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RESUMEN

El Manejo Integrado de Plagas (MIP), es un paradigma en el que se propone la
utilizacién de distintas técnicas de control, de manera conjunta, para mantener la
densidad de poblaciénde los organismos plaga a niveles inferiores a los cuales éstas
causan perjuicio econémico (Nivel de Dafio Econémico). Este paradigma de control
requiere de un estudio exhaustivo de la dindmica poblacional de los organismos plaga
como asi también de los enemigos naturales asociados a las mismas. Entre las
principales premisas del MIP en el control de plagas, sobresale la compatibilidad entre
el control quimico con insecticidas selectivos y el control biolégico, priorizando la

conservacion de los enemigos naturales de presencia espontanea en los agroecosistemas.

El objetivo principal de esta tesis fue la evaluacion de la toxicidad de los insecticidas
comuinmente utilizados en cultivos horticolas sobre el depredador generalista Eriopis
connexa (Germar, 1824) (Coleoptera: Cochinellidae) con la finalidad de conocer el
perfil toxicolégico de los mismos y determinar la selectividad de los mismos hacia este
organismo no blanco. La evaluacién se realizé mediante ensayos de toxicidad aguda en
laboratorio considerando los efectos letales y subletales seleccionados sobre los
pardmetros vitales del depredador, principalmente aquellos relacionados con su
desempefio como agente de control biolégico. En el caso de los adultos de E. connexa,
se evalud la toxicidad crénica. Se estudio la susceptibilidad de los diferentes estados de
desarrollo del depredador hacia los diferentes productos, a través de distintas vias de
exposicion. Sobre la base de los resultados de éstos estudios serd posible identificar los
insecticidas mds selectivos y ambientalmente amigables, para ser empleados en
combinacidn con E. connexa, uno de los principales enemigos naturales de las plagas de
los cultivos horticolas del CHP. Los resultados de estos estudios servirdn a futuro como
base para redisefiar estrategias de control de bajo impacto ambiental en el marco del

Manejo Integrado de Plagas (MIP).

La actividad Horticola en Argentina se caracteriza por su amplia distribucién geografica
y por la diversidad de cultivos. Dentro de la Region de Buenos Aires, se localiza el
Cinturén Horticola Platense (CHP), que comprende el drea de mayor envergadura del

Cinturén Horticola Bonaerense. Dentro de CHP y asociado a los principales cultivos
6
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(lechuga, tomate, pimiento), se encuentra un importante nimero de especies de
artrépodos plaga que causan dafios directos e indirectos en los cultivos ocasionando
pérdidas econdmicas, resultado de la merma en la productividad. Asociados a estos
organismos plaga se encuentran diferentes enemigos naturales como: parasitoides,
depredadores y hongos entomopatdgenos. Dentro de los depredadores se encuentra el
coccinélido Eriopis connexa, considerado un potencial agente de control bioldgico en
varios cultivos horticolas de la Regién Neotropical, donde tanto los estadios larvales

como el adulto se alimentan de diferentes especies plagas.

Para evaluar los efectos de los insecticidas de uso habitual en hortalizas sobre el
depredador E. connexa se realizé la puesta a punto de métodos de bioensayos de
toxicidad seguido de la posterior aplicacién para estudiar los diferentes productos
(piriproxifén, telfubenzurén, acetamiprid y cipermetrina). El material bioldgico para los
estudios se obtuvo a partir de mustrros a campo y en inverndculos. A partir de este se
estableci6 la cria en laboratorio de donde se obtuvo el material para las pruebas de
toxicidad. Los bioensayos de laboratorio se realizaron sobre distintos estados del
depredador (huevo, larva, pupa y adulto). La exposiciéon de de los insectos a los
diferentes productos insecticidas se realiz6 por inmersion, topico e ingestion, evaluando
las maximas concentraciones recomendadas para su uso a campo (MCRC), asi como

concentraciones menores

Evaluacion de efectos toxicologicos de piriproxifen, teflubenzuréon, acetamiprid y
cipermetrina sobre huevos de Eriopis connexa

Se evaluaron las MCRC de piriproxifén (75 mg i.a/L), teflubenzurén (45 mg i.a /L),
cipermetrina (25 mg i.a/L), acetamiprid (200 mg i.a/L), y concentraciones
correspondientes al 50% de las mismas. La exposicion se realizé sobre los huevos del
depredador mediante ensayos de inmersion. La MCRC de acteamiprid ocasioné un
100% de mortalidad de los huevos tratados. La concentracién mds baja de este
insecticida y ambas concentraciones de cipermetrina redujeron significativamente el
porcentaje de eclosion de los huevos, aquellas larvas que lograron emerger, se murieron
en es estadio larval L;. Piriproxifén y acetamiprid produjeron un alargamiento de la
duracién promedio del estado de huevo, comparados con el tratamiento control. El
teflubenzurén y la cipermetrina no afectaron este pardmetro. Pirirproxifén y

teflubenzurén no afectaron la eclosién pero provocaron efectos a largo plazo sobre los
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restantes estados inmaduros (larva y pupa), donde se redujo el porcentaje de pupacion
con respecto a huevos y la emergencia de adultos, la cual sélo fue significativa para
piriproxifén. Piriproxifén alrgé el periodo intermuda (L;-Pupa), mientras que
teflufenzurén produjo un acortamiento en este periodo. En estos experimentos solo la
MCRC piriproxifén redujo el nimero promedio de huevos puestos por hembra
(fecundidad acumulada). La concentracion mds baja de piriproxifén y ambas
concentraciones de teflubenzurén no afectaron los pardmetros reproductivos de hembras

emergidas a partir de huevos tratados.

Evaluacion de efectos toxicolégocoss de piriproxifen, teflubenzuron, acetamiprid y
cipermetrina sobre los estadios larval (.2 y 1.4) de Eriopis connexa.

La aplicacion de los insecticidas se realizO por tratamiento topico sobre larvas,
evaludndose las MCRC de todos los insecticidas y otras seis concentraciones de

acetamiprid (100, 50, 20, 10, 5, y 1 mg i.a/L).

Ensayos de exposicion tépica sobre el segundo estadio larval (L): todas las
concentraciones evaluadas de acetamiprid, ocasionaron un 100% de de mortalidad en
los ensayos de exposicion topica sobre el estadio L,. La cipermetrina y el teflubenzurén
también redujeron significativamente la supervivencia del estadio larval L,, con
respecto al control. Al evaluar la supervivencia acumulada considerando el periodo
intermuda (L-pupa) se observa que se produjo una reduccidn significativa del
parametro en los cuatro tratamientos con insecticidas. Teflubenzurén y cipermetrina
prolongaron el tiempo de desarrollo de los estadios larvales y del periodo de intermuda

(larva L,-pupa), con respecto al control.

Ensayos de exposicion topica sobre el cuarto estadio larval (Lg): el acetamiprid
produjo un 100% de mortalidad a las 24 h postratamiento en las concentraciones
evaluadas desde 20 a 200 mg i.a/L, si bien a las mas bajas (1 a 10 mg i.a/L) se redujo la
supervivencia en el estado Ly y en el periodo intermuda (L4-adulto), los organismos
lograron completar su ciclo de vida hasta el estado adulto. Se observé una reduccién
significativa en la fecudidad y fertilidad de las hembras a la concentracién de 10 mg/L
de acetamiprid. La cipermetrina redujo significativamente la supervivencia sobre el

cuarto estadio larval (L4). El piriproxifen provocd un alargamiento del tiempo de
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desarrollo y una reduccién en la fertilidad de las hembras. Teflubenzurén produjo una

reduccion en la fecundidad y fertilidad de las hembras.

Evaluacion de efectos toxicologicos de piriproxifén, teflubenzuréon, acetamiprid y
cipermetrina sobre pupas de Eriopis conexa.
Los ensayos de evaluacion de insecticidas sobre pupas se realizaron utilizando la via de

exposicion tépica. Se evaluaron las MCRC para cada uno de los productos y en el caso
de acetamiprid se evalud el 50% de la MCRC. Ninguno de los insecticidas provocé una
reduccion significativa en la supervivencia pupal. Como efectos subletales se
observaron., fenémenos teratolégicos como anormalidades y malformaciones en el
proceso de metamorfosis en los individuos tratados con acetamiprid, pirirpoxifén y
cipermetrina. La mayor proporcion de fendmenos teratologicos se observaron en los
tratamientos con acetamiprid, donde ninguno de los organismos tratados logr6 llegar a
adultos. En el tratamiento con piriproxifén las hembras normales no lograron dejar
descendencia si bien se pudo observar el abdomen abultado de las hembras, no lograon
poner huevos. En menor medida, en los individuos expuestos a cipermetrina, si bien se
observaron anormalidades en la metamorfosis, éstas no fueron significativas con el
control. Con los adultos normales emergidos, se evaluaron la fecundidad y fertilidad
acumulada; se observd una reduccidon en la fertilidad, la cual fue estadisticamente
significativa con respecto al control. Por dltimo, el teflubenzurén no produjo efectos
teratolégicos en las pupas expuestas, este insecticida produjo una reduccién

significativa en la fertilidad de las hembras con respecto al control.

Evaluacion de efectos de efectos toxicologicos de piriproxifen, teflubenzuron,
acetamiprid y cipermetrina sobre adultos de E. conexa.

