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RESUMEN

La crianza en cautiverio de insectos comestibles ha nacido como una alternativa sustentable
para satisfacer el creciente aumento de la demanda de proteinas y lipidos para la alimentacién
animal. La calidad e inocuidad de la dieta que se usa para alimentar estos insectos toma una alta
relevancia al influir directamente en el aumento de la biomasa, el crecimiento del insecto, la

inocuidad de las larvas y subproductos que se obtengan de esta.

La presencia de insecticidas puede estar en las dietas usadas para la alimentacion, lo que
podria provocar bioacumulaciéon en las larvas. El objetivo de este trabajo fue estudiar el potencial
dafio que pudiera generar el insecticida inhibidor de la sintesis de quitina, lufenuron, cuando esta
presente en la alimentacion de las larvas de Hermetia illucens (Diptera: Stratiomyidae). Se probaron
cinco concentraciones de lufenuron, todas ellas por debajo del maximo permitido por la normativa

chilena, ademas del control (sin Lufenuron).

La sobrevivencia de las larvas tratadas con lufenuron fue afectada en comparacién al control.
El peso de la larva, pupa y adulto se vio afectado con respecto al control cuando las concentraciones
fueron mayor o igual a 0,282 mg/kg de lufenuron. Todas las concentraciones evaluadas tuvieron un
factor de bioacumulacion menor a 1. La falta de bioacumulacion en la larva indica que no existiria
riesgo de alimentar a las larvas con concentraciones que estan por debajo de lo analizado en este
estudio (1,066 mg/kg lufenuron). Sin embargo, las evaluaciones morfoldgicas encontradas
evidencian dafios en larvas, pupas y adultos. Ademas, se obtuvo que la fertilidad de la hembra fue
afectada cuando en su estado larval consumio lufenuron y que la eclosion de la descendencia de

estos, también se vio afectada respecto al control.

Se deben realizar constantes monitoreos y una fiable trazabilidad de las dietas para evitar el
ingreso de lufenuron en la alimentacidn de las larvas, sobre todo cuando son destinadas para generar

reproductores para la colonia en cautiverio de Hermetia illucens.

Palabras clave: Hermetia illucens, lufenuron, pesticida, bioacumulacion, morfologia.
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ABSTRACT

The indoor breeding of edible insects has emerged as a sustainable alternative to fulfill the
growing demand for proteins and lipids for animal feed. The quality and safety of the diet used to
feed these insects is highly relevant as it directly influences the increase in biomass, the growth of

the insect and the safety of the larvae and by-products obtained from it.

The presence of insecticides may be in the diets used for feeding, which could cause
bioaccumulation in the larvae. The objective of this work was to study the potential damage that the
insecticide inhibitor of chitin synthesis, lufenuron, could generate when it is present in the feeding
of Hermetia illucens (Diptera: Stratiomyidae) larvae. Five concentrations of lufenuron plus control
(without insecticide) were tested, all of which are below the maximum allowed by Chilean

regulations.

Survival of larvae treated with lufenuron was affected compared to control. The weight of
the larva, pupa and adult was affected with respect to the control when the concentrations were
greater than or equal to 0.282 mg/kg of lufenuron. All the concentrations evaluated had a
bioaccumulation factor of less than 1. The lack of bioaccumulation in the larva indicates that there
would be no risk of feeding the larvae with concentrations that are below that analyzed in this study
(1,066 mg/kg lufenuron). However, the morphological evaluations found in this study show damage
in the larvae, pupae, and adults. In addition, it was obtained that the fertility of the adult female was

affected and the hatching of their offspring was also affected compared to the control.

Constant monitoring and traceability must be carried out to avoid the entry of lufenuron into
the feeding of the larvae, especially when destined to generate reproducers for the Hermetia illucens

colony.

Key words: Hermetia illucens, lufenuron, pesticide, bioaccumulation, morphology.
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1 FORMULACION GENERAL DE LA INVESTIGACION

La creciente poblacion mundial, y el consecuente aumento de la demanda de fuentes de
alimento, ha generado una presién en la generacion de estos. En consecuencia, se ha gatillado la
busqueda de nuevas fuentes de proteinas mas amigables con el medio ambiente y mas eficientes en
su produccién. Se espera que, para el afio 2050, la poblacién mundial asciende a 9.700 millones de
personas y se prevé que la actual produccién de alimento se debe duplicar (Van Huis et al., 2013).
Por lo que una real alternativa para suplir la creciente demanda de proteinas y grasas son los insectos

(Van Huis et al., 2013).

La crianza en cautiverio o el cultivo de insectos como recurso alimenticio ha ido creciendo
rapidamente durante los ultimos afios (Ojha et al., 2020). La facilidad que hay para manejar grandes
volumenes de insectos, en un periodo corto de tiempo, promueven la produccién en escala de este
modelo de negocio (Van Huis et al., 2013). Ademads, estos insectos comestibles son capaces de
alimentarse de una amplia variedad de residuos los cuales los transforman en ingredientes de alto
valor energético, proteico, grasas y vitaminas (Rumpold & Schliiter, 2013); pudiendo ser usado como
ingrediente en la alimentacion humana y animal (Fasolin et al., 2019). Pueden ser destinados para la
produccién de biocombustibles (Zheng et al., 2012) y también, ser usadas las excretas de los insectos

como mejoradores de suelo (Klammsteiner et al., 2020).

Las larvas de Hermetia illucens (L.) (Diptera: Stratiomyidae), especie saprofaga, se
caracterizan por su eficiencia en la conversion de residuos (razén conversién alimento/proteina,
(Oonincx et al., 2015), por las caracteristicas nutricionales de las larvas (Surendra et al., 2016; Shumo
et al., 2019; Surendra et al., 2020) y por presentar una gran plasticidad en cuanto a su fuente de
alimentacioén. Las larvas son capaces de alimentarse de residuos vegetales (Lalander et al., 2019),
guano de gallina (Xiao et al., 2018), residuos de la agroindustria (Lalander et al., 2019) asi como

también de algunos residuos que genera la acuicultura (Lopes et al., 2020).

Diversos aspectos en la seguridad alimentaria de las larvas, incluyendo la presencia de

contaminantes en las dietas (Bessa et al., 2021; Hoek-van den Hil et al., 2022; Meijer et al., 2021;

15



Purschke et al., 2017) recientemente han comenzado a investigarse. Algunos de los aspectos a
considerar son: 1) la presencia de drogas veterinarias que pudieran estar presentes en la
alimentaciéon de las larvas (Hoek-van den Hil et al., 2022), 2) la presencia de insecticidas en los
residuos de la agroindustria y, por ultimo, 3) la bio acumulacién en las larvas de H. illucens, de drogas
veterinarias como de insecticidas, lo cual podria ser un problema al exceder los limites maximos
permitidos en las larvas que son usadas como fuente de alimento para otros animales. (“Risk Profile

Related to Production and Consumption of Insects as Food and Feed,” 2015).

En cuanto al uso de antiparasitarios y pesticidas se ha considerado por décadas el uso de
pesticidas neuroactivos de amplio espectro para el control de artropodos considerados plagas por la
industria agricola, forestal, o en la salud publica (Cohen, 1993). Debido al dafio medioambiental que
generan este tipo de pesticidas, se han empleado pesticidas selectivos para el control de plagas (Paya
etal., 2013). En esta linea, el tipo de insecticidas mayormente usado en la actualidad para el control
de plagas y la proteccion de la salud humana son los del tipo reguladores de crecimiento en insecto
(IGR) (Rosner et al., 2020). Estos insecticidas son selectivos, menos persistentes y amigables con el
medio ambiente (Sun et al., 2015; Zhu et al., 2016); son capaces de interferir con el crecimiento,
desarrollo y reproduccion de los insectos; de baja toxicidad en mamiferos y ausencia de efectos
mutagénicos y teratogénicos en animales de sangre caliente (Mondal & Parween, 2000). Los tres
grupos de IGR mds importantes son, los analogos a la hormona juvenil, antagonista de la ecdisona y
los inhibidores de la sintesis de quitina. Lufenuron es un inhibidor de la sintesis de quitina y

pertenece al grupo benzoilurea o benzoilfenilurea, BPU por su sigla en inglés (BPU).

Los BPU tienen un amplio rango de uso. En veterinaria son comunmente usados como
antiparasitarios en el control de Rhipicephalus microplus (Ixodida: Ixodidae) (garrapatas en vacas),
control de Ctenocephalides spp. (Siphonaptera: Pulicidae) (pulgas en ovejas) y control del crustaceo
Caligus spp. (Siphonostomatoida: Caligidae) parasito de salmdnidos (Junquera et al., 2019). En
cuanto a la agricultura, los BPU son usados para el control selectivo de larvas de lepiddpteros como,
por ejemplo, Tuta absoluta (polilla del tomate) que afecta al cultivo del tomate, Phthorimaea
operculella (polilla de la papa) en el cultivo de las papas, Cydia pomonella y Cydia molesta (polilla del
manzano y polilla oriental, respectivamente) que afectan a frutales en general (Syngenta, 2021).
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También son usados para el control de coledpteros, algunos tisandpteros, dipteros que afectan un
amplio rango de cultivos como el maiz, papas, uvas, citricos, frutales en general y cultivos

ornamentales (FAO, 2008).

El modo de accidn de los BPU en los artropodos terrestres, es al unirse a la quitina sintetasa
1, una glicosiltransferasas de la transmembrana (Douris et al., 2016), causando la inhibicion de la
sintesis de quitina (Sparks & Nauen, 2015). La efectividad de estos compuestos esta dada por ser un
compuesto de amplio espectro, por lo que se puede extender a las siguientes generaciones
(Mommaerts et al., 2006). Provoca en los individuos formacién defectuosa de la quitina por
depdsitos endocuticulares anormales, pudiendo afectar al desarrollo de las traqueas (Wang et al.,
2006), muda abortiva, fenotipos anormales (Merzendorfer, 2013), aumento de la letalidad del adulto
y falta o disminucion de la eclosion de los huevos en los artropodos (Zhu et al., 2016). Algunos de
ellos afectan la formacion y el funcionamiento de la matriz peritréfica del sistema digestivo

(Merzendorfer, 2013).

El lufenuron es un insecticida perteneciente a la clase quimica de los BPU. Su nimero CAS es
103055-07-8 y su formula guimica es: ((RS)-1-[2,5-dichloro-4-(1,1,2,3,3,3-
hexafluoropropoxyl)phenyl]3-(2,6-difluorobenzoyl). Fue sintetizado por primera vez por Ciba-Geigy
a mediados de 1980 (Sun et al., 2015) y fue introducido, comercialmente, en 1990 para el control de
pulgas (Siphonaptera) en perros y para el control de plagas en la agricultura (Match™, Syngenta)

(Junquera et al., 2019).

El uso de lufenuron en Chile se centra en la agroindustria a través del uso del insecticida Sorba
050 EC™ de Syngenta S.A (Syngenta, 2021) para el control de plagas en la agricultura. La
concentracién de lufenuron en este producto es del 5 % p/v (50 g/l), lo que equivaldria segun
recomendacion de la etiqueta, a 75 g de lufenuron por hectarea para el control de Cydia molesta
(Lepidoptera: Tortricidae) en frutales de carozos. Sorba 050 EC™ esta autorizado en el pais desde el
2006.

