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The effects of juvenile hormone (JH) on the control of vitellogenin appearance
in the haemolymph of Spilostethus pandurus newly emerged females have been stud
ied as well as their intake by developing oocytes. SDS-PAGE electrophoresis has
been used as an analytical method for protein studies. JH induced early detection
of vitellogenins in the haemolymph of treated insects and their accelerated incor
poration by undeveloped ovaries. The results suggest that J H plays an essential role
as a gonadotrophic agent, just as it has been described for other insect species.
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Las vitelogeninas, precursoras de la
protema principal de la yema en insectos,
se sintetizan en el cuerpo graso y pasan a
la hemolinfa, desde donde las incorporan
los ovarios para convertirlas en una forma
almacenada, las vitelinas (7, 8). Numero-
sos estudios demuestran que la formacion
de la yema (22) y, especificamente, la sin-
tesis de vitelogeninas (7, 8) estan contro-
ladas hormonalmente en muchos insectos,
existiendo pruebas de que estos estimulos
hormonales son tambien necesarios para la 
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posterior incorporacion de las vitelogeni
nas por los ovarios (1, 5).

En Oncopeltus fasciatus, especie muy
emparentada con Spilostethus pandurus, la
sintesis e incorporacion de las vitelogeni
nas y el desarrollo de los ovarios esta bajo
la influencia de la hormona juvenil (HJ)
(13, 14, 17, 19).

En un trabajo previo (12) se detectaron,
mediante electroforesis en gel de poliacri-
lamida con dodecil sulfato sodico (SDS-
PAGE), tres fracciones proteicas especf-
ficas de hembras en la hemolinfa de insec
tos adultos de S. pandurus, a las que se de-
nomino I, II y III. En los ovarios se ob- 



88 P. IBANEZ, M. D. GARCERA, E. ALCACER Y R. MARTINEZ

servaron tres fracciones proteicas, 4, 5 y
6, con pesos moleculares similares a las es
pecificas de hembras hemolinfaticas. En el
mismo trabajo se estudio el efecto de la HJ
y del precoceno II (PII) sobre el contemdo
proteico de las tres fracciones hemolinfa
ticas y ovaricas, viendose que el PII in-
hibfa la smtesis de las proteinas especificas
de hembras, asi como su posterior incor-
poracidn por los ovarios. Se observe que
las fracciones especificas de hembras pre-
sentaban, en general, un contenido pro
teico superior en las hembras tratadas con
HJ que en las controles.

En un trabajo posterior (11) se demos-
tro el caracter vitelogenico de estas pro
teinas especificas de hembras mediante las
correspondientes pruebas inmunologicas
y de marcaje radiactivo a corto plazo. Se
observe que las fracciones hemolinfaticas
especificas de hembras (I, II y III), co-
rresponden a las vitelogeninas, y que las
4, 5 y 6 ovaricas corresponden, a su vez,
a las vitelinas de S. panaurus.

En el presente trabajo se estudia el efec-
to de la HJ sobre el momento de aparicion
de las vitelogeninas en la hemolinfa de
hembras adultas, asi como el tiempo de su
incorporacion por parte de los ovarios en
desarrollo.

Material y Metodos

Insectos. — Los ejemplares de Spiloste-
thus pandiirus se han criado en el labora
torio a 27 ± 2 °C, 60-65 % de humedad re-
lativa y 16 h de luz y 8 de oscuridad. Se han
alimentado con semillas de girasol peladas y
se les ha suministrado agua ad libitum en
tubos de cristal tapados con algodon.

Tratamientos. ■— Las hembras adultas
(0-24 h) se han tratado topicamente en el
abdomen con 1 pl de una solucion de HJ
en acetona (ICO Lig/pl). Paralelamente, se
han realizado cnsayos controles aplicando
unicamente 1 ul de acetona.

Para la realizacion de los experimentos 

se ha extraido la hemolinfa de hembras sa-
crificadas a las 12, 24, 36, 48, 72 y 144 :
despues del tratamiento con HJ. Los ova
rios, obtenidos de las mismas hembras, se
extrajeron a las 48, 72 y 144 horas tras el
tratamiento. En el caso de los insectos
controles, las muestras se han obtenido a
los mismos tiempos que los experimenta
les. Las 144 h, eoad maxima estudiada, co
rresponden al momento en que se inicia la
puesta.

Todos los experimentos se han repetido
tres veces. Las muestras correspondientes
a cada una de las replicas constituyen un
pool de acuerdo con cada una de las ca-
tegorias de edad descritas. Cada pool es-
tuvo formado por un numero de insectos
que oscilo entre 10 y 15. En total se uti-
lizaron, aproximadamente, 500 insectos.

