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1 RESUMEN

La comunicacién es una cualidad innata de todo ser vivo y se produce debido a la
necesidad de relacionarse tanto con su entorno fisico, en el que vive en comunidad, como
con su entorno bioldgico. El proceso de comunicarse es imprescindible para el desarrollo
normal de la vida, ya sea para alimentarse, reproducirse, entrar en contacto con otros seres
vivos o eludir la depredacién por parte de otro organismo.

Basandonos y tomando de premisa esta idea, este Trabajo Fin de Grado se apoya
en el uso de los ultrasonidos, modulados tanto en AM como en FM para el estudio y analisis
del comportamiento en organismos vivos. Estamos ante una linea bastante novedosa, ya
gue nunca antes se han realizado ensayos de tales caracteristicas en organismos vivos,
por lo que partimos sin referencias previas.

Este Trabajo Fin de Grado esta compuesto de dos partes bien diferenciadas:
e Bioensayo de ovoposicion en Ceratitis Capitata (Mosca de la fruta).
e Bioensayo con Rhynchophorus ferrugineus (Picudo de la palmera).

Nos apoyaremos para la consecucion de los objetivos propuestos en dos campos
bastante diferentes entre si, como son el de las Telecomunicaciones y el de la Quimica.
En esta linea, se proporciona una metodologia basada en ensayos no destructivos. Es
decir, aplicamos sefiales de excitacion en el rango de frecuencia de los ultrasonidos para
obtener un patrén de comportamiento y asi poder enfocarlos al control de plagas pudiendo
repelerlos, atraerlos o aturdirlos.

Ademds, se llevara a cabo una evaluacion estadistica comparativa, para asi
conseguir caracterizar los efectos y comprobar si realmente son significativos y de esta
forma considerar esta técnica como una solucion dentro de las tantas que existen

actualmente para el combate de las distintas plagas que aqui se estudian.
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2 INTRODUCCION

2.1 Comunicacion Quimica

Hay un tipo de comunicacion que todos los seres vivos tenemos en comun desde
el origen de la vida: comunicacién quimica o semioquimica. Distintas sefiales quimicas son
utilizadas para revelar y enviar informacion de nuestro estado o para informar a otros
organismos gue tienen que cambiar de conducta. Solo existe una condicion para que esta
comunicacion se pueda llevar a cabo y es que exista un emisor capaz de mandar
informacién y un receptor que sepa interpretarla. La comunicacion quimica es el primer
paso gque los organismos vivos establecen para comunicarse.

Esta introduccién nace de la necesidad de realizar una breve presentacién a los
semioquimicos y su clasificacibn ya que no dejan de ser compuestos quimicos que
intervienen de alguna u otra forma en la vida de los insectos y a cémo hacen posible la

interaccion y comportamiento gregario en los insectos que estudiamos en este trabajo.

2.2 Semioquimicos

Los semioquimicos son los compuestos quimicos implicados en la comunicacién
entre insectos (Howse, 1998) [12]. Es un término usado para una sustancia que incluye un
mensaje determinado y orienta el comportamiento de estos.

Las variedades y funciones que pueden desempefar los semioquimicos ha hecho
necesario definir los tipos mas comunes:

1. Feromonas: sustancias que intervienen en la comunicacion e interaccion de
una misma especie.

2. Aleloquimicos: sustancias quimicas liberadas por un organismo que ejercen
efectos conductuales o fisioldgicos, por lo general desfavorable, en otro
organismo. Suelen involucrar a organismos de distintas especies.

En la Figura 2.1 se ilustran las distintas clases de semioquimicos, de las que

pasaremos a dar una pincelada en el siguiente epigrafe de este documento.

Semioquimicos Tipos

Inductoras ~ De alarma, sexuales, agregacion...
Feromonas
Primarias De maduracidn sexual, desarrollo...

Kairomonas Benefician al receptor

Alomonas Benefician al emisor
Aleloguimicos

Sinomonas Benefician a ambas

Antimonas Mo benefician a ninguno

Figura 2.1 Categorias de semioquimicos
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2.3 Clasificacion de los semioquimicos

2.3.1 Feromonas

El término feromona hace referencia a las sustancias que un animal segrega y que
provocan una reaccion o comportamiento especifico en un miembro de la misma especie
[12]. Podriamos extendernos hablando de los distintos tipos en los que se subdividen las
feromonas —inductoras y primarias—, pero nos vamos a centrar principalmente en las
feromonas inductoras que son las que nos interesan ya que son las que usaremos para
realizar el bioensayo del picudo rojo.
2.3.1.1 Feromonas sexuales

Sustancia quimica producida por las glandulas sexuales de algunos organismos
Vivos para atraer a otro de distinto sexo con el fin Gltimo de originar una conducta como la
orientacion, copulacion entre individuos de la misma especie entre otros. Son emitidas
generalmente por las hembras para atraer a los machos e indicarles que estan disponibles
para la cépula.
2.3.1.2 Feromonas de alarma

Algunos seres vivos son capaces de segregar una feromona para comunicar a otro
miembro de su misma especie que existe algun tipo de peligro. Estas feromonas emitidas
van a orientar y modificar la pauta de comportamiento entre individuos de la misma especie.
2.3.1.3 Feromona territorial

Se utiliza para marcar la frontera del territorio de un determinado organismo vivo.
En perros y gatos, por ejemplo, estan presentes en la orina, que se deposita en distintos
puntos y que sirven para marcar el perimetro del territorio que se quiere reivindicar.
2.3.1.4 Feromona de camino

Es bastante usual en los insectos con comportamientos gregarios. Por ejemplo, las
hormigas marcan su camino con estas feromonas, que son hidrocarburos volatiles. Estas

siguen el rastro dejado por la feromona y les sirve como una guia para volver al nido.

2.3.2 Aleloguimicos

Son diversas sustancias que operan entre organismos o miembros de especies
distintas. La agricultura ecoldgica hace un buen uso de este tipo de sustancias ya que
sirven para proteger los cultivos del asedio de algunas plagas de insectos mediante el
método de intercalar plantas aromaticas dentro del cultivo [14].
2.3.2.1 Alomonas

Una alomona es una sustancia quimica que produce o adquiere un individuo y, al
entrar en contacto con individuos de otra especie, provoca en su receptor un

comportamiento o una reaccion fisiol6gica adoptiva favorable al organismo emisor.
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Cuando un organismo vegetal emite una alomona, resulta beneficiada puesto que
reduce la posibilidad de que un herbivoro o polifago pueda utilizar esa planta como fuente
de alimento, ya que lo repele, evitando la alimentacion o la oviposicion, e impide su
desarrollo, entre otros efectos, por el cual las alomonas actian como defensas quimicas
naturales contra los herbivoros [13].
2.3.2.2 Kairomonas

Son una clase de compuestos que son ventajosas para el receptor. El término
"kairomona" se deriva de la palabra griega "kair6s", que significa "oportunista” (Nordlund et
al. 1981, 18). Kairomonas benefician a muchos depredadores e insectos, por ejemplo, guiar
a sus presas o insectos potenciales receptores. [13]

Los volatiles de plantas son de principal importancia en la seleccién de huéspedes
por parte de muchos insectos fit6fagos. Este comportamiento esta condicionado por las
kairomonas propiamente dichas, pero también se ha encontrado que la inhibicién o
atraccion hacia especies hospedantes puede estar determinada por la existencia en el
medio de sustancias volatiles procedentes de especies no hospedantes. [15]

La dispersién de Kairomonas por parte de la planta beneficia al insecto porque lo
orienta hacia ella, o induce su alimentacion u oviposicién, entre otros beneficios. Como
podremos ver mas adelante en el caso de las palmeras, ya que una simple herida puede
provocar una liberacion de kariomonas que son capaces atraer al picudo rojo y romper las

barreras de la propia palmera, acabando asi con ella.

2.3.2.3 Sinomonas

Es un aleloquimico perteneciente a la propia fisiologia de un organismo y que
cuando entra en contacto con un individuo de distinta especie provoca en el receptor
comportamiento que es adaptativamente favorable para ambos organismos 1y 2. (Dicke y
Sabelis, 1989).

13



3 MOTIVACION DEL ESTUDIO

Este proyecto emerge de la necesidad de crear un nuevo camino, o un inicio al
menos, al inconveniente de las plagas y sus consecuencias negativas tanto en ambitos
biol6gicos como econémicos, intentando repeler las plagas sin necesidad de pesticidas, lo
gue ayudard al medio ambiente y evitara asi la contaminacion del mismo. La hipétesis
general de partida es que las sefales ultrasonicas afectan en mayor o menor medida al
comportamiento de los insectos previamente seleccionados. Por ende, nos centraremos
en dos plagas de gran interés internacional como son la del picudo rojo en palmeras y en
mosca de la fruta en cultivos fruticolas.

El picudo rojo o Rhynchophorus ferrugineus y la mosca mediterranea de la fruta o
Ceratitis capitata (Wiedemann) son importantes plagas que golpean nuestro ecosistema,
produciendo numerosos dafios econémicos e importantes dafios a plantas cultivadas. A
pesar de que se intenta detener esta situacion, los medios empleados no resultan efectivos,
ya que, puesto gue la mayoria son pesticidas o semioquimicos, no acaban con las plagas,
sino gque perjudican las cosechas.

La lucha quimica muchas veces es en vano. Es por ello por lo que se intentan
estudiar o plantear otro tipo de alternativas al uso de semioquimicos perjudiciales que
dafian gravemente el entorno biol6gico, para intentar reducir los impactos o efectos
negativos que tendrian en éste, como pueden ser las técnicas ultrasénicas —entre otras—
gue son practicamente inertes al medio, son capaces de llegar a todos los lugares y no
provocan dafio por donde se propagan.

A pesar del uso de productos quimicos o pesticidas, alrededor de un 35% de los
cultivos mundiales son destrozados debido a distintos tipos de plagas, algunas bastante
agresivas, que ocasionan graves problemas econémicos a escala mundial. Se trata de un
problema del que no existen armas efectivas para combatirlo. Aunque también hay que
decir que el efecto econémico varia segun qué plaga sea con lo que es bastante
complicado medir con precisién los efectos econémicos que puede tener una plaga sobre
un determinado cultivo.

El picudo rojo es, a dia de hoy, uno de los insectos mas dafiinos para las palmeras
en todo el mundo, ya que la invaden y solo la abandonan cuando ya no queda apenas
tejido vegetal para alimentarse.

La afeccion de este insecto supone un peligro para la conservacion de la especie,
ya que producen dafios que no son visibles a simple vista y perjudica principalmente a
especies de la familia Chamaerops humilis y la palmera de Canarias, Phoenix canariensis
asi como a las palmeras datileras, Phoenix dactylifera, entre otras. Estos dos tipos de

palmeras se encuentran entre las mas utilizadas como plantas ornamentales en jardineria.
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Por otro lado, tenemos a la mosca de la fruta, otra plaga también bastante peligrosa
ya que ataca a todos los cultivos que disponen de frutos, entre los que hay que destacar
los citricos, los frutales y la vid. El problema es que puede reproducirse facilimente, y ello
puede conllevar a tener una poblacién abundante a lo largo de todo el afio.

Este tipo de plagas son bastante preocupantes ya que suponen un aumento en los
costes de produccion por los gastos que llevan en prevencion y en su tratamiento como
para su posterior eliminacién. Ademas las pérdidas por productos que no pueden ser
comercializados debido a su infeccién pero sobre todo a que esto afecte a todo el cultivo
lo que supondria un desastre econémico, como ya hemos comentado con anterioridad.

Estudiaremos el comportamiento que tienen los insectos para ver cual es la forma
mas efectiva para combatirlos, si existiera, a parte de las bandas de frecuencia y
modulacion a las que son mas vulnerables este tipo de organismos, basandonos en
herramientas tan Gtiles como la electroantenografia.

Para poder estudiar el comportamiento lo que vamos a realizar son distintos
bioensayos. Ademas tenemos que cumplir una serie de requisitos en el laboratorio para su
puesta a punto, ya que si el bioensayo no se desarrolla en condiciones éptimas, estos
experimentos no serian nada fiables. Por ello pasamos a describir en que consiste.

Los bioensayos son experimentos que se realizan bajo determinadas condiciones
de laboratorio con el deseo de evaluar cualitativa y cuantitativamente el efecto que
excitaciones externas (en nuestro caso sefiales de ultrasonidos) producen sobre los
distintos organismos vivos seleccionados.

En esta linea, nos vamos a centrar en estudiar y realizar bioensayos de dos tipos
de insectos de dos familias distintas, dipteros y coledpteros:

e Analisis y estudio del comportamiento en Rhynchophorus ferrugineus o
picudo rojo.
e Bioensayo de oviposicién de mosca de la fruta o Ceratitis capitata para ver

de qué forma afectan los ultrasonidos en mortalidad, fecundidad y fertilidad.
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4 OBJETIVOS

La hipétesis general de trabajo es el estudio de la intercepcion entre los impulsos
generados por la estimulacion simultanea de quimioreceptores y mecanoreceptores. La
variable a estudio es el comportamiento aunque también nos basaremos en la sefial
electroantenografica. La electroantenografia (EAG) es una técnica registran los cambios
de potencial eléctrico (AmV) entre los extremos de la antena, que resultan de una
estimulacion quimica, suministrando asi informacion sobre la sensibilidad y especificidad
de los receptores olfatorios a las moléculas quimicas (Schneider, 1957; Schneider et al.,
1977).

En nuestro estudio, intentamos confirmar investigaciones previas relativas a la
interaccion entre sefiales acusticas y quimicas, en concreto el principal objetivo es,
confirmar si los rangos de frecuencia que mas interfieren las sefiales quimicas en el caso
de Dipteros, también lo son en el caso de otros oOrdenes tales como Coleopterae y
Lepidoptera.

Los objetivos de este Trabajo fin de Grado, son los siguientes:

1. Estudio EAG de semioquimicos del insecto obijetivo.

2. Se buscaran patrones de sefial que sirvan para repeler, atraer o aturdir a
estos insectos.

3. Se grabaran los ultrasonidos que ésta genera, analizandolos e intentando
asociarlos a diferentes contextos.

4. Estudio de comportamiento que comprende dos partes diferenciadas:

a. Estudio de la interacciéon entre los ultrasonidos modulados y el
comportamiento de especies de dos familias distintas: Diptera y
Coledptera.

b. Incidencia de la radiacién ultrasonica sobre fertilidad, mortalidad y
emergencia del diptero Certatitis Capitata. Estudio de inocuidad del

entorno de insectos no objetivo.
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5 CERATITIS CAPITATA

5.1 Introduccion

Dentro de los dipteros, la familia Tephritidae, es la mas peligrosa debido a que es
la que ocasiona mayor numero de dafios, en términos econdémicos y de produccion, en
especies frutales. De ahi el nombre coloquial que se le ha dado a esta familia de dipteros
mejor conocida como mosca de la fruta.

La mosca mediterrdnea de la fruta o Ceratitis capitata (Wiedemann) es una
importante plaga que ataca a plantas de 55 familias. Entre ellas se encuentran importantes
especies cultivadas como albaricoque, pimiento, caqui, ciruela, pera, o citricos. En 2001 el
bloqueo a la exportacibn de clementinas espafolas por EE.UU. ocasioné pérdidas
econdmicas que podrian haber alcanzado, segun algunas fuentes, los 300 millones de
euros. De ahi que capte la atencion de investigadores de todo el mundo pero en particular
de los investigadores de paises que sufren esta terrible plaga.

Este insecto es un diptero cuyo origen se encuentra, muy probablemente, en el
Africa Centro-oriental, aunque las rutas de comercio global abiertas por el hombre la han
convertido en una especie bastante extendida internacionalmente.

