipeteaba 3 veces 100 pL del contenido de los pocillos y se introducian en los
pocillos de la placa con anticuerpos. Después de 15 minutos de incubacion a temperatura
ambiente, los pocillos se rellenaron con agua destilada estéril y, a continuacioén, se vaciaron a
modo de lavado. Esta operacion se realizd 5 veces seguidas. Después, y con la ayuda de la
pipeta multicanal, se ahadieron 100 pL de solucién de sustrato a cada uno de los pocillos y se
dejaron 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se afadieron 100 pL de solucién
stop y seguidamente con un lector ELISA se ley6 la absorbancia con filtro de absorbancia de
450 nm vy un filtro de referencia de 630 nm. La concentracién de micotoxinas se calculé a partir
de la densidad 6ptica obtenida de las muestras. Esta densidad se interpolod con la recta patrén
de los estandares.

Moler Agitacion Centrifugacion 200 pL 100 pL 100 pL Incubar 15 100 pL Incubar 5 100 pL
509 manual 30” 5’ - 3500 rpm conjugado patrén x3 T# amb. solucién T2 amb. solucion
reposo 15’ muestras sustrato stop

Ajuste
pH (6-8)

(o

=
]

Agitacion Placa Placa Lavado Lectura
Vortex pocillos pocillos H,0O dest. absorvancia
3’ - 1500 rpm no recubiertos con anticuerpos x5

¥ +20 mL metanol/H,0 (__J Maiz en grano A Sobrenadante

Figura 4.4: Procedimiento seguido para la determinacion de de aflatoxinas totales (B1, B2, G1 y G2) con la prueba AgraQuant®
Determinacion de Aflatoxinas Totales 1/20 (Romer Labs).

3.4. Efecto de las atmésferas modificadas sobre el control del gorgojo Sitophilus zeamais
y de la produccién de micotoxinas de Aspergillus flavus en maiz (ensayo 2).

Para la preparaciéon de este ensayo se procedié de la misma manera que en el ensayo 1 (ver
apartado 3.3), con la diferencia de que los tratamientos estudiados en este caso fueron los que
se muestran a continuacion:

- Maiz en grano con un ch del 16% (Maiz-16)

- Maiz en grano con un ch del 16% y A. flavus (Maiz-16-AF)

- Maiz en grano con un ch del 16% y A. flavus y S. zeamais (Maiz-16-AF-SZ)




- Maiz en grano con un ch del 16% y A. flavus y S. zeamais y un tratamiento
con AMs (Maiz-16-AF-SZ-AM)
- Maiz troceado con un ch del 18% y A. flavus (MaizT-18-AF)

Se prepararon 5 repeticiones, en el mismo tipo de recipientes de cristal utilzados en el ensayo
1 (Figura 1.5 B, Capitulo 1), por cada tratamiento.

En este ensayo, la humedad ambiental del 80% se consiguié de forma distinta al procedi-
miento realizado en el ensayo 1. Se colocaron las repeticiones (150 g de maiz) de cada trata-
miento en el mismo tipo de cajas de plastico utilizadas en el ensayo 1 (35 cm x 40 cm x 55 cm)
(cada tratamiento en una caja), dentro de las cuales se introdujeron 2 L de agua. Los recipientes
de cristal de los tratamientos se colocaron dentro de contenedores de plastico (sin tapa) de
menor altura que los de cristal, para evitar que éstos se mojasen (Figura 4.5 A). Las cajas se
abrieron parcialmente para evitar la acumulacion de CO, que pudiera generarse (Figura 4.5 B).
Semanalmente, en el interior de estas cajas se controlé la humedad, con la sonda de humedad y
temperatura TESTO Data logger 454, y la concentracion de CO, y O, con el analizador de gases
WITT OXYBABY 6.0. En el caso que la humedad no fuera la adecuada, se afiadia o retiraba agua
de la base de la caja.

