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1 Resumen

Existen pruebas de que los gasteropodos terrestres son capaces de detectar las sefales
quimicas de sus depredadores (principalmente coledpteros), pudiendo modificar su
conducta para evitar el peligro. Sin embargo, los conocimientos existentes sobre la
ecologia quimica de los gasterépodos siguen siendo muy limitados. Este estudio
examinara en concreto los efectos de un extracto cuticular obtenido en etanol a partir de
larvas de Lampyris noctiluca (luciérnaga comun europea) sobre Cornu aspersum
(caracol comun o de jardin), considerado como una plaga de numerosos tipos de

cultivos.

Con los ejemplares de caracol de jardin se realizaron dos experimentos diferentes. El
primero cuantificd el tiempo que tardaron los individuos en tomar una salida de dos
posibles, en una de las cuales se dispuso una barrera quimica impregnada con extracto
cuticular de luciérnaga y, en la otra, una barrera control impregnada con etanol. En el
segundo experimento se cuantificé la ingesta de alimento tratado y no tratado con el

extracto cuticular, por parte de los caracoles.

Los resultados del primer experimento evidenciaron la existencia de un cierto efecto,
marginalmente significativo, del extracto cuticular de Lampyris sobre el comportamiento
de los caracoles, en el sentido de que los caracoles prefirieron atravesar la barrera
control antes que la barrera con extracto. En el segundo experimento, sin embargo, no
se obtuvieron diferencias significativas entra la ingesta de alimento tratado y no tratado
con el extracto de Lampyris. Los resultados de ambos experimentos se discuten en el
contexto de experiencias similares que refleja la bibliografia y de las circunstancias

particulares en las que se realizaron los experimentos aqui descritos.

Palabras calve: extracto cuticular, quimiorrecepcion, Lampyris noctiluca, Cornu

aspersum.



2 Introduccion

Los gasteropodos terrestres constituyen plagas agricolas a nivel mundial, pueden
causar un gran numero de dafios en horticultura, agricultura y silvicultura. Especies
como la babosa gris Deroceras reticulatum o el caracol comun Cornu aspersum son
plagas en una amplia gama de cultivos en toda Europa y son importantes especies
invasoras en muchos paises del mundo. A diferencia de los coledpteros, existe muy
poco trabajo de investigacion sobre la ecologia quimica de los gasterépodos terrestres.
Sin embargo, los pocos estudios realizados han demostrado claramente que las sefiales
quimicas juegan un papel importante en el comportamiento de los gasterépodos, por
ejemplo, en la busqueda de alimento o de pareja y en sus relaciones con depredadores.
Este trabajo esta enfocado al estudio del comportamiento de los gasterépodos terrestres
en presencia de sustancias producidas por insectos que son depredadores naturales de

caracoles y babosas, perteneciendo en su gran mayoria al grupo de los coledpteros.

La mayor parte de los Coledpteros identificados como depredadores de Gasterépodos
son polifagos (consumidores de diferentes tipos de alimentos), por lo que los caracoles
y las babosas no son sus unicas presas. La depredacién de estos moluscos se asocia
concretamente con cinco familias pertenecientes a dos subdrdenes de Coleoptera.
Estas son las familias Carabidae (Adephaga, Caraboidea), la Staphynilidae y Silphidae
(Polyphaga, Staphylinoidea) y por ultimo Lampyridae y Drilidae (Polyphaga, Elateroidea)

(1).

En nuestro estudio nos centraremos en la familia Lampyridae (a la que pertenecen las
luciérnagas), concretamente en la especie Lampyris noctiluca (luciérnaga comun
europea). Los miembros de esta familia presentan principalmente una distribucién
tropical con pequefios grupos de especies en las regiones templadas de ambos
hemisferios. La mayoria de ellas son depredadoras de gasterépodos, aunque solo
durante su fase larvaria. La especializacion llega a ser tal que son capaces de
rastrearlos gracias a las sustancias quimicas presentes en los rastros de babas que

dejan las babosas y los caracoles al desplazarse (2,3).

La morfologia de las larvas presenta una combinacién de caracteres de escarabajos
(puede variar entre las diferentes especies el largo de las patas, la posicion relativa de
los 6rganos emisores de luz o la forma de los terguitos). Suelen tener los escleritos
endurecidos, lo cual contrasta con los adultos, que tienen una menor esclerotizacion. Al
comparar la morfologia de las larvas entre diferentes especies surgen patrones de

adaptacion en funcién del habitat al que hayan amoldado su estilo de vida. Un ejemplo



puede ser las especies acuaticas, las cuales presentan branquias traqueales en lugar

de los espiraculos tipicos de las terrestres (4).