La forma de exposicion a los insecticidas se realizo a través de un ensayo de toxicidad
oral crénica, suministrado los insecticidas mediante agua de beber. Los organismos
estuvieron expuestos a los insecticidas durante 72 h renovdndose cada dia las
soluciones. Se evaluaron las MCRC de piriproxifén, teflubenzurén, acetamirpid y
cipermetrina. Acetamirpid redujo la supervivencia adulta en un 90%. Los insecticidas
piriproxifén, teblubenzurdn y cipermetrina, no afectaron la supervivencia de los adultos,
siendo los valores similares al control, por lo que se pudieron evaluar los posibles
efectos en los pardmetros reproductivos (fertilidad y fecundidad). De manera general los

prametros reproductivos fueron afectados por los IGRs (piriproxifén y teflubenzurén).
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En la quinta oviposicion estos insecticidas provocaron la reduccién en la fecundidad con
respecto al control. Los efectos en la fertilidad también se pusieron de manifiesto con
mismos productos. Pero para el caso de las hembras tratadas con piriroxifén la fertilidad
se redujo significativamente. Esta reduccion se evidencié cuando se evalué la fertilidad
acumulada. Teflubenzurén redujo significativamente la fertilidad durante las primeras
oviposiciones, sin embargo la fertilidad acumulada no evidencidé diferencias
significativas con el control. La cipermetrina resulté inocua en los ensayos de ingestién

con E. connexa.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente tesis, piriproxifén y teflubenzurén
muestran una baja toxicidad hacia el depredador E. connexa, resultando éstos los menos
nocivos, lo que podria permitir su uso conjunto con éste enemigo natural en programas
de MIP. El insecticida acetamiprid es considerado bioracional y ha sido incorporado
como tal en los sistemas de producién de la Regién para reemplazar a los productos
convencionales de amplio espectro como los organoclorados y organofosforados. Sin
embargo los resultados del presente trabajo demuestran que E. connexa es altamente
susceptible al acetamiprid, mds ain que a la cipermetrina, que pertenece al grupo de los
insecticidas convencionales. De aqui se desprende que el acetamiprid deberia
considerarse como no apto para programas de MIP, particularmente en sistemas
productivos en los que se pretende complementar las estrategias de manejo de plagas
empleando a E. connexa. Estudios de toxicidad en condiciones de semicampo y campo
serian recomendables a futuro, a fin de completar el perfil toxicoldgico de estos

compuestos previo a la implementacién de programas MIP.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL
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1.1 Actividad Horticola en la Republica Argentina

La actividad Horticola en Argentina se caracteriza por su amplia
distribucion geografica y por la diversidad de cultivos que produce. El sector expresa su
importancia social y econdémica a través de una contribucion decisiva para la
alimentacion de la poblacidn, su gran capacidad para satisfacer la demanda interna, y
por un aporte histérico al producto bruto interno (11,6% del PBI Agricola). Es una
importante fuente de empleo con 350.000 personas que estdn en el eslabén productivo.
Se estima que el drea ocupada con cultivos comerciales de hortalizas es de
aproximadamente 600.000 hectireas, las que generan una produccién aproximada de
10.500.000 toneladas (Colamarino et al., 2006). El 93% de la produccién horticola se
destina al mercado interno (40% del 4drea metropolitana) y el 7% restante se exporta
generando U$S 206 millones en el aiio 2005 (INDEC 2005).

Tendiendo en cuenta la interaccion de factores ecoldgicos, econdémicos,
politicos, sociales, y sus variaciones en el marco de la amplia geografia de nuestro pais,
se pueden definir ocho regiones representativas de la horticultura argentina (SAGPyA,
2006) (Tabla 1).

Tabla 1. Regiones representativas de la horticultura en la Republica Argentina

Regiones Provincias y subregiones

Noroeste Salta, Jujuy y Tucuman

Noreste Sudeste de Formosa, Este de Chaco y
Misiones

Central Cérdoba, San Luis y Santiago del Estero

Andina Catamarca, La Rioja, Mendoza y San Juan

Valle de Rio negro y Neuquén Rio Negro y Neuquén

Litoral Santa Fe y Entre Rios

Patagonia Sur Chubut, Santa Cruz y Tierra del Fuego

Buenos Aires Norte de Buenos Aires, Cinturén Horticola
de Buenos Aires, area central de Buenos
Aires, sudeste bonaerense y Cinturén
Horticola de Bahia Blanca.

12
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Dentro de la Regién de Buenos Aires, se localiza el Cinturén Horticola Platense

(CHP), comprendiendo el drea de mayor envergadura del Cintur6n Horticola

Bonaerense. Este ultimo abastece de verduras frescas a uno de los nicleos poblacionales

mds densos de la Argentina, Ciudad Auténoma de Buenos Aires y el Conurbano

Bonaerense, la cual fue estimada en 11 millones de personas (Cieza, 2004). El Cinturén

Horticola Platense (CHP) cuenta con un area de 7538 ha cultivadas, de las cuales 4677 ha

corresponden a inverndculos' y 2861 ha a campo (CFHB, 2005). Entre sus principales cultivos

se destacan lechuga, tomate y pimiento (Tabla 2).

Tabla 2. Cultivos horticolas del Cinturén Horticola Platense

Especie Superficie cultivada (has)
Invernaculo Campo Total
Acelga 45 356 401
Alcaucil 306 306
Apio 1175 70 1245
Berenjena 265 25 290
Brécoli 106 106
Calabaza 91 91
Cebolla de verdeo 65 65
Chaucha 40 40
Choclo 165 165
Coliflor 58 58
Escarola 21 21
Espinaca 318 130 448
Haba 12 12
Hinojo 32 32
Lechuga (mantecosa) 1466 900 2366
Pepino 86 10 96
Perejil 13 50 63
Pimiento 303 25 328
Puerro 37 37
Rabanito 5 45 50
Remolacha 5 45 50
Repollo de Bruselas 13 13
Repollo blanco 102 102
Tomate cherry 32 32
Tomate perita 130 40 170
Tomate redondo 840 150 990
Total 4677 2861 7538

*Fuente: CFHB, 2005; AER INTA Gran Buenos Aires (Strassera)

! Estructuras permanentes o desamables de cobertura transparente, dentro del cual se desarrolla todo el

ciclo del cultivo.
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1.2 Plagas agricolas

La FAO define a las plagas como: “Cualquier especie, raza o biotipo vegetal o
animal o agente patdgeno dafiino para las plantas o productos vegetales” (FAO, 2001)

Considerando a aquellos asociados a los agroecosistemas, se consideran
organismos plaga aquellos que debido a su nivel poblacional generan un dafio
econdomico en los cultivos. Este término incluye a insectos, dcaros, enfermedades
ocasionadas por hongos, bacterias y virus, nematodos, caracoles y babosas. También los
roedores y los pajaros pueden ser considerados plaga cuando se alimentan sobre plantas
jovenes o sobre granos almacenados y producen un dafio, que hacen imprescindibles la
intervencién del hombre. De igual manera se considera plagas a las malezas que
compiten con los nutrientes de los cultivos (Ware, 1983).

Las poblaciones de estos organismos se encuentran en equilibrio por acciones
de factores dependientes de la densidad, pero en algtin determinado momento pueden
crecer y superar los niveles de dafio econémico’ y, consecuentemente, convertirse en
plaga (Mathews, 1984).

Las plagas agricolas se alimentan de los cultivos por lo tanto producen severos
dafios a los mismos, esto trae como consecuencia una reduccién en la produccion, es
decir en la cosecha, como en la calidad del producto (deterioro en el aspecto) y
consecuentemente en incremento de costos de produccion. Existen a nivel mundial una
gran variedad de artrépodos plaga que causan perjuicios en cultivos horticolas (van

Lenteren & Woetts, 1988).

2 . ~ L. . . . . ., .
Nivel de dafio econémico (NDE): Nivel poblacional del organismo en consideracion a partir del cual los
dafios ocasionados en la produccién (cultivo o almacenamiento) produce un perjuicio econémico.
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1.2.1 Plagas importantes asociadas a los cultivos horticolas.

Dentro de CHP y asociado a los principales cultivos (lechuga, tomate, pimiento),
existe una gran cantidad de artropodos plaga que los afectan recurrentemente
produciendo dafios directos e indirectos y generando graves perjurios de importancia
econdmica comprometiendo la productividad y el rendimiento de los cultivos. Entre las
principales plagas sobresalen las moscas blancas (Hemiptera: Aleyrodidae), los
pulgones (Hemiptera: Aphididae) y los lepidopteros minadores como Tuta absoluta
(Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae) (Botto et al., 1997; Viscarret & Botto,
1997; Caceres, 2004; Polack, 2008).

Entre las moscas blancas mds importantes asociadas tanto al cultivo de tomate
como de pimiento, se encuentra Trialeurodes vaporariorum (Westwood, 1856) y
Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Viscarret, 2000; 2001). Con la implementacién de
los cultivos protegidos (inverniculos) a partir de la década del “90, las moscas blancas
comenzaron a causar severos problemas (Caceres, 2004; 2005). Si bien la especie mas
frecuente en cultivos horticolas bajo cubierta es T. vaporariorum, desde la aparicion de
B. tabaci en el afio 2001 en el NEA y en el 2004 en el CHP (Caceres, 2004; Polack,
2005; 2008), ésta ultima ha adquirido mayor relevancia, principalmente por la
transmision de virus perteneciente a la familia Geminiviridae. Ademds de alimentarse
de la plantas y extraer su floema, las moscas blancas excretan una melaza azucarada la
cual queda depositada sobre la hoja y permite la proliferacion de fumagina (hongos
saprofagos), altos niveles de fumagina provocan una considerable reduccién de la
capacidad de realizar fotosintesis, que redunda en una reduccién del crecimiento,
pérdidas de rendimiento y en condiciones severas, defoliacion (Cohen, 1990; Polack,

2005).
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Con respecto a los pulgones (Hemiptera: Aphididae), existen mds de 4000
especies en el mundo, de las cuales se han descripto para la Argentina 173 especies
(Delfino, 1994; Nieto Nafria et al., 1994), muchas de éstas se encuentran asociadas a
cultivos horticolas. Existen especies polifagas como Myzus persicae (Sulzer, 1776) y
otras mas especialistas como Brevicoryne brassicae (Linnaeus, 1758). Al igual que las
moscas blancas, los pulgones son sucsopicadores y se alimentan de las sustancias
floemadticas provocando dafios directos como clorosis, marchitamiento, senescencia
precoz, deformaciones, agallas y disminucién del crecimiento de las plantas (Delfino et
al., 2007). En cuanto a los dafios indirectos, son vectores importantes de virus
fitopatégenos, entre ellos los de la familia Potiviridae, que provocan una reduccién en
los rendimientos y ademds contribuyen al desarrollo de fumagina que se desarrolla
sobre sus excreciones azucaradas (“honeydew’) que resta capacidad fotosintética a la
planta y valor comercial a los frutos.