Al ser una especie que esta presente en multitud de areas geogréficas, y que en
cada una de estas haya una variedad especial, no ha impedido que cientificos e
investigadores de todo el mundo hayan acercado posturas para intentar obtener soluciones
comunes que permitan enfrentar este tipo de plagas.

La gran variedad de géneros y especies y el tipo de dafio que causan, constituyen
ademas uno de los factores que limitan en mayor grado la movilizacién y el comercio de
fruta fresca por las restricciones que imponen los paises que se encuentran libres de la
plaga. (Malavasi et al. 1980, citado por Martinez, 1998)[1]

El intercambio de conocimientos, expertos, y demas factores han propiciado
grandes avances en la lucha. Gracias a toda esta sinergia el esfuerzo se ha visto
recompensado con un éxito parcial y un futuro claramente esperanzador.

Espafia, al ser un pais de clima mediterraneo y también por su privilegiada situaciéon
geografica se ha visto sacudida por la severa acciéon de este tipo de plagas en campos y
cultivos fruticolas, llevando a ello una bajada del indice de produccion bastante
preocupante. Ademas afectando en gran medida a las exportaciones que son llevadas a
cabo desde nuestro pais ya que algunos paises han puesto sus propias barreras
fronterizas, en términos de tolerancia y en inspecciones fitosanitarias para impedir que este

tipo de plagas sigan extendiéndose de esta forma tan peligrosa.
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Concretamente, insectos tan peligrosos como Dacus oleae Gmel, o «mosca del
olivo» (Figura 5.2) que afecta fundamentalmente al cultivo del olivo en la cuenca
mediterrdnea, Rhagoletis cerasi L, 0 kmosca de la cereza » (Figura5.3) ademas de Ceratitis
capitata (Wiedemann) (Figura 5.1), en la actualidad practicamente cosmopolita, son 3 de
las figuras mas representativas de esta familia que son conocidas desgraciadamente por
los dafios que ocasionan.

Figura 5.1 Ceratitis Capitata Wied. Figura 5.2 Dacus oleae Gmel.

Figura 5.3 Rhagoletis cerasi L.

Ceratitis capitata es la especie mas polifaga y la que presenta un area de
distribucion mas extensa, resultando, por tanto, la especie de mayor importancia
econdmica y la cual ha sido uno de los insectos seleccionados para trabajar e investigar
sobre ella en este trabajo fin de grado.
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5.2 Distribucion geografica

Como ya hemos comentado, Ceratitis capitata es considerada una especie bastante
cosmopolita, a ello ha contribuido la ayuda del hombre (de forma involuntaria) debido al
transporte de productos de un pais contaminado a otro.

Partiendo de la zona Africana de donde es originaria, se extendi6 de forma
indiscriminada a todos los lugares, no solo de climas calidos sino a zonas con climas
templados ademas de clima tropicales y subtropicales del mundo, estando solo ausentes
en zonas de clima polar. De esta forma la podemos encontrar ocupando zonas del sur y
del este de Africa y Madagascar, practicamente toda Europa meridional y norte de Africa,
(de ahi la denominacion inglesa de “Mediterranean Fly”). También se puede encontrar en
el este de la India, Nueva Zelanda, Argentina, Centroamérica, también en las Bermudas,
Canarias, Azores e islas Hawai. Actualmente, el insecto se encuentra ampliamente
distribuido en América del Sur, con la excepcion de Chile, entre otros paises, tal y como
podemos ver en la siguiente imagen (Figura 5.4)

. .ﬂ-.mp:iiamerlte distribica . Fethotada sin confrmar
- < Pardalmente digribuida @ No reportada C )

Figura 5.4 Distribucion geogréfica de Ceratitis Capitata.

Se ha reportado su presencia, pero no se ha logrado establecer en paises
como: Alemania, Bélgica u Holanda, entre otros, ya que estos paises poseen un clima
oceanico, con inviernos y veranos frescos, lo cual es poco favorecedor para que estos
insectos puedan establecer colonias.

En nuestra peninsula se distribuye por toda la zona sur y regiones mediterraneas,
alcanzando en condiciones bastante propicias regiones situadas mas profundas.

Este insecto, dandose las condiciones propicias, tiene un alto indice reproductor.
Posee gran adaptabilidad alimentaria y ademas la casi ausencia de enemigos naturales
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explican su enorme expansion alcanzando asi un poder altamente destructivo al pasar de
plantas silvestres hospedantes como el café (coffea ardbiga L) a los cultivos fruticolas
cultivados por la mano del hombre. [1]

5.3 Ciclo biologico
La mosca de la fruta es un insecto que posee un tipo de desarrollo holometabolo,
es decir, es un tipo de desarrollo caracteristico de los insectos en el que se suceden todas

las fases de desarrollo bilégico posibles, como se puede ver en la siguiente figura:

Figura 5.5 Ciclo bioldgico de Ceratitis Capitata.

En la figura 5.5 contemplamos graficamente, los procesos bioldgicos por los que
pasa este insecto que como se puede advertir, presenta una metamorfosis completa.

Todas las moscas de la fruta se reproducen rapidamente, sin embargo, los rituales
de apareamiento varian desde danzas intricadas al control territorial hasta al tradicional
vuelo nupcial, donde el macho simplemente fecunda a la hembra. [3]

El ciclo de vida de la mosca de la fruta se inicia con la oviposicién, cuando las

hembras ya en estado biolégico de adultas ovipositan (Figura 5.6).
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Figura 5.6 Mosca de la fruta ovipositando.

5.3.1 Huevo

Con forma eliptica, de color blanco perla recién puesto (Figura 5.7) para luego
amarillearse después. Su tamafio suele ser menor de 2mm, usualmente del orden de un
grano de arroz. Estos huevos son generalmente puestos en trozos de fruta o materia
organica azucarada que las hembras perforan con su oviscapto para introducirlos y que
queden dentro. Suelen escoger estos sitios debido a que tienen los suficientes alimentos
para brindarles una fuente de alimentacion fija después de dejar el cascaron, asi como

proteccion frente a especies depredadoras.

Figura 5.7 Huevos de Ceratitis Capitata.

5.3.2 Larva

La larva (Figura 5.8) tiene forma alargada y mide 10 mm de longitud. Es de color
blanco o blanco amarillento y tiene un periodo de duracion de 6 a 11 dias para alcanzar su
completo desarrollo. En este estado del ciclo biolégico, las larvas ya poseen antenas y
papilas sensitivas. Conforme crecen y se alimentan, van desarrollando una especie de
galerias dentro del propio fruto que al oxidarse producen la proliferacion de bacterias y

otros microorganismos, provocando la pudricién del fruto en cuestion. (Figura 5.9)
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Figura 5.8 Larvas de Ceratitis Capitata Figura 5.9 Devaluacién de la calidad del fruto.

5.3.3 Pupa

Terminada ya la Ultima muda, se desarrolla un proceso con multitud de
transformaciones en el cuerpo del insecto, en la que culminaran con la consecucioén de la
fase adulto. Cuando éste emerge el pupario se abre de manera transversal y permanece

durante 6 dias aproximadamente en este estado. (Figura 5.10 y Figura 5.11)

Figura 5.10 Pupa de Ceratitis. Figura 5.11 Pupas en el suelo.

5.3.4 Adulto

El adulto mide aproximadamente unos 6-8 mm de longitud, con ojos bastante
apreciables y bien pigmentados, térax pardo o gris claro con manchas negras y abdomen
marcado, portando una tonalidad definida. El primer par de alas, bien desarrollado, esta
suficientemente capacitado para permitir el vuelo sostenido, y continuo, que permite a estas
moscas desplazamientos importantes, a veces de muchos kildmetros de recorrido.

La hembra posee un abdomen en forma conica terminando en un fuerte oviscapto

(Figura 5.12) en el que se insertan abundantes sedas sensoriales amarillas y negras. El
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macho (Figura 5.13), algo mas pequefio, se caracteriza por poseer sobre la frente dos
largas sedas que culminan en una paleta romboidal. Y en la figura 5.14 podemos apreciar
el apareamiento de moscas de la fruta.

Figura 5.13 Macho Ceratitis Capitata.

5.4 Comportamiento

Después de un tiempo, la mosca ya adulta emprende el vuelo, ya que sus alas
perfectamente desarrolladas permiten el vuelo aunque normalmente se suele posar sobre
algun objeto que le sea proximo, para ir en busca de materia organica azucarada que le
permita desarrollar sus érganos sexuales completamente. Las fuentes principales de estos
azucares son principalmente los frutos aunque también suelen aprovechar el néctar de las
plantas. El encuentro sexual entre dos moscas se produce cuando el macho moviendo sus
alas de manera continuada, segrega una determinada feromona, la cual permite atraer a
la hembra hasta llegar al momento del apareamiento.

Una vez que la hembra es fecundada, inmediatamente se pone a buscar un fruto
en condiciones favorables para poder desarrollar su linaje, introduce el ovipositor a la
especie hospedante para introducir los huevos (Figura 5.14)
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Figura 5.14 Hembras C.Capitata ovipositando sobre especie hospedante.

5.5 Dafos

El poder de albergar en un fruto multitud de larvas y el alimentarse de la propia
pulpa del fruto, puede hacer que quede inutilizado para el consumo. Por ello, cuando un
fruto es infectado de esta manera por la mosca de la fruta, provoca su caida del arbol. Esto
puede conllevar a la entrada de organismos patdégenos dentro, capaces de ocasionar

enfermedades bastante graves a quien lo consuma (Figura 5.15)

Fuente:XV Curso Intemnacional sobre moscas de |a fruta,
Memorias. Metapa de Dominguez, Chiapas, México.2003

Figura 5.15 Dafios ocasionados por mosca de la fruta.

Luego los destrozos que afectan indirectamente a los productos vegetales son los
dafos puramente econémicos. Ya que al ser infectados, pierden valor comercial de cara

24



a su posterior venta, lo que conlleva a una baja productividad y a un balance negativo,
pudiendo esto provocar nuevos dafios o la intensificacion de otras plagas, existentes en
la actualidad. La presencia de la plaga en el cultivo, implica unos gastos adicionales de
productos quimicos de control, al igual que unos dafios medioambientales que son
dificiles de asumir en muchas ocasiones.

Otros dafios indirectos que se forman son los debidos a las restricciones en
productos de importacion por parte de los organismos fitosanitarios de los distintos paises
del planeta, ya que en algunas areas del planeta (como Sudamérica o Africa) ha

resultado imposible la libre circulacién de productos vegetales.

Cosecha

Firraicdas T ]
e ol bl potencia

Perdidas
CConamicCas

Cosecha

Umbral de
beneficio

Mivel de lesiones

Figura 5.16 Umbrales de dafios producidos en una cosecha debido a una plaga.

5.6 Métodos de control

La dificultad que supone enfrentarse a esta plaga en forma de larva es bastante
compleja, debido a que muchas veces el cambio biologico de larva a pupa se realiza bajo
tierra. Por ello, los atagues mas directos se realizan en moscas con ciclo biolégico de forma
adulta, ya que son mas vulnerables y visibles.

Existen bastantes métodos, ya que uno de los componentes fundamentales es el
control ya sea a través de trampas o atrayentes segun la especie para asi poder realizar
un tanteo aproximado de numero de adultos, area afectada y el avance que haya de la
plaga. Realizar un programa de control comprende una serie de caracteristicas:

e Conocimiento de las caracteristicas climaticas, geogréficas vy
socioeconomicas del area. [2]

e Conocimiento de la época de produccion de la zona. [2]
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o Distribucion de los hospedantes naturales para poder decretar, tipo de
trampa, atrayente, recursos fisicos y quimicos. [2]
Pero vamos a hablar de los métodos mas utilizados:

5.6.1 Mosqueros y trampas cazamoscas

Es uno de los primeros métodos utilizados. Consiste en detectar la presencia de
Ceratitis Capitata en su ciclo biolégico de adulto, mediante un atrayente hacia una fuente
especifica. Entre los principales y mas comunes tipos de atrayentes podemos destacar los
alimenticios y sexuales que son la base fundamental en las trampas usadas en este tipo
de insecto. Con ello, obtenemos informacion valiosa como densidad de adultos en campo
o0 proporcién sexual entre otros y también podemos determinar el nivel de infeccién de esta
plaga. [2]

Este tipo de trampas se suelen colocar a 2 metros de altura, cerca de la zona del
arbol en cuestién a medio dia en un sitio donde no se impida la circulacién del aire y que
le proporcione sombra la mayor parte del tiempo ademas de procurar que el follaje no
obstruya la libre entrada de moscas en la trampa [6]. Asi se consigue la captura de los
adultos ademas del seguimiento de las poblaciones para realizar los tratamientos en el
momento adecuado.

Son muchos los cebos utilizados: vinagre al 25%, agua de salvado, fosfato aménico
al 2 por 100, o proteinas hidrolizadas ya comercializadas para este objeto, que se muestran
mas eficaces y conservan mas tiempo su poder de atraccion. Estas proteinas son extractos
de diferentes productos basicamente vegetales como maiz y cafia de azlcar que al
descomponerse desprenden amonio (NH4) como componente organico volatil.

Los atrayentes sexuales, como el trimedlure, adaptados en mosqueros de
diferentes tipos (Nadel, Steiner, etc.), han constituido una gran ayuda para determinar la
densidad de las poblaciones en los trabajos cientificos y al mismo tiempo han resulta do
un medio de lucha indirecta contra la plaga, pues, al ser selectiva su atraccion solo para
los machos, la proporcion de éstos en el ecosistema desciende considerablemente,
guedando, por tanto, muchas hembras sin fecundar. La microencapsulacién de este
atrayente, lograda recientemente, mejora alin mas su persistencia y su manejo, al no tener
gue recebar constantemente los mosqueros.

Finalmente, a partir de los estudios del espectro visual sensitivo de los adultos, se
han desarrollado también en los Ultimos afios trampas cromotropicas disefiadas con los
colores que resultan mas atrayentes para la mosca (generalmente la gama de amarillos).

Por este medio se elimina un buen nimero de ejemplares de uno y otro sexo. [5]

En la figura 5.17 vemos un claro ejemplo de trampa cazamoscas.
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Figura 5.17 Trampas Cazamoscas.

5.6.2 Lucha quimica

La pulverizacién total consiste en mojar todo el arbol con una vaporizacién de
insecticida de gota mas o menos fina. La cantidad de caldo necesario para el tratamiento
de un extenso cultivo, que frecuentemente exige dos e incluso tres pases, hace que sea
un tratamiento poco rentable econémicamente.

Otro problema que conlleva este método de control es que al rociar todo el arbol
puede contaminar el fruto, de tal forma que aparezcan residuos toxicos en la pulpa puesto
gque estos absorben los principios activos de los insecticidas.

Un insecticida potente irradiado de manera descontrolada y de manera frecuente
sobre una zona pueden terminar con una plaga pero de alguna manera pueden terminar
con un entorno biolégico que es necesario para mantener el equilibrio del ecosistema e
incluso para mantener el propio cultivo. Y por ende el abuso de insecticidas de cualquier
tipo y de cualquier potencia, haria por crear especies resistentes a tales productos, lo que
originaria una situacidon cuyas consecuencias pueden ser verdaderamente desastrosas
tanto a nivel econémico como sobre todo y mayormente, ecolégico.
5.6.2.1 Tratamiento cebo

Mediante este método se resuelven en parte o al menos se mitigan los
inconvenientes enumerados hasta aqui. Consiste en humedecer una rama 0 una
determinada zona del arbol que méas esté orientada con direccibn al sol con una
combinacion de insecticida y cebo atrayente, generalmente proteina hidrolizada. [5]

Este tratamiento se aplica cada 7-10 dias [4]

5.6.3 Lucha bioldgica

Los métodos de control biologico se han desarrollado como nuevos métodos de
control de insectos. El control biologico se define como la utilizaciébn de otros insectos,
como depredadores, pardsitos o patdgenos, para que devoren las plagas de plantas ya

cultivadas. Este tipo de lucha comprenderia, la lucha autocida (empleo de machos
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estériles), la microbioldgica (empleo de virus, bacterias y protozoos entre otros), utilizacion
de hormonas y atrayentes etc.