Como rasgos generales en las fases inmaduras de luciérnagas podemos observar una
cabeza retractil, rganos luminosos en el abdomen, érganos defensivos eversibles a lo
largo de su costado (glandulas capaces de producir sustancias quimicas y olores
repelentes de depredadores) y por ultimo, un par de mandibulas conectadas a glandulas
venenosas (4). Copeland (1981) (5) investigoé este veneno con el cual son capaces de
someter a sus presas. Utilizé extractos del intestino medio, hemolinfa, la cabeza, el térax
y las mandibulas de Photuris lucicrescens y Photuris versicolor para examinar sus
efectos inhibidores en los registros electrocardiograficos de los corazones de Limax
maximus. Los efectos mas potentes fueron inducidos por extractos de intestino medio y
por la hemolinfa. La inhibicidn de la funcion cardiaca mediante la inyeccion de fluidos
del intestino medio se consider6 como un método eficaz para someter a la presa,
mientras que venenos similares en la hemolinfa podrian actuar como un mecanismo

disuasorio para los depredadores.

Los primeros trabajos que reafirmaron el papel de las luciérnagas como depredadores
de caracoles y babosas se realizaron en lampiridos tropicales (6). La luciérnaga india,
Lamprophorus tenebrosus, se investigdb como un posible agente de control biolégico de
Achatina fulica, ya que las larvas de esta especie consumian hasta 60 individuos de
estos caracoles durante su desarrollo (7). Otro ejemplo es la luciérnaga japonesa,

Luciola lateralis, investigada como agente de control de Pomacea caniculata (8).

El control biolégico de gasteropodos terrestres no solo tiene interés en el ambito de la
agricultura, sino que también tienen repercusiones sanitarias. Por ejemplo las larvas de
lampiridos de los géneros Aspisoma y Cratomorphus son enemigos naturales de
caracoles de agua dulce de los géneros Biomphalaria y Lymnaea, presentes en zonas
pantanosas y vectores de parasitos humanos y del ganado como Schistosoma mansoni
y Fasciola hepatica, observandose una depredacion activa tanto en ambientes naturales

como en experimentos realizados en el laboratorio (9).

En las regiones templadas, las investigaciones se centran en el estudio de L. notiluca,
siendo un enemigo natural de gasterépodos terrestres y de agua dulce. Wild y Lawson
(1937) (10) reportan la depredacién de esta especie sobre Vitrea crystallina, Cernuella
virgata, Monacha cantiana, Theba pisana, Cepaea nemoralisy C. aspersum, siendo esta

ultima la especie utilizada en el presente trabajo.



Las luciérnagas pasan la mayor parte de su vida en forma larvaria (son especies
semélparas), de forma que los adultos no se alimentan, si no que dependen de los
recursos consumidos durante la fase anterior (11). La fase adulta solo dura un par de
semanas, en la cual se reproducen y se dispersan. Por este motivo es tan importante
conocer los rasgos y caracteristicas de los estadios inmaduros para conocer la biologia
global de la especie. Normalmente los estudios se basan en su morfologia y su
comportamiento, descuidando areas como la fisiologia, el habitat y el ciclo vital. Por este

motivo el 94% de las especies de luciérnaga no cuentan con estudios de su fase larvaria
(4).

Los moluscos terrestres, al igual que otros muchos grupos de animales, poseen
diferentes estrategias para aumentar su supervivencia, siendo una de las mas comunes
detectar y eludir a los depredadores. En el caso de los gasterépodos terrestres la
deteccion de depredadores por via visual o por medio del sonido es despreciable, por
tener estas vias sensoriales apenas desarrolladas. Por este motivo, la deteccidon de
sustancias quimicas procedentes de los depredadores es su Unica forma de prevenir la
entrada en zonas (o pasar demasiado tiempo) donde existe un alto riesgo de
depredacion (12). Este sistema evita exponerse a un contacto directo con el depredador

y es una estrategia ampliamente estudiada en otros grupos de animales (13).