En la industria salmonera el uso de BPU es para el control del Caligus rogercresseyi
(Copepoda: Siphonostomatoida: Caligidae), el ectoparasito mas abundante en Chile (Boxshall &
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Bravo, 2000). El uso de los BPU en esta industria es a través de los ingredientes activos lufenuron y
hexaflumuron. Ambos son el principal tratamiento para el control del Caligus junto con peréxido de
hidrégeno. Lufenuron es aplicado en el alimento de los salmones smolt antes de ser llevados al mar
y es administrado en concentraciones de 5 mg/Kg pez/dia /7 dias con ingrediente activo al 10%.
Hexaflumuron es aplicado en el mar a través del bafio de jaulas con el uso de lonas, en dosis de 2
ppm/ 2 horas con ingrediente activo al 10% (Bravo & Treasurer, 2023). El uso de BPU para la
industria salmonera Chilena fue aprobado en el afio 1990 y en el 2016 se aprueba el uso de lufenuron
para la formulacion de alimento medicado para el control del Caligus (Imvixa™, from Elanco)

(Junquera et al., 2019).

La normativa Chilena ha establecido en el marco legal para medicamentos veterinarios en
alimentos destinados al consumo humano indicados en la Resolucién Exenta N°1.560 publicada el
11 de septiembre del 2019 del Ministerio de Salud de la Republica de Chile (Resolucidon exenta
N°1.560. Diario Oficial de la Republica de Chile, 11 de septiembre de 2019). Esta Resolucidn fija los
limites maximos de residuos (LMR) de los medicamentos veterinarios en alimentos destinados al
consumo humano. Para el caso del lufenuron establece que, para el tejido muscular, con piel de

peces cultivados es de 1,35 mg/kg.

Se ha documentado que larvas de Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae)
alimentadas con lufenuron en la dieta, provocaron una muerte inmediata de las larvas debido al
colapso del exoesqueleto. Las pupas sobrevivientes tuvieron una forma aplanada y los adultos
sobrevivientes resultaron deformes con patas torcidas y alas deformes (Wilson and Cryan 1997). Por
otro lado, cuando el lufenuron es rociado en una superficie en la que se posa un mosquito como el
Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). Este es capaz de transferir en sus patas el insecticida hacia el sitio
donde se encuentran las larvas, provocando en ellas su muerte (Gonzalez & Harburguer, 2020). Es
curioso que en la agricultura organica se recomiende el uso de lufenuron para el control de plagasy
que algunos autores recomienden hacer aplicaciones aéreas de este producto para el control de
plagas pues hay riesgos minimos para las especies no plaga (Sampson et al., 2017) y por otro lado, el
hecho de que no existan estudios de caracterizacidon de dafios en crustdceos producidos por este

medicamento veterinario usado en la industria salmonera (Poley et al., 2018).
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Debido al uso autorizado de BPU, como el lufenuron, por la normativa Chilena en la
agroindustria y en la salmonicultura. Se propone realizar un bioensayo, en laboratorio, para abordar
los posibles escenarios de concentracidn de lufenuron que pudieran estar presentes en los residuos
organicos generados por estas dos industrias y, que las larvas de H. illucens pudieran verse
enfrentadas. Se propone realizar dos tratamientos centrales: 1) Larvas de H. illucens alimentadas con
dieta con concentraciones conocidas de lufenuron; 2) Larvas de H. illucens con dieta libre del

antiparasitario.
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2 HIPOTESIS

La presencia de lufenuron, en la dieta de las larvas de Hermetia illucens, afectara negativamente el
desarrollo morfoldgico de las larvas, pupas e imago, asi como los parametros reproductivos de los
adultos obteniéndose ejemplares con bajas tasas de fecundidad de la hembra y un bajo porcentaje

de eclosion de los huevos. Se espera que las larvas no bioacumulen en su organismo el lufenuron.
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3 OBIJETIVOS

3.1 Objetivo General

Comparar los efectos del lufenuron en la morfologia, desarrollo, sobrevida y adecuacidon de Hermetia

illucens y su capacidad para bioacumular este compuesto.

3.2 Objetivos especificos

- Evaluar la capacidad de las larvas de H. illucens para degradar o bioacumular el lufenuron

suministrado en la dieta larval, en distintas concentraciones.

- Caracterizar los efectos del lufenuron, suministrado en distintas concentraciones en la dieta

de alimentacion larval de H. illucens, sobre la morfologia de las larvas, pupas y adultos.

- Evaluar los efectos del lufenuron, suministrado en distintas concentraciones en la dieta de

alimentacion larval de H. illucens, sobre la fecundidad de las hembras y la emergencia larval.
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q CAPITULO 1: INTRODUCCION

4.1 Antecedentes

Los Diptera son insectos holometabolos, que rednen unas 158.000 especies conocidas, las
cuales se agrupan en 180 familias (Yeates & Wiegmann, 2017). Se distribuyen en todos los
ecosistemas del planeta, incluyendo la Antartica. Presentan una gran plasticidad ecoldgica y
morfoldgica, algunas larvas consumen tejido vegetal o animal, otras materia en descomposicién o
incluso existen especies parasitoides. Las especies de Diptera presentan roles ecoldgicos variados.
Algunas familias tienen importancia médica al actuar como vectores de patégenos causantes de
serias enfermedades tales como la malaria (especies de Anopheles), fiebre amarilla (Aedes aegypti)
y la fiebre del dengue (Aedes spp.) (Beutel et al., 2013). Otras familias tienen importancia agricola,
ya que pueden ocasionar dafios econdmicos en las plantaciones agricolas al causar dafios severos en
los frutos, hojas y/o tallos, como las especies de la familia Agromyzidae, Tephritidae y Anthomyiidae,

entre otras (Beutel et al., 2013).

Los Diptera son un grupo monofilético bien definido (Yeates & Wiegmann, 2017). Se
caracterizan por poseer un solo par de alas funcionales, las mesotoracicas, mientras que las
metatordcicas se presentan reducidas (halteres), y las piezas bucales estan adaptadas para succionar

liquidos (McAlpine, 1981).

Estudios moleculares y morfoldgicos relacionan a los Diptera con Siphonaptera (pulgas) y
Mecoptera (moscas escorpion) (Yeates & Wiegmann, 2017). La relacidn con estos grupos esta basada
en la evidencia de tener caracteristicas similares en el aparato bucal, musculatura de la cabeza y
estructuras internas de la capsula de la cabeza de sus larvas (Beutel et al., 2011 como se citd en

Yeates & Wiegmann, 2017)

Los Diptera prestan diversos servicios ecosistémicos con importancia positiva. Sin embargo,
destaca, por su importancia para el hombre, la polinizacién de plantas cultivadas. Existen mas de

cien plantas cultivadas que son polinizadas por dipteros (Ssymank et al., 2008). La especie Eristalis
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sp. (Diptera: Syrphidae) es usada para la polinizacién de pimientos en invernaderos (Ssymank et al.,
2008), mientras que especies de Ceratopogonidae polinizan el cacao y algunas especies de

Tephritidae polinizan especies de orquideas (Beutel et al., 2013).

Las larvas de Calliphoridae, Stratiomyidae, Phoridae entre otras familias, tienen una
importancia en la entomologia forense ya que son capaces de alimentarse de cadaveres y residuos
organicos. Lo que permite, sumado a otros antecedentes bioldgicos y ecolégicos, determinar el

intervalo post mortem (Beutel et al., 2013; Pujol-Luz et al., 2008).

Con respecto a la clasificacion taxondmica del orden Diptera que considera la filogenética
para su ordenamiento, se reconocen cinco infraordenes o subordenes: Bibionomorpha, Brachycera
inferior, Culicomorpha, Psychodomorpha y Tipulomorpha (Yeates & Wiegmann, 2017). Dentro de
los Brachyceras inferiores se encuentra la familia Stratiomyidae. Esta familia esta distribuida en todo
el mundo y retne unas 2.800 especies aproximadamente agrupadas en 369 géneros (Fachin et al.,
2021). En Chile, la familia esta representada por 73 especies en 24 géneros y 8 subfamilias (Fachin

et al., 2021).

Los Stratiomyidae o moscas soldados, son moscas de tamafio pequeiio a grande con un largo
de cuerpo que varia entre los 2 a 34 mm. Son muy variados en su coloracion, formay en la diversidad
de habitat en la que se pueden encontrar (Fachin et al., 2021; Woodley, 2001). Los estados
inmaduros estan asociados mayormente a materia organica en descomposicion, sapréfago bajo
cortezas, en fuentes de agua como lagos o rios (Fachin et al., 2021). Con respecto a las fuentes de
alimentacion, la especie Hermetia illucens (Linnaeus, 1758), conocida como mosca soldado negro, es
la especie de mayor relevancia econdmica de la familia, debido a que la larva posee una gran
versatilidad en cuanto a su fuente de alimentacién. Se ha documentado que, las larvas de esta
especie son capaces de alimentarse de residuos vegetales y de la agroindustria (Lalander et al.,
2019), guano de gallina (Xiao et al., 2018) como también de algunos residuos que genera la

acuicultura (Lopes et al., 2020).

La especie es sinantrdpica, nativa del nuevo mundo. Comprendiendo las areas mas al norte
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de Sudamérica y mas al sur de Estados Unidos. Hoy en dia la especie es cosmopolita (Fachin et al.,
2021). La crianza en cautiverio de este insecto ha ido creciendo durante los ultimos afios debido a la
facilidad que hay para manejar grandes volumenes de insectos en un periodo corto de tiempo (Van
Huis et al., 2013). Ademas, el potencial nutricional que alcanzan las larvas permite transformarlas en
ingredientes de alto valor energético, proteico, grasas y vitaminas (Rumpold & Schliter, 2013),
pudiendo ser usado como ingrediente en la alimentacién humana y animal (Fasolin et al., 2019).
Pueden ser destinados para la produccién de biocombustibles (Zheng et al., 2012) y también ser

usadas las excretas de los insectos como mejoradores de suelo (Klammsteiner et al., 2020).

4.2 Morfologia de Hermetia illucens

4.2.1 Diagnosis

Especie grande la cual puede medir entre 13 y 20 mm, cuerpo color negro, cabeza negra con
una franja blanca en zona anterior. Esclerito occipital medio con dos manchas blancas. Ojos
desnudos, omatidios uniformes y pequefios, triangulo ocelar desarrollado, dicopticos en ambos
sexos (Oliveira et al., 2016; (Ustiiner et al., 2017). Palpos maxilares ubicados en la zona frontal de la
cabeza lateral al rostrum (Pezzi et al., 2021). Estan compuestos por dos segmentos. El primer
segmento es conico y cubierto solo por microtrichas. Mientras que el segundo, es mas largo y posee
sensilas chaeticas. El palpo maxilar de la hembra es mas largo que en el macho (Pezzi et al., 2021).
Antenas negruzcas, pedicelo cilindrico y doblado en la base. La superficie es rugosa y cubierta con
microtricha en ambos lados. La hembra posee sensilas cortas en la base del pedicelo, mientras que
el macho posee sensilas largas. El pedicelo tiene una forma cdnica truncada que es mas ancha
distalmente. El flagelo esta compuesto por 8 flageldmeros, tiene forma apical espatulado (Pezzi et al.,
2017). Torax negro, no jorobado, caliptra no alargada. Escutelo prominente de color negro brillante
con callo humeral. Callo post alar y margen posterior de escutelo negro (Roy et al., 2018). Alas
pueden ser de color negras a café. Con cuatro venas medias que nacen de la celda discal y que van
desapareciendo a medida que se acercan al margen del ala. Halterios de color blanquecino y color
verdoso en zona distal. Patas negras con tarsos de color blanco, mitad superior de la tibia de color

blanco sin espina. Abdomen negro con tergitos 1 y 2 traslucidos de forma oblonga (Oliveira et al.,
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2016).