Mucho se ha investigado sobre los parasitos naturales que pudieran limitar las
poblaciones de Ceratitis en los paises que soportan sus desastrosos ataques. La lista de
parésitos, principalmente himendpteros, es bastante numerosa. No obstante, debido a la
escasa eficiencia que produce la cria artificial, los resultados obtenidos estan lejos de lo

que se esperaba.

5.6.4 Lucha autocida

La lucha autocida se define como el método de control poblacional mediante la
técnica de machos estériles, sugiere el empleo de insectos para controlarse a si mismos.
Este método se puede describir como la cria masiva de insectos a cuales se manipula
genéticamente, esterilizadndolos, para luego, cuando son liberados y en gran nimero, estos
insectos esterilizados puedan competir y aparearse con insectos salvajes. Y por ello se
producird una disminucion de la fertilidad de la poblacion, reduciendo el tamafio de la
misma, hasta incluso hacerla desaparecer.

La esterilizacién se puede producir por dos vias: medios fisicos y medios quimicos,
entre los primeros estan las radiaciones ionizantes producidas por isétopos radiactivos, y
en los segundos se incluyen sustancias quimicas que al ser engullidas por el insecto
determinan su esterilidad.

Si este control se lleva a cabo durante el tiempo que sea necesario, la relacion de
machos estériles a machos fértiles aumentara, provocando con ello una desaceleracion en

el proceso de la ovoposicion y por consiguiente de la densidad de poblacion.
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6 RHYNCHOPHORUS FERRUGINEUS OLIVIER

6.1 Introduccioén

El picudo rojo de la palmera, Rhynchophorus ferrugineus (Olivier, 1970) es un
coleodptero de origen tropical, originario del sudeste asiatico y Oceania. Es, a dia de hoy,
uno de los insectos mas dafiinos para las palmeras en el mundo, provocando por lo general
la muerte de la palmera. Comenzd su expansién hace 25 afios atacando a palmeras
datileras de los paises del sur de Asia para mas tarde ser introducido en el norte de Africa,
y continuar asi su expansiéon hacia los paises Europeos y siempre ligados a importacién de
palmeras

La entrada de este coleéptero a Espafa es fruto del trasiego del comercio
internacional a bajo coste y sin ningun tipo de control fitosanitario producido por el boom
inmoviliario. Poco a poco, esta plaga fue extendiéndose por una gran cantidad de paises
siendo por ello una clara amenaza en toda la cuenca mediterrdnea ya que en ella encuentra

las condiciones perfectas para su avance.

6.2 Distribucion geografica

Originaria del Sureste Asiatico donde es una plaga de las palmeras de coco
(Figura 6.1). La plaga de Rhynchophorus ferruginosus se introdujo a través de
palmeras infectadas procedentes de Egipto u otros paises del norte de Africa en
nuestro pais. Siendo la importacion de ejemplares de palmeras infectadas, la via de
entrada en las distintas poblaciones. Su expansion se produce a partir de las
palmeras introducidas en las distintas zonas, debido en su mayoria a las
importaciones ilegales por la demanda masiva de palmera para el ajardinamiento de

nuevos espacios urbanos. [6]

Figura 6.1 Mapa de origen del Picudo Rojo
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Las primeras noticias de invasion se remontan al afio 1906 cuando la especie fue
declarada plaga severa para las palmeras de coco en la Indiay en 1917 se consideré plaga
también en las palmeras de datiles. En 1918 se detect6 en Irak y alrededor de los afios 80
la especie se detect6 en gran parte de la peninsula arabica desde donde se expandio al
resto de los paises de Oriente Medio. (Figura 6.2) [6].

Figura 6.2 Paises infectados por la plaga

En la siguiente tabla, podemos observar la evolucion temporal méas detalladamente.
(Tabla 6.1).

Pais Afio de aparicion
Emiratos Arabes Unidos 1986
Iran 1992
Egipto 1993
Comunidad Auténoma de Andalucia 1995
Comunidad Valenciana 2004
Espafia Comunidad de Murcia 2005
Comunidad Auténoma de Canarias 2005 (Septiembre)
Catalufia 2006
Italia
Grecia 2006
Turquia

Tabla 6.1. Expansion territorial y evolucion temporal de Rhynchophorus
ferrugineus Olivier.

Ya concretamente hablando del caso de Espafia, la especie fue detectada a
principios de 1944, en la provincia de Granada sobre Phoenix canariensis y P. dactylifera.
Desde ese momento, ha extendido su radio de accion pudiéndose localizar en multiples
municipios de las provincias de Granada, Valencia, Alicante, Almeria, Castellon, en las Islas

Canarias, Malaga y Murcia.

En el afio 2005, la plaga fue descubierta en el palmeral de Elche, patrimonio cultural

de la humanidad por la UNESCO y considerada el mayor palmeral de Europa. En las islas
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Canarias amenaza a la especia autoctona de palmeras Phoenix canariensis (palmera
canaria), que podria verse en peligro si la plaga continla avanzando. En 2011, la plaga se
detectd en Jerez de la Frontera donde afecté a un gran niumero de palmeras y continua si

ritmo imparable hacia el interior de nuestro pais. [6]
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Figura 5.3 Expansion del Picudo Rojo en Espafia

6.3 CICLO BIOLOGICO

El picudo rojo es una especie colebptera que pertenece a la familia
Curculionidae, familia de coledpteros polifagos. Como todos los coledpteros, posee un
desarrollo holometébolo, es decir, presentan una metamorfosis completa. Ademas se
puede encontrar en los 4 estadios posibles: huevo, larva, pupa y adulto conviviendo entre
si al mismo tiempo. El interior de la palmera le confiere proteccion y una fuerte
adaptabilidad a diferentes zonas geogréaficas con distintas condiciones climaticas, las
cuales influyen en los periodos de desarrollo de las fases de su ciclo bioldgico.

Es un tipo de insecto que posee una gran capacidad reproductiva, esto es, que en
tan solo unos pocos meses desarrollan todo su ciclo biolégico al completo, generalmente
son de unos 3 a 4 meses. Lo cual quiere decir que en un afio pueden llegar a tener 3
generaciones completas como minimo. Los Unicos que dejan la palmera son los adultos y
lo hacen cuando ésta no puede acoger a la proxima generacion o cuando han destruido la
palmera en su totalidad. Una vez sobre ellas, los machos liberan feromonas para atraer a
las hembras para agregarse y aparearse con lo que las hembras salen ya con los huevos

fertilizados, lo que las convierte potencialmente en colonizadoras de nuevas palmeras.

6.3.1 Huevo

El huevo, de color amarillo claro, cilindrico, blanco y muy brillante, tiene forma
eliptica y mide de 1 a 2,5 mm. Se localizan en el interior de grietas, heridas o de pequefias
camaras en forma de agujero realizadas por las hembras. Realizan puestas de 300 a 400

huevos de media y esta fase suele tener una duracion de 3 a 4 dias. (Figura 6.4)
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Figura 6.4 Huevo de Rhynchophorus ferrugineus Olivier

6.3.2 Larva

De color crema en un principio para mas tarde oscurecerse en su desarrollo.
Presentan una gran capsula cefélica parda, con potentes mandibulas, y se desarrollan en
varios estadios hasta superar los 5 cm de longitud. Las larvas excavan galerias (que
pueden llegar a medir hasta un metro de longitud) desde las axilas de las hojas hasta la
corona, en cuyo interior se alimentan vorazmente. Es la fase del ciclo biolégico que mas
dafo provoca. (Figura 6.5)

Figura 6.5 Diferentes estados de crecimiento de larva de Rhynchophorus ferrugineus
Olivier

6.3.3 Pupa

Una vez completado el desarrollo larvario, fabrican un capullo con fibras extraidas
de las galerias internas de la palmera donde experimentan una metamorfosis completa.
Estos capullos tienen una longitud de 4 a 6 cm, se localizan en las bases de las hojas y en
su interior se encuentra la larva-pupa. Esta fase dura aproximadamente de unos 15 a 30
dias.
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Figura 6.6 Adulto emergiendo de la pupa
6.3.4 Adulto

Tras su transformacién, aproximadamente un mes después, los picudos adultos
salen de los capullos para acabar de completar su ciclo de vida y reproducirse.

Puede vivir de 45 a 90 dias, tiene el cuerpo oval alargado de 19 a 45 mm de longitud,
de coloracién variable; pardo anaranjado claro o rojo ferruginoso, con o sin manchas
negras en el pronoto de forma y nimeros variables. Poseen fototropia negativa, es decir,
que realizan sus actividades de forma diurna. Se pueden desplazar tanto andando como
volando, siendo capaces de alcanzar grandes distancias para afectar a otra palmera.
(Figura 6.7)

Figura 6.7 Adulto de Rhynchophorus ferrugineus Olivier.

6.4 Comportamiento

Algunos aspectos del comportamiento de Rhynchophorus ferrugineus Olivier hacen
extremadamente compleja la lucha contra esta plaga: Debido a su biologia y a su caracter
de vivir en comunidad, una palmera plagada de estos insectos puede ser el inicio de una
gran plaga, ya que en su interior pueden desarrollarse hasta mas de mil individuos,
conviviendo entre si diferentes generaciones y coexistiendo todos los estadios posibles de

su ciclo en una misma palmera. Asi mismo, las hembras salen de las plantas ya fecundadas
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y preparadas para colonizar nuevos huéspedes. Se trata de una plaga oculta que encuentra
en la palmera alimento suficiente para desarrollarse y proteccion ante posibles enemigos
naturales o tratamientos fitosanitarios. Ademas los sintomas son visibles con un retraso
gue puede ir desde los 3 meses hasta 1 afio, obligando en cierto modo a ir desarrollando
los trabajos de control por detras de la plaga. Este insecto demuestra una gran capacidad
de adaptarse a entornos distintos y que, en principio, podrian parecer desfavorables para
su supervivencia. Siendo su clima originario tropical, se ha establecido exitosamente en
zonas desérticas con temperaturas extremas, en zonas mediterraneas y en zonas
templadas como las Islas Canarias. Su adaptabilidad queda patente ademas en el gran
namero de especies palmaceas que ha parasitado. La dispersion la realiza volando, con
una capacidad de vuelo que pueden estar entre los 3 y 5 Km aproximadamente [8]. El
viento juega un papel importante en la dispersion, los adultos de Rhynchophorus
ferrugineus Olivier vuelan contra el viento siguiendo el olor que desprenden las palmeras
(Kairomonas) y por sustancias que ellos mismos emiten para atraer a otros individuos
(feromonas). Pero sin duda, el factor principal en la dispersion de esta plaga es la accion
del hombre, que mediante el transporte de plantas infestadas le abre la posibilidad de

conquistar nuevos territorios. [9]

6.5 Dafos

Como ya hemos comentado con anterioridad, los dafios originados por este insecto
son producidos por las larvas al alimentarse en el interior de la palmera y generando las
galerias. Sus efectos parten desde la corona de la palmera y se extienden por todo el
tronco.

Es bastante dificil de apreciar cuando una palmera esta infestada de estos insectos,
ya que los sintomas visibles en las palmeras afectadas no aparecen hasta pasados varios
meses de la colonizacion.

Se ha podido constatar que la sintomatologia ocasionada por la presencia de
Rhynchophorus ferrugineus es diferente segun la especie hospedante. En el caso de
Phoenix canariensis, la corona muestra un aspecto caido, con desgarramientos en la zona
de unién de las hojas con el tronco y foliolos amarillos y pardos con zonas comidas, tal y

como podemos ver en la figuras 6.8.

34



Figura 6.8 Phoenix Canariensis afectado por el picudo rojo

Como sintomas especificos en el caso de ejemplares afectados de Phoenix
dactylifera destacan la presencia de exudados gomosos de color rojizo o negro, de hijuelos
secos 0 sueltos y de serrin en el tronco. En ambos casos se pueden localizar restos de
pupas en la base y abundantes larvas en el interior de la copa como podemos ver en la

figura 6.9.

Figura 6.9 Phoenix dactylifera afectada por el picudo rojo

La palmera es una especie vegetal con tan sélo una yema terminal que es el Unico
punto de crecimiento de la palmera; por ello, un ataque localizado en esta zona causa la
muerte del &rbol. A veces los sintomas se pueden confundir con la presencia de hongos o
gue la palmera se esté secando.
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En conclusiéon, Phoenix canariensis muestra una mayor susceptibilidad al ataque
de Rhynchophorus ferrugineus, el cual le provoca la muerte irremediablemente.

En términos econdmicos, el coste de una palmera de la variedad mas atacada suele
estar en torno los 2.000/2500€ por metro de tronco al tener un desarrollo en su crecimiento
mas lento comparado con el de otras especies. De forma anéloga a las consecuencias por
la pérdida de ejemplares, que ya de por si supone un coste elevado y a veces dificil de
asumir por parte de las autoridades correspondientes, hay que afadir el importe de los
procesos y tratamientos que se estan aplicando para combatir la plaga, tanto quimicos

como preventivos y curativos.

6.6 Metodos de control

Debido a lo peligrosa que resulta la plaga en palmeras, el paso mas importante es
detectarla a tiempo ya que cuando los efectos son ya visibles, es demasiado tarde para
salvar la palmera.

Los dafios y destrozos ocasionados por esta plaga han dado lugar a una busqueda
de alguna solucion por parte de expertos de todo el mundo. Se ha conseguido llegar a
distintas alternativas para intentar parar de alguna forma a esta plaga.

6.6.1 Control cultural

El momento de realizar este tipo de tratamiento, con el fin dltimo de evitar que la
plaga infecte a la palmera, es teniendo en cuenta el pico de actividad del picudo rojo ya
gue una de las posibles entradas del insecto es en la época de poda. Ya que estan
sometidas a grandes labores estéticas en la jardineria urbana. Por ello, teniendo en cuenta
este detalle, se debe evitar la poda de la planta desde principio de abril hasta finales de
noviembre en la medida de lo posible, para eludir posibles heridas ya que son focos

susceptibles a la posible infeccion de la palmera.

6.6.2 Control biologico

Tras diversos experimentos, se ha podido localizar algunos organismos que actiian
de manera eficaz contra la plaga reduciendo su poblacion de manera significativa en una
palmera afectada.

Uno de ellos es el Steinernema carpocapsae, un nematodo que se ha mostrado
muy efectivo en el control del picudo rojo. Es un organismo microscépico que parasita las
formas vivas del picudo rojo, resultando de esta manera una alternativa a los insecticidas
quimicos, aplicAndose de manera reiterativa pulverizados en la corona de la palmera. [10]

Este tratamiento a diferencia de otros, resulta bastante econémico ya que su
aplicacion se realiza aproximadamente cada 6 meses.

Es importante no aplicar este método con ningun fungicida y nematicida puesto que

éstas acabarian con los organismos introducidos, dejando sin efecto al tratamiento.
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6.6.3 Trampeo con feromona

Las trampas con feromonas son un método que combinado con otros métodos de
control, resulta bastante efectivo. Aunque no se considera una solucion a la plaga podemos
obtener informacion constante de la presencia o no de la plaga y la evolucién del ataque
en su caso del picudo en una zona determinada.