Electroforesis en gel de poliacrilamida.
— Preparacion de las muestras: La he
molinfa y los ovarios se han obtenido y
diluido como se ha descrito (12). Todas las
muestras se han hervido durante 5 min en
el medio de Semancik (21), conteniendo
dodecil sulfato sodico (SDS). Posterior-
mente, se han almacenado a —20 °C.

Las electroforesis se han realizado en
geles de acrilamida al 9 % con SDS, a una
corriente constante de 20 mA y a 4 °C, se-
gun las condiciones descritas por Come-
jero y Semancik (3). Seguidamente los
geles se han fijado y tefiido segun la tec-
nica descrita por Ibanez et al. (12).

Los geles se han analizado en un den-
sitometro Ultra Scan Lasser LKB 2202,
equipado con una unidad de proceso de
datos 339OA Reporting Integrator (Hew
lett Packard). La intensidad de las ban-
das detectadas se expresa como unidades
arbitrarias (u.a.) relativas en funcion de
la lectura proporcionada por el densitd-
metro.

Resultados

En las electroforesis de las hemolinfas
de las hembras controles y tratadas con
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Fig. 1. Electroforesis de hemolinfa de hembras de S. pandurus controles (C) y tratadas con hormona
juvenil (HJ).

Las muestras sc han cxtraido a las 12, 24, 36, 48, 72 y 144 horas de edad. I, II y III indican las vite-
logeninas.

HJ, cuya muestra se obtuvo a las 12, 24,
36, 48, 72 y 144 horas despues del trata-
miento (fig. 1), a las 12 horas no aparecen
las vitelogeninas. Si se observan estas tres
fracciones vitelogenicas (I, II y III), con
un contenido proteico muy bajo, en los
animales tratados de 24 horas de edad.

A las 36 horas tras el tratamiento se de
tectan las vitelogeninas en las muestras
control y experimental (fig. 1), siendo el
contenido proteico, aproximadamente,
cuatro veces superior en los insectos tra
tados (2,8 X 106; 1,1 X 106 y 4,0 X 106
u.a. para las vitelogeninas I, II y III, res-
pectivamente, de animales controles, fren-
te a 8,1 X 106; 3,05 X 106 y 16,5 X 106
u.a. para las mismas vitelogeninas de in
sectos tratados).

A las 48 horas, las hemolinfa de las
hembras controles muestra las tres vite
logeninas (fig. 1), siendo su contenido
proteico notablemente mayor que a la
edad anterior, y muy parecido al de las
hembras tratadas de 36 horas, a excepcion
de la vitelogenina II (fig. 1). En la he

molinfa de los animales tratados tambien
aumenta considerablemente el contenido
proteico con respecto a los tratados de las
edades anteriores. Asimismo, se observa
una gran diferencia en el contenido pro
teico entre ambas muestras, control y ex
perimental, de esta misma edad (fig. 1).

A las 72 horas del tratamiento, las di-
ferencias en la cantidad de proteina de los
animales tratados con respecto a los con
troles no son tan acusadas como las ob-
servadas a las 36 y 48 horas, mientras que
a las 144 horas del tratamiento estos va-
iores son bastante semejantes.

Se puede afirmar que la HJ acelera la
aparicion de las vitelogeninas en la he
molinfa, detectandose estas a las 24 horas
en los animales tratados y 12 horas des
pues en los controles. Su proporcion, con
respecto a las del resto de su carrera elec-
troforetica, aumenta a medida que se al-
canza la madurez del animal, detectandose
tenuemente a las primeras edades estudia-
das y pasando, posteriormente, a ser las
protefnas mayoritarias de la carrera.
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Fig. 2. Electroforesis de ovarios de hembras con
troles (C) y tratadas con hormona jiivenil (HJ).

Las muestras se han extraido a las 48, 72 y 144
horas de edad. 4, 5 y 6 indican las vitelinas.

En los ovarios se detectan las tres vite
linas (4, 5 y 6) en ambos tipos de muestras,
pero hay diferencias en cuanto a su incor
poracion por aquellos (fig. 2).

A las 48 horas tras el tratamiento solo
se detectan las vitelinas en las muestras de
hembras tratadas. A las 72 horas del tra
tamiento se aprecian las vitelinas en los
ovarios de las hembras controles, pero el
contenido proteico es inferior al encontra-
do en los animales tratados de su misma
edad, e incluso inferior al hallado en los
animales tratados de 48 horas (fig. 2).

A las 144 horas se observa un gran in-
cremento en el contenido proteico de las
vitelinas de hembras control, mantenien-
dose, no obstante, las diferencias con res-
pecto a los tratados, aunque estas no son
tan acusadas como a las edades de 48 y 72
horas (fig. 2).