4.2.2 Adulto

El ancho de la cabeza del adulto es similar al ancho del térax. Triangulo ocelar. Palpos
maxilares constituidos por dos segmentos y ubicados en la zona frontal de la cabeza (Pezzi et al.,
2017). Poseen dimorfismo sexual en el largo total del palpo maxilar. El palpo maxilar de la hembra
es el doble que en el macho. En la punta del palpo se encuentra una Unica sensila chaetica (Pezzi et
al., 2017) . Labela grande (900 um largo x 570 um ancho) con ausencia de dientes prestomales, en
su lugar posee pseudotraqueas (Lehnert et al., 2022). Mesotdrax negro, cubierto por una densa capa

de setas. Escutelo sin espinas marginales. Tarso posee ufia y pulvilos tarsales (Ustiiner et al., 2017).

La genitalia del macho presenta un epandrium relativamente corto, con forma emarginada
proximalmente, capsula genital (sinsternito) con dos l6bulos posterolateral, uno a cada lado y un par
de gonostilo reducido (Roy et al., 2018. Gonostilo con forma digitiforme con proyecciones en el
margen distal y proximal, con lubo mediano. Proctiger subtriangular. Esternito 10 bien desarrollado,
mas corto que el epandrium; cercos de forma redonda, alargados en la punta. Complejo aedeagal

muy delgado y dilatado en la parte basal (Ustiiner et al., 2003) (Fig 1)
La genitalia de la hembra posee dos largos cercos segmentados, alargado plato subgenital y

puntiagudo distalmente. Furca genital subtriangular con una apertura media inusualmente amplia.

Proyecciones posterolaterales en forma de hoja (Ustiiner et al., 2003). (Fig 1)
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Figura 1.

Genitalia del macho de Hermetia aurinotata. A: Vista dorsal de la genitalia con falo. Cerc: Cerco;
Epand: Epandrium; Prct: Proctiger. B: Vista lateral de la genitalia con falo, Epand: Epandrium; Gonst:
Gonostilo y Synst: Sinsternito. C: Vista ventral de la genitalia sin falo.D: Imagen de la vista dorsal de
la genitalia de la hembra de Hermetia brachygastropsis. Cer:Cerco; St: Esternito; Tg: Tergito. Barra

de escala 0,1 mm. Adaptado de Fachin & Hauser, 2022.

4,2.3 Llarva

Las larvas son apodas, hemicefdlica y holopnéustica. El cuerpo de la larva es segmentado y
esta constituido por 12 segmentos (incluyendo la capsula cefalica) (Barros et al., 2019). Las larvas

tienen 6 estadios larvales donde el sexto instar es conocido comunmente como prepupa.

Cuerpo elongado y aplanado dorso ventralmente. Pueden llegar a medir 3 cm de longitud, su

cuerpo estd rodeado de setas y sensilas las cuales van cambiando de color dependiendo del estadio

en que se encuentre.

La cabeza es de forma cdnica con secciones transversales redondeadas, la posiciéon de las

piezas bucales prognata. Dorsal, presenta un doble esclerito con forma de gancho tridentado en zona
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distal de la cabeza. Labro cdnico, robusto con una pequefa protuberancia en zona distal donde
alberga algunas sensilas. Posee dos l6bulos de la gena muy pronunciada que protegen el aparato
mandibular-maxilar. Ventral, cavidad bucal ocupa el primer tercio de la cabeza. Cavidad bucal
presenta una densa capa de espinas y dos ldbulos ventrales membranosos de forma semilunar que

alcanzan a tocar el prementum (Bruno et al., 2020).

El aparato mandibular-maxilar, fusién de la mandibula con la maxila, posee una epifaringe
curva en el centro y un prementum membranoso en zona apical cubierta con finas espinas. Al centro
del aparato mandibular-maxilar se encuentra bien desarrollada la hipofaringe, al centro de esta, se

encuentra la zona molar (Bruno et al., 2020).

La capsula cefalica estd unida al protérax por un esclerito retractil y esclerosado. Las distintas
estructuras que conforman la cdpsula cefalica se muestran en la Fig. 2. Las antenas son biarticuladas,
protegidas por almohadillas robustas. Los segmentos que conforman la antena son un caracter de

reconocimiento para diferenciar los instars de las larvas (Barros et al., 2019).

El térax estd cubierto por setas y ornamentos redondeados en la cuticula. Estda compuesto
por tres segmentos que se asemejan a placas rectangulares superpuestas. Protérax con un par de
espiraculos laterales prominentes mas largo que el resto. Zona estigmatica con dos espiraculos que
forman una “V”. Mesotorax sin espiraculos. Metatdrax con espiraculos vestigiales dorsolateral

redondeados. El color del torax cambia de acuerdo al instar de la larva (Barros et al., 2019).

El abdomen esta constituido por ocho segmentos de forma similar a los del térax. Esta
cubierto por sensilas en forma de espinas y estan ubicadas ventralmente en el margen anterior a
excepcion del octavo segmento. Posee un par de espiraculos vestigiales laterodorsales en el primer
segmento abdominal hasta el séptimo. Octavo segmento mas grande que el resto, posee un
espiraculo chimenea que es mucho mas grande que los espiraculos funcionales. Se encuentra
rodeado por una fila de setas. Abertura anal rodeada de setas cortas y gruesas en forma de espina

(Fig. 3) (Barros et al., 2019).
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Figura 2.

Cabeza de la larva del quinto instar de Hermetia illucens. A: vista dorsal de la cabeza y borde del
protdrax. B: Vista ventral de la cabeza y borde del protdrax.

Abreviaciones: afc- apotoma frontoclipeal, ant- antena, ecl- esclerito clipeolabral, ep- epifaringe, ga-
galea, gmtd- gancho mandibular tridentado, hi- hipofaringe, L-Labro, lag- [6bulo anterior de la gena,
lvm- 16bulo ventral membranoso, mdmx- aparato mandibular maxilar, pmx- palpo maxilar, poc-

protuberancia ocular, ptx- protérax, scl- sutura clipeo labral, sf- sutura frontal.

Segmentos Abdominal Cépsula

‘'viit v VIV AT I | cefdlica

Segment{;s toraxicos

Larva del quinto instar de Hermetia illucens. Vista dorsal. Barra de escala 5 mm. Imagen de
Generalovic et al., 2020.

Figura 3.
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4.2.4 Pupa

Pupa adéctica y coarctata. El cuerpo posee 12 segmentos incluida la cdpsula cefélica. Es de
color café a café oscuro. La superficie de su cuerpo es rigida y esclerosada, preserva la
ornamentacion de la cuticula observada en la larva. Cuerpo rodeado de densa pruinosidad de color

café a dorado (Cai et al., 2022)

Cépsula cefdlica completamente esclerosada, antenas laterales, piezas bucales cubiertas por

placa esclerosada. (Oliveira et al., 2016).

Torax con ausencia de sensilas. Compuesto por tres segmentos que se asemejan a placas
rectangulares superpuestas. Protdrax posee un par de espiraculos laterales prominentes mas largo
gue el resto de color café oscuro. Zona estigmatica con dos espiraculos que forman un V. Mesotdrax
sin espiraculos. Metatdrax con espiraculos vestigiales dorsolateral redondeados. Térax cubierto por

pruinosidad de color café a dorado (Barros et al., 2019).

El abdomen esta constituido por ocho segmentos de forma similar a los del torax. Con
ausencia de sensilas. Posee un par de espiraculos vestigiales laterodorsales en el primer segmento
abdominal hasta el séptimo. Octavo segmento mas grande que el resto, posee un espiraculo
chimenea que es mucho mas grande que los espiraculos funcionales. Se encuentra rodeado por una
fila de setas. Abertura anal con ausencia de setas. Abdomen cubierto por pruinosidad de color café

a dorado (Barros et al., 2019).
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Figura 4.

Pupa de Hermetia illucens. Vista dorsal. Barra de escala 5 mm. Imagen de Generalovic et al., 2020.

30



5 CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizé en las dependencias de la empresa Natpro SpA (Peninsula de
Chayahué, comuna de Calbuco, Regiéon de Los Lagos). La empresa cuenta con mas de 9 afios
realizando crianza, en cautiverio de la especie H. illucens con fines comerciales. La empresa facilito
el uso de sus laboratorios para la crianza de la especie en estudio y proporciond el material bioldgico

para realizar los ensayos.

5.1 Definicion de las concentraciones de Lufenuron

La eleccion de las concentraciones de lufenuron, en los tratamientos empleados, se centro a
lo establecido en la Resolucién exenta N°1.560 del Ministerio de Salud de la Republica de Chile
respecto al limite maximo de residuos (LMR) de lufenuron para el tejido muscular, con piel de peces
cultivados de 1,35 mg/kg. De acuerdo con este LMR, se establecid una matriz de concentraciones
que estuvieron por debajo del LMR permitido y que difirieron entre ellos para obtener una curva de
respuesta del proceso de crecimiento en las larvas de H. illucens y su incidencia en la morfologia de

las larvas, pupas y adultos.

Las concentraciones del insecticida utilizado para la dosificacion del alimento administrado
en la crianza de los individuos en estado larval de este ensayo correspondieron a los tratamientos
(TR). TR1= Control 0; TR2= 0,069; TR3=0,149; TR4= 0,282; TR5= 0,878 y TR6= 1,066 (mg/kg)

lufenuron.

Los tratamientos fueron administrados sélo en el periodo de crianza de las larvas de este
ensayo, a excepcion del TR3 donde se empled una modificacion en la forma de realizar la
alimentacién de los individuos en estado larval sin alterar la calidad nutricional del alimento. Este
tratamiento consistidé en suministrar inicialmente alimento con una concentracion de 0,282 (mg/kg)
lufenuron durante el 60% del tiempo de crianza de las larvas luego, se cambié el alimento por uno
sin insecticida (0 [mg/kg] Lufenuron), el cual se suministré durante el 40% del tiempo restante del

periodo de crianza de las larvas. Para el calculo de la concentracién de lufenuron del TR3 se calculd
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el porcentaje de alimento suministrado con concentracion de 0,282 (mg/kg) Lufenuron con respecto

al alimento sin lufenuron. Con ese valor se obtuvo la concentracion TR3.

5.2 Metodologia

5.2.1 Preparacion del alimento

El alimento usado para la alimentacién de las larvas de H. illucens, consideradas en el
experimento, fue el tipo “Gainesville house fly diet” (Hogsette, 1992), el cual consiste en afrechillo
de trigo (50%), harina de maiz (20%) y harina de alfalfa (30%). Se usé una humedad del 70% en la

dieta.