Los componentes fundamentales de estas trampas son los siguientes: difusor de
feromonas de agregacién, difusor de kairomonas sintéticas, agua y un retardante de la
evaporacion. [11]

De esta forma los picudos son atraidos a la trampa y capturados, siendo eficaz
también el uso de hongos en su interior de forma que los insectos sean atacados. En la

figura 6.10 podemos ver una trampa conica, de las que mejor resultado han dado.
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Figura 6.10 Trampa cénica con difusor de feromonas [11]

6.6.4 Control quimico

El tratamiento quimico, posee una eficiencia bastate baja debido a la dificultad de
alcanzar las larvas que se encuentran en el interior de las galerias. Hace ya unos afios,
uno de los métodos permitido era la aplicacion de Clorpirifos (un insecticida) se ha utilizado
como método quimico de control de los los picudos rojos pero este producto fue eliminado
de la lista de productos fitosanitarios permitidos. Otras alternativas serian las aplicaciones
foliares, la inyeccidn directa al tronco o la combinacion de ambas. En este ultimo caso, la
eficacia del tratamiento roza el 100 % en cuanto a mortalidad de las larvas, pudiendo eludir
los adultos el efecto del insecticida y desarrollando las pupas resistencia. Inyectar al tronco
como método Unico presenta dificultad de acceso a algunas zonas de las percas de la
palmera.

Por lo tanto se debe intentar reservar este método para palmeras afectadas y no

usarlo como método preventivo.

A través del uso de uno de estos métodos de control de poblacion, se puede llegar

a un Optimo control de la plaga que permita salvar a las palmeras de su feroz ataque. Sin

embargo, es necesario la actuacién de forma preventiva o cuando la plaga no ha causado
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dafos excesivos, de manera que la planta atacada pueda recuperarse tras el control del
picudo.

Para ello se necesita detectar de forma temprana para poder actuar. Aparte del
control meramente visual de los sintomas producidos en las palmeras, otros métodos
distintos se estan desarrollando como el uso de diferentes trampas, la deteccion del olor
producido por la fermentacion que se genera al ingerir las larvas de los insectos gracias al
uso de perros entrenados para tal fin.
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Figura 6.11. Relacién entre el umbral de tratamiento (UT) y el nivel econémico de dafios
(NED). Cuando la densidad de plaga alcanza en umbral de tratamiento (UT) se aplica una
técnica de control.
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7 ELECTROFISIOLOGIA: HERRAMIENTA EN EL
ESTUDIO DE LA RESPUESTA ANTENAL

7.1 Introduccion

Los métodos de electrofisiologia, nos permiten analizar el proceso de asimilacién y
captacion de compuestos quimicos por un determinado organismo vivo. El propésito es
ofrecer un panorama de los procedimientos que existen dentro del campo de la
electrofisiologia, basdndonos en la electroantenografia, como una herramienta en el
analisis de semioquimicos en insectos y en la que nos hemos basado para realizar estos
estudios de comportamiento. Necesitamos saber que efectos tienen los semioquimicos
aplicados a los ultrasonidos en la antena del insecto, como una fase previa del bioensayo

de comportamiento

7.2 Electrofisiologia. Definicion y origen.

La electrofisiologia se define como el estudio de las sefiales eléctricas en el material
biolégico, como pueden ser, las distintos tipos de células nerviosas, incluyendo los
receptores sensoriales periféricos de los insectos.

El origen de los estudios de esta rama en insectos, se remonta a los afios 50 donde
un zodblogo aleman Schneider se plante6 desarrollar un test electro-fisiolégico para analizar
la eficacia de distintas fracciones quimicas procedentes de extractos de glandulas de
Bombyx mori.

El material de trabajo original de Schneider fue una lupa monocular, un amplificador,
un osciloscopio y una camara. Para realizar esto, monté la antena del macho entre dos
electrodos y como estimulo usaba la feromona desprendida de las glandulas de las
hembras. Se aplicaba un pulso de aire hacia la antena mediante una varilla de vidrio que
transportaba el olor de la feromona de la hembra y de esta manera comprob6 que se
producia una perturbacion en la sefal del osciloscopio, que se mantenia en el tiempo de
aplicacion del estimulo.

Con lo que Schneider denomind, a esta respuesta eléctrica, electroantenograma o

EAG por sus iniciales en inglés (electroantennogram recording).

7.3 Electroantenograma

El sistema quimiosensorial de los insecto detecta y selecciona entre una diversidad
de moléculas quimicas. Dicha habilidad de respuesta es conferida a los receptores de la
familia OR (Hallem et al., 2006; Nichols et al., 2011). En la mayoria de los insectos los
receptores a volatiles se encuentran en 6rganos como son las antenas y los palpos

maxilares, estos cuentan con una cubierta externa de sensilas conectadas a dendritas
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neuronales (Clyne et al., 2000). Al entrar las moléculas por las sensilas se desencadena
un proceso de intercambio iGnico que termina en un potencial de accion que va a transmitir
una sefial olfativa a diferentes glomérulos de los l6bulos olfativos del deutocerebro del
insecto (Hallem et al., 2006; Nichols et al., 2011) Figura7.1. Bajo este principio se desarrollo
el bioensayo de electroantenografia (EAG), el EAG permite estudiar la respuesta general

olfativa de los insectos a los compuestos semioquimicos (Park et al., 2002).
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Figura 1b. La accion de las ODEs liberan el odorante, que se une temporalmente con el receptordela
dendrita, y generauna cascada de potenciales gue se registran en el electroantenograma

Figura 7.1 Aspecto de un electroantenograma y proceso de quimiorecepcion

En general, para medir la diferencia de potencial que se produce se utiliza la cabeza
0 en la mayoria de los casos, la antena. Se cortan ambos extremos de la antena a dos
electrodos, uno de registro y otro de referencia, los cuales estan conectados a un
amplificador de alta impedancia que permite detectar fluctuaciones de voltaje (AmV) que
varian principalmente entre 0.1y 10 mV por lo general.

Y las diversas diferencias de potencial se debe a que cuando una antena detecta
algun principio quimico activo, se desencadena un proceso de intercambio i6nico por parte
de los receptores olfativos situados en las neuronas olfativas, con la generacion de una
serie de potenciales de accion que transmiten la informacién hasta los glomérulos
antenales, situados en los I6bulos antenales. La amplitud obtenida en el electroantenografo
EAG es directamente proporcional a la duracién de aplicacion del estimulo, siendo esta

amplitud mayor cuanto mayor sea la concentracién del principio quimico activo aplicado

40



hasta alcanzar el nivel de saturacion en los receptores antenales. Pero no obstante, la
amplitud no solo depende de la concentracion sino de la especie, familia, sexo, condicion
de la antena, entre otros factores. [17]

7.4 Procedimiento de EAG

Las sefiales de electroantenografia son registradas mediante un sistema EAG
(Syntech, Kirchzarten, Germany) consistente en una sonda conectada a un amplificador
DC de alta impedancia (Tipo PRG-2), un controlador de estimulos (CS-55) y un software
gue nos permite visionar, registrar y procesar las distintas sefiales de las antenas gracias
al Software EAG 2010 (Syntech, Kirchzarten, Germany).

En la figura 7.2 se observa mejor el controlador de estimulos, con todos los

elementos que lo componen.

Antennal preparation

Hurnidifier ‘| Mixing tube

Stimulus
source

Start
pedal switch

Standard tube arrangement

Figura 7.2 Sistema de control de estimulos.

Las antenas son extraidas de la cabeza de los insectos y montadas sobre un
soporte con dos electrodos metélicos usando un gel conductor (Spectra 360, Parker Lab,

NJ, USA), que registran la diferencia de potencial (EAG response, Figura 7.3) que se

genera y bajo un flujo de aire continuo purificado (de SOOml/ml-n).
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Stimulus
mixed in Air

antenna Amplifier AIR + STIMULUS

base
elecirode

Principle of Electroantennogram (EAG) Recording

Figura 7.3 Principio del registro de sefiales mediante EAG.

El proceso de aplicacién del impulso quimico a la antena es bastante sencillo.

Mediante el controlador de estimulo CS-55 Syntech, se aplica un soplo de aire (de 2

segundos de duracién por estimulo) sobre una pipeta Pasteur (7cm x 5mm de diametro),

que en su interior lleva una pequefia pieza de tiras de papel de filtro (0,5 cm x3, Whatman)

y que actua sobre la antena de forma directa.
* “Materialesy metodos: EAG y GC-EAD

continuous air-flow

Figura 7.3 Monitorizacién de la respuesta de una antena a un compuesto.
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Hay que tener en cuenta, que la respuesta que el sistema genera debido a la
diferencia de potencial, puede estar influido de alguna manera por el ruido.

El ruido es un fenomeno que tiene origen multiple: desde fuentes acusticas
(magquinas, vehiculos, parlantes) hasta fuentes eléctricas (lineas de potencia, motores).
También puede tener un origen 6ptico, térmico, magnético, etc.

Sea cual sea este Ultimo, el término ruido se aplica, para referirse a cualquier cosa
indeseable que se mezcla con la sefal util. De hecho, el ruido puede ser, por si mismo,
otra sefial, como las distintas formas de interferencia que se producen en los circuitos
electrénicos. [26]

En la figura 7.4, se observa las distintas fuentes de ruido que pueden tener lugar

en el proceso de registro de una sefial mediante EAG.

m 4)1 Electromagnetic
noise (50 - 60 Hz)

antenna

Electronic
b EAG + Noise —»| "1 1o 1> EAG

e 0 Noise induced into the input circuit
(preparation + amplifier input) can be
reduced by shielding the input circuit
Electrostatic noise by means of a metal Faraday cage, or
(charged objects) can be suppressed by electronic

filters in the amplifier

Figura 7.4 Efecto del ruido en EAG.

Debido a esto, cuando se registra una sefial en el electroantendgrafo, se registra la
sefal de la antena y ademas el ruido que se introduce. Amplificandose, y teniendo que usar
un filtro electrénico para eliminar ese ruido, o utilizar directamente una jaula de Faraday
que aisla y protege el EAG de los campos eléctricos estaticos, reduciendo en gran parte el
ruido que puede interferir.

Podemos afirmar, que las ondas acusticas empleadas no generan ningun ruido,
debido a que estas son de naturaleza totalmente distintas y ademas inertes a la circuiteria

eléctrica y a cualquier componente que se pueda ver afectado.
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8 MATERIALES Y METODOS

En este capitulo nos vamos a centrar en explicar los materiales y los distintos
métodos que hemos usado en este Trabajo Fin de Grado. Para ello vamos a dividir este
capitulo en sub-apartados empezando con el fundamento tedrico necesario para entender
el estudio y luego ir explicando el método utilizado, tanto para el bioensayo de oviposicion
como para el bioensayo del picudo rojo. Para el desarrollo del presente trabajo, ademas
necesitaremos una serie de Hardware y Software bastante especifico con el que podremos
realizar los estudios en la condicion deseada y aparte, los elementos y condiciones para
realizar los bioensayos.

En cuanto al hardware para la generacién y reproduccion de sefiales ultrasénicas
explicaremos todos los elementos necesarios para hacer esto realidad y generar una onda
mecanica cuya frecuencia de vibracidén sea superior a los 20KHz (Rango de ultrasonidos).
Mencién especial al sondmetro Rion NL-32 que nos ha permitido tomar mediciones para
completar el estudio obteniendo asi una valiosa informacién que nos permite saber el nivel
de presién sonora (dBSPL) que le llega al insecto dentro del reticulo donde se ha realizado
el bioensayo asi como las pérdidas que se producen desde la salida de la onda mecéanica
del altavoz, hasta el interior de la cAmara central donde se sitlan los insectos.

También, en el apartado de Hardware deberemos de mencionar el
electroantenégrafo, que nos permite caracterizar la respuesta eléctrica de la antena.

En cuanto al software, utilizaremos MATLAB para poder desarrollar las sefiales de
excitacion basicas para nuestro estudio. Emplearemos sefiales moduladas tanto en AM
como en FM, que ya explicaremos con mas detenimiento.

Y para finalizar se detallara el estudio estadistico en ambos bioensayos segun el

tipo de modulacion empleada.

8.1 Generacion de sefales ultrasonicas

Ahora procederemos a la preparacion y explicacion del entorno de trabajo para la
consecucion de los objetivos planteados en este Trabajo Fin de Grado:

En primer lugar requerimos de un PC para la generacién y reproduccion de las
sefiales, nos serviria con un ordenador convencional ya que no se necesitan muchos
recursos para la reproduccién y generacion de las sefales. Aparte necesitaremos el
software Matlab para poder realizar el cddigo necesario y asi generar las sefiales con las
caracteristicas que necesitamos.

En segundo lugar se pasara a describir el equipo experimental para la obtencion de
las sefiales ultrasénicas como son el conversor D/A, la tarjeta de sonido, el amplificador y

el altavoz.
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8.1.1 Conversor Analogico — Digital / Digital - Analdgico (AD/DA)

En la actualidad miles de dispositivos, como los ordenadores (PC), los equipos de
reproduccion y grabacion de audio y video modernos, los teléfonos fijos y moviles, asi como
una gran cantidad de dispositivos destinados a realizar investigaciones cientificas y analisis
médicos, basan su funcionamiento en la tecnologia digital.

Por ello se hace necesario el uso de un conversor analdgico/digital -
digital/analogico (AD/DA) en la cadena de audio para que la sefial sea procesada con la
mayor calidad posible.

En nuestro caso en particular, el Octa-capture estara conectado al PC mediante
una conexion USB. Gracias a este aparato, seremos capaces de trabajar con sefiales por
encima del rango audible para su posterior amplificacién y con la ayuda de un altavoz,

convertirla nuevamente en sonido. Su apariencia la podemos ver en las figuras 8.1y 8.2

OCTA-CAPTURE

OCTA-CAPTURE s

Figura 8.1 Roland UA-1010 Octa-Capture.

Este modelo presenta una buena construccion, muy compacta y sélida. Ademas de
presentar una facil instalacion y una integracion perfecta con la mayoria de programas de

audio que existen en el mercado.

COAXIAL ——————OUTPUT
DCIN
USE ROLAND w0 4 3

[’ ¢ [
e —
St @’J’ o 7z ~
¢

INPUT 8 INPUT 7 INPUT 6

o

OUT—MIDI—IN QUT G °N225 (( F@ Roland Corporation  mooew: uawmn mac in apan

Figura 8.2 Roland UA-1010 Octa-Capture.

Como podemos observar, en la Figura 8.2, este conversor presenta una amplia
conectividad con suficientes interfaces I/O como para llevar a cabo diversos tipos de
proyectos. A modo de curiosidad podemos ver que este modelo lleva incorporados puertos

MIDI tanto de entrada como de salida, los cuales muy pocas tarjetas llevan.
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8.1.1.1 Caracteri

sticas técnicas de Roland UA-1010 Octa-Capture

Este modelo nos brinda 10 entradas, 10 salidas y 8 preamplificadores VS con

calidad transparente 24-bit/192 kHz de audio y produccion de audio de alto nivel, entre

otras caracteristicas detallaremos a continuacion:

24-Bit.

8 entradas premium con preamplificadores de micréfono VS.

8 salidas analdgicas.

Salida de auriculares.

Funcion AUTO-SENS que establece un nivel 6ptimo de entrada para
cada uno de los previos.

Baja latencia extrema gracias a los drivers VS Streaming.
Entrada/salida MIDI.

Entrada/salida coaxial S/PDIF.