Los drganos olfativos (quimiorreceptores) de los caracoles se ubican en cada uno de los
cuatro tentaculos cefalicos, los cuales poseen grandes facultades regenerativas, siendo
capaces de recuperarse de una lesién en la que el tentaculo se haya escindido por
completo. La regeneracion no solo engloba a la estructura externa, los gasterépodos
terrestres son capaces de reconstruir al completo los 6rganos olfativos, el ojo y los
componentes neuronales asociados (como el ganglio tentacular) (14). Esta gran
capacidad de restablecer las funciones reafirma la gran relevancia de estos érganos
sensoriales para la supervivencia. Existe otra estructura quimiorreceptora de gran
importancia, los labios, capaces de mediar la respuesta a los diferentes quimicos por

contacto (15).

El 6rgano olfativo esta formado por un epitelio especializado, ubicado debajo del ojo, en
la parte terminal del tentaculo. En la parte externa presenta una superficie cubierta por
un borde complejo de microvellosidades, encargadas de proteger los quimiorreceptores
de la desecacion (16). De fuera a dentro se encuentra una capa de células epiteliales,
tejido muscular y grupos de neuronas sensoriales bipolares. Estas neuronas sensoriales
cuentan con una estructura similar a la presente en los receptores olfativos de

vertebrados, siendo ambos capaces de regenerarse constantemente (17).



Otro ambito donde la quimiorrecepcion posee una gran relevancia es en la alimentacion,
la cual estda muy condicionada por la lentitud caracteristica con la que estos animales se
desplazan. Suelen tener una alimentacion generalizada que minimiza la necesidad de
locomocién. A su vez esta estrategia requiere un comportamiento de muestreo y
mecanismos de aprendizaje sofisticados para evaluar los posibles alimentos que se

encuentren a lo largo del camino (18).

Son animales de habitos nocturnos y su principal forma de detectar el alimento es a
través de los organos olfativos. La orientacion de la direccion del individuo dependera
de la intensidad de la sefal o de la predisposicién a olores pertenecientes a alimentos

familiares-favoritos (18).

Una vez que el caracol detecta un alimento potencial debe de decidir si alimentarse o
no de él. Para ello realiza un primer analisis gracias a sus tentaculos (donde presentan
mecanorreceptores y quimiorreceptores), posteriormente establecen contacto con sus
labios, siempre y cuando no se haya producido un rechazo inicial. En el caso de que

ambas comprobaciones hayan sido positivas el gasterépodo empezara a comer (19).

La toma de decisiones sobre que alimentos consumir puede ser afectada por numerosos
factores. Uno de los mas relevantes es el hambre. Aquellos individuos en estado de
inanicion presentaran comportamientos alimentarios alejados de Ilo normal,

reaccionando con mayor fuerza a los estimulos quimicos atractivos (20).

Los repelentes son otro de los factores que condicionaran la alimentacién al ser
detectados. Producen el rechazo del alimento por parte del animal, pudiendo darse tanto
antes como después de su consumo (dejando de comer). Es importante no confundir la
capacidad de repeler con la toxicidad, ya que esta se refiere a los efectos negativos
causados tras el consumo de una sustancia, de forma que un repelente puede no ser
téxico. Muchas sustancias no producen la reaccion de aversién esperada en un
principio, pero al resultar toxicos para el animal este pasa a considerarlos como un
repelente gracias al proceso de aprendizaje (18). En contraposicién a los repelentes
encontramos los fagoestimulantes, que estimulan la ingesta, como pueden ser los

azucares y aminoacidos debido a su gran valor nutricional (18).

El dltimo gran condicionante que se debe de mencionar es el aprendizaje. Durante la
digestion un alimento no tiene por qué presentar afectos negativos-toxicos, estos
pueden aparecer a posteriori. Para evitar estos alimentos los caracoles son capaces de
desarrollar preferencias o aversion mediante un proceso de aprendizaje basado en
anteriores experiencias (18). Existen diferentes estudios que observaron cémo los

caracoles ingerian poca cantidad de un nuevo alimento para ver sus resultados. Si este
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era nutricionalmente escaso o toéxico lo rechazarian en el futuro (21,22). Este
aprendizaje es revisado constantemente, de forma que un alimento al que antes se
encontraban predispuestos puede modificarse su estatus si este pasa a tener
consecuencias negativas. Esta adaptacion se debe a la existencia de plantas que a lo
largo de una temporada pueden presentar diferentes grados de toxicidad o alterar su

valor nutritivo (18) (Fig. suplementaria 1).