El insecticida lufenuron (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) utilizado tuvo una pureza del
99,5%. A partir de esta concentracion, fue diluido en agua destilada a 20°C (solubilidad lufenuron de
0,046 mg/l a 20°C, (Lewis et al., 2016). Una vez realizada la dosificacién de los ingredientes, en un
balde de 20 litros, se mezclé con mezclador manual marca Einhell (1.600 Watt) y se revisé la

temperatura para obtener los 20°C y asi asegurar asi la solubilidad del lufenuron.

Antes de alimentar los especimenes considerados en los tratamientos, el alimento fue
agitado por la mezcladora manual para asegurar una buena homogeneizacién de sus ingredientes y

del insecticida.

Se muestreo 100 gramos de alimento preparado de cada tratamiento para verificar la

concentracion de insecticida.

5.2.2 Preparacion de los insectos

Se utilizé una nueva cepa de la especie en estudio obtenida a partir de la cruza de moscas de
H. illucens L. (Diptera: Stratiomyidae), obtenidas de la colonia perteneciente a la empresa Natpro

SpA. con moscas soldado negro colectadas en Chile. Esta nueva cepa fue cruzada y reproducida en
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cautiverio por tres generaciones y fue alimentada con la dieta “Gainesville house fly diet”.

Las larvas recién eclosionadas de esta nueva cepa fueron alimentadas con dieta Gainesville
house fly diet con una humedad del 70%. Larvas de 7 dias de edad (post eclosidon) fueron

homogeneizadas y seleccionadas libremente al azar para ser usadas en los ensayos.

5.2.3 Experimento

Los tratamientos fueron triplicados en bandejas plasticas (21,5 cm x 15,5 cm x 8 cm). En cada
bandeja plastica se puso 800 g de alimento correspondiente a la formulacién de cada tratamiento.
Sobre el alimento se inocularon 7.000 larvas de 7 dias de edad, luego fueron tapadas con malla anti-
mosquitera y fueron aseguradas con bandas elasticas para evitar cualquier fuga de larvas durante la
crianza. Las bandejas fueron distribuidas en un carro de crianza y este a su vez fue almacenado en la
sala de crianza climatizada perteneciente a la empresa Natpro SpA. En esta sala se realizé la crianza
de la etapa larval donde se programaron las condiciones ambientales de la temperatura a 28°Cy la

humedad al 60%.

La alimentacion de cada tratamiento fue administrada diariamente ad libitum, sin
sobrealimentar ni subalimentar. Cuando se observé el 50% de larvas en estado de prepupa (sexto
instar), la alimentacion fue suspendida. De esta manera, el 50% restante de larvas se alimentd de la
dieta que pudo haber quedado disponible. Fue en este momento del experimento que se escogieron
al azar treinta larvas por réplica de cada tratamiento para realizar la evaluacidn morfoldgica. La etapa
de crianza de larvas finalizdé cuando se alcanzd el 70% del total de individuos en sexto instar. Luego
de esto, los tratamientos fueron separados por filtrado donde se obtuvieron las larvas y el sustrato,
también conocido como frass. Este Ultimo se clasifica como excretas de las larvas y alimento no
consumido. 200 gramos de larvas y 200 gramos de sustrato fueron escogidos completamente al azar
por réplica de cada tratamiento para ser evaluados por el Laboratorio SGS para la cuantificacion de

lufenuron.

Del total de prepupas obtenidas de la crianza de larvas, se escogieron completamente al azar,
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460 individuos en estado de prepupa por réplica de cada tratamiento para continuar con el ciclo
bioldgico del insecto. Estos ejemplares fueron trasladados a bandejas plasticas (22 cm x 15,5 cm x 8
cm), las que se cubrieron con mallas anti-mosqueteras para evitar la fuga de moscas. Las bandejas
se ubicaron en una sala de crianza climatizada de la empresa Natpro programada con temperatura

de 25+ 0,5°Cy humedad 60 * 5%.

Luego de 10 dias de realizada la seleccion de prepupas, se ejecutd un nuevo muestreo de 30

pupas por réplica de cada tratamiento para realizar la evaluacion morfoldgica de las pupas.

Una vez que se alcanzard un 30% de emergencia de adultos, los contenedores plasticos que
contenian las pupas, fueron trasladados a las jaulas de reproduccion especialmente fabricadas para
este experimento. Las jaulas fueron fabricadas con malla mosquitera y tenian un volumen de 0,18
m?3. Las jaulas fueron puestas en condiciones ambientales controladas de temperatura (27 +0,2°C),
humedad (60 a 70%) y fotoperiodo controlado (12 horas luz: 12 horas oscuridad). En cada jaula se

pusieron 400 individuos.

Cabe mencionar que el tratamiento TR6= 1,066 (mg/kg) lufenuron en todas sus réplicas,
presentd una alta mortalidad de individuos con una consecuente disminucién de adultos vivos.

Imposibilitando la crianza de adultos en jaulas para su posterior apareamiento.

Al momento de hacer el traslado a las jaulas de reproducciéon, se muestrearon al azar 30
adultos recién emergidos de cada réplica. Los adultos muestreados se mantuvieron a temperatura
de 25 + 0,5°C y humedad 60 * 5% durante 24 horas en placas petri de 100 x 10 mm, debidamente
rotuladas. Luego fueron sacrificados con gas de acetato de etilo para poder realizar las evaluaciones
del peso, largo y ancho. Utilizando un aumento de 8x de la lupa estereoscépica, se realizd una
revision visual general de los individuos, contrastandolo segun las descripciones realizadas por

Oliveira et al. 2016.

Luego de dos dias de iniciada la crianza de moscas en jaulas, fueron provistas con un

contenedor plasticode 10cm x 6 cm x4 cm y dentro de él, se puso el atractante el cual fue formulado
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con dieta Gainesville con un 80% de humedad. Sobre el contenedor plastico se posiciond otro
contenedor pldstico con orificio de 2 mm de didametro para capturar los huevos depositados por las
hembras gravidas. Diariamente se realizd cosecha huevos los cuales fueron pesados en la balanza

digital (Balanza digital de precision 600g x 0,01 aluminio, Quimis).

Una vez finalizada la etapa de apareamiento en las jaulas de reproduccién, estas fueron
trasladadas a una sala a 20°C para poder disminuir la actividad de vuelo de las moscas y asi poder
abrir las jaulas sin dificultad. En este momento se colectd todas las moscas que estaban en la jaula,
se puso en una fuente de plastico de didmetro de 40 cm con una profundidad de 18 cm con el
objetivo de poder homogeneizar la muestra y asi realizar el muestreo completamente al azar. Se
colectaron 30 individuos vivos por cada réplica para categorizar la sexualidad y ademas se colectaron

10 machos para realizar la extraccion de la genitalia.

La cantidad de adultos evaluados del tratamiento 6 fue menor a la deseada debido a la baja
eclosion de adultos vivos. La cantidad de adultos evaluados para este tratamiento se describe en la

Tabla 1.

Por ultimo, los huevos recolectados fueron cultivados en una sala con temperatura
controlada (27 £ 0,2°C) y humedad controlada (60 a 70%). Las larvas obtenidas fueron alimentadas
por 4 dias con dieta Gainesville house fly (libre de insecticida) y al quinto dia fueron evaluadas para

el calculo de la eficiencia de la eclosidon del huevo.

Tabla 1: Namero de adultos por cada réplica evaluados en el TR6.

Lufenuron
(mg/kg) Réplica Macho Hembra
1 24 15
TR6=1,066 2 30 11
3 27 16
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5.2.4 Analisis quimico del lufenuron

Todas las muestras de este bioensayo fueron evaluadas por el laboratorio SGS sucursal de
Puerto Varas, Chile. Donde se realizé una cuantificacién de concentracién de lufenuron por el
método de cromatografia liquida (UPLC) con detecciéon de masas. A continuacion, se detalla la
metodologia usada para la cuantificacién de lufenuron en la alimentacién, en las larvas que

finalizaron la etapa de crianza y el sustrato resultante de este experimento.

5.2.4.1 Andlisis instrumental

Para la cromatografia se usd el sistema Waters ultra-high-performance liquid
chromatography (UPLC) y se usé el espectrémetro Qtrap 6500 MS equipado con electroscopia. La

separacion fue realizada por el sistema Acquity UPLC HSS T3, 1.8 um, 2.1 x 100

5.2.4.2 Extraccion

Se usé el método “quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe” (QUEChERS) para la
extraccidon de TOrCs del tejido de las larvas. Se us6 5 g de larva triturada y 10 ml de mL HPLC grado
acetonitrilo, este fue afiadido hasta completar 50 ml. Luego, fue trasladado a los tubos de extraccién

donde fueron agitados por 1 minuto.

Paquetes de sal QUEChERS (EN 15662) fueron afiadidos a los tubos y fueron agitados por 1
minuto. La mezcla fue centrifugada a 3250 rpm por 5 min y el sobrenadante fue evaporado hasta
obtener ~1 ml usando N2. El extracto de larva fue aclarado (clean up) con cartuchos de EMR e
inyectados en la misma cantidad con ISTD. Finalmente, la muestra fue evaporada a 0,25 ml antes del

analisis instrumental.

5.2.4.3 Andlisis instrumental

Para la cromatografia se usd el sistema Waters ultra-high-performance liquid

chromatography (UPLC) y se uso el espectrometro Qtrap 6500 MS equipado con electroscopia.
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La separacion fue realizada por el sistema Acquity UPLCHSS T3, 1.8 um, 2.1 x 100 mm usando
un caudal de 0.4 ml/min. La temperatura de la columna fue mantenida a 40° C. Se usé el reactivo
AccQ-Tag Eluent A con una resistencia de 10MO.cm-1. Amonio formato al 5 mM y 0.1% (v/v) de acido
formico. Eluent B fue agua/methanol 5/95 (methanol: Biosolve 13683502 absoluto HPLC Supra
Gradiente) (v/v). Amonio formato al 5 mM y 0.1% (v/v) de acido férmico. El sistema se ejecuté por
12 min. El gradiente UPLC comenzd con 100% por A 1 min, fue aumentado linealmente a 100% B

sobre 5 min, y se mantuvo este porcentaje por 3 min.

Finalmente, la gradiente fue cambiado de 100% A a 0.5 min y equilibrado por 2.5 min antes

gue la préxima inyeccién fuera realizada. El volumen de inyeccion fue de 10 L.

5.2.4.4 Condicién MS/MS

ESI-MS/MS fue ejecutado usando multiples reacciones monitoreadas (MRM) en modo
positivo. La adquisicion fue hecha con 10 ms tiempo de permanencia. El tiempo de asentamiento y
la pausa MR fue seteada a 5 ms. El nimero de datos capturados en el peak de la lectura fue de al

menos ocho.

La ionizacion por electroscopia (ESI) fue realizada de la siguiente manera: temperatura 500°C,
cortina de gas 35 psi, fue de gas a 1 50 psi, fuente de gas 2 50 psi, voltaje de spray de ion + 4000 V y

gas de colision (nitrégeno).

