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DETERMINISMO ENDOCRINO DE LA DIAPAUSA PUPAL
EN GRAELLSIA ISABELAE (GRAELLS) (LEPIDOPTERA,
SATURNIIDAE). EFECTO DE LA 20-HIDROXIECDISONA

F. YLLA' y X. BELLES?

RESUMEN

El presente trabajo describe la capacidad de la 20-hidroxiecdisona para provocar la muda imaginal en
crisdlidas en diapausa de Gragllsia isabelze. La dosis de 5 y 2,5 pg/g de 20-hidroxiecdisona indujeron la
muda imaginal en todas las crisdlidas. Sin embargo, mientras que casi vodas las crisdlidas tratadas con
2,5 ug/g dieron adultos morfolégicamente normales, aquellas que recibieron 5 pg/g dieron adultos que
mostraban anomalias en la morf%logia del abdomen y en el desarrollo y coloracién de las alas. Los re-
sultados sugieren que, al igual que sucede con otros lepidépteros, la diapausa pupal en G. isebelee viene
determinada por bajos niveles circulantes de ecdisteroides y que la dosis de 2,5 ug/g de 20-hidroxiec-

disona es la mds eficiente al cFrovocar la muda imaginal en el 100% de los casos sin inducir malforma-

ciones morfolégicas en los adultos resultantes.

INTRODUCCION

Graellsia isabelee €5 una especie univoltina que, al
igual que muchas de las especies que habitan las
zonas templadas, presenta una diapausa otofio-in-
vernal obligada. Concretamente, la fase que expe-
rimenta la diapansa es la de crisdlida, lo cual ase-
gura su supervivencia durante la estacién invernal,
al poder soportar temperaturas puntuales de entre
—10 y —12°C. Ademds, cllo garantiza la sincro-
nia de las emergencias de los adultos al llegar la
primavera siguiente.

Aparte de la informacién aportada por MASO e
Y1LA (1988), pocos son los datos que se conocen
sobre la diapausa de G. isabelze, aunque uno de no-
sotros (JY) estd preparando la publicacién de di-
ferentes observaciones al respecto, incluyendo da-
tos sobre la terminacién de la diapausa en condi-

! Urbanitzacié Serrabonica. 08519 Gurb, Osona (Bar-
celona).

* Unidad de Fisiologia de Insectos. Departamento de
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ciones naturales, la capacidad de resistencia al frio
de las crisilidas en diapausa, el punto de sobreen-
friamiento de las mismas y la interrupcién de la
diapausa en el laborarorio.

Por lo que se refiere al determinismo endoctino de
la diapausa de las crisdlidas en lepidépteros, los da-
tos obtenidos sobre diversas especies (véase DEN-
LINGER, 1985) indican que la administracién de
20-hidroxiecdisona (una de las hormonas de muda
de los insectos, véase BELLES, 1988) a estas crisd-
lidas provoca Ja muda imaginal. Ello sugiere que
la diapausa viene determinada por niveles bajos de
esta hormona, 16 cual ha sidoefectivamente com-
probado en varias especies en las que se han me-
dido dichos niveles (véase DENLINGER, 1985).

En el presente trabajo hemos estudiado esta cues-
tién en la especie G. fsabelae, comprobando que la
administracién de 20-hidroxiecdisona a crisdlidas
en diapausa provoca la muda imaginal. Ello sugie-
re que, al igual que en otros lepiddpteros, la dia-
pausa pupal de G. isabelae viene determinada por
una depresién de los niveles circulantes de dicha
hormona.
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MATERIAL Y METODOS

Cria del insecto

Las crisdlidas utilizadas procedian de una colonia
de larvas criada en cautividad a pareir de puestas
de hembras cautivas apareadas con machos silves-
tres, Tanto la cria de larvas come el apareamiento
se llevé a cabo en jaulas situadas en un hébitat na-
tural de la especie, un bosque de Pimus sylvestris de
Gurb de la Plana, municipio de la comarca de Oso-
na (Caralunfia), situado a 650 m de alcitud
(UTM DG34). Las larvas se alimentaron exclusi-
vamente sobre Pinus sylvesiris y durante todo el pe-
riodo de cria estuvieron sometidas a las condicio-
nes ambientales propias de los meses de junio y ju-
lio del hébirat mencionado.