Entre los artrépodos claves del cultivo de tomate sobresale la “polilla del
tomate”, T. absoluta (Caceres et al., 1984; 1995), originaria de Perd y de distribucion
Neotropical, la cual ha tomado mayor relevancia como plaga cuarentenaria® desde su
deteccién en Europa en el afio 2006, causando graves dafios en los cultivos de tomate y
en otras hortalizas (Desneux et al., 2010).

Esta especie es una minadora ya que sus larvas neonatas penetran en el mesdéfilo
de la hoja donde cavan y perforan generando galerias y minas irregulares, las cuales
posteriormente se necrosan, ademds también pueden minar los brotes, tallos y frutos.
Esto provoca dafios importantes por la pérdida de capacidad fotosintética de la planta,
que en ataques severos pueden comprometer a los frutos, disminuyendo el rendimiento

del cultivo y la calidad de las cosechas (Caceres, 1995; Estay, 2000).

3 . . L. . L . . . .
Plaga de importancia econémica potencial para el drea en peligro atin cuando la plaga no existe o, si
existe, no esta extendida y se encuentra bajo control oficial
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1.3 Control de plagas

Desde que el hombre se convirtio en agricultor se vio en la necesidad de
combatir las plagas que atacan a sus cultivos las que provocan una disminucién de su
cosecha y, por ende, su fuente de alimentacion. Las plagas figuran entre uno de los
factores limitantes para la agricultura, su desarrollo masivo en pocas horas puede
destruir cultivos o cosechas completas. Segun estimaciones de la FAQO, las pérdidas
econdmicas en los cultivos, ocasionadas por plagas, fluctian entre un 25 y 35%,
variando en magnitud de acuerdo a la regién, afio, tipo de cultivo y plaga considerada
(www.fao.org).

Para combatir las plagas, la agricultura tradicional ha aplicado a través de los
afos, distintas practicas como ser la rotaciéon de cultivos, combinacién de cultivos,
desarrollo de variedades resistentes, pero sin duda la utilizacién de los plaguicidas es

una de las primeras opciones a las que se recurre para combatir las plagas.

1.3.1 Control Quimico

La industria moderna de los plaguicidas comienza partir de la Segunda
Guerra Mundial (1940), donde se da comienzo a la “Era de la Quimica Moderna”,
cuando los quimicos desarrollaron productos para matar mosquitos y piojos y asi
proteger a las tropas de enfermedades transmitidas por éstos vectores. El primero en
sintetizarse fue el DDT (para-diclorodifeniltricloroetano) perteneciente al grupo de
insecticidas organoclorados, que rdpidamente se extendid para el control de plagas
agricolas y del ganado. Tanto el DDT como el herbicida 2-4-D, revolucionaron la
agricultura, al proporcionar a las agricultores herramientas altamente efectivas para
proteger a sus cultivos contra las plagas. En pocos afios, sin embargo, los problemas con

estos plaguicidas sintéticos fueron reconocidos por ec6logos previsores (van Driesche et
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al., 2007). Uno de los primeros problemas ocasionados por el DDT fue que los insectos
comenzaron a hacerse resistentes y su empleo comenzé a decaer hacia el afio 1960, una
década mas tarde su uso fue prohibido en Estados Unidos y otros paises industrializados
por su elevada toxicidad en organismos no blanco como aves y su bioacumulacion en la
cadena tréfica (Spiro y Stigliani, 2004).

Hacia el afio 1947 se incorporaron al mercado nuevos grupos de plaguicidas
como los organosfosforados (OPs), los cuales tienen dos propiedades caracteristicas:
generalmente son mds toxicos a los vertebrados que otras clases de insecticidas, y la
mayoria de ellos son quimicamente inestables o no persistentes. Esta ultima
caracteristica fue la que los trajo al uso agricola como sustitutos de los organoclorados
que son mucho mds persistentes. Debido a la toxicidad relativamente alta de los OPs, la
EPA, de acuerdo con lo previsto en la Ley de Proteccion de la Calidad de los Alimentos
(1996), realiz6é una extensa reevaluacién de toda la clase comenzando a finales de los
afios 1990s, y muchos OPs fueron cancelados.

En la actualidad se siguen utilizando diazinon y el clorpirifos, mas alla de no
presentar tan elevada persistencia como los clorados y ser menos bioacumulables, su
uso deberia presentar ciertas restricciones debido a que se han documentado variados
efectos sobre organismos no blanco e intoxicaciones de importancia en el hombre
(Chindah et al., 2004).

Los insecticidas carbamatos surgen alrededor del afio 1956, son derivados del
dcido carbdmico y de igual manera que los OPs, su modo de accién es la inhibicién de
la vital enzima colinesterasa (ChE). Hay dos cualidades particulares que han hecho de
que los carbamatos sean tan utilizados: su baja toxicidad oral y dermal para mamiferos y

su espectro de accién excepcionalmente amplio para control de insectos. Los
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carbamatos que han entrado mas recientemente al mercado incluyen pirimicarb,

indoxacarb (registrado en el 2000), alanicarb y furatiocarb.

Los piretroides son un grupo de pesticidas sintéticos desarrollados para
controlar preponderantemente las poblaciones de insectos plaga. Este grupo surgié
como un intento por parte del hombre de emular los efectos insecticidas de las piretrinas
naturales obtenidas de las flores del crisantemo, que se venian usando desde 1850. La
obtencién de piretrinas sintéticas se produce en 1949 con la fabricacién de la aletrina,
considerado piretroide de primera generacion. A lo largo de los afios la sintesis de los
piretroide ha tenido una evolucién interesante pasando por cuatro generaciones
distintas. La cuarta y actual generacion de piretroide sintéticos se caracteriza por ser
fotoestables, es decir, que en presencia de luz solar no sufren fotdlisis. Como tienen baja
volatilidad ofrecen una efectividad residual extendida, hasta de 10 dias en condiciones
Optimas. A esta ultima generaciéon pertenecen cipermetrina, deltametrina,
esfenvalerato, zeta-cipermetrina.

Los piretroides afectan tanto el sistema nervioso central como el periférico del
insecto, actdan a nivel de los canales axénicos de sodio (Na®) permitiendo la entrada
excesiva del i6n, provocando la excitacién continua de la membrana del axén, descargas

repetitivas y eventualmente pardlisis (Ware y Whitacre, 2004).

1.3.1.1 Insecticidas biorracionales

El uso indiscriminado de plaguicidas de amplio espectro ha traido aparejado
graves problemas de contaminacion del suelo, agua y atmésfera. En lo que se refiere a
los organismos de control natural de las plagas, los enemigos naturales (EN) se ha
producido una reduccion de la biodiversidad de la fauna benéfica y por otro lado los

riesgos de toxicidad hacia el agricultor y el consumidor son relevantes (EPA, 2011).
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En los tltimos 20 afios se han incorporado nuevas materias activas, lo que se
conoce como “insecticidas de nueva generacidon”, muchos de los cuales tiene varias
ventajas, baja toxicidad para los mamiferos, actividad mds especifica hacia las plagas,
mas selectivos hacia los organismos benéficos, lo cual reduce su impacto sobre el medio
ambiente en general y por lo tanto los hace mds compatibles con los enemigos naturales,
permitiendo que sean utilizados en los programas de Manejo Integrado de Plagas (MIP)
(Devine & Furlong, 2007).

Dentro de los insecticidas bioracionales encuentran los neonicotinoides, los
insecticidas reguladores de los insectos, inhibidores de la sintesis de lipidos,
moduladores de la Rianodina (neurotransmisor) y bioplaguicidas (de origen natural y
botdnicos) spinosinas y derivados de la fermentacion del microorganismo Streptomyces
avermitilis; (CASAFE, 2009). M4s recientemente se estin desarrollando compuestos
(Cuarta Generacién de Plaguicidas) a partir de técnicas de quimica verde (usando
catalizadores eco-amigables), que podrian ser una alternativa novedosa a los
convencionales para el control de artrépodos plaga (Romanelli et al., 2010).

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de Norteamérica
(USEPA) diferencia un insecticida biorracional de uno convencional de amplio especto,
por tener un modo de accion diferente, una mayor selectividad, actividad residual
relativamente breve y una baja toxicidad sobre organismos no blanco y el ambiente
(Sullivan & Goh, 2008). Por estas caracteristicas son considerados para su uso adecuado
como componentes en los programas de Manejo Integrado de Plagas (Ishaaya et al.,

2007).

1.3.1.1.a Neonicotinoides
Los neonicotinoides son una de las mdas nuevas clases de insecticidas,

sintetizados a partir de la nicotina natural y con un nuevo modo de accién. Estos
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compuestos actdan sobre el sistema nervioso central de los insectos, mas
especificamente a nivel de los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR),
resultando en la excitacion y pardlisis seguido de muerte (Tomizawa et al., 1995). Los
neonicotinoides son considerados compuestos principales para el control de plagas
suctopicadoras como moscas blancas y pulgones (Elbert et al., 1998).

Imidacloprid fue introducido en Europa y Japén en 1990, y fue registrado por
primera vez en los EEUU en 1992. Es un insecticida sistémico que tiene caracteristicas
de buena accién sistémica por la raiz y una notable accion de contacto y estomacal. Se
usa para tratamiento del suelo, de semilla y foliar en diferentes cultivos, con alto poder
residual. Imidacloprid fue restringido su uso en muchos cultivos debido a su alta
toxicidad para abejas y polinizadores (Mommaerts et al., 2010). A raiz de esto surgieron
nuevas moléculas entre las que podemos destacar: acetamiprid, tiametoxan y
tiacloprid. Los registros de estos neonicotinoides fueron otorgados en el 2002 en los

EEUU (Ware y Whitacre, 2004).