El tratamiento provoca un adelanto de
24 horas en la incorporacion de las vite- 

logeninas por parte de los ovarios. Ade-
mas, los insectos controles presentan un
contenido proteico menor al encontrado
en los tratados de la misma edad.

Discusion

Se estudian los efectos de la aplicacidn
exdgena de HJ sobre hembras previtelo-
jenicas, en lo referente a la aparicion en
lemolinfa de las proteinas especificas de
lembra y su posterior incorporacion por
os ovarios. Dichas proteinas hemolinfa-

ticas se corresponden con las vitelogeninas
de la especie (11). Por ello, el conoci-
miento de los efectos de la HJ sobre la
aparicion de las proteinas en la hemolinfa,
y su incorporacion por los oocitos en de-
sarrollo, es de gran importancia, puesto
que revela un papel gonadotrofico para
esta hormona, similar al descrito en otras
especies de insectos (4, 8, 9, 15).

El acortamiento en una tercera parte del
tiempo de aparicion de las vitelogeninas en
las hembras expuestas a la hormona (fig.
1) podria considerarse significative, pues
to que la intensidad de estas bandas en las
carreras electroforeticas es grande, com
parable a la de las bandas presentes en ca
rreras control del siguiente grupo de edad
estudiado.

Sin embargo, la respuesta al tratamiento
de cada una de las vitelogeninas es carac-
teristica. En los animales tratados y en los
controles, la vitelogenina I parece ser mas
abundante en los animales de 24 y 36 ho
ras, para disminuir su cantidad relativa y
ser la banda III mayoritaria en los insectos
mas maduros (fig. 1). Este paralelismo in-
dica claramente que la aceleracion debida
al tratamiento es un mimetismo exacto del
proceso desarrollado en los controles por
la hormona natural, toda vez que las di
ferencias se pierden a medida que trans-
curre el tiempo (fig. 1). Asf, las mayores
diferencias se aprecian a las 48 horas, de-
sapareciendo, practicamente, a las 144.

En los ovarios, los fenomenos obser- 
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vados tras el tratamiento son paralelos a
los descritos en la hemolinfa. Sin embar
go, los desfases son mayores (fig. 2), pro-
bablemente, porque como ocurre en otras
especies de insectos (2, 10, 15, 18), es ne-
cesario que transcurra un cierto tiempo
desde que las vitelogeninas aparecen en la
hemolinfa hasta que los ovarios son ca
paces de incorporarlas. Esto podria expli
cate si, como en otros insectos (6, 15, 23,
24), se acepta el papel gonadotrofico de
la HJ.

Los tratamientos descritos se han rea-
lizado a dosis claramente farmacologicas
(100 pg de HJ/insecto) por lo que los efec-
tos hormonales han podido centrarse, si-
multaneamente, tanto en la produccion de
las proteinas como en su incorporacion
por los ovarios. La mayor diferencia de
tiempo encontrada en la incorporacion de
las vitelogeninas por parte de los ovarios
controles quedaria asi explicada por el ma
yor lapse temporal que requeririan hasta
alcanzar los niveles hormonales necesarios
para que se produzca la respuesta ovarica.
Niveles que nabrian podido ser alcanzados
casi inmediatamente por los insectos tra-
tados. El que las diferencias tienden a de-
saparecer en los ultimos periodos estudia-
dos, incluso mas rapidamente que en la
hemolinfa, apoyaria esta explicacion.

Estos resultados sugieren, por tanto, un
papel para la HJ como hormona gona-
dotrofa necesaria para la induccion de la
slntesis de vitelogeninas y su aparicion
en hemolinfa, asi como para que dichas
proteinas puedan ser incorporadas por los
oocitos en desarrollo, tai como se ha
demostrado en otras especies (14, 16,
18, 20).
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Resumen

Se estudian los efectos de la hormona juvenil
(HJ) sobre la aparicion de las vitelogeninas en
la hemolinfa de hembras recien emergidas de
Spilostethtss pandurtts, y la incorporacion de
esas proteinas por parte de los oocitos en de
sarrollo. Las hembras se tratan con una dosis
(100 pg) de HJ exogena, y se analiza la apari
cion de las vitelogeninas en la hemolinfa, y de
las vitelinas en los ovarios, mediante electro-
foresis en gel de poliacrilamida con SDS. La HJ
induce una aceleracion en la aparicion de las
vitelogeninas en hemolinfa, disminuyendo
tambicn el tiempo de deteccion de las vitelinas
en los ovarios. Estos resultados sugieren un pa
pel gonadotrofico de la HJ cn esta especie, de
forma similar a la descrita para otras especies
de insectos.

Palabras clave: Hormona juvenil, Vitelogenesis,
Spilostethiis pandnrns, SDS-PAGE.
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