En un trabajo de Bursztyka del 2017 (23) realizado con gasteropodos terrestres, se
observd como estos reaccionaban ante la presencia olfativa de odorantes
pertenecientes a escarabajos terrestres de la especie Carabus morbillosus (fuerte
depredador de caracoles). Esta especie alter6 de forma significativa la direccion de
movimiento de los caracoles, pero no alter6 la eleccién de refugio de la babosa D.
reticulatum. Los resultados fueron coherentes con una percepcion de la amenaza de

depredacion especifica.

Para los caracoles y las babosas la respuesta de huida conlleva un alto coste energético.
Segun la investigacion de Armswotrh en el 2005 acerca de las respuestas conductuales
en babosas (D. reticulatum) (24), estas se mueven mas rapido y pasan menos tiempo
estaticas en presencia de sefales quimicas de escarabajos depredadores (Pterostichus
melanarius). Esta respuesta implica un aumento de la produccién de moco para
aumentar la locomocion, de forma que se incrementa la pérdida de agua corporal. En
este estudio se postula que el comportamiento anti-depredador no ha evolucionado en
respuesta a depredadores generalistas puntuales, si no que esta especializado en
detectar aquellos cuya dieta esté sustancialmente fundamentada en gasterépodos
(sean especialistas o generalistas). Desconocen cuales son los productos quimicos que
producen los coledpteros empleados en los estudios, pero sugieren que se encuentran
en el exterior del cuerpo del escarabajo (en sus cuticulas) y no en sus excrementos.
Tampoco pudieron afirmar si las babosas reaccionaron a sustancias producidas
especificamente por P. melanarius o por los miembros de la familia Carabidae por un

metabolismo comun.

Se realizaron estudios similares usando otras especies de escarabajos carabidos, como
es el caso de Carabus nemoralis, donde se usaron extractos cuticulares hechos a partir
de etanol puro (25). El experimento realizado fue capaz de demostrar el efecto disuasor
del extracto sobre D. reticulatum, reduciendo su consumo de brotes de colza. Otras
investigaciones demostraron que los extractos de C. nemoralis y Carabus coriaceus
alteran significativamente el comportamiento de busqueda de refugio de la babosa gris,

mientras que el uso de extractos de un insecto neutral (Musca domestica) no surge



efecto (26). Ambos resultados indican que los gasterépodos terrestres tienen la
capacidad de distinguir entre diferentes odorantes y responder en funcién del grado de

amenaza.

A raiz de todos estos estudios en este trabajo se plantea la hipétesis de usar extractos
cuticulares obtenidos a partir de larvas de L. noctiluca para el control de C. aspersum.
Para ello se evaluara su efectividad con dos experimentos, en el primero se evaluara el
condicionamiento de movimiento por medio de barreras quimicas, mientras que el
segundo estudiara el efecto inhibitorio de la alimentacién de los caracoles usando el

mismo extracto.

3 Objetivos

El objetivo general de este trabajo es estudiar los efectos de la presencia de sustancias
quimicas obtenidas de la cuticula de larvas de Lampyris notiluca (luciérnaga comun
europea) en la alimentacién o la toma de decisiones del caracol comun Cornu aspersum,

conocido por ser una plaga de multiples cultivos en Europa.

En concreto se estudio el efecto de extractos cuticulares como barrera fisica potencial
en los movimientos del caracol y el impacto de dichos extractos en la cantidad de

alimento ingerido.

4 Metodologia

4.1 Caracoles

Los experimentos se realizaron con Cornu aspersum (caracol comun o de jardin),
anteriormente conocido como Helix aspersa, Cantareus aspersusy Cryptomphalus
aspersus. Pertenece a la familia Helicidae y cuenta con un caracter cosmopolita, siendo
considerado como una plaga. Su concha, globosa, presenta bandas parduzcas en su
espiral, la cual puede alcanzar los 3 cm de diametro y 4 cm de ancho. Los caracoles
utilizados se capturaron en dos puntos diferentes del entorno del Rio Sarela (Santiago
de Compostela, A Corufia) (Fig. suplementaria 2). La identificacion de los ejemplares se

realizé de manera visual, con la supervision del tutor del trabajo.