4 mezcladores directos independientes controlados por software para
crear mezclas de monitorizacion personalizadas.

Soporte para la mayoria de plataformas DAW tanto en Mac como en PC
incluyendo OSX 10.6 y Windows 7 a través thomann de drivers ASIO
2.0/WDM (Windows) y Core Audio (Mac).

Dimensiones: 284 x 158 x 50mm.

Peso: 1,3g.

En la figura 8.3, podemos observar el comportamiento que tiene en frecuencia:

FREQUENCY RESPONSE
192.0 kHz 20 Hz to 90 kHz (+0/-8 dB)
20 Hz to 60 kHz (+0/-2 dB)
96.0 kHz 20 Hz to 40 kHz (+0/-2 dB)
48.0 kHz 20 Hz to 22 kHz (+0/-2 dB)
441 kHz 20 Hz to 20 kHz (+0/-2 dB)
Figura 8.3 Respuesta en frecuencia de Roland UA-1010 Octa-Capture.

8.1.2 Amplificador PM40C

Posteriorm

ente a la conversién, se procede con la amplificacion de la sefial para

gue suene con mas potencia y volumen. Dentro de los parametros principales, hay que
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tener muy en cuenta el tema de la potencia. Es decir, cuanta energia eléctrica puede disipar

y que esta intimamente relacionado con el nivel de presion sonora que sale por los
altavoces.

Por ello, usaremos un amplificador modelo PM40C que nos va a otorgar la potencia

suficiente en las frecuencias a las que vamos a trabajar para realizar nuestros ensayos.

= Level
A ] seckin ® 20v-
! oes L soeoz >

consumption: 76 VA max.
use: TO.63AL250V

Power =» o

CAUTION
A RISK OF ELECTRIC SHOCK “
00 NOT OPEN

WARNING | Toreouce mie sk o FREOR ELECTRICAL
10X, 00 NOT EXPOSE THS ECUPMENT TO AN

AVIS - escu o€ cnoc L5

AVERTISSEMENT - xeRce eLECTRIOUE DANGEREUSE
VIR LAND TICE D€ FONCTIONNEMENT.

Figura 8.4 Diferente puntos de vista del Amplificador PM40C.
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8.1.2.1 Caracteristicas técnicas del amplificador PM40C
Este amplificador presenta las siguientes caracteristicas:
e Potencia de salida:
o 40RMS/55W peak @ 8 Q
o 50WRMS/86 W peak @ 4 Q
¢ Ganancia en voltaje: 26dB
¢ Impedancia de entrada: 20 kQ
e THD maximo ruido: 0.03%
e Nivel sefal ruido: 92 dB
e Potencia: 75 W.
e Dimensiones (W x H x D):
155 x 166 x 55.5 mm
Peso: 1.8 kg.

Figura 8.5 Amplificador PM40C.

La figura 8.6 representa la respuesta en frecuencia del amplificador. Se muestra
gue su respuesta de frecuencia presenta una ondulacion + 0,7 dB aproximadamente que

disminuye como vemos, conforme va aumentando la frecuencia de trabajo.

1 T T T T T T T T
D AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA -
N S ENE AN e e T 58 | B E EY [ 5 B BB o A B 6 U3 G | B A e e -
)| RS S ORRENS. EUUCEPIE RETORUE - DTSRRI \RRIRNTI )L\ b f 4 ool B2 ) 1| (ARSI =]

o

) . SO g SO .. SUNUROS . OO Supp:. o | W [ (. B - -
N R T PR P S T NI N R SN TG | 4 [ -

5 1 1 i 1 1 1 1 i
0 1 2 3 4 5 5] 7 g 9
Frequency (Hz) w10t

Figura 8.6 Respuesta en frecuencia del amplificador.
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8.1.3 Altavoz de ultrasonido Vifa

Es el dltimo eslabén de la cadena de audio. Los altavoces son dispositivos que
permiten la amplificacion del sonido. El altavoz no es méas que una bobina alrededor de un
iman que, al recibir una corriente eléctrica (de alta frecuencia en nuestro caso), mueve una
membrana que genera ondas sonoras, Figura 8.7 [18]. Este es el proceso de transduccion,
gue no es mas que el proceso de conversién de una sefial eléctrica a una sefial mecénica.

Material piezoeléctrico

en expansion
Cormriente de

alta frecuencia / \
25— -
—— | Ondas
| Ultrasénicas
X -3 S
| 0 Mecanicas
{

Ondas electromagnéticas Material piezoelectrico
de alta frecuencia én contraccion

Figura 8.7 Generacion de ondas mecanicas en el interior del altavoz.

En nuestro caso, vamos a utilizar un altavoz dinamico de ultrasonido Vifa que posee
un ancho de banda de hasta los 120KHz. Suficiente para producir los ultrasonidos y barrer
todo el rango de frecuencias en los que realmente estamos interesados en trabajar.
8.1.3.1 Caracteristicas técnicas del altavoz

El altavoz de ultrasonidos Vifa presenta las siguientes caracteristicas técnicas:

¢ Rango de frecuencia (+ 12dB): 1 - 120 kHz.

e Impedancia: 4Q.

e Sensibilidad a 50 kHz: 92 dB /2,83 V/ 1m.

¢ Maxima capacidad de potencia continua: 10 W (corresponde a una sefial
sinusoidal a 20 Vpp).

¢ Nivel maximo de salida de sonido en conjunto con UltaSoundGate jugador
(operado de 36V DC):> 98 dB a 1 m de distancia.

e Area del cono efectiva: 7 cm?

¢ Robusta caja de aluminio.

e Conector Speakon.

e Tripode 5/8".

e Dimensiones fisicas (W /H /D) en mm: 90 * 120 * 50.

e Peso: 300 g.
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Figura 8.8. Altavoz ultrasonido Vifa.

Ahora, en la figura 8.9 se representa la respuesta en frecuencia del altavoz:

]
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.24
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-48
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Frequency (kHz)

Figura 8.9 Respuesta en frecuencia del altavoz Vifa

Como podemos ver en la figura 8.9, desde los 10 Hz hasta aproximadamente los
120KHz, se puede observar una respuesta practicamente plana en frecuencia con un
maximo de caida de 12dB, con lo que seria valido para las frecuencias utilizadas en nuestro
TFG como hemos dicho anteriormente.

A continuacion, adjuntamos el diagrama polar del altavoz que nos permite conocer
como refleja la energia sonora en el espacio en grados, para cada punto de sus ejes y
distintas frecuencias.

50



Figura 8.10 Diagrama polar del altavoz

8.1.4 Sonometro RION NL-32
Los sondémetros RION NL-31 y NL-32 son instrumentos de medida muy sencillos de
utilizar gracias al uso de teclas ubicadas convenientemente. Gracias a su sencillez de
manejo y a sus caracteristicas Unicas, los sonémetros RION NL-32 son ampliamente
utilizados en:
¢ Labores de medida ambiental en general y en medidas
relacionadas con la proteccion de ruido en el puesto de
trabajo.
¢ Medidas de control de ruido.
¢ Ruido en puesto de trabajo.

e Acustica industrial y comprobacion de mapas acusticos.

Se ha utilizado este sondmetro para la caracterizacion
acustica del olfactémetro de 4 vias del bioensayo de picudo rojo, ya que necesitamos saber
el nivel de presion sonora que llega dentro del receptaculo y asi definir las pérdidas en
términos de dBSPL ademas de comprobar el nivel de presién que sale por los altavoces.
Pero de esto, ya hablaremos mas adelante y con mas detenimiento.
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8.1.4.1 Caracteristicas técnicas

Linealidad de 110 dB.

Medida y almacenamiento de Leq, Lmax, Lmin, y 5 percentiles Ln.
Teclas dedicadas (cambio de ponderacion frecuencial, temporal, etc).
Ponderaciéon Temporal: Lento (Slow) y Rapido (Fast).

Funcion de disparador de medida interno y/o externo.

24 horas de vida de bateria con 4 pilas alcalinas estandar (AA).
Opciones de expansion a través de tarjetas de programa opcionales.
Rango de medida: 20Hz a 20kHz.

Memoria interna y CF para almacenamiento de medidas.

Tiempo de medida desde 1 segundo hasta 24 horas.

Condiciones de operacion: -10°C a 50°C, 10%HR a90%HR.

Peso: 400g.

Dimensiones: 260 x 76 x 33 mm.

8.2 Caracteristicas de las sefales ultrasonicas utilizadas

En este apartado, vamos a explicar las distintas sefiales con las que hemos

trabajado. El patrén usado es comun para todas ellas:

100 segundos de duracion total del archivo.
80 intervalos de 1.25 segundos. Existe un silencio entre intervalo e intervalo.
En el primer segundo hay una sefal activa y en los ultimos 0.25 del intervalo
se produce un silencio hasta el comienzo del siguiente intervalo.
Dentro de estos 100 segundos, en cada intervalo de 1 segundo de sefial
activa, se cogen valores aleatorios dentro del rango de frecuencias en el que
estemos trabajando.
En resumen, en el archivo generado con la sefial de excitacion para el
ensayo, consta de 80 silencios de 0.25 segundos entre intervalo e intervalo
y 80 de sefales de excitacion con un valor en frecuencia aleatorio pero
siempre dentro del rango de ultrasonidos en el que estamos trabajando.
El rango de frecuencias y patron usado de trabajo seré:

o Modulacion AM. Frecuencia de trabajo [20KHz — 40KHz].

o Modulacion FM. Frecuencia de trabajo [20KHz — 40KHZz].
Estas sefiales estan normalizadas en potencia, para no saturar al conversor
analdgico digital. Asi nos aseguramos que nuestros aparatos, van a estar

funcionando siempre en su zona de trabajo lineal.
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Basandonos en la electroantenografia como herramienta y en otros trabajos ya
realizados, se ha detectado y estudiado que uno de los rangos de frecuencias que mas
afectan a los insectos son entre los [20KHz — 40KHz] modulados en AM como en FM.

Una de las razones por las que se han utilizado saltos en frecuencia aleatorios, es
debido a que los insectos son capaces de habituarse al sonido que se les esta aplicando
si estos saltos tienen un patrébn monatono y se repite siempre de la misma forma.

Debido a esta problematica se ha utilizado valores aleatorios, ya que asi no seran
capaces de acostumbrarse al sonido por lo que no habra dos archivos con el mismo patrén
de sonido.

Por lo tanto, para nuestros bioensayos nos basaremos en este rango de frecuencias
y con las sefales de las caracteristicas previamente descritas, para estudiar y analizar el
comportamiento de los insectos bajo sefales de excitacion ultrasénicas.

A continuacién pasaremos a explicar el proceso de modulacion y los distintos tipos

que hemos usado.

8.2.1 Modulacion

Las sefiales de informacion deben ser transportadas entre un transmisor y un
receptor sobre alguna forma de medio de transmision. Las sefiales de informacién pocas
veces encuentran una forma adecuada para la transmision, por ello hay que adaptarlas al
medio, ya que sefiales como el habla o la musica contenidas en intervalos de baja
frecuencia, de 50Hz a 20KHz, es muy costoso; requiere una gran cantidad de potencia y

antenas grandes.

Figura 8.11 Proceso de modulacion
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Las sefiales de banda base que generan las distintas fuentes de informacion por regla
general no se prestan a su transmision de forma directa por el medio. Por esta razén, se
deben de modificar para facilitar su transmision. El proceso de modificacion se llama
modulacion y lo que consiste es en variar algan parametro de la sefial portadora de alta
frecuencia (Amplitud, frecuencia o fase) de acuerdo a las caracteristicas de otra forma de
onda de baja frecuencia (la seiial mensaje o sefial moduladora). A la sefial resultante de
este proceso se le denomina sefial modulada.

Para la generacién de nuestras sefiales utilizaremos el software Matlab, este
programa trabaja con sefiales discretas, por lo tanto, necesitaremos una frecuencia de
muestreo para poder generarlas.

El teorema de Nyquist demuestra que la reconstruccién de una sefial continua en
banda base a partir de sus muestras, es posible si la sefial esta limitada en banda y ademas
se cumple que la frecuencia de muestreo es superior a la maxima frecuencia de las sefiales
con las que vamos a trabajar que, en nuestro caso, utilizaremos como maximo hasta los
60 KHz, con lo que elegiremos una frecuencia de muestreo de 192KHz para que cumpla
dicho teorema, coincidiendo asi con la frecuencia de muestreo del conversor digital
analdgico.

8.2.2 Modulacién AM de doble banda lateral (DSB-SC)

En primer lugar, utilizaremos la modulacién AM de doble banda lateral de portadora
suprimida DSB-SC, generando asi una sefial de amplitud modulada.

La modulaciéon de amplitud consiste en cambiar la amplitud de una portadora de
frecuencia elevada de acuerdo con la informacion de la sefial moduladora. Con este tipo

de modulacidén, la informacién se plasma sobre la sefial portadora en cambios de amplitud.

portadora

\/seﬁal moduladorax(t)\-/

sefial modulada AM

Figura 8.12 Modulacion AM
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La modulacion AM convencional es un método bastante ineficaz de modulacion
debido la vulnerabilidad que presenta frente al ruido que se puede dar en el canal de
transmision. En este tipo de modulacion la portadora no transporta ninguna informacion,
toda la informacion que se transmite esté situada en las bandas laterales. Por lo tanto, la
portadora puede suprimirse y no transmitirse, de ahi que se conozca este tipo de
modulacion como “portadora suprimida”.

Considerando la sefial portadora, de alta frecuencia, como 1:

Xp(t) = A, * sin(2 * 10 % F, * t) )
Consideremos pues, que la expresion matematica de la sefial modulada en
amplitud responde a la expresion dada por 2:
Xam = Xp Ay - sen(2m - fiy - ) (2)

A continuacién pasamos a detallar todas las variables que conforman la
ecuacion matematica para generar esta modulacion:

o X,(t) =A,, *sin(2 xm * F,, *t) Sefial moduladora con baja frecuencia.
e A, Amplitud de la moduladora.

e F,: Frecuencia de la moduladora.

o X,(t) = A, *sin(2 = 7 » F,  t) Sefial portadora, de alta frecuencia.

e A, Amplitud de la portadora.

e F,: Frecuencia de la portadora.

Se trata pues, de multiplicar la sefial moduladora y la sefial portadora de forma
gque obtenemos una sefial cuya envolvente es directamente la sefial de informacion
multiplicada por la amplitud de la portadora. Espectralmente, esto equivale a
convolucionar las dos sefiales, por tanto desplazar el espectro de la sefial moduladora
centrandolo en la frecuencia de la portadora, positiva y negativa. [20]

4 G,(f)
1

W 0 w f
1, t o
2% 1 5 5 2 4
A ZAL’ m A
f-W £ f+W 0 f-W f, f+wW  f

Figura 8.13 Espectro de una sefial AM
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La sefial modulada tiene tres componentes de frecuencias claramente diferenciadas:
1) La frecuencia de la portadora F,. (Que en este caso se suprime y no aparece).
2) La frecuencia de la sefial moduladora “montada” encima de portadora F. + W.
3) La frecuencia de la sefial moduladora “montada” debajo de portadora F. — W.
Para dar una mejor vision al proceso, usando como parametros una frecuencia de
portadora, F, = 5KHz, una frecuencia de moduladora F,, = 125Hz, la sefial normalizada a
0.025Wy con una 4, = 2V y A,, = 1V obtenemos el siguiente espectro:

w107 Espectro de potencia AM DSB-5C
? T T T T T T T T T

=N
T
1

Amplitud (W)
[R]
1

D 1 1 1 1 1 1 1

1 1
-1 08 06 04 02 0 02 04 06 D08 1

Frecuencia (Hz) « 10°

Figura 8.14 Espectro de potencia AM DSB-SC. (Fp= 5Khz y Fm=125)

Hacemos un zoom a la figura 8.14 y obtenemos los dos picos espectrales situados

en las frecuencias anteriormente mencionadas (véase Figura 8.15).
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w107 Espectro de potencia AM DSB-5C
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Figura 8.15 Espectro banda lateral superior AM DSB-SC. (Fp= 5Khz y Fm=125)

La parte de espectro por encima de la portadora se llama banda lateral superior, y
su aspecto es idéntico al espectro de la sefial moduladora, pero desplazada en
frecuencia un valor E,. Mientras que la parte de espectro por debajo de la portadora se
llama banda lateral inferior, y su espectro esta invertido respecto a la banda lateral
superior (o banda base). El espectro de la sefial AM es simétrico respecto a la frecuencia
de la portadora F_. La simetria es par en el médulo e impar en la fase.