Figura 4.5: (A) Disposicion de las repeticiones de cada tratamiento en el interior de las cajas a 25 + 2 °C de temperatura
y a80 = 10% de HR. (B) Detalle de la obertura de las cajas para evitar la acumulacion de CO,,.

Después de 6 semanas desde el inicio del ensayo, se procedié a hacer el tratamiento con
AMs con una alta concentracion de CO, (Maiz-16-AF-SZ-AM). Para obtener la AM se utilizaron
gases de calidad alimentaria (S.E. Carburos Metalicos, S. A.-Air Products Group) que se com-
binaron en el mezclador de gases WITT KM 100-3M/MEM. Las concentraciones iniciales de los
gases de la mezcla fueron 90,15% =+ 0,05 CO, / 4,9% + 0,1 O,/ 4,95% =+ 0,05 N,. Para analizar
la mezcla de gases, se utilizo el analizador de gases WITT OXYBABY 6.0.

Cada una de las repeticiones se colocé en bolsas impermeables a los gases, CRYOVAC
BB4L de 300 x 210 mm y se envasaron con la mezcla de gases preparada previamente, utili-
zando la envasadora de campana de vacio compensado MULTIVAC A 300/16. Finalizado este
proceso, las bolsas se volvieron a ubicar en la camara climatica.
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Después de 9 semanas desde el inicio del ensayo, se analizé la mezcla de gases del interior
de las bolsas del tratamiento con AMs, se abrieron los envases y su contenido se colocé en el
mismo tipo de recipientes de cristal utilizados en los otros tratamientos. A continuacion, estos
recipientes se introdujeron en la camara climaticaa 25 £ 2 °Cy 80 + 10% de HR.

Transcurridas 17 semanas desde el inicio del estudio, se procedié a hacer el recuento del
numero de adultos de S. zeamais vivos emergidos de los tratamientos que se habian infestado,
el recuento de las unidades formadoras de colonias de hongos y levaduras por gramo de maiz
(analisis realizado por el laboratorio Silliker Ibérica, S. A.) y, la determinacién de la concentracion
de aflatoxinas (ppb) de todos los tratamientos con el kit Agraquant® (ver apartado 3.3.1).

3.5. Analisis de resultados

Los resultados obtenidos fueron tratados con el paquete estadistico JMP® 10.0.2 (SAS
Institute, 2012).

En el tratamiento con AMs se calcularon las medias (+ error estandar) de los analisis de CO, y
O,, al inicio y al final de cada uno de ellos. En cada ensayo se calcularon las medias y el error es-
tandar de los resultados obtenidos. Mediante el test de Bartlett’s se comprobé la homogeneidad
de las varianzas. Los resultados que lo requerian se transformaban mediante el logaritmo (x+1).

Para comprobar si existian diferencias significativas entre los tratamientos, se realizé un

ANOVA de 1 via. En caso afirmativo, se efectué un test de Tukey Multiple Range para para com-
parar las medias.

4. Resultados

4.1. Efecto de la presencia del gorgojo Sitophilus zeamais sobre la produccién de mico-
toxinas de Aspergillus flavus en maiz (ensayo 1)

En la Tabla 4.1 se muestran los resultados del numero de S. zeamais emergidos, del numero
de colonias de hongos y levaduras, y del contenido de aflatoxinas de las muestras de todos los
tratamientos del ensayo 1.

En el tratamiento con infestacién de S. zeamais e inoculacién de A. flavus se contabilizé un
numero de adultos del coledptero superior a 960 de media, por repeticion, al final del ensayo
(Tabla 4.1).