Solo se seleccionaron los individuos adultos y se almacenaron en recipientes

acondicionados, consistentes en contenedores plasticos con pequenos orificios de



ventilacion y un fondo cubierto con papel de periédico humedecido. Los contenedores
se mantuvieron en una camara climatizada a 15 “C, con un fotoperiodo 12:12 y con el
ciclo dia-noche invertido con respecto al ciclo natural. Para los experimentos se
escogieron ejemplares con un peso comprendido entre 6 y 12 g. Antes de ser utilizados
los caracoles se sometian de un periodo corto de aclimatacion, donde adecuaron su
actividad a las nuevas condiciones de luz y oscuridad. Se alimentaron ad libitum con
hojas de repollo frescas y rodajas de zanahoria. Cada 2-3 dias se les realizaba un

mantenimiento donde se les trasladaba a un nuevo recipiente limpio.

Tras el uso de los caracoles en los experimentos fueron liberados en su medio original.

4.2 Luciérnagas

Como depredadores de gasteropodos para los experimentos se usaron larvas de
Lampyris noctiluca (luciérnaga comun europea), perteneciente a la familia Lampyridae

del orden Coleptera.

En un primer momento se intenté capturar y utilizar ejemplares silvestres vivos. Sin
embargo, pese a que en su busqueda participaron 3 personas, en repetidas ocasiones
a lo largo del mes de abril en diferentes localidades de la provincia de A Corufia, no fue
posible encontrarlas. Por ello, para los experimentos se utilizaron ejemplares capturados
en abril-mayo del 2022 que estaban conservados en etanol absoluto (pureza 99.5%,

envasado por Acofarma), mantenidos en un frigorifico a 4°C y sometidos a agitacion

periddicamente.

Figura 1. Vial con ejemplar de L. noctiluca conservada en etanol
absoluto.



4.3 Dispositivos experimentales empleados

Ambos dispositivos fueron disefados especificamente para los experimentos

realizados, buscando que fuesen eficaces y sencillos de montar y limpiar.

4.3.1 Primer dispositivo experimental

Se trataba de un contenedor con 2 salidas. Para su construccion se utilizaron fiambreras
de 19 cm de largo, 13 cm de ancho y una profundidad de 5 cm, a las que se adaptaron
dos tubos de PVC de 2.9 cm de diametro y 4.8 cm de largo, insertados en el centro de

los costados mayores del recipiente y fijados con cola térmica (Fig. 2 y 3).

Figuras 2 y 3. Vista superior de los elementos que conforman el primer dispositivo experimental y
como es el resultado final del mismo. Abreviaturas: A, parte central del primer dispositivo experimental,
B, papel de filtro de 42x45cm doblado tres veces sobre si mismo, C, tablas de madera de 15x10x0.9cm, D,
ligas elasticas, E, papel de filtro 3x11cm.

Para configurar la base del contenedor se utilizaron dos tablillas de madera de 15 x 10
x 0.9 cm que se sujetaban al recipiente utilizando 4 gomas elasticas. Sobre esta base
se colocaban, en el interior del recipiente, 3 capas de papel de filtro (Filtros Anoia S.A.,

73 g / m?) humedecido, con el fin de mantener en el interior una humedad elevada.

En cada contenedor se utilizaron dos tiras de papel de filtro de 3 x 11 cm, colocadas
dentro de los tubos de PVC en forma de anillo, de forma que el caracol tenia que pasar

obligatoriamente sobre alguna de ellas para salir del recipiente.



A la salida de cada uno de los tubos de PVC se coloco 1 recipientes de plastico con un
orificio adaptado para encajar en el extremo del tubo (Fig. 4). En cada uno de estos
recipientes se dispuso un trozo de zanahoria para estimular la actividad del caracol

liberado en el contenedor central.

Figura 4. Montaje del primer dispositivo experimental.

4.3.2 Segundo dispositivo experimental

El segundo dispositivo consistié en un recipiente plastico con tapadera, con medias de
28 x 18 x 7 cm, en el que la tapadera fue modificada adaptandole una malla plastica de
0.5 cm de luz de malla (Fig. 5), con el objetivo de permitir una buena ventilacion del
interior. El fondo del recipiente se cubrio, igual que en al caso anterior, 3 capas de papel

de filtro humedecido.

Figura 5. Vista superior del segundo dispositivo

experimental
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4.4 Experimentos

Los experimentos se llevaron a cabo en la misma camara climatizada en la que se

mantenian los caracoles y, siempre, durante la fase oscura del fotoperiodo.