La informacién esta duplicada. Cada banda lateral contiene exactamente la misma
informacién que la sefial moduladora (banda base) con lo que el ancho de banda es 3:

B =2W 3)

De la imagen 8.15, se desprende el ancho de banda de la sefial que hemos usado
como ejemplo:

B=2-W=2-125=250Hz
Otro parametro que tenemos que tener en cuenta es “m”, conocido como el indice

de modulacién que relaciona en 4:

(4)

.

m

m=-—
Ap
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Ademaés las sefiales generadas con modulacion en amplitud para este Trabajo Fin
de Grado se generaran cumpliendo la condicién de no sobremodulacién para sefiales
normalizadas, para ello se tiene que cumplir la relacion que sigue:

m<1= A, <A4, ()
Si esta expresién no se cumple, existird sobremodulacion y originaréa la pérdida de

informacion audible, lo que traera como consecuencia distorsion.

8.2.3 Modulacién FM

Otra técnica de modulacién anal6gica usada en este trabajo es la modulacion FM o
modulacion de frecuencia. Consiste en transmitir informacion a través de una onda
portadora variando su frecuencia y manteniendo constante su amplitud.

Los ruidos o interferencias alteran la amplitud de la onda, aunque no afecta a la
informacion transmitida en FM, ya que la informacion se extrae de la variacion de frecuencia
y no de la amplitud. Debido a estas caracteristicas de modulacion, podemos ver como la
calidad de sonido o de imagen es mas elevada, cuando modulamos en frecuencia que
cuando lo hacemos en amplitud.

Las emisoras de FM pueden trabajar en bandas de frecuencias muy altas, en las
que las interferencias en AM son importantes; las estaciones o emisoras comerciales de
radio FM usan frecuencias entre 88 y 108 MHz. El alcance en estas bandas es bastante
limitado para hacer posible que existan emisoras de la misma frecuencia situadas a
decenas de kilémetros sin que produzcan interferencias entre ellas [21].

Podemos encontrar multiples ventas de la modulacién en frecuencia frente a la de
amplitud. La modulacién de frecuencia necesita una potencia de modulacién menor que
las de amplitud. Una de sus mayores ventajas consiste en que las sefiales moduladas en
frecuencia estdn mucho menos afectadas por los ruidos e interferencias. EI motivo por el
gue las perturbaciones afectan mucho menos a una modulacién en frecuencia es porque
dichas perturbaciones afectan a la amplitud de la onda, lo que producira un cambio en el
contenido del mensaje y lo distorsionara. Otra de las ventajas es el aumento en el ancho
de banda de las sefiales moduladas en frecuencia, como luego veremos.

Onda portadora
Onda modulada FM
- >

Onda moduladora

Figura 8.16 Modulacién FM
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De acuerdo a lo que hemos comentado anteriormente, la frecuencia de la sefal
modulada, E,, variard en torno a la frecuencia de la sefal portadora, como vemos en la
siguiente expresion matematica (6):

f =E, + Af sen@m fmt) (6)

Donde Af se define como la méxima desviacion de frecuencia que puede
experimentar la onda portadora.

La onda modulada en FM tiene finalmente la siguiente expresion:

Xpm = Ap - cos(2m - F, -t + B+ cos(2m * Fy, - t)) @)

Donde el parametro g, se define como el indice de modulacién de la onda
FM, y representa la maxima desviacion de fase producida por el tono modulador con
frecuencia F,, y corresponde:

Af _Fa-An ®)
Fn I

En este tipo de modulacion tenemos, como en la modulacién en amplitud, las

ﬂ:

frecuencias F,, de la portadora, E,+F,y E,-F,pero ahora, ademas, se van a unir otras
frecuencias laterales como, por ejemplo, E,+2F,y E,-2F,, E,+3F,y E,-3F,y asi hasta
E,+n-E,y E,—n- E,, (donde “n” es un nimero entero), es decir, cualquier mdltiplo de las

frecuencias de modulacion.
Por lo tanto, el nUmero de frecuencias laterales es muy grande, existiendo la suma

y diferencia de todos los arménicos posibles, como se ve en la Figura 8.17.

vl
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f

Figura 8.17 Espectro de sefial modulada en FM

El ancho de banda de transmisién se define considerando solo las componentes
espectrales mas significativas. El hecho de eliminar una parte del espectro en la
transmision causara cierta distorsion en la sefial modulada.

Si B << 1, sélo son significativos los términos de orden 0 y 1, con lo cual el ancho

de banda es By = 2F,,, es decir, el doble de la frecuencia del tono modulador.
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Esta es una modalidad de FM que se aproxima a la AM.

Sin embargo, en el caso de que 8 > 1, esto no es asi y habrd que considerar un
namero suficiente de rayas espectrales. Estamos en el caso de FM banda ancha (WFM,
Wide FM) y el espectro y el ancho de banda es distinto y mayor.

En general, podemos afirmar que el ancho de banda de transmisién efectivo de una
sefial FM modulada con un tono de frecuencia F,, esta dada por la Regla de Carson:

Br=2-(B+1)- E, 9)

Otra forma més precisa para el célculo del ancho de banda se basa en un

criterio numérico. La llamada Regla del 1% consiste en tomar un valor de M tal que:

Um(B)] > 0.01 (10)
Eliminando no obstante las componentes que cumplen:
l/ms1(B)| < 0.01 (11)

El valor de M que cumpla esta condicién se toma como valor a elegir. De
esta manera habra M parejas de componentes espectrales significativas, ademas de la

portadora. En total 2M + 1 rayas espectrales a tener en cuenta.

Indice de modulacion | N° de componentes espectrales significativas
B 2M...
0.1 2
0.3 4
05 4
1.0 6
2.0 8
5.0 16
10.0 28
20.0 50
30.0 70

Figura 8.18. N° de componentes espectrales significativas de sefial FM en funcion de 8

En la figura 8.19 se muestra un ejemplo de la densidad espectral de potencia
correspondiente a una sefial FM modulada por un tono de variacibn armoénica. La

frecuencia portadora es 5 KHz y la frecuencia del tono modulador 100 Hz, con § = 0.5.
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beta=0.5 fp=5000, Ap= 1 fm=100, Am=0.5
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Figura 8.19 Espectro sefial modulada FM.

Quedandonos con la banda lateral superior y haciendo un zoom a esta imagen:

beta=0.5 fp=5000, Ap= 1 fm=100, Am=0.5
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Figura 8.20 Zoom espectro sefial modulada en FM
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Observamos en la Figura 8.20, que centrado a la frecuencia de portadora y con 8 = 0.5
tenemos que considerar segun la tabla de la Figura 8.18, 4 componentes espectralmente

significativas mas la portadora.

8.3 Uso potencial de ultrasonidos en el control de Ceratitis capitata

8.3.1 Insectos

El método de cria sigue los procedimientos ya descritos por Albajes y Santiago-
Alvarez (1980) y Vifiuela (1981). Se colocan aproximadamente 2.000 pupas de Ceratitis
capitata en la jaula rectangular de metacrilato (50 x 40 x 40 cm.) con el frente protegido por
una tela de visillo a través de la cual las moscas introducen su ovipositor para poner los
huevos hacia el exterior. En el interior se coloca un gran bebedero con agua destilada,
disefiado para que el agua ascienda por capilaridad hacia el exterior. La dieta consiste en
una mezcla de levadura de cerveza hidrolizada y azGcar en proporcion 1:4
respectivamente.

La caja va colocada sobre una bandeja de plastico con agua destilada en la que
caen los huevos puestos a través de la malla frontal y asi no se deshidratan. En las jaulas
las moscas salen del pupario a los 8-9 dias de la pupacion.

8.3.2 Equipo de ultrasonidos

Se localiza en una camara especial para los insectos que son sometidos a

frecuencias ultrasoénicas.

Figura 8.21: Equipo emisor de ultrasonidos al completo.
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En este ensayo, se ha utilizado el mismo patron de sefiales que hemos descrito con
anterioridad en otro capitulo, pero con la diferencia que solo se ha usado modulacion AM
en rango de 20KHz a 40KHz, ya que se decidi6 asi debido al margen de tiempo que habia
para hacer el ensayo. Ademas también influy6é los resultados que se obtuvieron en la
electroantenografia de Ceratitis que dieron mayor respuesta en modulaciéon AM que en FM.

8.3.3 Cémaras

La cria de C. capitata se lleva a cabo en una camara climatica visitable, cuyas

condiciones ambientales son las siguientes:
e Temperatura: 24 + 2 °C.
e Humedad relativa: 74 + 5 %.
o Fotoperiodo: 16 hL: 8 h O.

La camara tiene las dimensiones de 4,3 m de largo, 2 m de anchoy 2,5 mde alto y
se encuentra aislada en paredes y techo. Para el mantenimiento de la temperatura
adecuada, renovacion y movimiento del aire, la camara cuenta con un equipo de
“ventilacion-bomba de calor’ (Interclisa®, modelo CUCVO26M3 + CXE026M3) cuyo
funcionamiento es regulado por un termostato (Sunvic®).

El nivel de humedad esta regulado por un higrostato conectado a un humidificador
(Defensor® modelo 505). Para el control, tanto del sistema de regulacién de temperatura
como del de humedad, se utiliza un termohidrografo (modelo 1750 de Salmoiraghi®) y un
termohigrometro digital con memoria para maximas y minimas.

La iluminacién se consigue con un par de tubos fluorescentes (Gro-Lux® de
Sylvanya) encima de cada estante, que proporcionan a 20 cm de distancia una iluminacion
de unos 2500 lux. Mediante un reloj conmutador (Orbis®) se automatiza el encendido y
apagado de las luces para conseguir el fotoperiodo deseado.

Los ensayos se realizardn en dos camaras climaticas:

-Camara climética control (camara descrita anteriormente).

-Camara climética ultrasonidos, con condiciones ambientales:

Temperatura: 23 + 2 °C.

Humedad relativa: 55 £ 5 %.

Fotoperiodo: 16 hL: 8 h O.

8.3.4 Bioensayo

Se seleccionan 30 cajas cilindricas de plastico, que servirdn como jaula, con unas
dimensiones de 12 cm de diametro x 5 cm de altura. Cada una tiene, ademas, una tapa de
12 cm de diametro, en la cual se localiza una malla metalica de 5 cm de diametro cuya

funcién es de ventilacion.
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En la parte lateral de la caja, a 1,35 cm de la base se ha realizado un agujero, por
el cual se introducira el ponedero. El ponedero es un tubo cilindrico de plastico de 2,3 cm
de didmetro de base y 5,2 cm de altura, al que se le ha practicado unos pequefios agujeros
de 1,5 mm de diametro en la parte lateral. La funcién del ponedero es albergar la puesta
para su posterior recoleccion mediante un pincel.

Antes de colocar el ponedero en la caja, se debe introducir algodén en la base del
tubo sin que llegue a sobrepasar los agujeros establecidos para la puesta, ya que dificulta
el proceso de recogida si los huevos se pegan al algodon. El algodén, debe estar
humedecido con agua destilada en todo momento hasta alcanzar casi el punto de
saturacion del mismo.

Posteriormente el tubo se cerrara con un tapén de plastico de 2,3 cm de didmetro
para mantener unas buenas condiciones de humedad de cara a la puesta y asi evitar que
las hembras depositen sus huevos en otras partes de la jaula.

En la siguiente figura, a la izquierda, se pueden observar la jaula ya terminada y

puesta a punto y a la derecha, el ponedero.

Figura 8.22: Jaula montada (izquierda) y ponedero (derecha).

En el interior de las cajas se introduciran los comederos. Para ello se emplearan
tapones de las mismas caracteristicas que los que cierran los ponederos. Estos comederos
gquedan adheridos a la base de la caja mediante plastilina y previamente han sido llenados
con la dieta para adultos.

Otro de los elementos que componen la jaula del ensayo son los bebederos, que
son vasos de cristal de 20 ml de capacidad, los cuales son adheridos a la base de la caja
mediante plastilina, al igual que los comederos.

Montada la jaula al completo, antes de realizar el ensayo, se lleva a cabo el sexado
de adultos de menos de 24 horas que han sido criados en la cAmara climética. Por cada
repeticion que se va a realizar se seleccionan 3 hembras y 3 machos perfectamente

formados, recién emergidos y sin alimentacion alguna, que se liberan en las jaulas. 15
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repeticiones permaneceran en la camara control y 15 mas en la camara ultrasonidos.
Siempre debe permanecer un Tynitag en cada cdmara en la balda donde se esté realizando
el experimento. Se debe comprobar antes en qué balda de todas las disponibles en cada
camara ha de utilizarse para que las Ceratitis estén en unas condiciones de temperatura y
humedad lo mas homogéneas posible.

El seguimiento del ensayo consistirA en la
evaluacion diaria de la mortalidad y la recogida y
recuento de la puestarealizada (ver, en lafigura 8.23,
los huevecillos en un cilindro de pléstico con agua

destilada), asi como la evaluacion de la fertilidad de

al menos 2 dias no consecutivos en huevos de

menos de 24 horas. Fig. 8.23: La puesta de Ceratitis
preparada para contar a la lupa.

Por tanto, pasadas las primeras 72 horas desde que se monta el ensayo,
diariamente se procede a la recogida de los huevos del ponedero mediante un pincel,
depositandolos en un cilindro de plastico, que se rellena con agua destilada para separar
los huevos que se encuentren pegados y con ello facilitar el recuento de los mismos bajo
la lupa. Realizada la recogida de la puesta mediante una pipeta de plastico, se humedece
el algoddn con agua destilada para preservar las condiciones de humedad del ponedero.
El recuento de huevos puestos y larvas emergidas podra realizarse fuera del insectario,
pero los adultos de Ceratitis no podran salir del mismo en ningin momento.

Para evaluar fertilidad, se eligen 30 placas Petri de 9 cm de diametro por dia de
evaluacion. Después se seleccionan 30 papeles de filtro de color negro (Filter-Lab®) de 90
mm de diametro. Cada papel de filtro se dividira en 5 sectores trazados con un rotulador y
se introducira en la placa correspondiente. Se afiade sobre el papel de filtro 1 ml de agua
destilada para mantener los huevos turgentes. Con ayuda de un pincel y bajo la lupa se
escogen 30 huevos por repeticién que estén perfectamente formados y completamente
turgentes, y se descartan los aplastados, vacios o de tonalidad parduzca, colocando 6
huevos por cada sector trazado en el papel de filtro negro para facilitar el recuento posterior.
Una vez finalizado este paso se sella la placa petri mediante Parafim® cortado

previamente en tiras.
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Figura 8.24 Evaluacion de la fertilidad

Realizada la misma operacion en todas las repeticiones, las placas se localizaran
en una bandeja en la parte intermedia de la camara climética. A las 72 horas se procedera

al primer recuento de larvas emergidas. Se continuara el recuento 24 horas mas.