Para la cria se asumieron numerosas sugerencias
aporradas por diversos autores (BALCELLS y DICEN-
TA, 1963; TEMPLADO y ALVAREZ, 1975; Du-
MON, 1986; SANETRA y PEUKER, 1991), siendo
particularmente ttiles en este sentido las observa-
ciones de MONTOYA y HERNANDEZ (1974).

Administracion de la 20-hidroxiecdisona

Se utilizaron 60 crisdlidas que habian sido mante-
nidas en condicicnes narurales desde finales de
agosto de 1990, cuando crisalidaron, hasta diciem-
bre del mismo afio, en que se les adminiserd 20-hi-
droxiecdisona. Con estas G0 crisdlidas se estable-
cieron los cinco grupos experimentales descritos en
la Tabla I. Con la 20-hidroxiecdisona (Fig. 1} sin-
térica (Sigma) se prepararon tres disoluciones
(5 ug/ul, 2,5 ugful y 1 pg/ub) en liquido de Rin-
ger con 5% de metanol y 0,002% de estreptomi-
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cina. Para obtener la dosis deseada en cada caso
(5 ugle, 2,5 ug/g y 1 ng/g) se inyectaron 1 plfp
de la solucién correspondiente, pesando previa-
mente la crisdlida. El peso de las crisdlidas utiliza-
das (maches: 2,0220,35 g, #=22; hembras:
2,52%0,56 g, n=238) se hallaba dentro de los
margenes normales de la especie.

La administracién de la 20-hidroxiecdisona se lle-
vé a cabo por inyeccidn con una jeringa de Ha-
milton de 5 pl. La inyeccidn se hacia entre el cuar-
to y el quinto segmento abdominal, en la zona
ventrolateral. Previamente se inmovilizaba la cri-
sdlida manteniéndola unos diez minutos sobre hie-
lo. El liquido de Ringer usado en las disoluciones
se habia esterilizado en auroclave, la aguja de la je-
ringa se flameaba entre dos inyecciones y [a super-
ficie de la cuticula donde se habia de practicar la
inyeccién se limpiaba previamente con una solu-
cién de hipoclorito sédico al 0,3%.

Desarrollo de experimento y cuantificacion de
los resultados

Las crisilidas inyectadas eran incubadas a 25°C,
60-70% de humedad relativa y bajo un foroperio-
do de dieciséis horas de fotofase y ocho horas de
escotofase. Bl periodo de incubacidn se fijé en
ochenta y siete dias, pasados los cuales las crisdli-
das que no habfan mudado se transferian de nue-
vo 2 las condiciones naturales. Durante este perio-
do de ochenta y siete dias se iban anotando los
dias de emergencia de adultos en los diferentes
grupos experimentales y se observaba en cada ca-
so la aparicidn de eventuales anomalias mor-
fologicas.

TABLA |

GRUPOS EXPERIMENTALES PARA LOS ENSAYOS DE INTERRUPCION DE LA DIAPAUSA DE G. ISABELAE
CON 20-HIDROXIECDISONA

Grupo

Crisalidas

Dosis

PoOE >

e 5 ugle
e 2.5 pglg
29 1 pglg
29 0 (controles)i
2% 0 {testigosy

! Crisdlidas que recibieron una inyeceién de 2 plig de liquido de Ringer con $% de metanol y 0,002% de escrepromicina.
* Crisilidas que no recibicron ninguna inyeccida, aunque fuecan pesadas y somecidas a fas mismas condiciones de incubacién que los restantes grupos.
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Estructura de la 20-hidroxiecdisona.