Respecto al crecimiento del total de hongos, el tratamiento con presencia de insectos (Maiz-
16-AF-SZ), fue en el que se detectd el nimero mas elevado de colonias, concretamente de 1,6
- 107 ufc/g (7,2 (log(ufc/g)), seguido del tratamiento con maiz troceado con un 18% de ch y con




inoculacion de A. flavus (MaizT-18-AF), en el que habia 6,53 (log(ufc/g)) (Tabla 4.1). En las mues-
tras formadas por maiz en grano y maiz en grano con inoculacion de A. flavus, en las que el ch
inicial del maiz fue del 16%, el recuento de hongos fue inferior a los tratamientos Maiz-16-AF-SZ
y MaizT-18-AF, concretamente, los valores fueron de 4100 ufc/g (3,61 (log(ufc/g)) y 320 ufc/g (2,50
(log(ufc/q)), respectivamente (Tabla 4.1).

En todos los tratamientos el recuento de levaduras fue muy bajo e inferior a 1 (log (ufc/g)).

En cuanto al contenido en micotoxinas, los resultados mostraron un incremento significativo
en las muestras con presencia de insectos, respecto a los demas tratamientos (F= 4.01; g. 1.= 3,
37; P<0.05) (Tabla 4.1). Es importante resaltar que la concentracion de micotoxinas en el trata-
miento Maiz-16-AF-SZ fue significativamente mas elevada que en las muestras procedentes del
tratamiento MaizT-18-AF (Tabla 4.1). Este hecho se podria atribuir al distinto tipo de dafo entre,
el causado por el insecto (durante su alimentacion) y el debido a la molturacién manual. Por
otro lado, cabe destacar que la presencia Unicamente de A. flavus (Maiz-16-AF), no favorecié la
produccién de micotoxinas por encima de 10 ppb.

Tabla 4.1: Numero de adultos de S. zeamais, logaritmo de unidades formadoras de colonias (ufc/g) de
hongos y levaduras y, concentracién de micotoxinas (ppb) (B1, B2, G1 y G2) al final del ensayo, en 150 g de
maiz en grano inoculado con A. flavus (10 000 esporas/mL, 0,75 mL/repeticién) (excepto en el tratamiento
Maiz-16) y 225 adultos de S. zeamais por repeticion en el tratamiento Maiz-16-AF-SZ. El contenido de
humedad del maiz fue del 16% excepto en el tratamiento MaizT-18-AF que fue del 18%. En el tratamiento
MaizT-18-AF, el maiz fue molturado mecanicamente. Las condiciones de almacenamiento fueron 25 + 2 °C
y 80 + 10% HR. Se muestran las medias + error estandar.

Tratamiento N° adultos Hongos Levaduras Micotoxinas
S. zeamais (log (ufc/g)) (log (ufc/g)) (ppb)

Maiz-16 = 3,61+ 0,22 <1 1,10+ 0,37 b
Maiz-16-AF = 2,50+ 0,23 <1 1,30+0,23 b
Maiz-16-AF-SZ 962,49 + 180,53 7,20 + 0,21 <1 19,61 + 13,03 a
MaizT-18-AF = 6,53 + 0,23 <1 229+031b

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra, no son significativamente diferentes entre ellas (P>0,05, test Tukey, n= 5).

4.2. Efecto de las atmoésferas modificadas sobre el control del gorgojo Sitophilus zeamais
y la produccién de micotoxinas de Aspergillus flavus en maiz (ensayo 2).

4.2.1. Evolucién de la concentracion de oxigeno y diéxido de carbono en el interior de las
bolsas

En la Tabla 4.2 se muestran las medias de las concentraciones de CO, y O, en el interior de
las bolsas, al inicio y al final de los tratamientos del ensayo Maiz-16-AF-SZ-AM.