8.4 Ensayo de comportamiento en Rhynchophorus ferrugineus

A continuacién, nos vamos a centrar en describir la metodologia desarrollada para
el estudio de comportamiento de picudo rojo.

Este tipo de ensayo se utiliza para medir, en condiciones de laboratorio, las
reacciones de rechazo o aceptacion por parte de un organismo vivo a las sefiales
ultrasénicas aplicadas. Para su disefio se debe de tener en cuenta, al objeto de tener
respuestas reproducibles, que el comportamiento de un insecto es el resultado de la
interaccion de factores externos (estimulos) y factores internos (estado fisioldgico). [24]

Hay también que tener en consideracion que el comportamiento o estado interno
del insecto a lo largo del dia puede variar debido a sus ritmos circadianos o a la incidencia
de diversos factores ambientales.

En este tipo de prueba se contempla el comportamiento de atraccion o rechazo,
generalmente se suele responder a un tipo de patrén, permitiéndonos conocer la porcion
de poblacion que no presentaria perjuicios al estar expuesta a estas sefiales de excitacion.
También nos permitiria conocer la proporcion que por rechazo abandonaria la zona de
actividad, escondiéndose o evitando en la medida de lo posible todos los agentes que
perturben su comportamiento, en este caso las ondas mecénicas o la propia luz que alteran
su pauta de alguna forma. [23]

Para iniciar estas pruebas, un criterio bastante importante a tener en cuenta, es que

las funciones biolégicas del insecto sean conocidas y ademas sean faciles de definir y
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observar. Ademas estas pruebas deberian de realizarse en el periodo del tiempo en el que
el insecto muestra la respuesta mas intensa a la feromona. [24]

Los bioensayos se han realizado con corriente de aire y con registro del
desplazamiento del insecto.

En este ensayo, Si se ha usado las sefiales, con el patron previamente descrito en
el anterior capitulo, y también hemos aplicado las sefiales ultrasonicas moduladas tanto en
amplitud AM como en FM. A diferencia del anterior ensayo, que solo se aplicaron sefales

de excitacion ultrasénicas moduladas AM.

8.4.1 Insectos

Para empezar, los organismos seleccionados para este bioensayo, se deben de
observar durante un corto periodo de tiempo que depende del organismo, con el fin de
determinar su buena condicién, comprobando que no han sido dafiados durante el
transporte ni por el cambio de condiciones ambientales.

Los picudos se han capturado mediante una trampa atrayéndolos con feromona en
una zona y época del afio que cumplen con el auge de este tipo de insectos.
Trasladandolos hasta el laboratorio con las condiciones climaticas adecuadas para su
supervivencia y asi poder realizar las pruebas.

Al interior de los recipientes, se depositaron tiras de papel humedecidas para que
en ellas encontraran también el indice de humedad necesario aportandoles ademas
materia organica para su alimentaciéon (Figura 8.25) En este caso, el material afladido es
un trozo de platano para satisfacer sus necesidades de aportes proteicos para aguantar el
tiempo del ensayo y recuperar fuerzas, ya que los ensayos a los que han sido sometidos

han sido de 2 horas.

Figura 8.25 Recipiente con Picudo rojo en el interior.
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8.4.2 Equipo de Ultrasonidos

Para este bioensayo, el emplazamiento de trabajo y el equipo de sefales ultrasénico se
localizan en el laboratorio de investigacion de Quimica Organica e Inorganica, para que los
insectos sean sometidos a frecuencias en el rango de los ultrasonidos. Insertado encima
de la placa de metacrilato y sobre un soporte que lo sostiene, se orienta hacia el recipiente
para que haya una optima recepcion de las sefales de excitacion por parte de los insectos.
En la figura 8.26, se muestra la ubicacion del altavoz Vifa.

Figura 8.26. Ubicacién del altavoz Vifa.

8.4.3 Estudio de aislamiento acustico

Para caracterizar en mayor medida y hacer un estudio completo, mediante el
sonémetro RION NL-32 hemos realizado un estudio de absorcién acustica para comprobar
el nivel de presion sonora que sale por los altavoces y el que le llega a los insectos por
debajo de la placa de metacrilato. Asi podremos caracterizar las pérdidas que tenemos
debido a la presencia de este material ademas de comprobar la respuesta en frecuencia
del altavoz.

Si no existen obstéculos, el sonido emitido por una fuente se propaga en campo
libre por el aire hasta alcanzar al receptor sin mas atenuacion que la debida a la distancia
entre ambos y a la absorcion del aire.

Cuando las ondas sonoras chocan con un obstaculo u material, las presiones
sonoras variables que actian sobre él hacen que éste vibre. Una parte de la energia
vibratoria transportada por las ondas sonoras se transmite a través del obstaculo y pone
en movimiento el aire situado del otro lado, generando sonido. Parte de la energia de las
ondas sonoras se disipa dentro del mismo, reduciendo la energia irradiada al otro lado.
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La absorcion del material depende bastantes pardmetros, tales como rugosidad,
porosidad, flexibilidad y del grado de porosidad de la superficie. Los poros hacen que la
energia sonora quede atrapada en ellos con multiples reflexiones. Dentro del poro, esta
energia se convierte en energia calorifica debido al rozamiento de la energia con los limites

del poro al ir rebotando en su interior, y esta energia se disipa. [27]

Ei

=

Figura 8.27 Division de energia acustica cuando incide con un obstaculo.

En la figura 8.27 podemos observar como la energia incidente (E;) colisiona con el
obstaculo y se distribuye en tres energias diferentes. Como solo queremos conocer el
aislamiento que nos proporciona este elemento, nos fijamos en la energia que se transmite
a través de él (E,).

E = E +E,+E, (12)

La pérdida por transmision (TL) es la relacion entre la energia sonora incidente y la

energia sonora transmitida y se expresa en decibelios.

E; 13
TL = 101ogE—‘ (13)
t

Como nos interesa solo Et, y teniendo en cuenta que disponemos del sonémetro,
vamos a proceder a tomar medidas fuera de la placa (cerca del altavoz) y dentro. Estas
medidas son tomadas haciendo una pequefia modificacién en el codigo de Matlab de las
sefiales de excitacion. Es decir, lo que vamos a hacer ahora es variar la frecuencia de
portadora dentro del rango de sonidos audibles (Solo para este apartado del presente

trabajo).
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Como las caracteristicas técnicas del sonémetro, no permite la medicién de sefiales
de ultrasonidos, tomaremos frecuencias dentro del rango audible y registraremos el nivel
de presion sonora que obtendremos, fuera y dentro.

Para empezar, el sonémetro ha de calibrarse antes y después de cada medicion.
Para ello dispondremos de un calibrador acustico NC-74 (94 dB a 1KHz) que se puede ver
en la siguiente figura 8.28.

%
W\ gt

=-

>

e '
Figura 8.28 Calibrador acustico NC-74.

Aunque también hay que afiadir que podemos optar por un calibrador eléctrico
propio del modelo NL-32, para este caso debe medir 114 dB con descriptor L.

Un tema importante dentro de la configuracion del sonémetro, es el de la
ponderacion en frecuencia, debido a que las curvas de ponderacion A o C aproximan a los
analizadores a la respuesta del oido humano.

Nuestro oido no tiene una respuesta plana en frecuencia ademas varia con el nivel
de presién, por ello se crearon estas curvas de ponderacion. Sabiendo esto y como nos
permite el modelo en cuestidn, indicamos que no deseamos ponderacién en frecuencia en
la configuraciéon del sonémetro, mediante el indicador de ponderaciébn FLAT (zero
weighting). En la figura 8.29 indicamos donde se han realizado las medidas con el

sonémetro y las alturas que se han medido para mas informacion.
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Figura 8.29 Alturas y situacion de las medidas tomadas.

Se han tomado los siguientes datos:
o Distancia del altavoz a la placa: 29 cm. (Flecha negra, figura 8.29).
e Distancia del altavoz al fondo de la camara principal: 41 cm. (Flecha
amarilla, figura 8.29).
¢ Ruido ambiente: 63 dBSPL.
¢ Distancia del altavoz al sonémetro: 15 cm (Flecha roja, figura 8.30).
Las medidas se han tomado en completo silencio, actuando en el laboratorio, el PC
y el altavoz Unicamente para una correcta medicion de los datos evitando asi en la medida
de lo posible el ruido de fondo que pueda existir. Las mediciones se han realizado sobre la
camara principal, debajo del haz del altavoz y dentro de la cAmara para ser mas fieles a la
hora de definir aproximadamente las pérdidas.
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Figura 8.30. Posicion del sondmetro para toma de medidas

Ahora pasamos a mostrar las distintas tablas con las respectivas mediciones que
se han tomado. Para su mejor compresion, se adjuntara unos graficos elaborados para ver
gue efectivamente el material de metacrilato produce pérdidas en modulacion de amplitud
conforme vamos aumentando la frecuencia.

A partir de 20KHz es de esperar que se produzcan mas atenuacion en la sefial,
debido a que es el limite tedrico de medicion de este sonémetro con lo que se pierde
sensibilidad de mediciébn ademas también se puede afadir que influye la distancia y
presencia del obstaculo.

8.4.3.1 Modulacion AM.

Frecuencia (KHz) 1KHz 5KHz 10KHz 15KHz 20KHz
Medida fuerade 101 dB 101,4 dB 101,3 dB 97,6 dB 97,4 dB
la caja (dB)
Medida dentrode 82,6 dB 82,6 dB 75 dB 70,6 dB 64,9 dB
la caja (dB)
Diferencia (dB) 18,4 dB 18,8 dB 26,3 dB 27 dB 29,5 dB

Tabla 8.1 Mediciones en modulacién AM.
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Figura 8.31 Gréfico de lineas de pérdidas por absorcion
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Figura 8.32 Diagrama de barras de pérdidas por absorcion en modulaciéon AM.
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8.4.3.2 Modulaciéon FM.

A continuacion, estudiaremos la caida en dB de la modulacién FM. En este caso,
como podemos ver seguimos teniendo mas pérdidas segin se va aumentando la
frecuencia, obteniéndose un maximo a la frecuencia de 20KHz de 29,6 dB, cosa razonable
por otra parte ya que la distancia, el panel de metacrilato y la frecuencia ayudan a que se
produzca esta tendencia descendente presente en las dos modulaciones.

Frecuencia (KHz) 1KHz 5KHz 10KHz 15KHz 20KHz ‘
Medida fuerade 102,9dB 103,83 dB 103,2 dB 100,5 dB 97,6 dB
la caja (dB)
Medida dentrode = 93 dB 93,1 dB 78 dB 74.9 dB 68 dB
la caja (dB)
Diferencia (dB) 9,9dB 10,7 dB 25,2 dB 25,6 dB 29,6 dB

Tabla 8.2 Mediciones en modulacién FM.

Estudio Acustico. Modulacion FM
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Figura8.33 Grafico de lineas de pérdidas en FM
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Estudio Acustico. Modulacion FM
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Figura 8.34 Diagrama de barras de pérdidas en modulacion FM.

A la vista de los resultados y mediciones, en las dos modulaciones, podemos
concluir que la presencia de la placa de metacrilato puesta sobre la camara central, absorbe
parte de la potencia acustica que el altavoz radia en forma de ondas mecanicas.
Produciéndose una atenuacion de la sefial original y aislando mas la cavidad interior donde
se depositan los insectos para su posterior analisis de comportamiento.

El coeficiente de absorcion del material varia con la frecuencia de la onda sonora.
La eficacia de una superficie o material absorbente se expresa como un nimero entre 0 y
1, llamado coeficiente de absorcion,a expresado en Sabines. De manera que O representa
la no absorcion, es decir, reflexién total y 1 corresponde a la absorcion total.

Caracterizando « de forma matematica:
E, (14)
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8.4.4 Olfactometro de 4 vias

Para investigar la respuesta en el comportamiento a compuestos volatiles sintéticos
y a las sefiales ultrasonicas, hemos usado un olfactometro de 4 vias. El dispositivo es
similar al previamente descrito y usado en [31]. El esquematico que podemos ver en la
figura 8.35 muestra la idea que se ha empleado para el disefio del receptaculo usado para

el estudio de comportamiento.

Figura 8.35 Esquematico de Olfactometro de 4 vias.

El olfactbmetro consiste en una camara principal con vermiculita estéril
deshidratada (Fine grade, Egmont Commercial Ltd, Halswell, New Zealand) usado como
sustrato, que permite una mayor movilidad del insecto, cuatro tubos de metacrilato
(dimensiones: 24.8cm x 4 cm de diametro) conectados a recipientes de plastico que
contienen distintas fuentes de olor. En la figura 8.36 podemos observar uno de los brazos

de metacrilato usado.

Figura 8.36 Tubo de metacrilato usado para el Olfactometro
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Los contenedores de plastico son usados para capturar los distintos insectos que
son atraidos por las distintas fuentes de olor. En la siguiente figura podemos ver, el
contenedor de plastico utilizado para tal fin, figura 8.37.

g =

Figura 8.37 Contenedor de plastico usado para capturar los insectos que caen

Para que los insectos caigan en los contenedores, debemos de hacer que el aire
circule en todo el receptaculo. Para ello se ha utilizado un ventilador, situado sobre una
placa de metacrilato, que desde la camara central hace circular el aire por los tubos,
generando asi el flujo de aire necesario para que los insectos sean atraidos a las distintas
fuentes de olor y caigan dentro de los contenedores.

La luz es un problema para realizar estos experimentos, por lo que la placa
metacrilato se ha envuelto en aluminio para evitar cualquier resquicio que impida el normal
desarrollo del ensayo. Cuando estos insectos notan el haz de luz, intenta protegerse de
alguna manera, interfiriendo en su normal desenvolvimiento y no siendo posible la
realizacion de manera eficiente.

El compuesto quimico que se ha empleado, ha sido utilizado solo con picudo rojo
en estado de adultos, y sobre ambos sexos (aunque en mayor proporcion de hembras). El
compuesto o feromona de agregacién que hemos usado, responde a la formula quimica
de 4-metil-5-nonanol. La estructura de este producto quimico empleado en el ensayo, se
muestra en la figura 8.38:

77



CH

H,C H,
H

Figura 8.38 Estructura del 4-metil-5-nonanol.

8.4.5 Bioensayo

Para este bioensayo, los insectos se han situado sobre la camara central (Figura
8.38) y sometidos a las condiciones de sefiales ultrasonicas y la fuente de agregacion, la
feromona. Para cada replica, se han usado dos contenedores con feromona y dos sin

feromona, asignados aleatoriamente a los tubos del olfactometro.

Figura 8.39 Camara central rellena de vermiculita deshidratada.

Tanto machos como hembras, son utilizados una vez por ensayo, es decir, cuando
terminamos uno y empezamos otro, usamos insectos diferentes, ya que la duracion de
cada prueba hace que el insecto no tenga las condiciones Optimas para afrontar otro
experimento consecutivo.

Después de introducir los insectos dentro del recipiente, tenemos que esperar unos
minutos para empezar la prueba, porque estos necesitan un tiempo de adaptacion a las
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nuevas condiciones. La duracion del ensayo, como ya hemos comentado con anterioridad
son de 2 horas, tiempo suficiente para que el insecto explore y seleccione una fuente de

feromona, si es posible.

Figura 8.40 Picudos en contenedor con Feromona.

Terminado cada bioensayo, se procede a rotar los tubos del olfactémetro 90°, para
comprobar si los ultrasonidos han afectado a la capacidad de localizacion de la feromona
por parte de los picudos. En la siguiente figura se observan, dos picudos que han caido en
el contenedor que no contenia la feromona y por ende, han perdido esa localizacion

previamente dicha.