Fig, 1,

RESULTADOS

Mortalidad

Los tratamientos mencionados (Tzbla I) no prodn-
jeron mortalidad alguna. Al finalizar el periodo de
incubaci6n, una parte de las crisilidas habian mu-
dado a adulto (véase el siguiente apartado) y las
crisilidas restantes tenfan un aspecto normal y
mostraban movilidad en el abdomen.

Sin embargo, conviene senalar que en experimen-
tos previos en los que no se adiciond estreptomi-
cina al liquido de Ringer en que se disolvia la
20-hidroxiecdisona, todas las crisdlidas inyectadas
murieront al cabo de unos seis dias como conse-
cuencia de una infeccién adquirida durante el tra-
tamiento. Aunque Ja especie bacteriana que afecta
mis frecuentemente las crisdlidas de los insectos
en experimentos de este tipo es Bactllus cerens
(BROWNING, 1981), en este caso e] causante de la
infeccién fue Psendomonas aeruginosz. La realizacién
de diversos antibiogramas con ancibiéticos diferen-
tes nos llevd a usar a estrepromicina a Jas dosis in-
dicadas en las experiencias descriras aqui.

Conviene también mencionar que, transcurrido el
periedo de incubacién de ochenta y siete dias, las cri-
salidas que no mudaron fueron devueltas a las con-
diciones naturales, y de étas solamente emergieron
dos adultos del grupoD, muriendo las restantes.

Interrupcién de la diapausa

Los porcentajes de emergencias dentro del perio-
do de incubacién se han representado en la Figu-
ra2. Como puede observarse, las dosis de 5 y
2,5 pg/g de 20-hidroxiecdisona (grupos A y B)
fueron totalmente efectivas en este sentido. En
cambio, de las 12 crisdlidas tratadas con 1 pg/g
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(grupo C) solamente dos mudaron a adulto y con
un retraso considerable respecto a los dos grupos
anteriores (véase el siguiente apartado). Por otro
lado, una de las crisdlidas del grupo D (controles)
mudé a adulro, también con un considerable re-
traso respecto a Jos grupos A y B. En el grupo E
(testigos) no se produjo ninguna muda.

Dindmica de las emergencias

La dosis de 20-hidroxiecdisona, aparte de influic
en el porcentaje de emergencias (Fig. 2), también
influyS en la dindmica de las mismas (Fig. 3). En
efecto, rtodas las crisilidas traradas con 5 pgl/g
(grupo A) mudaren a adulto entre los dias 11y 13
tras €l tratamiento, mientras que las inyectadas
con 2,5 pgfg (grupo B) mudaron entre los dias 12
y 15. Por otro lado, dentro de cada uno de estos
grupos no se observaron diferencias significativas
entce machos y hembras en cuanto a Ja dindmica
de las emergencias (test ). En cambio, si que se
dieron diferencias significativas entre el grupo A y
el B (considerando globalmente machos y hem-
bras, test 7z, $<<0,0001). Por lo que se refiere al
grupo C (tratamiento con 1 ig/g de 20-hidroxiec-
disona), las dos dnicas crisdlidas (dos machos de
cuatro machos y ocho hembras} que mudaron a
adulto lo hicieron los dfas 30 y 44. Es més dudoso
atribuir estas emergencias a los efectos de la 20-hi-
droxiecdisona puesto que un resultado similar se
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Fig. 2. Porcentaje de crisilidas de Graeflsia itabelae que muo-
daron a adulto en los diferentes tratamientos con 20-hidroxiec-
disone, A: 5 pg. B: 2,5 ngfg. C: 1 pgfg. D: control (n=12 en
todos 1os casos).
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observé en el grupo control D, en el que una cri-
sdlida macho (de cuatro machos y ocho hembras)
mudé a adulto el dfa 35.

En la Pigura 4 se ha representado el porcentaje
acumulativo de mudas observadas en funcién del
tiempo en los grupos A y B, para ilustrar miés cla-
ramente la dindmica de las emergencias inducidas
por la 20-hidroxiecdisona.