No se observaron diferencias significativas entre las concentraciones de CO, al inicio y al final
de los tratamientos (F= 0,75; g. .= 1, 6; P= 0,42). La concentracion de O, disminuy¢ significati-
vamente de un valor de 4,9% al inicio del ensayo a un valor final de 1,96% (F=10,80; g.l.= 1, 6;
P<0,05) (Tabla 4.2).
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Tabla 4.2: Concentraciones de CO, (%) y O, (%) (media + error estandar) del interior de las
bolsas que contenian las muestras de maiz envasadas en AMs, del tratamiento Maiz-16-AF-SZ-
AM (maiz con un ch del 16%, adultos de S. zeamais y A. flavus).

| Dia | [CO](%) [0,] (%)

0 90,15 + 0,05 490+0,10a
21 88,18 + 1,35 1,96 + 0,50 b

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra o sin letra, no son
significativamente diferentes entre ellas (P>0,05, test Tukey, n=5).

4.2.2. Evolucion de las poblaciones de insectos y micotoxinas
En la Tabla 4.3 se muestran los resultados del numero de adultos de S. zeamais emergidos al
final del ensayo, y del contenido de aflatoxinas de las muestras de todos los tratamientos.

Las muestras tratadas con AMs presentaron, al final del ensayo, una disminucién estadistica-
mente significativa (87 %) del numero de adultos de S. zeamais respecto al tratamiento sin AMs
Maiz-16-AF-SZ (F=1559,46; g.l.= 1, 9; P<0.001) (Tabla 4.3).

La presencia de insectos hizo que el recuento de hongos fuera mayor en el tratamiento con
A. flavus y S. zeamais respecto a los otros tratamientos. Se observd que el tratamiento con AMs
del maiz con hongo e insectos, hizo también disminuir la poblacién de hongos, con respecto al
tratamiento con A. flavus y S. zeamais, hasta un niumero de unidades formadoras de colonias,
practicamente igual que el de los tratamientos sin insectos (Tabla 4.3).

Respecto a las levaduras, se observé el mismo comportamiento que en los hongos, a di-
ferencia de que en el tratamiento Maiz troceado (18% ch) no se detectaron colonias de estos
microorganismos (Tabla 4.3).

Tabla 4.3: Numero de adultos de S. zeamais, logaritmo de unidades formadoras de colonias (ufc/g) de hon-
gos y levaduras y concentracion de micotoxinas (ppb) (B1, B2, G1y G2), al final del ensayo, en 150 g de maiz
inoculado con A. flavus (10 000 esporas/mL, 0,75mL/repeticion) (excepto en el tratamiento Maiz-16) y 225
adultos de S. zeamais por repeticion (Maiz-16-AF-SZ; Maiz-16-AF-SZ-AM). El contenido de humedad del
maiz fue del 16% excepto en el tratamiento MaizT-18-AF, que fue del 18%. En el tratamiento MaizT-18-AF, el
maiz fue molturado mecanicamente. Las condiciones de almacenamiento fueron 25 +2 °Cy 80 + 10% HR.
Se muestran las medias + error estandar.

Tratamiento N° adulto_s Hongos Levaduras Micotoxinas

S. zeamais (log (ufc/g)) (log (ufc/g)) (ppb)
Maiz-16 = 5,70+ 0,70 5,46 + 0,37 0,57 +0,12b
Maiz-16-AF = 5,77 +£ 0,69 5,59 + 0,36 0,79 +£0,04 b
Maiz-16-AF-SZ 960,60 + 5,44 a 7,17 + 0,67 7,17 + 0,38 21,21+6,49a
Maiz-16-AF-SZ-AM 129,25 +20,34b 5,23 + 0,68 5,54 + 0,36 0,94 £0,14 b
MaizT-18-AF o 5,76 + 0,68 <1 1,14+ 0,09 b

Las medias de cada columna seguidas de la misma letra, no son significativamente diferentes entre ellas (P>0,05, test Tukey, n=5).