En ambos experimentos se compararon los efectos del extracto cuticular de Lampyris,
consistente en el etanol 99.5% en el que estaba conservada alguna de las larvas de
luciérnaga, con un control consistente en etanol 99.5% puro. Existen evidencias (20) de
que los caracoles son incapaces de detectar el etanol por via olfativa, y Bursztyka et al.
(26) observaron experimentalmente que superficies impregnadas con etanol y dejadas

secar no afectaba a toma de decisiones de los gasterdpodos terrestres.

4.4.1 Primer experimento

Cada vez que se realiz6 este experimento se hicieron 2 réplicas simultaneamente (Fig.
6). Tapizando el interior de cada uno de los tubos de salida de cada contenedor se
coloco una tira de papel de filtro humedecida con agua destilada y a la que se afiadieron
100 pul de etanol puro o de extracto cuticular de Lampyris. Las tiras de papel se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 3 min antes de ser colocadas en los tubos.
Durante todo el proceso de preparacion y montaje de los experimentos se utilizaron

guantes de vinilo.

Para este experimento se seleccionaron caracoles que, por su tamafio, no tuviesen
dificultades para desplazarse por los tubos. Los caracoles seleccionados se pesaron a
la centésima de gramo en una bascula ST-3100 Gram Precision y se colocaron cada

uno dentro de uno de los contenedores.

Cada réplica tuvo una duracién de 8 horas y se grabd con una camara de video digital
con capacidad de grabar en la oscuridad, gracias a un filtro y un sistema de iluminacion
infrarroja. Los archivos de video quedaron almacenaron en un disco duro, y a partir de
su posterior visualizacion se determiné el tubo por el cual salié el caracol y el tiempo
que tardé en hacerlo. Se consideré que el caracol abandonaba la zona central del
dispositivo cuando su region cefélica asomaba por el extremo final de cualquiera de los
tubos. Aquellas réplicas en las que el caracol no abandoné la zona central del dispositivo
experimental durante las 8 horas de duracion del experimento fueron descartadas del

analisis de datos. De este modo, obtuvimos finalmente un total de 21 réplicas validas.
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Después de cada réplica los dispositivos utilizados se lavaron a fondo con agua y
detergente y se secaron completamente a 50°C antes de la siguiente utilizaciéon. Las
partes de un unico uso, como los papeles de filtro o los recipientes plasticos de los
extremos de los tubos, se desecharon al final de cada réplica. En cada réplica se utilizd
un caracol diferente, que fue utilizado una unica vez. La posicién en los tubos de salida

del etanol puro y del extracto cuticular de Lampyris se intercambié de forma regular.

NG

N\

Figura 6. Resultado de la
réplica del 15/05/2023. Las
rodajas de =zanahoria se
usaron con el fin de incentivar
la toma de decision entre una

de las dos salidas.

4.4.2 Segundo experimento

Cada vez que se realiz6 este experimento se hicieron 5 réplicas simultaneamente. En
lados opuestos del interior de cada contenedor se colocaron 2 discos de 28 mm de
diametro, cortados de hojas de repollo con un sacabocados. Se intentd siempre cortar
los discos de la zona mas tierna de la hoja y evitando las nerviaciones mas gruesas.
Antes de su colocacién, cada disco fue humedecido con agua destilada, se le aplicaron
100 ul de etanol puro o de extracto cuticular de Lampyris y se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 3 min. Durante todo el proceso se manipularon los discos

con pinzas limpias.

Los caracoles utilizados en este segundo experimento pasaron previamente un periodo
de ayuno de 24-48 horas, y fueron pesados antes de ser introducidos en los dispositivos

experimentales. Cada réplica tuvo una duracién de 8 horas.
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La estimacion de la cantidad de cada disco de repollo ingerida por los caracoles se
realizé mediante analisis de imagenes. Para ello se fotografiaron los discos al principio
y al final de cada réplica y se determin6 su superficie en mm? utilizando el programa de
libre distribucion Imaged (27) (Figs. 7 y 8).

Al finalizar cada repeticion los dispositivos empleados se lavaron con detergente y agua.

Figura 7 y 8. Fotografia de
inicio de la réplica 4 del
24/06/2023 y el resultado
final. Podemos apreciar

como en esta réplica el
caracol consumié una mayor
superficie del disco de repollo
control (C) en comparacion

con el disco tratado con el

extracto cuticular de

= luciérnaga (L).

4.5 Analisis de datos

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa de libre distribucion
PAST (Paleontological Statistics Software) (28).