5.2.5 Evaluaciones y muestreos

5.2.5.1 Determinacion del desempeiio de la etapa larval

Toda la alimentacién asignada fue pesada, como también fue pesada la larva y el sustrato
total obtenido del proceso de crianza de cada réplica por cada tratamiento.
Se calculd tres parametros de desempefio de la crianza de la larva. Los cuales se describen a

continuacion:
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La sobrevivencia de la larva se calculé como el radio del nimero de larvas finales (Larva fin)

y el numero de larvas inicial (larva in) (van der Fels-Klerx et al., 2016)

Larvas,

———x 100
Larva;, x

Sobrevivencia larva (%) =

La reduccién del alimento fue calculado como el radio del sustrato en materia seca (Sust ms)

y el total de alimento asignado en base seca (alimento ms). (Diener et al., 2009)

Sustms(9)
alimento,,s(g)

Reduccién de alimento (% MS) = <1 — )x 100
La bioconversion fue calculada como la ganancia en peso de la larva. Esto fue calculado como
la biomasa de larva obtenida en materia seca en contraste con el alimento en materia seca total

asignado (Surendra et al., 2020)

Larvapiomasa (Q)X 100

Bioconversion (%oMS) =
( % ) Alimentoms(9)

5.2.5.2 Evaluacion morfolégica del quinto instar

Las larvas fueron lavadas con un chorro de agua potable directamente desde la llave para
remover el alimento que pudiera haber quedado adherido a su cuerpo, se midi6 el peso, largo y
ancho de cada larva por cada réplica. Para asegurar que se estaba midiendo el largo efectivo de las
larvas, éstas fueron sacrificadas sumergiéndolas por dos segundos en agua a temperatura de 95+5°C.

Después, fueron secadas con toalla de papel y se remuestreo el largo y el ancho de cada individuo.

Las larvas fueron conservadas en alcohol al 70% para su posterior evaluacion morfoldgica.
Para esto ultimo se utilizé una lupa estereoscépica marca Leica EZ 4W con camara integrada CMOS
5.0 x Megapixeles y se ejecutd el software Las EZ versiéon 3.4.0 2016 de Leica Microsystems

(Switzerland) Limited. Se usé como referencia las descripciones realizadas por Bruno et al. (2020).
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5.2.5.3 Evaluacion morfolégica de la pupa

Se muestrearon, utilizando un aumento de 8x con la lupa estereoscdpica ya indicada, 30
pupas, de cada réplica, para evaluar el peso, largo y ancho. Se realizd una revisidn visual general

contrastandolo segun las descripciones realizadas por Barros et al. (2019).

5.2.5.4 Evaluacion de eclosion de pupas

La tasa de eclosion fue calculada con la siguiente formula:

Numero adultos emergidos

Tasa eclosién pupa = Namero pupas X100

5.2.5.5 Evaluacion morfoldgica del adulto

Se realiz6 una inspeccién de los individuos a través de una lupa estereoscépica marca Leica
EZ 4W con camara integrada CMOS 5.0 x Megapixeles y se ejecuto el software Las EZ version 3.4.0

2016 de Leica Microsystems (Switzerland) Limited.

5.2.5.6 Extraccion genitalia del macho

Los machos utilizados para la extraccion de la genitalia, fueron individuos que se muestrearon
una vez finalizado el periodo de apareamiento en jaula. Se disectd el quinto o sexto segmento del
abdomen (dependiendo de la muestra). Se limpid la estructura sumergiéndola en KOH al 10% vy se
calentd a 60°C por 50 minutos para observar las estructuras de la genitalia. Las estructuras fueron

comparadas con las descripciones realizadas por Fachin & Hauser (2022).

Para calcular el radio de Hembra — Macho se uso la siguiente férmula:

Numero adultos hembra

Razom hembra — Macho = —
Nuamero adultos macho

5.2.5.7 Evaluacion de fecundidad de la hembra
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Para realizar la evaluacion de la fertilidad de la hembra, se estimd el total de hembras en cada una
de las réplicas de los tratamientos y luego se contrastd con la masa total de huevos obtenidos.

Total huevos (mg)

Fecundidad de la hembra = Nimero total hembras

5.2.5.8 Evaluacion de la eficiencia de eclosion del huevo.

Para el calculo de la eclosidn de los huevos, se realizdo un muestreo del total de larvas resultantes de
la crianza. Las larvas mas el sustrato fueron colocadas en un recipiente plastico de 40 cm de diametro
con una profundidad de 18 cm para su homogeneizacién. Luego se tomé una muestrade 5+ 0,5gy
se registré el nimero y peso de larvas y el sustrato. Luego esta informacion se dividié con el numero

de huevos obtenidos.

El nUmero de huevos se obtuvo al considerar el peso 0,02557 mg por huevo (Bertinetti et al.,
2019). Asi, se tuvo el numero de huevos totales. No se hizo distincion entre huevos fértiles e

infértiles.

Numero de Larvas

Eficiencia de la eclosién de huevos = —
Numero de huevos

5.2.5.9 Evaluacion de Lufenuron

Basado en la concentracion de insecticida de dos matrices (larva y sustrato) fue calculado el

balance de masay la bioacumulacidn.

El factor de bioacumulacidn (BAF) fue calculado en materia seca (MS) y se obtuvo de la division
de la concentracion de insecticida en la larva por la concentracion del insecticida en el alimento
asignado. Valores de BAF >1 indican acumulacién en el organismo (van der Fels-Klerx et al., 2016).

Concentracion lufenuron larva (MS)
BAF =

Concentracion lufenurpn alimento (MS)
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5.3 Analisis estadistico
Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de homocedasticidad mediante el test de
Levene, luego se realizd el analisis de varianza (ANOVA), el cual fue ejecutado con un 95% de

confianza. Cuando fueron detectadas diferencias significativas, se empled el test post-hoc de Tukey

con un 95% de confianza.

Si no se cumplia laigualdad de la varianza, se ejecutd el test no paramétrico de Kruskal-Wallis

para detectar diferencias estadisticamente significativas.

Todos los test estadisticos fueron realizados con el programa R Core Team (2022).
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6 CAPITULO 3: RESULTADOS

6.1 Desarrollo de la etapa larval

El peso de las larvas evaluadas en el quinto instar se vio disminuido significativamente con
respecto al control cuando se alimenté con los tratamientos TR3, TR4, TR5 Y TR6. No hubo
diferencias significativas entre el control y el TR2 (0,069 mg/kg de lufenuron). El tiempo de desarrollo
para la deteccion de la primera pre pupa fue mayor sélo en el tratamiento con mayor concentracién
(TR6) y hubo una diferencia de 3,7 dias con respecto al control que fue al décimo dia. La
sobrevivencia de las larvas en el quinto instar se afecté con la presencia del insecticida lufenuron,

independiente de la concentracion a la cual fueron expuestos los individuos (ver Grafico 1y Tabla 2).
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Grafico 1:

BoxPlot del desempefio de la larva, peso de la larva del quinto instar, tiempo

de desarrollo y sobrevivencia de las larvas de Hermetia illucens alimentadas con los tratamientos

Control =0 mg/kg, T2= 0,069 mg/kg, T3=0,149 mg/kg, T4=0,282 mg/kg, T5=0,87 mg/kg, T6= 1,066

mg/kg de lufenuron.
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Tabla 2: Peso de la larva del quinto instar, tiempo de desarrollo y sobrevivencia de las larvas
de Hermetia illucens alimentadas con los tratamientos Control =0 mg/kg, T2= 0,069 mg/kg, T3=0,149
mg/kg, T4=0,282 mg/kg, T5=0,87 mg/kg, T6= 1,066 mg/kg de lufenuron. Letras distintas indican
diferencias significativas (Se realizé el Test de ANOVA seguido por Test post hoc de Tukey HSD;

p<0,05) Datos informados como promedio + desviacion estandar; n=3

Desempeiio de la etapa larval Desarrollo de lalarva

Lufenuron Reduccién de residuos (MS) Bioconversion (MS) Peso larvas L5 Primer larva 6to instar Sobrevivencia
[mg/kgl (%) (%) (8) Dias (%)
Control 5844 £ 2,42 a 16,28 ¢ 0,23 a 028 + 003a 1000 + 0,00b 9,55 + 106a
T2=0,069 50,98 ¢ 11,89 a 1382 ¢ 0,79 ab 028 + 004a 1000 + 0,00b 7751 + 051b
T3=0,149 4350 + 502 a 1299 ¢ 0,66 ab 026 + 004b 11,00 + 0,00b 771,76 + 317b
T4=0,282 48,55 + 2,838 a 1232 ¢ 1,50 b 026 + 004b 1000 + 1,00b 7697 t 644D
T5=0,878 4334 ¢ 88la 1295 ¢ 1,14 ab 026 + 004b 1067 + 0,58 b 7746 + 162b
T6=1,066 57,78 ¢ 4,11 a 10,80 + 2,50 b 0,25 + 004b 1367 + 058a 7537 + 993b

Sobre el desempefio de la etapa larval, la maxima reduccién de residuo se logré en el
tratamiento control con un 58% de reduccién de residuos (MS) sin embargo, no se detectaron

diferencias significativas con respecto a los otros tratamientos.

La maxima bioconversion se obtuvo en el tratamiento control obteniéndose un 16%. Sin
embargo, no hubo diferencias significativas con los tratamientos con concentracién TR2=0,069,
TR3=0,149 y TR5=0,878 lufenuron (mg/kg). Mientras que solo se registré diferencias significativas
con respecto al tratamiento TR4= 0,282 y TR6=1,066. (Tabla 2).

6.2 Evaluacion de la etapa pre imaginal

Sobre el desarrollo de la etapa pre imaginal se obtuvo que las larvas tratadas con la mayor
concentracién del insecticida (1,066 mg/kg lufenuron), el peso fue afectado significativamente (0,1
+ 0,04 g), al igual que el largo de la pupa (1,8 £ 0,26 cm). Esto también se observo en el tratamiento
TR4 = 0,282 (mg/kg lufenuron) que registro diferencias significativas (p< 0,05) con respecto al resto
de los tratamientos, el peso de la pupa fue de 0,2 + 0,03 gy el largo fue de 240,23 cm. El peso de la

pupa fue significativamente mayor que el tratamiento TR6= 1,066 (mg/kg lufenuron) (ver Tabla 3).
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Al evaluar el niumero de pupas que emergieron, se detecté una fuerte incidencia del
insecticida en el porcentaje de eclosidn de las pupas. Solo un 43,6% emergid del total de pupas en el

tratamiento TR6= 1,066 (mg/kg lufenuron) (ver Tabla 3).

6.3 Evaluacion de la etapa imaginal

Se observo en todos los tratamientos que el peso y el tamafio de las hembras fue mayor al
de los machos. El tratamiento que recibid la dosis minima (TR2= 0,069 mg/kg lufenuron) tuvo un
mejor desempefio que el resto de los tratamientos e igual o mejor que el control. El macho de este
tratamiento, registré un peso y tamafio significativamente (p<0,05) mayor que el resto de los
tratamientos (0,11 g y 1,82 cm respectivamente). Las hembras que recibieron el tratamiento con
dosis minima (TR2= 0,069 mg/kg lufenuron), registraron un tamafio del imago significativamente
mayor al resto de los tratamientos, mientras que el peso no registré diferencias significativas con

respecto al control.