Figura 8.41 Picudos en contenedor sin feromona.
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Se han realizado ensayos sin sonido, ya que es importante conocer si el ensayo
tiene efecto y asi poder tasar mejor las diferencias que se pueden apreciar aplicando
técnicas ultrasonicas.

Esta parte es fundamental, ya que si comprobamos que en condiciones de
ultrasonidos, han perdido la capacidad de localizacién de la feromona de agregacion,
habremos conseguido una modificacibn en el comportamiento y en la comunicacion
quimica de estos insectos de forma controlada. Debido principalmente a que hemos
interferido mediante sefiales de excitacion, esa capacidad de atraccion del insecto a la
feromona, concluyendo positivamente las pruebas realizadas, pero para confirmarlo
tendremos que realizar posteriormente un estudio y analisis estadistico para comprobar
gque realmente tiene sentido nuestra hipotesis de partida.

La habitaciéon donde se han realizado los ensayos, tiene una temperatura de unos
21 + 3°C. Temperatura mas que suficiente para el correcto desarrollo del ensayo, que
permite a los picudos la temperatura necesaria para su actividad normal.

La respuesta medida en cada ensayo, fue calculado como el numero de individuos
atraidos por la feromona. En total se han realizado 15 ensayos con modulacién AM, con
una distribucién bastante uniforme de los resultados, con lo que no se han necesitado mas
repeticiones.

Y en FM un total de 30, debido a que obteniamos una mayor varianza de los datos
y estadisticamente necesitdbamos mas experimentos para contrastar que afecta también
al comportamiento como en AM, aunque de los resultados ya hablaremos en el siguiente

capitulo de este trabajo.
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9 RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo, vamos a proceder a citar los resultados estadisticos y su discusion
del ensayo de oviposicion de Ceratitis y el ensayo de comportamiento de picudo rojo.

9.1 Resultados y discusidén ensayo de oviposicion de Ceratitis Capitata

El valor medio obtenido para la fecundidad en el testigo es de 167,97 expresado en
huevos por hembra y dia. En cambio, para las moscas que han estado sometidas a
ultrasonidos la fecundidad media es de 203,14 huevos por hembra y dia. Las fecundidades
de ambos tratamientos no se puede considerar que sean significativamente diferentes
entre si y la de ultrasonidos supone un aumento de casi el 21% respecto del testigo (ver
TABLA 9.1).

La Organizacion Internacional de Lucha Bioldgica e Integrada (OILB, o también
IOBC por sus siglas en inglés), establece una clasificaciéon de los tratamientos que asigna
un namero en funcion del efecto que tengan sobre el pardmetro estudiado, en una escala
qgue va del 1 al 4y en la cual la maxima toxicidad se corresponde con este ultimo valor. Asi,
se puede afirmar que los ultrasonidos no tienen efecto sobre la fecundidad de Ceratitis
capitata ya que la reduccién obtenida en la fecundidad respecto del testigo se corresponde
con la categoria 1 de esta institucion.

Por otro lado, se evalu6 también, en dos dias no consecutivos, la fertilidad medida
como porcentaje de huevos que hacen eclosion. En el sexto dia del experimento se registrd
una fertilidad media para el testigo de 78,33 % (ver TABLA 9.2), mientras que para las
moscas sometidas a ultrasonidos se obtuvo un 85,64 % de fertilidad. En el octavo dia del
experimento la fertilidad media fue de 80,39% en el testigo y de 85,75% en el tratamiento
de ultrasonidos.

Por ultimo, hay que decir que no se aprecian diferencias significativas entre la
mortalidad ocasionada por el tratamiento de ultrasonidos y la observada en el testigo.

En conclusion, para la aplicacion de ultrasonidos en la lucha contra la mosca
mediterranea de la fruta o C. capitata se puede decir que de los tres parametros evaluados

(mortalidad, fecundidad y fertilidad) no se observan efectos en ninguno de ellos.
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Testigo 167,97, + 27,17 -

Ultrasonidos 203,14, + 39,22 -20,94 %

Tabla 9.1. Fecundidad media acumulada para el testigo y las moscas que se han
sometido a ultrasonidos.

Datos (media t intervalo de confianza al 95%) en la misma columna seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes (P > 0,05).
3t=-1.58; P=0,12.
b Reduccién de la fecundidad con la férmula de Abbott: P reduccién (%) = [1 — (Ptratado/Ptestigo)] x 100.
¢ Categoria toxicoldgica OILB (laboratorio): (1) Inocuo: <30 % de reduccion respecto al control; (2)
Ligeramente toxico: 30-79 %,; (3) Moderadamente toxico: 80-99 %; (4) Toxico: > 99 %.

Testigo 78,33. 1 10,20 -

Ultrasonidos 85,64, + 6,34 -9,33%

Tabla 9.2. Fertilidad media del sexto dia de experimento, para el testigo y el tratamiento
de ultrasonidos.

Datos (media t intervalo de confianza al 95%) en la misma columna seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes (P 2 0,05).
aF=-1,42; P=0,17.
b Reduccién de la fecundidad con la férmula de Abbott: P reduccién (%) = [1 — (Ptratado/Ptestigo)] x 100.
¢ Categoria toxicoldgica OILB (laboratorio): (1) Inocuo: <30 % de reduccién respecto al control; (2)
Ligeramente téxico: 30-79 %; (3) Moderadamente tdxico: 80-99 %; (4) Toxico: > 99 %.

Testigo 80,39 + 7,97 -

Ultrasonidos 85,64, + 4,77 -9,33%

Tabla 9.3. Fertilidad media del octavo dia de experimento, para el testigo y el tratamiento
de ultrasonidos.

Datos (media * intervalo de confianza al 95%) en la misma columna seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes (P 2 0,05).
aF=-1,26; P=0,22.
b Reduccién de la fecundidad con la férmula de Abbott: P reduccién (%) = [1 — (Ptratado/Ptestigo)] x 100.
¢ Categoria toxicoldgica OILB (laboratorio): (1) Inocuo: <30 % de reduccién respecto al control; (2)
Ligeramente téxico: 30-79 %; (3) Moderadamente tdxico: 80-99 %; (4) Toxico: > 99 %.




9.2 Resultados vy discusiobn ensayo de comportamiento de

Rhynchophorus ferrugineus.
Vamos a distinguir dos apartados, analisis y estudio estadistico de comportamiento
con modulacion AM y otro andlisis y estudio con modulacion FM. Vamos a comparar y ver
si realmente sale estadisticamente significativo la aplicacion de estas sefales en la forma

de conducta. Para ello aplicaremos distintos contrastes estadisticos.

9.2.1 Resultados con modulacion AM

Para el caso de la modulacién de amplitud, se han realizado 15 experimentos de 2
horas de duracién cada uno. Debido a la uniformidad que han presentado los datos, no nos
ha hecho falta realizar mas experimentos, ya que los datos obtenidos han sido mas que
suficientes para optar por un analisis estadistico con un grado de fiabilidad aceptable y que
ademas nos permitiera rechazar una hipétesis en favor de otra.

En este caso hemos estudiado si existe algin cambio relevante en el
comportamiento mediante este tipo de modulacion. Para ello se ha realizado un contraste
estadistico ANOVA de un solo factor. Este factor es obviamente el sonido, que separa los
valores de las variables en dos grupos (Variables con sonido y sin sonido).

Para realizar este estadistico partimos de las dos hipétesis de partida:

e H, (Hipotesis nula): La modulacion Sl afecta al comportamiento del picudo.
e H, (Hipotesis alternativa): La modulacion NO afecta al comportamiento del
picudo.

Obteniendo los siguientes datos estadisticos resultados de la ANOVA de un factor:

0,10 2 0,05 0,22 0,81

Tabla 9.4. Resultado del contraste estadistico ANOVA de un factor.

Arrojando el resultado siguiente:

F < P(F) (13)

A la vista de la ecuacién 15, concluimos que no podemos rechazar la hipétesis nula
en favor de la alternativa con un nivel de significacion de a = 0.01.
Con lo que podemos afirmar que la modulacion AM Sl afecta al comportamiento del

picudo.
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9.2.2 Resultados con modulaciéon FM

Para este tipo de modulacion se han realizado varios analisis estadisticos distintos,
ya que la distribucién de los datos obtenidos, presentaban una elevada variabilidad unos
de otros y por ende no podiamos quedarnos solo con un nimero de experimentos de 15
como en el caso de la modulacion AM. Resultaban insuficientes para realizar cualquier tipo

de contraste fiable.

9.2.2.1 Test de ANOVA GLM (Generalized Linear Models)

Los modelos lineales (regresion, ANOVA), se basan en los siguientes supuestos:

1. Los errores se distribuyen normalmente.

2. Lavarianza es constante.

3. La variable dependiente se relaciona linealmente con la(s) variable(s)

independiente(s).

Ciertos tipos de variables dependientes sufren invariablemente la violacion de los
modelos lineales y los GLM ofrecen una buena alternativa para tratarlos. Por ello
estariamos en el supuesto GLM.

Se utiliza este contraste cuando se dan las siguientes circunstancias en las
variables:

e Un variable de conteo, en concreto, casos (ejemplo: niumero de colisiones,
accidentes, viviendas destruidas...)

e Un variable de contero de casos expresados éstos como proporciones
(ejemplo; porcentaje de heridos graves en accidentes, porcentaje de no
carnet...)

e Una variable establecida como binaria (ejemplo: vivo o0 muerto)

Por ello, se ha realizado un contraste estadistico con este test. Y se adjunta la tabla
9.6 con los datos obtenidos tras el estudio estadistico.

Univariate Tests of Significance for N (FM_picudosJR_gIim)
Effective hypothesis decomposition
SS Degree of MS F p
Freedom
Intercept 171,8751 1 171,8751 232,7158 0
FM 17,8954 1 17,8954 24,2301 0,000003
tratamiento 33,1169 1 33,1169 44,8397 0
FM*tratamiento | 26,0799 1 26,0799 35,3117 0
Error 75,3333 102 0,7386

Tabla 9.5 Resultados Test ANOVA GLM.
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Podemos afirmar que existen diferencias significativas entre los grupos, pero no
sabemos en cuales, si es en feromona o0 no feromona sin sonido o entre feromona y no
feromona con sonido. Por ello tendremos que profundizar en el andlisis estadistico.
9.2.2.2 Test de Levene para la homogeneidad de las varianzas

Para que el contraste ANOVA sea valido, es necesario que podamos suponer una
serie de propiedades sobre la distribucion de las variables, como ya hemos comentado
anteriormente. La mas importante es el Test de Levene.

La prueba de Levene para la igualdad de varianzas nos indica si podemos o0 no
suponer varianzas iguales. Fijando un valor de significacion de a = 0,05, la probabilidad
asociada al estadistico Levene es:

e Sip —value > 0.05 suponemos varianzas iguales,

e Sip —value < 0.05 suponemos varianzas distintas

Levene's Test for Homogeneity of Variances (FM_picudosJR_glm)

Degrees of freedom for all F's: 3, 102

MS MS F p-value
Effect Error
0,582896 0,244512 2,383912 0,073649

Tabla 9.6. Resultados del test de Levene para Modulacion FM.

La tabla 9.6 contiene el estadistico de Levene que nos va a permitir contrastar la hipétesis
de igualdad de varianzas poblacionales. Como obtenemos que:

p — value > 0,05 (16)
Segun la expresién 16, obtenemos un p-valor mayor que el nivel de significacion
anteriormente fijado de valor 0,05. Con lo que el test de Levene no sale significativo y, por

tanto, la homogeneidad de varianzas se cumple. Concluyendo de esta forma que la

varianza de todo el grupo es la misma.
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9.2.2.3 Contraste Post-Hoc. Test N-unequal HSD de Tukey

En este contraste, vamos a identificar los grupos en los que se han producido
mayores diferencias. Debido a que no tenemos una idea de en qué grupos se van a
presentar las mayores diferencias, vamos a usar un contraste no planeado o post-hoc.

Lo que pretendemos es buscar o establecer diferencias entre los grupos basandose
en diferencias dos a dos, por lo que se hara una comparacion mdultiple.

En la tabla 9.7 se adjuntan los datos, resultado de la comparacion entre los distintos

grupos que hemos tenido.

Unequal N HSD; variable N (FM_picudosJR_gim)
Error: Between MSE = .73856, df = 102.00

FM tratamiento {1} {2} {3} {4}
2,7407 0,62963 0,92593 0,8
1 NO Fero 0,000139 0,000139 0,000139
2 NO Cont 0,000139 0,586155 0,89658
3 Sl Fero 0,000139 0,586155 0,954657
4 S Cont 0,000139 0,89658 0,954657

Tabla 9.7 Resultado del contraste post-hoc.

A lavista de la tabla 9.7 se puede observar, que existen diferencias entre los grupos
con sonido y sin sonido tanto en feromona como en no feromona. Pudiendo aceptar la
hipétesis de partida, de que los ultrasonidos han afectado a su desarrollo y comportamiento

normales.
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9.2.2.4 Conclusion Final. Grafico comparativo en modulacion FM.
Para concluir este capitulo, se adjunta la figura 9.1 que puede ayudar a esclarecer
bastante mejor, el analisis de comportamiento empleando sefales de ultrasonidos en

modulaciéon FM.
A5

2 with pheromaone

30 - -‘* contral
25 l

2.0
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Number of individuals
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0.5 4

0.0 . :
No Yes
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Figura 9.1. Representacion grafica comparativa en modulacion FM.

A la vista de esta figura, cuando no existe exposicidén acustica, el nUmero medio

de individuos que acuden a la feromona es mayor que sin ella. Es un hecho bastante l6gico
y evidente, debido a la necesidad puramente biolégica que experimentan estos insectos al
detectar la feromona.

Cuando existe una exposicién acustica a esta modulacion, se aprecia con

bastante rotundidad cémo ha disminuido la media de individuos que acuden a las trampas
con feromona y sin ella, a diferencia de cuando no hay exposicion acustica. Este hecho

reafirma nuestra hipétesis de partida de que existe una perturbacion en su comportamiento.
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10 CONCLUSIONES

Después de realizar los experimentos y bioensayos citados en capitulos anteriores,
hemos llegado a bastantes conclusiones tanto con Ceratitis Capitata como Rhynchophorus
Ferrugineus, ambos objetos de estudio del trabajo.

Basandonos en estudios de electroantenografia de otros Trabajos Fin de Grado
realizados, llegamos a la conclusion de que el rango que mas perturba la sefial del
electroantenograma es el rango de ultrasonidos de [20 a 40KHz] usando modulaciones AM
y FM.

En Ceratitis Capitata 0 mosca de la fruta se ha realizado un ensayo de fecundidad,
fertilidad y mortalidad. Se ha detectado que estos parametros no se ven afectados por la
incidencia de la radiacién ultrasonica a las frecuencias previamente dichas. Confirmando
su inocuidad para el insecto a estudio.

Gracias, entre otros, al olfactometro de 4 vias, en el caso de Rhynchophorus
Ferrugineus o picudo rojo, ha sido posible la realizacién de esta parte del trabajo. De
acuerdo con los resultados, hemos llegado a la conclusién de que el uso continuo de
ultrasonidos sobre esta especie ha condicionado su comportamiento de forma significativa.

A la vista de los resultados, se ha obtenido la confirmacién de que realmente la
aplicacion de estas sefiales junto a los semioquimicos utilizados produce la perturbacion
de la sefal electroantenogréfica y, ademas, experimenta un cambio significativo en su

comportamiento, confirmando nuestra hip6tesis de partida.
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