Se comprobd la normalidad de los datos correspondientes a las diferentes variables
analizadas mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Dado que en la mayoria de los casos
no se cumplia el criterio de normalidad, se emplearon siempre analisis no paramétricos.

No se intent6 ninguna transformacion de los datos.

En el primer experimento, para analizar la respuesta de los caracoles (salida por el tubo
control o por el tubo tratado con extracto cuticular de Lampyris) se utilizé la prueba
binomial. El tiempo que tardaron los caracoles en salir por los tubos, asi como el peso
de los caracoles que tomaron una u otra decision, se comparé estadisticamente

mediante la prueba de Mann-Whitney de igualdad de medianas.

En el segundo experimento, la superficie ingerida por lo caracoles a partir de los discos
de repollo tratados y no tratados con el extracto cuticular de Lampyris se comparo

utilizando la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para datos emparejados.
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5 Resultados y Discusion

En el primer experimento, de los 21 casos disponibles, en 14 de ellos el caracol salié

por el tubo control, y 7 por el tubo tratado con extracto cuticular de Lampyris. Segun la

prueba binomial, la probabilidad de obtener 14 o mas casos en 21 intentos es de

p=0.095, es decir, una probabilidad marginalmente significativa.

La Tabla 1 y la Fig. 9 muestran los pesos de los caracoles y los tiempos que tardaron

en salir de la zona central aquellos que salieron por el tubo control y aquellos que

salieron por el tubo tratado con extracto cuticular de Lampyris. Los que salieron por el

tubo control tardaron en hacerlo 194.6£28.1 min, y los que salieron por el tubo tratado

tardaron 102.9+28.2 min (mediaszterror estandar), existiendo diferencias significativas

entre ambos tiempos (prueba de Mann-Whitney; U=21, p=0.04). No existieron

diferencias significativas entre el peso de unos y otros caracoles (prueba de Mann-
Whitney; U=41, p=0.576).

CONTROL LAMPYRIS
PESO (g) TIEMPO {min] PESO (g} TIEMPO {min)

9,09 210 8,64 1938
9,64 226 8,01 23
9,19 238 2,19 49
8,89 332 9,17 77
11,02 214 5,323 219
7,88 273 9,33 68
11,4 123 6,24 81
8,5 115

9,03 26

8,53 85

8,63 97

8,56 1569

8,60 424

6,86 152

Tabla 1. Peso y tiempo de respuesta de los caracoles que salieron por el tubo control y por el tubo

tratado con extracto cuticular de Lampyris en el experimento 1.
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Figura 9. Diagramas de caja que representan A) los minutos que tardaron los caracoles en salir por

el tubo control o el tubo tratado con extracto cuticular y B) el peso de los individuos que

manifestaron una u otra decision. Se representan las medianas, los rangos intercuartilicos y los valores

maximos y minimos registrados.

La Tabla 2 y la Fig. 10 muestra la cantidad ingerida por los caracoles de los discos de

repollo tratados y no tratados con el extracto cuticular de Lampyris, expresada en mm?2,

Aunque los caracoles ingirieron mayor cantidad de los discos no tratados (296.5+60.4

mm?) frente a los tratados con el extracto (236.4+53.4 mm?), las diferencias no son

significativas (prueba de Wilcoxon; W=127, p=0,411).

SUPERFICIE INGERIDA (mm?)
CONTROL LAMPYRIS
450,957 27,319
5,696 17,845
650,057 453,178
612,962 0
55,206 423,038
0 38,924
602,31 559,869
562,564 618,641
73,362 0
218,489 0
0 619,604
56,2 335,764
2,309 124,959
228,529 620,174
657,028 271,882
260,232 1,409
184 661 55,995
19,951 348,323
57,618 131,772
612,011 78,396
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Tabla 2. Superficie ingerida (mm?) por los

caracoles de los discos de repollo tratados y

no tratados con extracto cuticular

Lampyris en el experimento 2.
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Los resultados obtenidos estan en consonancia con los obtenidos en experimentos
previos similares (24,25), que obtuvieron evidencias de la eficacia de extractos
cuticulares de escarabajos depredadores de gasteropodos para actuar como barrera

fisica para los moluscos.