El tratamiento que recibié la dosis maxima (TR2= 1,066 mg/kg lufenuron) registré que los
machos tuvieron el peor desempefio de este experimento (0,06 g y 0,1 cm). Mientras que las
hembras de este tratamiento, solo tuvo diferencias significativas en el tamafo con el control y TR2.
El peso de las hembras DEL TR6 fue el mas bajo del experimento junto con las hembras del TR5=0,878

mg/kg lufenuron (Ver Tabla 4).

Sobre la razén de hembras sobre machos se obtuvo que en todos los tratamientos, con
excepcion al TR6, hubo una mayor cantidad de hembras que machos. Solo se detecté diferencias
significativas en esta relacion cuando los adultos fueron alimentados en su etapa larval con el
tratamiento TR6 (1,066 mg/kg lufenuron), lo que sugiere que los machos sobreviven mas que las

hembras a altas dosis de lufenuron (ver Tabla 4).
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Tabla 3: Peso, tamafo y tasa de eclosion de la pupa de Hermetia illucens alimentadas con los
tratamientos Control =0 mg/kg, T2= 0,069 mg/kg, T3=0,149 mg/kg, T4=0,282 mg/kg, T5=0,87 mg/kg,
T6= 1,066 mg/kg de lufenuron. Letras distintas indican diferencias significativas (Se realizé el Test de
ANOVA seguido por Test post hoc de Tukey HSD; P<0,05) Datos informados como promedio +

desviacion estandar; n=3

Desarrollo de la pupa Tasa de eclosion

Lufenuron Peso pupas largo pupas Eclosion pupas

[mg/kg] (g) (cm) (%)

Control 0,20 0,02 a 2,10 * 0,16 a 98,20 + 0,43 a
TR2=0,069 0,20 + 0,05 a 2,10 + 0,24 a 94,80 + 2,67 a
TR3=0,149 0,20 0,03 a 2,10 * 0,18 a 92,80 + 5,02 ab
TR4=0,282 0,20 + 0,03 b 2,00 + 0,23 b 97,10 + 0,63 a
TR5=0,878 0,20 0,03 a 2,10 * 0,19 a 83,70 461 b
TR6=1,066 0,10 + 0,04 ¢ 1,80 + 0,26 ¢ 43,60 + 4,50 c

Tabla 4: Peso, tamafio y radio hembra/macho del adulto de Hermetia illucens. Alimentadas en

estado larval con los Control =0 mg/kg, T2= 0,069 mg/kg, T3=0,149 mg/kg, T4=0,282 mg/kg, T5=0,87
mg/kg, T6= 1,066 mg/kg de lufenuron. Letras distintas indican diferencias significativas (Se realizé el
Test de Kruskal Wallis seguido por Test post hoc de Tukey HSD; P<0,05) Datos informados como

promedio * desviacion estandar; n=3

Peso del adulto Tamaiio del adulto Razdn

Lufenuron Macho Hembra Macho Hembra Hembra/machos
[mg/kgl (g) (8) (cm) (cm)

Control 0,09 + 0,02 b 0,13 £ 0,02 a 1,69 + 0,12 b 1,79 + 0,08 b 1,32 + 0,18 a
TR2=0,069 0,11 + 002 a 0,13 + 002 a 1,8 + 012 a 1,87 + 0,13 a 1,26 + 0,21 a
TR3=0,149 0,08 + 0,02 c 0,10 + 0,01 b 1,66 + 0,07 b 1,71 £+ 0,08 ¢ 1,15 + 0,15 a
TR4=0,282 0,07 + 001 de 0,10 + 001 b 1,58 + 007 ¢ 1,71 + 007 ¢ 1,16 + 0,49 a
TR5=0,878 0,08 + 0,01 c 0,10 + 0,02 bc 1,66 + 0,08 b 1,68 £+ 0,10 ¢ 0,75 + 0,22 a
TR6=1,066 0,06 £+ 0,01 e 0,09 + 0,02 ¢ 1,58 + 0,08 c 1,69 + 0,10 ¢ 0,57 + 0,10 b
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6.4 Factor de bioacumulacion (BAF)

El resultado de la concentracién de lufenuron (mg/kg) obtenidos en las larvas y en el sustrato

se detalla en la tabla 5.

Se obtuvo que el factor de bioacumulacién fue menor a 1 (BAF<1) indicando que, para este
ensayo, el insecticida lufenuron no se acumula en las larvas de H. illucens. Mientras que la evaluacion

del BAF para el sustrato es menor a 1 en todos los tratamientos, con excepcién al tratamiento de

dosis maxima. El cual obtuvo un valor igual a 1.

Tabla 5

de crianza las larvas fueron alimentadas con los tratamientos Control =0 mg/kg, T2= 0,069 mg/kg,
T3=0,149 mg/kg, T4=0,282 mg/kg, T5=0,87 mg/kg, T6= 1,066 mg/kg de lufenuron. Letras distintas

indican diferencias significativas (Se realizd el Test de ANOVA seguido por Test post hoc de Tukey

HSD; P<0,05) Datos informados como promedio + desviacion estandar; n=3.

Factor de bioacumulacion (BAF) en larvas y sustrato de Hermetia illucens. En |la etapa

BAF BAF

Lufenuron Larva Sustrato
[mg/kg]

Control 0,00 + 0,00 a 0,00 % 0,00 a
TR2=0,069 0,26 + 0,01 b 0,83 % 0,21 c
TR3=0,149 0,22 0,01 b 0,44 + 0,15 b
TR4=0,282 0,28 + 0,02 b 0,67 % 0,06 bc
TR5=0,878 0,32 + 0,02 b 0,79 £ 0,11 bc
TR6=1,066 0,44 + 0,06 c 0,97 % 0,14 c

Sobre la fecundidad de la hembra, se encontré que todos los tratamientos difieren del control y

sobre los huevos que lograron ser criados se encontrd que no hay diferencias en el porcentaje de

eclosién de las larvas cuando los padres fueron expuestos al insecticida lufenuron.
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Tabla 6 Fecundidad de la hembra y porcentaje de eclosion de los huevos de Hermetia illucens.
En la etapa de crianza las larvas fueron alimentadas con los tratamientos Control =0 mg/kg, T2= 0,069
mg/kg, T3=0,149 mg/kg, T4=0,282 mg/kg, T5=0,87 mg/kg, T6=1,066 mg/kg de lufenuron. Letras
distintas indican diferencias significativas (Se realizé el Test de Anova seguido por Test post hoc de

Tukey HSD; P<0,05). Datos informados como promedio * desviacion estandar; n=3.

Lufenuron Fecundidad hembra Eclosion de huevos
huevos/hembra

[mg/kg] (mg) (%)

Control 4,31 £+ 0,27 a 71,00 £ 3,61 a

TR2=0,069 300 + 0,25 b 60,00 + 4,00 b

TR3=0,149 2,44 + 0,09 bc 58,67 4,04 b

TR4=0,282 1,91 + 0,24 ¢ 50,33 + 4,51 b

TR5=0,878 1,56 + 0,23 d 56,33 + 3,06 b

TR6=1,066 - -

- no hubo la cantidad suficiente de adultos para lograr la reproduccidn.

6.5 Daios morfolégicos

Se observaron dafios morfoldgicos en todos los estados evaluados.

En el estadio L5 se observé dafios en la capsula cefalica, principalmente en el aparato bucal,
téraxyabdomen. En el aparato bucal se observé en todos los tratamientos con excepcion del control,

dafios en la gula del tipo protuberancia ovalada y alargada de color blanco (Fig. 5D)

También se detectd una necrosis en el aparato bucal que afectd al aparato mandibular
maxilar, I16bulo ventral membranoso, prementdn, epifaringe e hipofaringe. Estos dafios sélo se
detectaron en los tratamientos TR5= 0,878 y TR6= 1,066 (mg/kg). No se observd ningun tipo de dafio

en la seccion dorsal de la cabeza de las larvas L5.

En cuanto a los tagmas toracicos y abdominal, se observé una malformacién del metatéraxy
en el primer segmento abdominal (Figs. 6E y 6F) existe una discontinuidad del segmento meta
tordcico que se fusiond con el primer segmento abdominal. Este tipo de atrofia se observé solo en

el tratamiento TR6= 1,066 (mg/kg).
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En todos los tratamientos, se observaron manchas abdominales que afectaron todos los
segmentos de forma ventral y dorsal. Se concentraron en el centro del segmento en la base de las

espinas (Figs. 6A, 6B y 6C).

En el octavo segmento abdominal de forma ventral, se observd una cicatriz concéntrica de

un area aproximada de 0,21mm? con bordes gruesos y con relieve (Fig. 6 D).

En la evaluaciéon morfoldgica realizada en las pupas, se detectaron heridas con secrecion de
liquido en el térax y abdomen en la seccién dorsal (Figs. 7B y 7F). Esto se observé solo en los
tratamientos TR4= 0,149 y TR5= 0,878 (mg/kg) lufenuron. Una herida de mayor tamafo y con una
mayor secrecion de liquido, se observé en el octavo segmento abdominal en la seccidn ventral —
pleural (Fig. 7E). Detectando este tipo de dafo en todos los tratamientos exceptuando el Control y

el tratamiento 2=0,282 (mg/kg) lufenuron.

También se registrd una lesion dorsal en el exoesqueleto con pérdida de liquido justo en la
seccion donde ocurre la apertura del exoesqueleto para la emergencia del adulto (Fig. 7A). Se

registrd en los tratamientos TR3= 0,149, TR4= 0,282 y TR6= 1,066 (mg/kg) lufenuron.

Solo en el tratamiento TR6= 1,066 (mg/kg) se observo en el octavo segmento abdominal de
forma dorsal, una cicatriz concéntrica con bordes gruesos y con relieve. Con un area de 0,203 mm?

aproximadamente, de color amarillo muy contrastante al color de la pupa.

Por ultimo, se observaron individuos muertos con ecdisis incompleta en los tratamientos

TR3= 0,149, TR4= 0,282 y TR6= 1,066 (mg/kg) lufenuron (Fig. 7 C).

En el adulto se detecté con mayor frecuencia la deformacidn del tipo encarrujamiento de las
alas en todos los tratamientos, con excepcidn al tratamiento control y al tratamiento TR2= 0,069
mg/kg (Fig. 8A). Se observé que los machos tuvieron una menor o igual incidencia de este defecto

que las hembras.

Se observo que las hembras obtenidas de la alimentacion del TR6 presentaron un abdomen
notoriamente distendido (Fig. 8F), como también, se observé mortalidad asociada a la emergencia

fallida del imago de la exuvia (Fig. 8E), en especial se observd que las alas aun no desplegadas,
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guedaron adheridas a la exuvia. Mientras que, en el macho de este tratamiento, se observd un
ejemplar con una malformacion en uno de sus flagelos. De forma de apéndice elongado y adherido

del mismo punto que el resto de los flagelémeros (Fig. 8B).