1.3.1.1.b Insecticidas reguladores del crecimiento de los insectos.

En las ultimas décadas se ha avanzado en el desarrollo de nuevas materias
activas que actdan sobre sitios bioquimicos selectivos presentes en los grupos de
insectos especificos. Este enfoque ha llevado al desarrollo de los insecticidas
reguladores de crecimiento (IRC, también llamados en ingles IGR). Estos compuestos
quimicos de origen sintético actiian alterando el crecimiento y desarrollo de los insectos
de dos maneras: a) inhibiendo la formacién de quitina; b) imitando la hormona juvenil

(HJ) y la hormona de la muda (ecdisona).
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a) Inhibidores de la sintesis de la quitina®. A ésta clase de insecticidas pertenecen las
benzoiltireas, que actia sobre los estados larvales de la mayoria de los insectos
inhibiendo o bloqueando la sintesis de la quitina, una parte vital del exoesqueleto de los
insectos, ocasionando ruptura de cuticula malformada y/o deshidratacién, causando la
muerte de los organismos (Ware y Whitacre, 2004). A éste grupo pertenecen
teflubenzuron, hexaflumurén, novalurdn, entre otros.

b) Miméticos de la hormona juvenil y la hormona de la muda’. Estos
compuestos también llamaos juvenoides, son andlogos a la hormona de la muda
(ecdisona) y a la hormona juvenil (HJ), actiian desequilibrando las concertaciones de las
hormonas naturales durante los procesos de crecimiento y desarrollo normal entre los
estadios de las distintas plagas, provocando deformidades e impidiendo la emrgencia
adulta. Ademds provocan supresion de la embriogénesis (Ishaaya & Horowitz, 1994;
Dhadialla et al., 1998).

Varios IGRs han sido registrados por la EPA, entre los que se encuentran
metopreno, hidropreno, kinopreno, fenoxicarb, buprofezin y piriproxifén, éste ultimo
es un efectivo inhibidor de la muda para una amplia variedad de insectos, pero
particularmente es util para loa complejos de mosca blanca y en sitios acudticos para

control de mosquitos (Ware y Whitacre, 2004).

*La quitina es uno de los componentes principales del exoesqueleto de los artrépodos (ardcnidos,
crusticeos, insectos), es un polisacarido compuesto de unidades de N-acetilglucosamina (exactamente, N-
acetil-D-glucos-2-amina). Estas estdn unidas entre si con enlaces p-1,4, lo que permite un incremento de
los enlaces de hidrégeno con los polimeros adyacentes, dindole al material una mayor resistencia.

> El crecimiento de los insectos comprende distintas etapas, las cuales estdn gobernadas por sustancias
hormonales. La hormona de la muda (HM) presenta una estructura esteroidal y es secretadas por las
glandulas protoricicas. La funcidn de esta hormona es desencadenar los procesos de la muda, inducidos
por una alta concentracién de ecdisona en la hemolinfa que provoca la renovacidn total del exoesqueleto.
La hormona juvenil (HJ) se produce en unas pequeiias glandulas denominadas corpora allata. Durante el
periodo larvario, la HJ es la encargada de retener las caracteristicas inmaduras (juveniles) de la larva. La
concertacion de la HJ en la hemolinfa es mayor en los estadios tempranos de la larva y disminuye al final
a un nivel minimo al final del periodo de pupa. Una vez que la HJ desaparece de la circulacién se produce
la muda imaginal y se desarrolla el adulto. La concentracién de esta hormona vuelve a aumentar en el
estado adulto reproductivamente activo.
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1.3.1.2 Control de plagas en el Cinturén Horticola Platense

Si bien estos organismos de control bioldgico son de presencia espontdnea en
cultivos horticolas del CHP, el control de plagas en estos cultivos se realiza casi
exclusivamente a través del Control Quimico, mediante el empleo de plaguicidas
(insecticidas, fungicidas y herbicidas), prevaleciendo el uso de los convencionales de
amplio espectro (organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides)
(CASAFE, 2009), con alrededor de 30 aplicaciones durante el ciclo del cultivo en
tomate (Lycopersicum sculentum) y en forma semanal en pimiento (Capsicum annun)
(Strassera, com. pers). La frecuencia de tratamiento depende del tipo de cultivo y
sistema de cultivo (bajo cubierta o a campo) pero en general no se realizan rotaciones
entre grupos de plaguicidas (Tabla 3). Debido a esto, dentro de los ambientes agricolas,
los sistemas horticolas, principalmente los “bajo cubierta” o “protegidos” son sin dudas

los que muestran un alto disturbio ecolégico (Botto et al., 1998; Gabarra, 2002).

1.3.2 Control Biolégico.

El control bioldgico involucra el uso de poblaciones de enemigos naturales (EN)
(parasitoides, depredadores y patdgenos) para reducir las poblaciones de plaga a
densidades menores, ya sea temporal o permanentemente. En algunos casos, las
poblaciones de enemigos naturales son manipuladas para causar un cambio permanente
en las redes alimenticias que rodean a la plaga. En otros casos no se espera que los
enemigos naturales liberados se reproduzcan por lo que sélo los individuos liberados
tienen algtn efecto. Algunos enfoques del control bioldgico son disefiados para reforzar
las densidades de enemigos naturales al mejorar sus condiciones de vida (Van Driesche
et al., 2007). El concepto de control biolégico hay que diferenciarlo del control natural,
que es el control que sucede en las poblaciones de organismos sin intervencién del
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hombre y que incluye ademds de enemigos naturales la accion de los factores abidticos

del medio.

Tabla 3 Plaguicidas asociados a la produccién horticola de la regién

Nivel de uso de Insecticidas Fungicidas Herbicidas
plaguicidas
Sistémico (uso Deltametrina Macozeb
generalizado mas de Endosulfan Productos ctipricos
una vez por ciclo de Zineb
siembra en presencia o
no de adversidad)
Muy frecuente (en Clorfenapir Azoxistrobina Trifluralina
presencia de Imidacloprid Captan
adversidad, mas de 1 Metamidofos Carbendazim
vez por ciclo)
Frecuente (se aplican | Abemectina Primicimidone Glifosato
al menos 1 vez por Aldicarb Propamocarb Metolacloro
ciclo de siembra si es | Carbofuran Tebuconazole Paraquat
que aparece la Cipermetrina Triadimefon
adversidad) Clorpirifés
Dimetoato
Lambdacialotrina
Metribuzin
Spinosad
Eventual (de acuerdo | Acetamiprid Azufre Metomil
a preferencias del Buprofesim Clorotalonil
productor) Cartap Folpet
Fosetil aluminio
Kasugagamicina
Puntual Bifentrin Epoxiconazole
(esporadicamente) Flutriafol Hexaconazole
Carbaril Pcbn
Puntual Bifentrin Epoxiconazole
(esporadicamente) Flutriafol Hexaconazole
Carbaril Pcbn

Fuente: Cappello y Fortunato, 2008

1.3.2.1 Enemigos Naturales

Los enemigos naturales son el componente basico del control biolégico. Los
agentes de control provienen de muchos grupos y difieren ampliamente en su biologia y
ecologia. Los enemigos naturales comprenden parasitoides, depredadores y patégenos

(incluyen hongos, virus, bacterias y protozoarios).
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a) Parasitoides. A diferencia de los pardsitos verdaderos, los parasitoides matan
a sus hospedadores y completan su desarrollo en un solo huésped (Van Driesche et al.,
2007). Los estados inmaduros de los parasitoides son los que se alimentan y desarrollan
dentro de sus hospedadores siendo los adultos de vida libe. Todos los estados de los
insectos pueden ser parasitados, los que se clasifican en: parasitoides de huevos, de
larvas, pupa y adultos. Los parasitoides cuyas larvas se desarrollan dentro del
hospedador se llaman endoparasitoides y los que se desarrollan externamente son
ectoparasitoides. De acuerdo al niimero de especies parasiticas estdn los parasitoides
solitarios los cuales se desarrollan en un solo hospedero hasta la madurez, y el
parasitoide gregario donde varios pueden hacerlo. La mayoria de los parasitoides
pertenecen a los Ordenes Diptera o Hymenoptera, unos pocos son Coleoptera,
Neuroptera o Lepidoptera.

Entre los aspectos cruciales de la biologia del parasitoide para el control
biolégico se incluyen: (1) encontrar hospedador (2) reconocimiento y evaluacién de los
hospederos, (3) vencer las defensas inmunoldgicas del hospedador, (4) regular la
fisiologia del hospedador y (5) el tiempo de biisqueda en dreas con hospedador (Van
Driesche et al., 2007).

b) depredadores: Los depredadores, en sentido amplio, son organismos que para
su sustento, desarrollo y reproduccidn deben cazar a otros animales. Dentro del reino
animal existe una gran variedad de ordenes de predadores, entre los invertebrados
encontramos los insectos, arafias, dcaros, caracoles y dentro de los vertebrados todos los
grupos peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos incluyen especies dpredadoras. En
este caso particular nos referiremos a los artrépodos como ser insectos y acaros, por ser
éstos de gran relevancia y muchos de ellos son comercializados para el control

biolégico de plagas en todo en mundo.
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Por lo antes mencionado entonces definimos a los depredadores como aquellos
organismos que pueden reducir la poblaciones de plagas a un nivel inferior aceptable
para evitar un dafio y perjuicio econdémico a los cultivos (Symondson et al., 2002).

A diferencia de los parasitoides, los insectos depredadores son mds grandes que
sus presas y requieren mds de una presa individual para completar su desarrollo. La
mayoria de los depredadores no pueden completar su ciclo de vida con una sola presa
sino que deben encontrar, someter y consumir numerosos individuos para madurar y
reproducirse Consecuentemente, la mayoria de estos depredadores requiere de altas
densidades de poblacién de su presa y deben tener actividad de busqueda altamente
eficiente para localizarlas (Van Driesche et al., 2007).