Sin embargo, no encontramos ninguna evidencia de que el extracto utilizado tenga
ningun efecto inhibidor del consumo de alimento por parte de los caracoles, en contra
de lo esperado. A este respecto, hay que considerar que para la realizacion del segundo
experimento los caracoles se mantuvieron en ayunas durante un periodo de 24-48
horas. Este protocolo se instaurd tras observar, en experimentos preliminares con
caracoles no sometidos a ayuno, que los animales no comian de ninguno de los discos
de repollo, y se interpretd que el motivo era que los animales se encontraban saciados
dado que durante su almacenamiento se les proporcionaba alimento ad libitum. Sin
embargo, al estar en ayuno es posible que reaccionen mas intensamente a los estimulos
quimicos atractivos del alimento (20), a pesar del riesgo potencial que eso representa.
El condicionamiento del hambre en el comportamiento alimenticio de los gasteropodos
es un factor poco estudiado (18), por lo que no podemos descartar ni confirmar esta

hipotesis.

Otra consideracion que es necesario tener en cuenta es el aprendizaje de los caracoles.
Como ya se ha mencionado anteriormente, el aprendizaje es un factor fundamental,
capaz de alterar las respuestas de huida o el comportamiento alimentario (18). Los
intentos que realizamos para capturar luciérnagas vivas nos llevan a concluir que, al
menos el presente afo, hay muy poca presencia de L. noctiluca en la zona en la fueron
capturados los caracoles. Si esto es asi, no habria habido interaccién entre las dos
especies y los caracoles carecerian de experiencia que les permitiese identificar a L.
noctiluca como una amenaza. La bibliografia pone en evidencia que la respuesta de

aversion de los caracoles y babosas a las sustancias quimicas producidas por sus
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depredador (generalista o especialista) s6lo se manifiesta ante aquellos que ejercen una
gran presion sobre las poblaciones de gasterépodos (23—-26), lo que implica que debe
existir un aprendizaje o experiencia previa de la interaccion entre las especies. Los
resultados, relativamente positivos de un efecto de los extractos cuticulares de L.
noctiluca sobre el comportamiento de los caracoles, podrian explicarse por la presencia
en la cuticula de metabolitos comunes a diferentes familias de coledpteros
depredadores. Es necesario realizar nuevas experiencias con caracoles sometidos en

sus poblaciones naturales a una mayor interaccion con L. noctiluca.

Otro aspecto a tener en cuenta con respecto a los resultados obtenidos es la
concentracién de extracto utilizada, que fue escogida sobre la base de la bibliografia
existente. Si la concentracion resultase ser demasiado baja, los caracoles podrian
interpretar que su escasez era sefal de que el depredador hacia tiempo que habia
pasado por ese punto y estaba lejos, por lo que el riesgo seria bajo. Siendo el riesgo
bajo, el beneficio obtenido al alimentarse seria preferible al elevado gasto energético

necesario para la respuesta anti-depredador.

Una ultima consideracidén que es necesario hacer es la antigliedad del extracto cuticular
utilizado, de aproximadamente un afo. Se ha demostrado que extractos etandlicos de
cuticula de cucarachas mantenian sus propiedades durante al menos un mes (29), pero

no se conoce cual puede ser su estado tras periodos de tiempo superiores.

La busqueda de métodos efectivos de control de plagas de gasteropodos terrestres
ecoldgicos y especificos es un activo campo de investigacion, dado que los principales
molusquicidas quimicos existentes en el mercado presentan problemas de toxicidad
ambiental y falta de especificidad (30). Para avanzar en este campo una alternativa
prometedora es identificar sustancias quimicas naturales capaces de repeler y causar

aversion a los gasteropodos.

6 Conclusiones

Segun los resultados obtenidos en este trabajo, el extracto cuticular etandlico de L.
noctiluca tiene sobre C. aspersum un cierto efecto como barrera fisica, capaz de influir

sobre su comportamiento a la hora de desplazarse.

Por otro lado, no podemos afirmar que el mismo extracto tenga la capacidad reducir el
consumo de alimento de C. aspersum, aunque existen diversas consideraciones que

inducen a cuestionarse el significado de los resultados obtenidos a este respecto.
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Figura suplementaria 1. Secuencia de eventos regulatorios de importancia general (18). La fase post-
digestiva influira en el comportamiento alimentario futuro hacia un determinado alimento. De esta forma la
modificacién la ingestion de alimentos a través del aprendizaje se muestra con flechas discontinuas. El

hambre también influye en este proceso, pero no se incluye en el diagrama debido a que su influencia sobre
la secuencia de ingestién no es del todo conocida.
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Figura suplementaria 2. Localizacién del primer y segundo punto de recoleccion de ejemplares de

C. aspersum.
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