Las muestras con infestacién de S. zeamais y sin AMs (Maiz-16-AF-SZ) presentaron una con-
centracion de micotoxinas estadisticamente superior al resto de tratamientos (F= 9,52; g.l.= 4;
48; P<0,001) (Tabla 4.3). Si se compara este tratamiento (Maiz-16-AF-SZ) con su homodlogo con
AMs (Maiz-16-AF-SZ-AM), se observa que el contenido de micotoxinas disminuye significativa-
mente (95,5%) por efecto de la AM aplicada. Cabe destacar que la concentraciéon de aflatoxinas
en las muestras tratadas con AMs, fue inferior a 1 ppb, siendo este valor significativamente
igual al de los tratamientos sin S. zeamais. De igual forma que en el ensayo 1, ni la presencia del
hongo por él mismo, ni el incremento del contenido de humedad en maiz danado artificialmente
favorecié la produccién de micotoxinas.

5. Discusion

Las concentraciones mas elevadas de micotoxinas se detectaron cuando el maiz estaba
infestado con el insecto y tenia indculo de A. flavus (Tablas 4.1 y 4.3). De hecho, la concen-
tracion de micotoxinas en estos tratamientos fue, aproximadamente, el doble del contenido
permitido en maiz (10 ppb) (DOUE, 2010). Asi pues, los resultados obtenidos confirman que la
presencia de una alta poblacién de S. zeamais puede favorecer las condiciones ambientales
para el buen desarrollo de los hongos (Dowd, 1991). Mills (1983) comprobé que la presencia
de insectos en granos de cereales almacenados, provoca un incremento de la temperatura y
del contenido de humedad del grano, debido a la actividad metabdlica de los insectos, con-
diciones que favorecerian el desarrollo de hongos. Sinha y Sinha (1991), también observaron
un significativo aumento del contenido de humedad del grano de cereal, de la infeccidn de A.
flavus y de la produccién de micotoxinas, en muestras de trigo (Triticum vulgare L.) infestado
con S. oryzae e infectado con A. flavus. En su ensayo, la concentracion final de micotoxinas
detectadas fue de 850 ppb, valor muy elevado en comparacién con el presente estudio (20
ppb, Tablas 4.1 y 4.3). Esto es asi porque en el estudio de Sinha y Sinha (1991), la suspensioén
inicial de A. flavus utilizada fue del 3% mientras que en el presente estudio fue de solo el 0,6%.

Otro factor a tener en cuenta en la concentracién final de micotoxinas producidas es el
sustrato alimentario utilizado, que en el caso de Sinha y Sinha (1991) fue trigo, que tiene mas
hendiduras que el de maiz y por lo tanto, podria haber favorecido en mayor medida el desa-
rrollo del hongo. Ademas de estos condicionantes, y como ya se ha mencionado, la presencia
de insectos pueden ayudar a diseminar las esporas del hongo, transportandolas en distintas
partes de su cuerpo. Sinha y Sinha (1990), demostraron que adultos de S. oryzae, encontra-
dos en muestras de trigo dafado, habian transportado esporas del hongo A. flavus, ya que
aislaron el hongo de distintas zonas del insecto tales como patas, antenas, articulaciones y
superficie del cuerpo. En un estudio anterior, Ragunathan et al. (1974) también habian aislado
A. flavus de las larvas, las pupas y los adultos de S. oryzae. Aparte de transportar el hongo en
su exterior, el insecto también puede transportarlo en su interior (Griffiths, 1959; Mc Millian,
1983; Beti et al., 1995). De esta forma, el insecto contaminara el maiz defecando las esporas
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del hongo en el grano (Beti et al., 1995, Mc Millian, 1983). Las hembras de S. zeamais después
de depositar el huevo en el interior del grano de maiz, cubren el orificio con una substancia
fecal la cual puede contener las esporas viables del hongo (Arbogast, 1991).