En cuanto a la genitalia de la hembra, se observd el mismo tipo de dafio. El cual consistio en
una herida liberacion de liquido en la pleura del noveno tergito abdominal. Este dafio solo se observé

en los tratamientos TR4, TR5 Y TR6.

La genitalia del macho presenté en el TR6 una herida con liberacién de liquido proveniente
de la zona pleural del noveno tergito abdominal. También, se observaron dafos en el cerco.

Detectandose ausencia ambos cercos (Fig. 9C y 9D) o la asimetria en uno de ellos (Fig. 9E).

Se realizd una agrupacion de todos los dafios observados en el muestreo en la larva, pupay
adulto y con ello se realizd un analisis estadistico (tabla 7) el detalle de la estructura dafiada en el

estado del individuo se encuentra en el Anexo 3.

Tabla 7: Dafio morfoldgico evaluados en estado de L5, pupa y adulto de Hermetia illucens, la
cual fue alimentada con los siguientes tratamientos en la etapa de crianza Control =0 mg/kg, T2=
0,069 mg/kg, T3=0,149 mg/kg, T4=0,282 mg/kg, T5=0,87 mg/kg, T6= 1,066 mg/kg de lufenuron.
Letras distintas indican diferencias significativas (Se realizd el Test de Anova seguido por Test post

hoc de Tukey HSD; P<0,05) Datos informados como promedio + desviacién estandar; n=3.

Lufenuron L5 dafio Pupas daiio Adultos dafio
[mg/kg] (%) (%) (%)
Control 0,0% a 0,0% a 0,0% a
TR2=0,069 8,7% a 0,0% a 2,7% a
TR3=0,149 3,3% a 6,7% ab 3,3% a
TR4=0,282 6,7% a 3,3% a 6,0% a
TR5=0,878 16,7%  bc 12,3% b 3,0% a
TR6=1,066 32,0% ¢ 35,7% c 24,3% b
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Figura 5.
Cabeza de la larva del quinto instar de Hermetia illucens. A: vista dorsal de la cabeza y borde

del protdrax. B: Vista ventral de la cabeza y borde del protérax. C: Vista ventral de la cabeza con
dafios en aparato bucal. D: Vista ventral de la cabeza con dafio en la gula. Abreviaciones: afc-
apotoma frontoclipeal, ant- antena, ecl- esclerito clipeolabral, ep- epifaringe, ga- galea, gmtd-
gancho mandibular tridentado, hi- hipofaringe, L-Labro, lag- I6bulo anterior de la gena, lvm- I6bulo
ventral membranoso, mdmx- aparato mandibular maxilar, pmt- palpo maxilar, poc- protuberancia

ocular, ptx- protérax, scl- sutura clipeo labral, sf- sutura frontal.
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Figura 6.

Larva del quinto instar de Hermetia illucens. A: Vista dorsal del térax y segmento abdominal
(1° al 4to) con manchas circulares en la base de las espinas. B: Vista ventral del térax y segmento
abdominal (1° al 4to) con manchas circulares en la base de las espinas. Con dafio con Lufenuron: C:
Vista ventral de los segmentos abdominales 4to al 8vo con manchas circulares en la base de las
espinas. D: Vista ventral de herida en el octavo segmento abdominal, forma circular con relieves. E:
Vista ventral de la malformacion en el primer segmento abdominal. F: Vista dorsal de malformacién

en el primer segmento abdominal.
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Figura 7.

Dafios en pupa de Hermetia illucens con lufenuron. A: Vista dorsal del térax con herida abierta en la
cuticula. B: Vista dorsal del tercer segmento abdominal con herida con hemolinfa. C: Vista ventral de
pupa con ecdisis fallida. D: Vista dorsal del octavo segmento abdominal con herida con forma circular
y con relieves. E: Vista ventral del octavo segmento abdominal con herida con hemolinfa. F: Vista

dorsal del octavo segmento abdominal hemolinfa con herida con hemolinfa.
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Figura 8.

Dafios en adulto de Hermetia illucens con lufenuron. A: Vista dorsal, alas malformadas. B:
Malformacién de la antena izquierda del macho. C: Vista ventral de la genitalia dafiada de la hembra.
D: Vista lateral de la genitalia dafiada del macho. E: Emergencia fallida del imago. F: Vista lateral del
abdomen distendido de la hembra.
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Figura 9

Genitalia del macho de Hermetia illucens. A: Vista ventral de la genitalia del macho. B: Vista dorsal
de la genitalia del macho. Con dafo con Lufenuron: C: Vista ventral de la genitalia del macho,
ausencia de cercos. D: Vista dorsal de la genitalia del macho, ausencia de cerco. E: Vista ventral de

la genitalia del macho, asimetria entre los cercos.
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7 CAPITULO 3: DISCUSION

El impacto de los insecticidas inhibidores de la sintesis de quitina tiene un efecto perjudicial
en el proceso de muda o bien al generar una formacidn cuticular deficiente. Estos compuestos, son
considerados como efectivos supresores del desarrollo del ciclo de vida de los insectos (Hammock &
Quistad, 1981; Mommaerts et al., 2006). El presente estudio determind el potencial efecto del
insecticida lufenuron, perteneciente al grupo de inhibidores de sintesis de quitina, benzoilfenil ureas,
el cual fue probado en 5 concentraciones (0,069; 0,149; 0,282; 0,878 y 1,066 mg/kg lufenuron) mas
el control (libre de lufenuron) sobre la alimentacion de las larvas de Hermetia Illlucens de 7 dias de

edad.

Los resultados presentados muestran que la mortalidad de las larvas en estado 5 (L5)
expuestas a concentraciones crecientes de lufenuron, fueron significativamente mayor respecto al
control, pero no incrementd la mortalidad con la concentracién de lufenuron empleada (ver Tabla
2). En el estado de pupa, concentraciones de lufenuron mayores o iguales a 0,878 mg/kg
(tratamiento 5 y 6) presentaron un aumento significativo en el porcentaje de pupas no emergidas
(Ver Tabla 3). Estos resultados son coherentes con lo observado en larvas de Drosophila
melanogaster (Diptera: Drosophilidae). Larvas recién emergidas (0-4 horas) fueron alimentadas con
altas dosis 0.3—-0.5 ppm de lufenuron, mostraron un efecto negativo en la sobrevivencia de las larvas,
pupas e incluso el vuelo de los adultos con la subsecuente disminucién del nimero de huevos

colectados (Wilson & Cryan 1997).

Los datos obtenidos en este ensayo indican que las concentraciones altas de lufenuron (1,066
mg/kg lufenuron), afectan significativamente el peso en los estados de larva, pupa y ambos sexos en
el adulto (Ver Tabla 2, 3 y 4). En este sentido, los resultados fueron coherentes con Tanani et al.
(2022), ya que se encontré que el peso del segundo instar de Musca domestica (Diptera: Muscidae)
presentd una disminucion significativa en el peso con respecto al control. Estos autores discuten que
los inhibidores de la sintesis de quitina como lufenuron, flufenoxuron y hexaflumuron (todos ellos
pertenecientes al grupo de BPU), perturban la acumulaciéon de carbohidratos totales, proteinas,
lipidos y colesterol en el penultimo estadio larval de M. domestica (Tanani et al., 2022). Esta
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perturbacion en la acumulacion de nutrientes en el cuerpo de las larvas pudiera explicar la
disminucion del peso en las larvas, pupas y adultos resultantes de este bioensayo. En este estudio,
la concentracion que generd diferencias significativas en los tres estados fue el tratamiento 6. Otros
investigaciones como los de Shen et al. (2018) y Wang et al. (2018), observaron que la cantidad de
carbohidratos en los insectos cambia de acuerdo a la etapa de desarrollo en la que se encuentren,
pero hay acuerdo en que los inhibidores de la sintesis de quitina afectan la acumulacién de los

carbohidratos en el organismo.

En relacidn al peso de las larvas y el tiempo de desarrollo, Khorshidi et al. (2019) investigaron
en Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) los efectos de la exposicion a insecticidas del
grupo BPU, afectan el peso de las larvas con respecto al control. De igual manera encontraron que
la duracion de la etapa larval se extiende entre 2 a 5 dias mas con respecto al control. Estos
resultados son coherentes con los obtenidos en este ensayo. El tratamiento con mayor
concentracién (TR 6), aumentod significativamente el tiempo de desarrollo en 3,7 dias respecto al
control (Ver Tabla 2). Sin embargo, se observé que, el tratamiento 2 (0,069 mg/kg lufenuron), no
registro diferencias significativas en el peso ni en el tamafio de las larvas, tampoco en el peso de las
pupas con respecto al control (Ver Tabla 2 y 3). No se observaron diferencias significativas con
respecto al control en la reduccién de residuos ni en la bioconversion (Ver Tabla 2). Ademas, se
encontré que el peso y el tamafio del adulto macho obtenidos del tratamiento 2, fue
significativamente mayor que al control y a los otros tratamientos (Ver Tabla 4). El positivo efecto de
lufenuron a concentraciones bajas, como las del tratamiento 2, puede ser atribuido a que en algunos
casos se ha observado que los insecticidas a bajas concentraciones inducen una respuesta llamada
hormesis (Calabrese & Baldwin, 2001; Guedes & Cutler, 2014; Li et al., 2023). La hormesis se describe
como respuesta bifasica de acuerdo a la dosis de un agente estresor a la que se estd sometiendo al
organismo. Dosis bajas de un estresor, como por ejemplo un insecticida, puede provocar un efecto

de estimulacién, mientras que dosis mayores son téxicas (Guedes & Cutler, 2014).

Dosis subletales de insecticidas han sido probadas en diferentes grupos de insectos (Cutler,
2013; Li et al., 2023). Pueden provocar una estimulacién en cualquier etapa del ciclo de vida en la

gue se exponga el agente estresor y puede ocurrir con cualquier tipo de ingrediente activo (Cohen,
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2006; Cutler, 2013), encontrandose que respuestas horméticas no generan una consecuencia en la
adecuacion bioldgica del insecto por lo que tampoco se verian afectadas las siguientes generaciones
(Haddi et al., 2016; Qu et al., 2015). En este ensayo se observd que el tratamiento que presento
hormesis (TR2), si afectd la reproduccion y la tasa de eclosidn de la progenie (Tabla 6). Por lo que, al

igual que lo propuesto por Cutler & Guedes (2017), este fendmeno debe seguir siendo investigado.

Por otro lado, se ha documentado que la exposicion a concentraciones subletales de
insecticida, provocan una reduccion en la longevidad y fecundidad de adultos y ademas, afectan la
viabilidad de los huevos producidos, lo cual tiene un efecto transgeneracional para la especie (Vianna

et al., 2009; Costa et al., 2014).

7.1 Dafos morfolégicos

Los dafios morfolégicos encontrados en las larvas L5 y en el estado de pupa fueron
significativamente mayor con respecto al control cuando se les asignd una dieta mayor o igual a
0,878 mg/kg de lufenuron. Mientras que, en el estado adulto de la especie, solo se encontraron
diferencias significativas cuando se alimentd con una dieta a una concentracién igual a 1,066 mg/kg

de lufenuron.