Aparicién de malformaciones morfolégicas

Los 12 adultos emergidos de las crisdlidas traradas
con 5 pgfg de 20-hidroxiecdisona (grupo A) pre-
sentaban, con mayor o menor intensidad, alguna
de las anomalias siguientes (véase Ldmina III):

— Coloracién verde de las alas menos intensa,
siendo mds bien amarillo verdosa. Ocelos alares
mal definidos, desdibujados, especialmente en los
machos.

— Estiramienco alar andmalo, desde ligeramente
deficiente, mostrando sélo los margenes de las alas
arrugados, hasta muy deficiente, con las alas pric-
ticamente sin desplegar.

— Abdomen con deformaciones muy aparentes
(gibas y depresiones), acompafiadas de clapas de
pubescencia.
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Fig. 3. Tiempo transcurrido {(dfas} entre el tracamiento con
20-hidroxiecdisona y la muda imaginal en las crisilidas de
Grazllsia isabelae (grupos experimentales como en la Figura 2).
Los machos y las hembras se han diferenciade en columnas
sombreadas y blancas, respectivamente. El segmento sobre ca-
da columna representa la desviacidn tipica y el nimero indica
los ejernplares.
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Fig. 4. Porcentaje acumulativo de las mudas observadas en
funcién del tiempo (dias) en las crisilidas de Graeflria isabelae
traradas con 3 lig/g (A} y 2,5 pug/g (B) de 20-hidroxiecdisona
{r=12 en ambes casos).

En cambio, en el grupo B, tratado con 2,3 Mg/g
de 20-hidroxiecdisona, solamente una de las hem-
bras presentd las alas ligeramente mal desplega-
das, mientras que los adultos restantes eran per-
fectamente normales.

DISCUSION

Los resultados obtenidos sugieren que, como en
otras especies de lepidépteros (véase DENLIN.
GER, 1985), la diapausa pupal en G. fsabelae viene
determinada por niveles bajos de ecdisteroides cir-
culantes. De las dosis de 20-hidroxiecdisona em-
pleadas para provocar Ja interrupcién de la diapau-
sa, la de 2,5 pg/g resulté ser [a més apropiada, por
cuanto induvjo la muda imaginal en el 100% de los
ejemplares en un tiempo razonable y casi sin pro-
vocar malformaciones en los mismos.

la inyeccién {tratados y controles) no provocd
mortalidad. La tnica mortalidad observada se pro-
dujo tras retornar a las condiciones naturales las
crisdlidas que no mudaron durante el periodo de
incubacién. Sin embargo, dicha mortalidad no pa-
rece que deba atribuirse 2 los tratamientos, sino al
efecro adverso de la temperatura de incubacién re-
lativamente elevada a que en plena diapausa fue-
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ron sometidas estas crisilidas que no recibicron
una dosis hormonal efectiva.

Por lo que se refiere a la interrupcién de la dia-
pausa, los resultados obtenidos sobre G. isabelue
son comparables a los descritos para otros lepidép-
teros. Por ejemplo, WALDBAUER et &/, (1978), tra-
bajando con crisdlidas del sacdrnido Hyalophora ce-
cropta, llegaron a unos resultados muy similares:
una dosis de 2,5 pg/g de 20-hidroxiecdisona ejer-
cié un notable efecto interruptor de la diapausa,
mientras que 10 ug/g provocd la muerre de la ma-
voria de los ejemplares inyectados, afectados de
graves malformaciones morfoldgicas. Siguiendo
con los satirnidos, WILLIAMS (1968) describié la
interrupcién de la diapausa de Semiz cynrhia des-
pués de una inyeccién de 2,5 |ig/g de ecdisona o
de 5 pug/g de 20-hidroxiecdisona. BODNARYK
(1977}, estudiando el noctdido Mamestra configura-
ta, consigui6 la interrupcién de la diapausa admi-
nistrando dosis comprendidas encre 0,3 y 4,9 ugfs
de 20-hidroxiecdisona, segin la edad de las ctisa-
lidas. Con crisdlidas de ciento diez dias, que es [a
edad que tenian las de G. fsebelae usadas en nues-
tro estudio, fue necesario administrar unos 4 pg/g.
BRrROWNING (1981), con el nocttido Heffothis punc-
tiger, comprob6 que las crisdlidas interrumpfan la
diapausa al ser sometidas a una dosis de entre 0,1
v 1,5 ug de 20-hidroxiecdisona por crisdlida. La
cantidad 2 inyectar dependia, como en el caso an-
terior, de los dias transcurridos desde la crisalida-
cién. Para el esfingido Mandiica sexia, la dosis efec-
tiva de 20-hidroxiecdisona es, aproximadamente,
1,5 uglg (BRADFIELD y DENLINGER, 1980).