En los tratamientos (tanto en el ensayo 1 como en el ensayo 2), en los que se inoculo el hon-
go A. flavus pero en los que no habia presencia de insectos, la concentracion de micotoxinas
detectada fue estadisticamente igual en todos ellos (Tablas 4.1 y 4.3) y por debajo del contenido
maximo permitido (DOUE, 2010), aunque la HR fuera favorable para el desarrollo del hongo.
Probablemente, si el contenido de humedad del grano hubiera sido superior al 16%, el nivel de
aflatoxinas detectado hubiera sido mas elevado, ya que los requerimientos minimos de a , para
que los hongos toxigénicos sinteticen micotoxinas, generalmente son mas altos que las nece-
sidades hidricas para su crecimiento (Sanchis et al., 2004). Para A. flavus, la a , 6ptima para su
crecimiento es 0,80 (16% de ch, aproximadamente) a 25 °C, mientras que para que este hongo
produzca aflatoxinas, la a , 6ptima minima debe ser 0,82 (>16% de ch) y 0,99 para una produc-
cién maxima (a 25 °C) (ICMSF, 1996).

En el tratamiento con maiz troceado con alto contenido de humedad (18%) e inéculo de A.
flavus, se desarrollé un numero elevado de hongos en los dos ensayos (Tablas 4.1 y 4.3). Sin
embargo, éstos produjeron una concentracion baja de micotoxinas debido, probablemente, a
que a lo largo de las 17 semanas que duraron los ensayos, el contenido de humedad del grano
de maiz se fue equilibrando con la HR del ambiente, haciendo que la a, del maiz estuviera por
debajo de la éptima para la produccion de micotoxinas (<0.82). Al comparar este tratamiento
con el tratamiento con A. flavus y S. zeamais, se observa que la concentracién de micotoxinas
fue mas baja en el tratamiento de maiz troceado con alto contenido de humedad. Este hecho
podria ser debido a que las larvas del insecto, durante su alimentacién, hacen tuneles en el in-
terior del grano aumentando la superficie en la que el hongo puede desarrollarse y producir mas
micotoxinas. Ademas, el metabolismo del insecto provoca un incremento de la temperatura y
del ch del sustrato (Mills, 1983; Sinha y Sinha, 1991), favoreciendo el desarrollo del hongo y la
produccién de micotoxinas.

En el segundo ensayo, en el tratamiento en el que se aplicé una mezcla de gases con ele-
vada concentracion de CO, (90,15 + 0,05%) y baja concentracion de O, (4,9 = 0,1%) durante
3 semanas, se observo que la concentracion de CO, en el interior de las bolsas que contenian
las muestras, se mantuvo a lo largo de los 21 dias del periodo de exposicidon a la AM, lo cual
indica una buena estanqueidad de las bolsas utilizadas en el ensayo (CRYOVAC BBA4L) (Tabla
4.2). La disminucion de la concentracion de O, al final del tratamiento fue debida, probable-
mente, al consumo de este gas por parte del hongo y los insectos presentes en las muestras
(Tabla 4.2).

En este tratamiento, se observd una disminucién estadisticamente significativa (87%) del
numero de insectos, en comparacién con el mismo tratamiento pero sin la aplicacién de las
AMs (Tabla 4.3). Ademas, el numero de colonias de hongos también disminuyé en el trata-
miento con AMs, en comparacién con el tratamiento que no habia sido tratado con AMs, pero
que contenia el hongo y los insectos. Riudavets et al. (2009) observaron que al aplicar AMs