La manipulacién inteligente de los ensamblajes de los depredadores para el
control bioldgico en sistemas de cultivo, requiere del conocimiento de la taxonomia y
biologia del depredador, su especificidad y de las tasas de predacion.

Las especies mas comunes de insectos depredadores de uso potencial en control
biolégico se encuentran en los o6rdenes Dermaptera, Mantodea, Hemiptera,
Thysanoptera, Coleoptera, Neuroptera, Hymenoptera y Diptera (Triplehorn y Johnson,
2005), siendo Hemiptera, Coleoptera, Hymenoptera y Diptera los mds importantes.

¢) Patégenos: Los patégenos de artropodos incluyen bacterias, virus, hongos,
nemdtodos y protozoarios. La mayoria de la investigacién sobre el uso de patdgenos
para control bioldgico, sin embargo, se ha enfocado en formular microorganismos para
aplicacion especifica del sitio como bioplaguicidas (Federici, 2007).

Para entender el valor de cualquier patégeno como parte del control bioldgico
que afecta a una plaga, se debe entender la biologia del patégeno. Para completar sus
ciclos de vida exitosamente, la mayoria de los patégenos debe contactar a un

hospedador, poder entrar a su cuerpo, reproducirse dentro de uno o mas tejidos del
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hospedador y emitir alglin estado de vida que subsecuentemente contacte e infecte
nuevos hospedadores. La forma en que un patégeno en particular cumple estos
procesos, influenciarad fuertemente los tipos de hospederos que infecte y el impacto que

tendra en la densidad promedio del hospedero (Van Driesche et al., 2007).

13.3.2 Enemigos Naturales del CHP

En el CHP, sobresalen de acuerdo a su abundancia relativa, los siguientes
enemigos naturales: los parasitoides Eretmocerus mundus Mercet ,1931 (Hymenoptera:
Aphelinidae), Pseudapanteles dignus Muesebeck y Aphidius sp. (Hymenoptera:
Braconidae); y los depredadores generalistas Chrysoperla externa Hagen, 1861
(Neuroptera: Chrysopidae), Eriopis connexa Germar, 1824 y Harmonia axyridis Pallas
1772 (Coleoptera: Coccinellidae); y los hongos entomopatogenos Lecanicillium lecanii
(Zimmerm.) Zare y Gams, L. muscarium (Petch) Zare y Gams, L. longisporum (Petch)
Zare y Gams, Isaria fumosorosea Wize I. javanica (Frieder y Bally) Samson y Hywel-
Jones (Toledo et al., 2004; Scorsetti et al., 2007; 2008; Luna et al., 2007; Rimoldi et al.,
2008; Fogel et al., 2009; Schneider et al., 2009).

De estos organismos nos centraremos en las proximas secciones en la
descripcion detallada del depredador E connexa, el cual es motivo de estudio en la

presente tesis.

1.4. Manejo Integrados de Plagas
A partir de 1950, diez afios después del advenimiento de la industria de los
plaguicidas, se comienza a hablar del Manejo Integrado de Plagas (MIP). Esto surgi6

por una preocupacién por parte de varios centros de investigacién dedicados al estudio
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del Control Biolégico, en California, como también por la preocupacion de trabajadores
de cultivos de algodén tanto en América del Norte y América del Sur, al igual que
productores de drboles frutales en Canadd, Estados Unidos y Europa, donde se alert6
sobre los resultados catastréficos de la excesiva dependencia de los plaguicidas (Kogan,
1998). A finales de la década del 70, se comienza a definir el concepto del Manejo
Integrado de Plagas (MIP), el cual se ha modificado durante varias décadas y ha habido
distintas posturas sobre el mismo.

Una definicién amplia fue a adoptada por un grupo de expertos de la FAO: “El
Manejo o Control Integrado de Plagas, utiliza distintas técnicas de control de manera
compatible para lograr mantener la poblacion de las plagas a niveles inferiores a los
que causan perjuicio economico, teniendo en cuenta la dindmica poblacional de las
plagas y el ambiente asociado a las mismas” (FAO, 1975).

Kogan (1998), defini6 al MIP basiandose enenunciados que abarcaron los
ultimos 35 afios: "IPM es un apoyo a las decisiones de un sistema de seleccion y de uso
de tdcticas de control de plagas, por separado o coordinados en una estrategia de
gestion, basado en andlisis de costo/beneficio que debe tener en cuenta los intereses de
los productores y los impactos en la sociedad, y el ambiente”.

Actualmente se hace hincapié en la necesidad que el MIP sea abordado en forma
multidisciplinaria (entomdlogos, fitopatélogos, edafélogos, botinicos, etc.), ya que
muchas veces el concepto se usa en forma parcial. En cuanto al Control de Plagas,
resulta importante conocer los datos bioldgicos de la plaga, como fluctian sus
poblaciones y la tecnologia disponible para prevenir niveles inaceptables de la plaga que
puedan producirle un dafio al hombre ya sea en la salud, propiedad, recursos y ambiente

(Kogan & Jepson, 2007).
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Si de sustentabilidad hablamos en los sistemas agroecolédgicos, el MIP es, desde
hace varias décadas, el paradigma mds adecuado y promisorio para la solucién del
problema de las plagas. Si bien se ha extendido a lo largo del todo el mundo, su
enseflaza se ha incluido en los programas académicos de muchas universidades, su
implementacién ha sido algunas veces deficiente debido a la falta de integracién y de
aprovechamiento de diversas técnicas (Sarandén, 2002). Posiblemente, una de las
barreras mas dificiles de sortear para la implementacion de programas de MIP, se
relaciona con las presiones impuestas por las compafifas multinacionales de produccién
de plaguicidas, ya que las técnicas de MIP reducen el mercado de estos insumos.
(Kogan, 1998).

El MIP, como se mencioné anteriormente utiliza distintas técnicas de control de
plagas, una de ellas es buscar una compatibilidad entre el control quimico con
insecticidas mas selectivos hacia la fauna benéfica y el control bioldgico, priorizando la

conservacion de los enemigos naturales de presencia espontanea en los agroecosistemas.

1.5 Los “Coccinélidos” y el control de plagas.

Como se menciond anteriormente (seccion 1.3.2.1.b), el orden Coleoptera
presenta numerosas famillas que son depredadores importantes entre los que se
encuentran los coccinélidos, los cuales son un grupo muy diversificado y se hallan
distribuidos en todas partes del mundo (Giorgi et al., 2009).

La familia Coccinellidae presenta una diversidad de especies predadoras, existen
abundantes antecedentes sobre la gran variedad de presas de las que se alimentan estos
depredadores, entre las que se encuentran: pulgones (Obrycki et al., 2009), moscas
blancas, cochinillas (Hodek and Honek, 2009), 4dcaros (Biddinger et al., 2009), huevos y

larvas de Lepiddpteros y Coledpteros (Evans, 2009).
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Debido a esta amplitud de presas, se los considera a los coccinélidos
depredadores polifagos, por otra parte su gran distribucién mundial y la presencia
espontdnea en muchos agroecosistemas los convierte en potenciales agentes de control
biolégico (Weber & Lundgren, 2009).

Se ha llevado a cabo numerosos estudios tanto de laboratorio, invernaculo y
campo sobre las contribuciones de los coccinélidos a la disminucién de las tasas de
crecimiento de poblaciones de afidos (Hodek and Honé€k, 1996). Por ejemplo, en un
estudio a campo, se liberaron larvas Coleomegilla maculata (DeGeer) y Coccinella
septempunctata L. (Coleoptera: Coccinellidae) y se observé una reduccién de la
densidad méaxima de Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) (pulgén verde del
duraznero) en un 85% en comparacidon con el control de las jaulas, sin larvas de
coccinélidos (Obrycki et al., 1998).

Dentro de los coccinélidos se encuentra el depredador generalista Eriopis
connexa considerado un potencial agente de control biolégico de varios cultivos
horticolas de la Regién Neotropical (Almeida-Sarmento et al., 2007; Durante & Zenner
de Polonia, 2006), tanto los estadios larvales como el adulto se alimentan de diferentes

especies plagas.

1.5.1 Eriopis connexa

1.5.1.1 Sistematica y descripcion morfologica

Eriopis connexa fue descrito por primera vez por Germar en 1824. Al
igual que todos los coledpteros se caracterizan por presentar el primer par de alas
transformadas en escudos denominados élitros. Estos forman una armadura que protege
la parte posterior del torax, incluido el segundo par de alas. Los coccinélidos, conocidos

vulgarmente como mariquitas, chinita o vaquita de San Antonio, son una familia

30




Introduccién Marilina Fogel

compuesta por unas 4.500 especies, que no suelen sobrepasar los 10 mm de longitud;
tienen el cuerpo redondeado y convexo y presentan coloraciones vistosas, generalmente
manchas negras sobre fondo rojo o amarillo; estos colores advierten de su desagradable

sabor a sus depredadores, sobre todo aves (Montes, 1970).

La ubicacién taxondmica es la siguiente:

PHYLUM: Arthropoda
SUBPHYLUM: Hexapoda
CLASE: Insecta
SUBCLASE: Pterygota
ORDEN: Coleptera
SUBORDEN: Polyphaga
SERIE: Cucujiformia
SUPERFAMILIA: Cucujoidea
FAMILIA: Coccinellidae
SUBFAMILIA: Coccinellinae
TRIBU: Coccinellini
GENERO: Eriopis

ESPECIE: Eriopis connexa

La metamorfosis de E. connexa es completa (Figura 1), desde huevo, pasando

por cuatro estadios larvales, pupa y adulto (Montes, 1970).

Pupa

Gl
‘ Huevos

!