La emergencia de un adulto en el grupo D {(con-
troles) cabe interpretarla como debida a las condi-
ciones ambientales del periodo de incubacién y
quizd a algin efecto inespecifico de la inyeccién
{como, por ejemplo, la induccién de cambios en fa
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presién hemolinférica), con lo que podria haberse
provocado una cierta activacién de la sintesis en-
dégena de hormona de muda. La emergencia de
dos ejemplares del grupo C (crisilidas tratadas con
1 pg/g de 20-hidroxiecdisona} creemos que debe
interpretarse del mismo modo, dadas las similitu-
des en tiempo de emergencia desde la inyeccidn
con el ejemplar que acabamos de comentar. Asi
pues, la dosis de 1 pug/g estaria por debajo del um-
bral efectivo de la hormona cuando se administra
de forma exdgena.

Por lo que se refiere a las anomalfas observadas en
los ejernplares de G. isabelae tratados con 5 Pg de
20-hidroxiecdisona (Limina III), diversos aurores
(WIILLIAMS, 1968; WALDBAUER ¢ &l., 1978; DEN-
LINGER, 1985) han observado que la administra-
cién de dosis altas de ecdisteroides en crisdlidas de
lepidépteros puede provocar la emergencia de
adultos con malformaciones morfoldgicas diversas,
desde anomalias en las escamas y en la coloracién,
hasta graves malformaciones morfolégicas genera-
lizadas. Dicha sintomatologia ha sido calificada
como hiperecdisonismo y al parecer viene deter-
minada por niveles excesivos de ecdisteroides (W1-
LLIAMS, 1908). Las caracteristicas de los ejempla-
res malformados obtenidos en nuestras experien-
cias (véase Limina III) corresponderian a casos de
hiperecdisonismo leve. Sin embargo, algunas de las
deformaciones abdominales acompanadas de falea
de pubescencia recuerdan los efectos debidos a un
exceso de hormona juvenil (véase COLL, 1988). La
estrecha relacién entre arnbos sistemas hormona-
les, ecdisteroides y hormonas juveniles (véase BE-
LLES, 1988) sugiere que la perturbacién de uno de
ellos afectard probablemente al otro. Asi pues, pa-
rece razonable pensar que las malformaciones ob-
servadas serian més bien el resultado de un dese-
quilibrio entre ambos sistemas hormonales.

SUMMARY

The present paper describes the ability of 20-hydroxyecdysone to provoke the imaginal molt in dia-
pausing pupae of Graellsia isabelze. Doses of 5 and 2.5 ugfg of 20-hydroxyecdysone induced the ima-
ginal molt in all treated pupae. However, whereas almose all pupae treated with the dose of 2.5 pgfg
gave morpholo?'caﬂy normal adults, those which received 5 ug/g gave adults showing anomalies in ab-

omen morphology and wing development and coloration. The results suggest that, as in other lepi-
dopterans, the ?upal diapause in G. isabelae is determined by low circulating levels of ecdysteroids, and
that the dose of 2.5 pug/g of 20-hydroxyecdysone is the most efficient as it provokes the imaginal molt
in all cases and without inducing morphological abnormalities in the resulting adules.
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