con un 90% de CO, durante 12 dias, se conseguian controlar todos los estadios de desarrollo
del coledptero S. oryzae en arroz. En el presente trabajo, después de 3 semanas de tratamien-
to con AMs con un 90% de CO,, aproximadamente, se observo supervivencia de S. zeamais.
Esta diferencia con respecto al estudio de Riudavets et al. (2009), podria ser explicada porqué
la HR en el presente estudio fue del 80 + 10%, mientras que en el estudio de Riudavets et al.
(2009) era del 70 = 10%. Al aplicar un tratamiento en AMs con alta concentracion de CO,, uno
de los principales efectos que produce este gas sobre los insectos, es la apertura de sus espi-
raculos, los cuales regulan la respiracién y, a través de los cuales el insecto pierde agua (Nico-
las y Sillans, 1989). Asi, en el estudio de Riudavets et al., (2009), al haber una HR mas baja que
en nuestro estudio, los insectos, probablemente, se desecaron vy, por lo tanto, murieron antes.
Sin embargo, aunque hubo presencia de insectos en este tratamiento, la concentracion de
micotoxinas fue muy baja (< 1 ppb) (Tabla 4.3). Esto podria haber sido debido a la significativa
disminucién del nimero de insectos observada en el tratamiento con AMs. Entonces, al haber
menos insectos, hubo menos actividad metabdlica y, consecuentemente, menos humedad en
el grano. Esto hizo que el ch del grano no aumentara lo suficiente como para llegar al éptimo
de produccién de micotoxinas por parte de A. flavus. Por otro lado, la baja concentracion de
O, y la elevada concentracion de CO, de las AMs aplicadas, también pudieron influir en la
produccién de micotoxinas. Giorni et al. (2009) demostraron que, aplicando AMs con un 25%
de CO, se disminuia el desarrollo de A. flavus, mientras que al aumentar la concentracion de
CO, hasta, al menos, un 50% se reducia la produccion de micotoxinas. Ellis et al. (1994) ob-
servaron que al aplicar AMs con un 65% de CO, y un 35% de N, a cacahuetes con A. flavus,
conservados a 25°C, la concentracion de micotoxinas se veia reducida en un 94.5%, con res-
pecto a cacahuetes envasados en aire y conservados a la misma temperatura.

6. Conclusiones

1. La infestacién de maiz en grano con S. zeamais y presencia del hongo A. flavus favorece
las condiciones ambientales para el desarrollo del hongo.

2. La infestacion del maiz con el coledptero S. zeamais cuando el hongo A. flavus esta pre-
sente, favorece la produccién de micotoxinas por parte del hongo.

3. En el maiz troceado mecanicamente y con alto contenido de humedad inicial (18%), el
hongo A. flavus inoculado, practicamente no produce micotoxinas.

4. El tratamiento de maiz con atmésferas modificadas con alto contenido de CO, reduce
la poblacion del coledptero S. zeamais y la produccién de micotoxinas por parte del hongo A.
flavus.
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1. La aplicacién del control biolégico permite reducir las poblaciones de los insectos plaga
Sitophilus oryzae, Ephestia kuehniella y Plodia interpunctella, durante el almacenamiento del
sustrato alimentario. La posterior utilizacion de la tecnologia de las atmdsferas modificadas
descarta la presencia de cualquier insecto vivo, tanto de los enemigos naturales, como de los
insectos plaga que hayan podido quedar al final de los tratamientos.

2. La adicion de SO, a atmésferas modificadas a presion atmosférica, con alta concentracion
de CO, aumenta la eficacia de éstas en el control de S. oryzae y Tribolium confusum.

3. El aumento de la eficacia de la combinacién de atmésferas modificadas a presién atmos-
férica, con alta concentracion de CO, y SO, varia segun el estadio del desarrollo de las plagas y
del sustrato alimentario presente durante el tratamiento.

4. La combinacion de los bioactivos volatiles S-(+)-carvona, linalol o acido propidnico con
una atmésfera modificada, a presion atmosfeérica, con un 50% CO,, incrementa el control de los
adultos de S. oryzae en comparacion con la aplicacion de los tratamientos por separado.

5. La infestacién de grano de maiz con el coledptero S. zeamais favorece la produccion de
micotoxinas por parte del hongo Aspergillus flavus.

6. El tratamiento del grano infestado con S. zeamais y el hongo A. flavus, con atmdésferas
modificadas, a presion atmosférica, con una alta concentracion de CO,, reduce la poblacion de
la plaga y la produccién de micotoxinas, respecto al tratamiento sin atmdsferas modificadas.
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