%
. Y
%%&gL

L 2

Figura 1. Esquema del ciclo de vida de Eriopis connexa
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Huevos: los huevos son ovalados de color amarillo claro, las hembras los suelen
poner en masas entre 20 a 25 muy ordenados y juntos. Al momento de eclosionar las
larvas neonatas, el corion del huevo adquiere una coloracion parda. Entre 19 y 27°C los
huevos demoran en eclosionar alrededor de 3 dias, con una viabilidad entre 80 y 90 %
(Gyenge et al. 1998).

Larvas: esta especie pasa por 3 mudas y 4 estadios larvales, las larvas recién
emergidas son muy delgadas de color pardo claro y semitransparentes (Montes, 1970).
Luego de emerger las larvas se localizan alrededor del corion del huevo, alimentdndose
de éste y de aquellos huevos que no han eclosionado para luego dispersarse
rdpidamente. Son muy voraces y canibales si la densidad de presas es insuficiente.
(Martos y Niemeyer, 1990). La larva de cuarto estadio mide 7 mm de largo y 2,5 mm de
ancho es de color gris oscuro con manchas anaranjadas en distintas partes del cuerpo
(Montes, 1970). La duracién de todo el periodo larvario en laboratorio es a 10,8 dias
23°C; entre 8,5 y 12,5 dias a 25°C; 11,8 dias a 27°C (Gyenge, et al. 1998; Oliveira et al
2004; Silva, 2009)

Pupa: luego del cuarto estadio la larva deja de alimentarse, permanece inmévil y
se fija al sustrato por su ultimo segmento abdominal, luego su cuerpo se esclerosa, se
curva permaneciendo en forma convexa (Etchegaray y Barrios, 1979). La duracién del
periodo de pupa en laboratorio es: 5,7 dias a 23°C; entre 3,1 y 3,7 dias a 25 °C; 3,6 dias
a 27°C (Gyenge, et al. 1998; Oliveira, et. al 2004; Silva, 2009;).

Adultos: los adultos emergen del extremo anterior del pupario, a través de una
linea medio dorsal de la regién cefdlica. Al momento de salir del pupario los élitros se
observan de color amarillo claro y con el correr de las horas adquieren su coloracién
tipica, fondo negro con manchas rojas y blancas. La cabeza prognata es negra, mas

angosta que el térax. Las antenas tienen 11 segmentos pardos amarillentos y el pronoto

32




Introduccién Marilina Fogel

es negro en vista dorsal. E. connexa no presta dimorfismo sexual, pero los sexos se
pueden diferencias porque antes de oviponer, las hembras presentan el abdomen
abultado que los élitros no alcanzan a cubrir (Etchegaray y Barrios, 1979).

La duracidn del ciclo desde larva hasta adulto en condiciones de laboratorio es
de: 22,4 dias a 21°C; entre 12, 6 y 17,4 dias a 25°C (Martos y Niemeyer, 1990; Silva,
2009).

Bajo condiciones controladas el insecto permanece como adulto entre 200 dias
(Etchegaray y Barrios, 1979) y 260 dias (Montes 1970). Sin embargo, Martos y
Niemeyer (1990) han observado que las hembras pueden sobrevivir 360 dias, aunque
después de los tres meses de edad producen mas huevos infértiles. Durante Gomez y
Zenner de Polonia (2009), observaron que pocas hembras llegaron a ser longevas
alcanzando como mdximo 168 dias. Para estos autores cada hembra puede llegar a

oviponer un promedio de 112,65 huevos durante todo su ciclo de vida.

1.5.1.2 Distribucion geografica.

Eriopis connexa es originario de los Andes Peruanos donde se ha extendido
hacia Argentina, Brasil, Chile y Uruguay y al resto de los paises de Sud América,
encontrandose en campo como en cultivos bajo cubierta (Almeida-Sarmento et al.,

2007; Durante Gomez y Zenner de Polonia, 2009).

1.5.1.3 Importancia econémica.

Debido a su amplia distribucion, diversidad de habitas y su amplio rango de
presas, lo hacen conveniente para su uso creciente en el control biolégico de plagas, en
varios cultivos (Martos y Niemeyer, 1990; Gyenge, et al., 1998; Almeida-Sarmento et
al., 2007; Durante Gomez y Zenner de Polonia, 2009; Silva, 2009).
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Este coccinélido se ha introducido en los Estados Unidos de Norteamérica
mediante Control Biolégico Clasico para el control del dfido Diuraphis noxia (Mordv.,

1913) (Quiroga et al, 1991; Miller, 1995; Michels et al., 1997).

1.6 Importancia de los estudios ecotoxicologicos sobre los organismos benéficos.

Como se menciond anteriormente, uno de los objetivos principales del Manejo
Integrado de Plagas es aplicar distintas herramientas para el control de plagas de
cultivos. Entre estas herramientas se destaca la busqueda de la compatibilidad de los
insecticidas con la fauna benéfica.

La Organizacién Internacional para la Lucha Bioldgica (IOBC), plantea una
metodologia secuencial que clasifica a los plaguicidas en cuatro categorias a partir de
ensayos de toxicidad en laboratorio, éstos estudios de efectos secundarios se enfocan en
el efecto letal, estimando la mortalidad: 1= inocuo (<30%); 2= levemente téxico (30-
79%); 3= moderadamente téxico (80-98%); y 4= téxico (<99%) y en otros casos la
capacidad benéfica. (Hassan et al., 1994).

Actualmente este tipo de estudios estdn siendo muy discutidos ya que no se
consideran los efectos subletales de los plaguicidas sobre los enemigos naturales,
principalmente con aquellos que estdn relacionados con la capacidad de los enemigos
naturales como agentes de control bioldgico. Stark et al. (2007) ha demostrado que la
metodologia de la IOBC no refleja la accidn toxica de un plaguicida, ya que subestima a
la misma, debido a que los pardmetros evaluados no son siempre los més relacionados
con el desempefio de los enemigos naturales. Se hace necesario incorporar otros
estudios a nivel ecolégico (aspectos reproductivos, neurofisiolégicos de

comportamiento), para evaluar el potencial de los plaguicidas sobre la fauna benéfica, lo
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cual también ayudaria a desarrollar evaluaciones de riesgo de manera mds completa

(Haynes 1988; Desneux et al., 2007).
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CAPITULO 2

OBJETIVOS E HIPOTESIS
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2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la toxicidad de insecticidas comunmente utilizados en cultivos
horticolas del Cinturén Horticola Platense, sobre distintos estados del depredador
generalista Eriopis connexa mediante bioensayos de laboratorio. Estos estudios
permitirdn seleccionar a los insecticidas mas selectivos para uso en conjunto con éste
insecto benéfico. Los resultados de estos estudios servirdn a futuro como base para

redisefiar estrategias de control de bajo impacto ambiental en el marco del Manejo

Integrado de Plagas (MIP).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Analizar la susceptibilidad de distintos estados de desarrollo del depredador
Eriopis connexa hacia los diferentes productos a través de distintas vias de

exposicion, mediante bioensayos de laboratorio.
» Evaluar la toxicidad, analizando efectos letales y subletales de los insecticidas
seleccionados sobre los pardmetros vitales, principalmente aquellos relacionados

con su desempefio como agente de control biolégico.

» Establecer la compatibilidad de los insecticidas evaluados seleccionando

aquellos que muestren un minimo impacto sobre el insecto benéfico
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2.3 HIPOTESIS DE TRABAJO

1. Los insecticidas utilizados en cultivos horticolas afectan negativamente,
tanto directa como indirectamente a Eriopis connexa, alterando sus
pardmetros vitales y por ende su desempefio como agente potencial de

Control Biolégico.

2. Nuevos grupos de insecticidas (no-convencionales), resultan mas
selectivos hacia organismos no blanco (depredadores) y por esto representan

una alternativa para el control de plagas.

3. Los insecticidas convencionales, condicionan el desempefio del

depredador Eriopis connexa como agente potencial de Control Biolédgico,

afectdndolo a nivel bioldgico y fisioldgico.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS
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3. MATERIALES Y METODOS

En el presente capitulo se describen los materiales y métodos generales
empleados en esta tesis para: 1)- puesta a punto en laboratorio de la cria del depredador,
seleccionado como organismos diagnéstico, y de su presa y 2)-diseflo, protocolos y
estandarizacion de bioensayos de laboratorio.

La metodologia particular para cada tipo de bioensayo, es abordada en detalle

para cada uno de los capitulos que conforman esta tesis.

3.1 Recoleccion de organismos a campo (E. connexa)

La recoleccién de los organismos se realizé en cultivos horticolas tanto a campo
como bajo inverniculos en diferentes sitios del Cinturén Horticola Platense (CHP),
Provincia de Buenos Aires (Figura 3.1).

La recoleccién de organismos adultos y estadios larvales encontrados en los
cultivos se realiz6 de manera manual y arrastre mediante red entomoldgica. Para el
muestro de los cultivos a campo se delimité un drea de 600 m?, luego se tomaron hileras
de cultivos de manera intercalada y en cada hilera se muestrearon cada dos plantas. Para
el caso de los cultivos bajo invernaculo se delimit6 un drea de 400 m?, procediéndose de
la misma manera que en los cultivos a campo. En los cultivos a campo y malezas se
utilizé la red de arrastre.

Una vez capturados los organismos, se los transfirié a bolsas de polietileno y se
los coloc6 en conservadoras para su transporte hasta el laboratorio. En la tabla 3.1 se
detallan los sitios de muestreo, cultivos dénde de recolectd el material bioldgico y la

forma de manejo de cada cultivo.
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Este mismo procedimiento se siguié durante los afos siguientes al
establecimiento de la cria del depredador en laboratorio, realizando los muestreos en
forma periédica durante los meses noviembre a mayo, a fin de renovar las crias de
laboratorio incorporando material nuevo para mantener la variabilidad alélica y por lo

tanto la calidad de mismas.

c d

Figura 3.1: Fotografias de de los sitios de muestreo pertenecientes al Cinturén
Horticola Platense (CHP). a) Olmos; b) Colonia Urquiza (Quinta Maita); ¢) y d)
Colonia Urquiza (Quinta La Anunciacién)
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Tabla 3.1: Establecimientos horticolas donde se realizaron los muestreos para la
obtencion de organismos utilizados en la cria en laboratorio y posterior uso en ensayos
de toxicidad.