Fonseca et al. (2015) probd en Diatraea flavipennella (Lepidoptera: Crambidae), una dosis
subletal de 4,04 mg lufenuron/L aplicado en la dieta de larvas de 10 dias, observandose que esta
concentracion, la mas baja probada en este ensayo, provocd dificultad para moverse de los
individuos y ademas, diversas deformaciones morfoldgicas en las larvas tales como: muda
incompleta, retencion de exuvia y burbujas de aire o liquido en la zona cefélica. Lo descrito tiene

semejanza con las deformaciones encontradas en este ensayo en las larvas de H. illucens (Fig. 5).

En la especie Ephestia figulilella (Lepidoptera: Pyralidae), el modo de aplicacién de lufenuron
fue distinto al descrito por Fonseca et al. (2015) . Se rocio el insecticida Match™ % 50 EC de Syngenta
Crop Protection, en concentraciones de 500, 750, 1.000, 1.250 y 1.500 mg/I de lufenuron en el Gltimo

estadio larval de la especie. Se reportd que ademas de detectar mortalidad de individuos, se
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encontré malformacion en estos. Las larvas tratadas presentaban una coloracion oscura en la parte
distal del abdomen y ademas, éstas no eran capaces de alimentarse por lo que terminaban
muriendo. También se registréo malformacion en las pupas y adultos deformacidn coloracién oscura

(Khajepour et al., 2012).

En este bioensayo se usaron concentraciones muy por debajo a las descritas por Fonseca et
al. (2015) y Khajepour et al. (2012). No obstante, los dafios descritos son similares a lo observado en

los estados de larvas y pupas.

Los dafnos morfoldgicos observados en los adultos (Fig. 8 y 9), se podria asociar al hecho que
los insectos holometabolos poseen discos imaginales indiferenciados invaginados hasta que ocurre
la muda de preimaginal a imaginal. Es en ese momento que ocurre la evaginacion y se desarrollan
patas, alas y otras estructuras del adulto. Cualquier desbalance en la homeostasis hormonal puede
generar una interrupcion o crecimiento anormal de las etapas de crecimiento (Dhadialla et al., 1998;
Nation, 2022). Sierras & Schal (2020) realizaron estudios con insecticidas reguladores del crecimiento
que interfieren en la formacién de quitina, como por ejemplo los del tipo analogos de la hormona
juvenil Cimex lectularius y Cimex hemipterus (Hemiptera: Cimicidae) (chinches de cama). Los
resultados muestran una melanizacion de la cuticula de los individuos tratados con este tipo de
insecticidas. Mientras que en estudios de Bennett & Reid (1995 como se cité en Sierras & Schal,
2020) desarrollados en Blattella germanica (Blattodea: Blattellidae), el insecticida hydroprene,
perteneciente al grupo quimico analogos de la hormona juvenil, causa melanizacién y deformaciones
en apéndices externos, como genitalia, antenas y alas. En los tejidos internos se observo dafios en

ovarios y vesicula seminal.

Dhadialla et al. (1998) estudiaron los efectos de insecticidas no esteroidales antagonistas a la
ecdisona, sobre la especie Spodoptera eridania (Lepidoptera: Noctuidae). Las larvas al ser sometidas
al insecticida RH-5849, extruyen sus intestinos traseros sufriendo pérdida de hemolinfa y liquido de
muda, provocando la desecacion y finalmente la muerte de los individuos tratados. Similares efectos
se han reportado con este tipo de insecticidas en larvas de lepidopteros (Wing et al., 1988) y larvas

de coledpteros (Monthean & Potter, 1992). Lo descrito, es comparable con lo observado en este
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bioensayo. La muerte de adultos con deteccion de herida con liberacion de liquido en la pleura del

noveno tergito abdominal (Ver Fig 8: Cy D).

Cabe mencionar que en la zona distal del abdomen se concentraron dafios conspicuos como

en la Figura6: Cy D; Figura7: C,Dy E; Fig 8: Cy D.

Finalmente, los dafios observados en este estudio relacionado a la genitalia (Fig. 8) puede
explicar en cierta medida la disminucion en la fecundidad de la hembra, pues dafos en la genitalia
de la hembra y alteraciones en la formacién del cerco del macho fueron observados (Fig. 9). Sin
embargo, es necesario investigar el dafio que provocaria el lufenuron en los tejidos internos en el
adulto, como por ejemplo en los ovariolos o en los testiculos. Es cierto que se observaron dafios en
la genitalia, pero de acuerdo a lo obtenido en la Tabla 7, sélo hubo diferencias significativas

relacionadas con los dafios morfoldgicos entre el control y el tratamiento 6 (1,066 mg/kg lufenuron).

7.2 Bioacumulacion

Las concentraciones de lufenuron encontradas en las larvas fue menor a la concentracion
administrada en la dieta de las larvas de H. illucens (anexo 1). Lo que indica que la bioacumulacién
en las larvas no ocurrié (Tabla 5). Este resultado es concluyente a lo reportado por Meijer et al.,,
(2021) y por Purschke et al., (2017). Larvas de H. illucens alimentadas con concentraciones bajo el
LMR de los insecticidas: Clorpirifos, Propoxur, Cipermetrina, Imidacloprid, Spinosad y Tebufenozide;
obtuvieron un factor de bioacumulacién en las larvas menor a 1 y se propone que no hay riesgo de
usarlas como producto. Sin embargo, ambos autores advierten sobre el uso de alimentos con estos

insecticidas podria afectar el crecimiento y la sobrevivencia de las larvas.

En este estudio se obtuvo que la concentracidon encontrada en el sustrato (frass) fue mayor
a la administrada en la dieta cuando se usé la concentracién de 1,066 mg/kg lufenuron (Ver Anexo
2). Lo que podria indicar que las larvas estarian excretando el insecticida y que este queda en el
sustrato. Es importante mencionar que el sustrato que genera las larvas de H. illucens es considerado

fertilizante y es parte del modelo de negocio de economia circular (Fowles & Nansen, 2020). Se
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deben realizar estudios sobre el uso de los sustratos generados por las larvas de H. illucens, cuando
son alimentadas con trazas de insecticidas como el lufenuron. No se conoce si el ingrediente activo
mantiene la efectividad del insecticida vy, si este, podria dafiar a la microfauna y/o artrépodos

presentes en el suelo.

Acerca de la estrategia usada en el tratamiento 4, de administrar alimento con lufenuron
durante el 60% del tiempo de crianza y luego administrar alimento sin lufenuron. No registro
diferencias significativas al tratamiento 3 con respecto a: la reduccién de residuo, bioconversion,
peso de la larva L5, sobrevivencia, tasa de eclosidn de la pupa, radio macho: hembra, BAF,
fecundidad de la hembra y eclosién de los huevos (Tabla 2, 3, 4, 5 y 6). Lo que sugiere que una vez
que las larvas ingieren el insecticida se genera el dafio y que el individuo no es capaz de recuperarse

en los siguientes estados ni en la siguiente generacion.

El ensayo presentado es el primero en estudiar el dafio provocado en la larva, pupa, adultoy
progenie cuando el insecticida lufenuron es administrado en la dieta de las larvas de Hermetia
illucens. Se realizd un andlisis a los parametros productivos necesarios para la crianza en cautiverio
con fines econdmicos de la especie, ademas se realizd una evaluacion entomoldgica de los dafios
morfoldgicos detectados y por ultimo se realizd un balance cuantitativo de lufenuron a través de
cromatografia liquida (UPLC) para asi poder calcular la bioacumulacion del insecticida en las larvas y

en el sustrato.

Se han realizados otros estudios enfocados a la bioacumulacion de insecticidas y a la
inocuidad de los subproductos que pudiera generar las larvas de Hermetia illucens cuando consume
algun tipo de insecticida en la dieta (E.g Hoek-van den Hil et al., 2022; Li & Bischel, 2022; Meijer et
al., 2021; Purschke et al., 2017). Pero ninguno de los estudios mencionados tuvo dentro de sus
objetivos analizar los estados siguientes a la larva L5. Lo cual se puede deber a que comercialmente
los criaderos de esta especie realizan la cosecha de la etapa de engorda de la larva en este estadio.
Por lo que quizas, no es de interés comercial estudiar las siguientes etapas del ciclo de vida de la
especie, pero si es muy importante conocer los consecuentes dafios que pudieran ocurrir en el ciclo

de vida de la especie al estar en presencia de un insecticida como el lufenuron.
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La informacidn presentada indica que el lufenuron causa efectos en el desempeiio de la larva
como reductora de residuos y en la sobrevivencia de los individuos. Ademas, causa dafios severos
en el desempeno de los individuos cuando son destinados a reproductores ya que existen dafios
morfoldgicos que afectan a la reproduccién y fertilidad de la hembra. Siendo detectado incluso dafos
transgeneracionales al evidenciarse danos en la eclosion de los huevos de la progenie. Estos factores

pueden ocasionar profundos dafios a la colonia de H. illucens.

Es aconsejable realizar nuevos estudios de los efectos del insecticida BPU, como el lufenuron,
sobre las rutas metabdlicas que usan los insectos, como H. illucens, para enfrentar este tipo de
sustancias u otros agentes. Ademas es recomendable investigar el sustrato que generan las larvas
cuando son alimentadas con un insecticida como el lufenuron. No se conoce si la efectividad del

insecticida se mantiene o disminuye al ser ingerido y excretado por las larvas.
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9 ANEXOS |

Resultados del analisis de concentracion de lufenuron en dieta, larva y sustrato (excreta de larva mas
residuo de dieta) en (mg/Kg).
Promedio y desviacion estandar (n=3).

Analisis de lufenuron

Analisis de lufenuron

Analisis de lufenuron

en en Sustrato

Tratamiento Dieta administrada Larva (mg/Kg)
(mg/Kg) (mg/Kg)

TR1 0 0 0
TR2 0,069 0,024 + 0,001 0,138 £ 0,036
TR3 0,149 0,044 + 0,001 0,161 + 0,067
TR4 0,282 0,107 £ 0,012 0,481 + 0,041
TR5 0,878 0,392 + 0,042 1,642 £ 0,169
TR6 1,066 0,622 + 0,099 2,450 +0,233
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10 ANEXOS I

Resultados del analisis de concentracion de lufenuron en dieta, larva y sustrato (excreta de larva mas
residuo de dieta) en (mg/Kg). Resultados entregados en base seca.
Promedio y desviacion estandar (n=3).

Analisis de lufenuron

Analisis de lufenuron

Analisis de lufenuron

en en Sustrato

Tratamiento Dieta administrada Larva (mg/Kg)
(mg/Kg) (mg/Kg)

TR1 0 0 0
TR2 0,230 0,060 £ 0,002 0,190 + 0,049
TR3 0,498 0,111 + 0,003 0,218 + 0,077
TR4 0,940 0,261 + 0,023 0,625 + 0,059
TR5 2,927 0,947 + 0,069 2,300+0,310
TR6 3,553 1,561 + 0,207 3,443 £ 0,508
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11 ANEXOS liI: Detalle del tipo de daiio en larva L5, pupa y adulto

40%
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12 ANEXOS liI: Detalle del tipo de daiio en larva L5, pupa y adulto
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® No termina de pupar
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13 ANEXOS liI: Detalle del tipo de daiio en larva L5, pupa y adulto

Dano en adulto
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