Sitio de muestreo Tipo de cultivo Forma de manejo de los
Lugar/Establecimiento cultivos
Colonia Urquiza: “La Zapallito verde (Cucurbita Organicos: no se utilizan
Anunciacién” pepo), berenjena (Solanum plaguicidas sintéticos para
melongena). controlar plagas.

Los Hornos: “La Nueva Era” Alfalfa (Medicago sativa)
Frutilla (Fragaria vesca)
Berenjena (S. melongena)
Pimiento (Capsicum annum)

Parque Pereyra Iraola: Alfalfa (M. sativa) Repollo

“Garcia”* (Brassicae oleracea),
malezas y espontdneas.

Colonia Urquiza: “Maita”* Pimiento (C. annuum), Integrados: se utiliza control
tomate (Lycopersucum quimico pero de acuerdo a los
esculentum). monitoreos, no se utilizan

plaguicidas convencionales.

Olmos: “ Zembo”* Frutilla (F. vesca), alcaucil Convencionales: control
(Cynara scolymus) quimico con plaguicidas

convencionales y los
tratamientos son realizados sin
monitoreo previo, siguiendo la
aplicacion calendario.

Facultad de Ciencias Agrarias | Alfalfa (M. sativa), trébol | Cultivo No Comercial y/o
y Forestales: “Estacion rojo (Trifolium pratense). espontaneas
Experimental Julio
Hirschhorn”

*Se consigna el nombre del establecimiento

3.2 Cria de organismos en laboratorio

3.2.1 Cria y mantenimiento de Rhopalosiphum padi (Linnaeus, 1758)
(Hemiptera: Aphididae): (presa).

Para llevar a cabo la cria y los experimentos con el depredador, fue necesario
poner a punto también la cria de la presa que se utiliz6 como alimento. Se seleccion6
para tal efecto al pulgdn de la avena, Rhopalosiphum padi (Linnaeus, 1758) (Hemiptera:
Aphididae). La eleccion de esta especie de pulgén se debié principalmente a su
facilidad para reproducirlo en laboratorio, utilizando plantines de trigo (con dos dias de

germinado como méximo). Las colonias se iniciaron con material de pulgén
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suministrado inicialmente por la Ing. Agr. Modnica Ricci de la Facultad de Ciencias
Agrarias y Forestales. Para el desarrollo de R. padi se utilizaron plantas de trigo
Titricum aestivum (var. JN3016 y ACA 901 de ciclo largo), las que se desarrollaron con
semillas provistas por el INTA Marcos Juarez (Ing. Agr. Carlos Bainotti) y
posteriormente por la Asociacion de Cooperativas Argentinas (Ing. Agr. Armando
Junquera).

Para que las semillas de trigo germinen se remojaron en una bandeja de plastico
(18 cm x 13 cm) durante dos horas, pasado éste periodo se elimind el exceso de agua, se
tapd la bandeja y se mantuvo asi durante uno a dos dias hasta que se observé presencia
de la radicula. Luego, se sembraron las semillas en macetas de 5 cm de alto por 6 cm de
ancho, se colocaron alrededor de 12 macetitas en recipientes de PVC, la parte superior
de los recipientes se cubri6 con “voile” para favorecer la ventilacién (figura 3.3). Cada
tres dias se incorporaron nuevas plantas germinadas para luego poder liberar en ellas
pulgones provenientes de plantas ya infestadas, a fin de favorecer su multiplicacién y
asi mantener un stock suficiente de presa para la cria del depredador. Las plantas de
trigo fueron regadas periédicamente con agua de red y cada 15 dias se adicioné a la
solucién un fertilizante triple NPK y hormona de crecimiento (Fertifox Potenciado®), en
concentracion de: nitrégeno N (14,2%), fésforo P (3,1%), potasio K (4,3%) y acido

naftalen acético (42 mg) para asegurar un buen estado nutricional de las mismas.

3.2.2 Cria y mantenimiento de E. connexa (depredador)

El estado sanitario de los organismos criados en laboratorio es de suma
importancia, ya que incide directamente en la calidad de los bioensayos de toxicidad
para la evaluaciéon de los efectos de los insecticidas. Es por ello que la puesta a punto,

mantenimiento e incorporacién de material de campo a las colonias ya establecidas fue
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primordial dentro de las actividades experimentales desarrolladas en el presente estudio.
Individuos con deficiencias nutricionales o de baja calidad sanitaria, no pueden tomarse
como organismos diagndstico.

Una vez realizados los muestreos a campo, los organismos fueron llevados al
laboratorio donde se registraron los distintos estadios del depredador de E. connexa, se
separaron y acondicionaron en recipientes de cria como los descritos anteriormente,
dependiendo del estadio del organismo y se los dejé en cuarentena para descartar
enfermedades y/o parasitismo. Cumplido el tiempo de cuarentena, se inicié la cria
masiva con las progenies de los individuos sanos. La metodologia de mantenimiento de
cria se esquematiza en la Figura 3.2.

Los adultos fueron liberados dentro de recipientes de plastico de 18 cm de
didmetro y 15,5 cm de alto, cubiertos en su parte superior con “voile” para una mejor
ventilacion y a la vez para evitar que los organismos se escapen. El interior del
recipiente fue forrado con papel madera para ser utilizado como sustrato de oviposicén
por las hembras. Se colocaron aproximadamente 15 parejas de adultos por recipiente. Se
les suministr6 alimento ad [libitum, mediante tres plantas de trigo infestadas con
abundante cantidad de ninfas y adultos del pulgén de la avena R. padi y como
suplemento alimenticio, pasas de uva y dieta artificial a base de higado vacuno (Martos
y Neimeyer, 1990). Posteriormente en forma periddica se revisaron los recipientes de
cria de adultos para extraer los plastones de huevos y se realizé el recambio de alimento.
Cada uno de los plastones se los colocé en cajas de Petri pldsticas (9 cm didmetro y 1,5
cm alto) y se las llevo a la cdmara de cria. Al cabo de tres dias aproximadamente se
observaron los plastones de huevos bajo lupa binocular para determinar la eclosién de

los huevos.
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Figura 3.2 Esquematizacion de la metodologia de cria de Eriopis connexa

Una vez que los huevos eclosionaron y se observd la presencia de larvas
neonatas, inmediatamente las mismas fueron separadas mediante un pincel fino
colocdndolas individualmente en cajas de Petri, esto fue muy importante realizarlo
durante todo el procedimiento de cria como también para los bioensayos, ya que es
comun el canibalismo en coccinélidos independientemente de la presencia de presa
(Martos y Niemeyer, 1990; Obrycki y Kring, 1998). Las larvas se mantuvieron en las
mismas placas hasta que completaron todo su ciclo de vida llegando a adultos,
identificando a todos los organismos de acuerdo a la cohorte que pertenecian. Todos los
estadios larvales fueron alimentados con ninfas y adultos de R. padi. En el caso de los
estadios larvales L3 y L4 se les suministr6 como suplemento alimenticio una dieta

artificial (Martos y Neimeyer, 1990).
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La forma de suministro de la dieta se realiz6 de la siguiente manera: se
recortaron trozos de Icm x 1 cm de Parafilm®, los cuales se estiraron y sobre cada uno
se coloco una porcion de dieta (~0,125 ml), se unieron las puntas y se cerraron en forma
de “domo”, de acuerdo con la técnica de Ferkovich et al. (2007) para la cria de
Anthocoridae. La dieta preparada (Martos y Neimeyer, 1990) se colocé a -20°C para su
conservacion. Cada dos dias se revisaron las larvas y se renovo la dieta. Asimismo, se
limpiaron las cajas de Petri en forma periddica con alcohol 70% para prevenir la

proliferacién de patégenos.

3.3 Condiciones generales de cria y de ensayos

Para el mantenimiento y cria de los organismos, como también para llevar a
cabo los bioensayos toxicoldgicos, se utilizaron dos cdmaras de cria acondicionadas a
25+2 °C, 70£5 % HR y un fotoperiodo de 16:8h L:O. Las cdmaras contaban con
termémetros de precision (maximo y minimo), higrémetros (maximo y minimo) y un
reloj para regular el fotoperiodo, como asi también un sistema de ventilaciéon que
permitia la renovacién de aire y la homogenizacién de las condiciones ambientales

(Figura 3.3).

Plantas de trigo infestadas con R. padi

Estadios larvales y pupas de E. connexa

Figura 3.3. Cdmaras de cria donde se llevo a cabo la cria de los organismos y
los bioensayos toxicoldgicos
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3.4 Metodologia general de preparacion y aplicacion de los insecticidas evaluados

3.4.1. Preparacion de soluciones y suspensiones de insecticidas.

Las soluciones o suspensiones de insecticidas utilizadas en los bioensayos
ecotoxicoldgicos fueron preparadas al inicio de cada experimento. Se prepararon
soluciones stock y a partir de ésta se realizaron las diluciones correspondientes a las
concentraciones de exposicion seleccionadas para estos estudios. Los solventes
utilizados fueron agua destilada y acetona dependiendo del tipo de ensayo y método de
exposicion al insecticida seleccionado (ingestion, inmersion, tépico, etc.).

Para la evaluacién de toxicidad se parti6 de las mdximas concentraciones
recomendadas para campo (MCRC) para cada insecticidas y se incorporaron luego a la
evaluacién concentraciones menores a fin de evaluar efectos subletales, por lo que
realizaron diluciones a partir de la MCRC para cada insecticida a evaluar (Darvas y
Polgar, 1998).

En la tabla 3.2 se detallan las formulaciones comerciales de los insecticidas
utilizados en los bioensayos de toxicidad por: nombre comercial, pureza, empresa
fabricante en Argentina y sus concentraciones expresadas en mg/L de ingrediente activo

(A.L) de cada producto.

Tabla 3.2 Insecticidas utilizados en los ensayos de toxicidad con E. connexa

Ingrediente Nombre Pureza MDRC Empresa
activo comercial (mg i.a./L) fabricante
Pirifoxifen Epingle® 10% p/v 75 Summit-Agro
S.A.
Teflbenzurén Nomolt® 15 % plv 45 BASF S.A.
Acetamiprid Mospilan® 20 % plp 200 Summit-Agro
S.A
Cipermetrina Glextrin25° 25 % plv 25 Gleba S.A.

MDRC: Mixima Dosis Recomendada para Campo- Los productos ensayados fueron
provistos gratuitamente por los fabricantes indicados en la tabla.
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3.4.2 Metodologias utilizadas para la aplicacion de los insecticidas

En este punto se desarrolla en lineas generales los diferentes tipos de ensayos
evaluados en la tesis en funciéon de las metodologias convencionales y la via de
exposicién de los organismos a los insecticidas (Hassan, 1994; Viiiuela et al., 2001;
Schneider et al., 2004 a, b, 2008; Rimoldi et al., 2008; Fogel et al., 2009).
Inmersion: consiste en sumergir a los organismos durante cierto tiempo en una
solucién de un insecticida dado, utilizando como solvente agua destilada. A la solucién
se le agrega un tensoactivo (Tween®80 al 0,01%) para una mejor adhesion de los

insecticida a la superficie tratada (Figura 3.4).

Figura 3.4. Exposicion por inmersion, huevos de E. connexa

Aplicacion _tdpica: este tipo de aplicacion se realiza mediante un microaplicador

manual (Burkard®, UK), colocando sobre el organismo una gota de volumen conocido
de la solucién del insecticida a evaluar. En este caso se utiliza como solvente acetona
para facilitar una rapida evaporacién de la gota, asegurando la deposicion del insecticida

sobre la cuticula del insecto (Busvine, 1971) (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Microaplicador manual (Burkard®, UK), ensayos

de exposicion tépica.
Ingestion: Se trata de exponer a los organismos a presas (mediante inmersién o
topicamente), dieta artificial o agua de beber tratadas con el insecticida a evaluar. Los
organismos pueden ser expuestos durante un determinado periodo variable desde horas

hasta dias consecutivos, (de acuerdo a eso se evaluaré la toxicidad aguda o crénica

(Figura 3.6).

Figura 3.6 Metodologia de exposicidn por ingestion: agua de beber.
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3.5 Diseiio general del proceso de evaluacion de efectos toxicos de insecticidas sobre el predador E. connexa en condiciones de

laboratorio

SELECTIVIDAD DE INSECTICIDAS v Eriopis connexa

Eriopis connexa

BIORRACIONALES

Huevos (inmersion) Teflubenzurén (45 y 22,5 mgi.a/lL)

Larvas (tépico)
Pupas (tépico)

Piriproxifén (75 y 37,5 mg i.a/L)
Acetamiprid (200, 100, 50, 20,10, 5,1 mg i.a/L)

Adultos (ingestion: agua de CONVENCIONALES

beber)

Cipermetrina (25y 12,5 mg i.a/L)

PUNTOS FINALES
DE EVALUACION
} EFECTOS LETALES

Mortalidad
Emergencia adulta
Tiempo de desarrollo

Fecunididad EFECTOS SUBLETALES
Fertilidad

Malformaciones

YVVVYVYY
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3.6. Analisis estadistico

Los resultados de las variables evaluadas en los diferentes ensayos, fueron
sometidos a andlisis estadisticos a fin de determinar diferencias significativas entre los
tratamientos.

Se utilizo el método paramétrico de Andlisis de la Varianza (ANOVA). El
primer paso fue analizar la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk
y la homocedasticidad de las varianzas a través de la prueba de Barlett. En el caso que
los datos se ajustaron a estos supuestos se procedi a realizar el ANOVA. Si algunas de
las premisas no fue cumplida se realizaron transformaciones, selecciondndose segin la
escala en la cual estaban expresados los datos (Zar, 1996). Las transformaciones
utilizadas fueron la logaritmica y= log (x+1) y para los datos expresados en porcentajes
o proporciones que se utilizd la transformacion angular: p” = arcosenm/p donde p
corresponde al valor original y p~ corresponde a su valor transformado. Una vez
realizadas las transformaciones correspondientes, los datos fueron sometidos
nuevamente a la comprobacion de la normalidad y homocedasticidad. Si los supuestos
siguieron sin cumplirse, fue necesario utilizar un test no paramétrico para el andlisis de
los datos. El test utilizado en estos casos fue el test Kruskall-Wallis, realizandose la
prueba bilateral de Dunn para comparaciones multiples por pares.

Para el andlisis a posteriori de los datos sometidos a ANOVA, se realiz6 la
separacion de medias mediante el test LSD. En los casos donde se deseaba conocer
diferencias entre todos los tratamientos, para evaluar diferencias con el control, se
utiliz6 el test de Dunnet.

Para la realizacion de las pruebas estadisticas se utilizé el programa XLStat
(Addinsoft XLstat para Excel, Paris, Francia, 2009) con un nivel de significancia de

95% (p <0,05).
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CAPITULO 4

Evaluacion de efectos toxicologicos de
piriproxifen, teflubenzuron, acetamiprid
y cipermetrina sobre huevos de Eriopis
connexa.
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4. Evaluacion de efectos toxicoldgicosos de piriproxifen, teflubenzuroén,
acetamiprid y cipermetrina sobre huevos de Eriopis connexa

4.1 Materiales y Métodos

4.1.1. Obtencion de huevos para los bioensayos de toxicidad.

Se utilizaron huevos de <48 h de edad del predador. Para obtener los mismos se
liberaron 30 adultos recién emergidos provenientes de una misma cohorte en un
recipiente de plastico (“ponedero”) y se les suministr6 como alimento pulgén de la
avena (R. padi) ad libitum. Luego de 5 dias aproximadamente, se revisaron los
recipientes con adultos y en el caso de observar la presencia de hembras oviplenas
(abdomen sobresaliendo de los élitros), las mismas fueron separadas inmediatamente,
colocadas en otros ponederos forrados con papel madera como sustrato de oviposicidn,
a las cuales se les suministrd ad libitum pulgén de la avena. Periédicamente se
observaron las hembras para poder obtener un numero suficiente de “plastones de
huevos” (huevos en masa) y asegurar que los mismos fueran de <48 h de edad. Los
mismos se colocaron en cdmaras de cria (25+2°C, 70+5% HR y 16:8h L:0) hasta que

alcanzaron la edad requerida para iniciar los ensayos de toxicidad.

4.1.2. Bioensayos

Se evaluaron las MCRC (Méxima Concentracién Recomendada para su uso en
el Campo) y diluciones al 50 % de las mismas de los siguientes productos comerciales:
Epingle® (10% p/v piriproxifen, Summit-Agro S.A), Nomolt® (15 % p/v teflubenzurdn,
BASF S.A)), Mospilan® (20% p/p acetamiprid, Summit-Agro S.A) y Glextrin25® (25 %
p/v cipermetrina, Gleba S.A.). Las concentraciones usadas fueron: piriproxifen 75 y
37,5 mgi.a./L, teflubenzurén 45 y 22,5 mg i.a./L, acetamiprid 200 y 100 mgi.a./L y

cipermetrina 25 y 12,5 mg i.a./L.
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Las soluciones de insecticidas fueron preparadas usando agua destilada,
adicionando un tensoactivo (Tween 80® 0,01%) para facilitar la adhesién del insecticida
al corion del huevo. Se realizaron controles con agua destilada + tensoactivo.

Los “plastones de huevos” de <48 h de edad fueron sumergidos en cada una de
las soluciones durante 15 segundos siguiendo la metodologia descrita por Pineda et al
(2004). Se utilizaron 3- 4 réplicas (20-30 huevos) para cada uno de los tratamientos.
Una vez sumergidos, se dejaron secar, se colocaron en capsulas de Petri (9 cm didmetro
y 1,5 cm alto) y se llevaron a cdmara climatizada (Figura 4.1).

A las 24 h postratamiento y durante 7 dias consecutivos se revisaron las masas
de huevos bajo lupa binocular para registrar el nimero de huevos eclosionados.

Aquellos que no eclosionaron durante ese periodo se consideraron muertos.

Ny
L7

#
#

L
L

Plastones de

Ponedero

huevos Tratamiento por
Inmersién
Huevos tratados Solucién de insecticida (30

ml)

Figura 4.1 Esquematizacién de metodologia de exposicion de huevos de E.
connexa a insecticidas.
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Se evalué como efecto a corto plazo de los insecticidas el porcentaje de eclosion
a partir de la siguiente formula: N° de huevos eclosionados / N° huevos inicial X 100.
Una vez emergidas las larvas neonatas, éstas fueron separadas inmediatamente
mediante un pincel fino, se colocaron individualmente en capsulas de Petri (9 cm de
didmetro) a fin de evitar canibalismo entre ellas y se las alimenté cada dos dias con
pulgoén de la avena en exceso. Los huevos de los cuales no emergié ninguna larva se
fijaron en solucién de Bouin®, luego se deshidrataron en series de etanol grado
analitico (70, 90 y 100%) y se montaron entre porta y cubre objetos mediante solucién
de Hoyer®

Los efectos a largo plazo de los insecticidas se evaluaron a partir del niimero de
larvas emergidas (consideradas como sobrevivientes a los tratamientos al estado de
huevo) y como puntos finales se consideraron: supervivencia y tiempo de desarrollo
para cada uno de los estados inmaduros del predador (L;, L,, L3, Ls y pupa) y
porcentaje de pupas formadas con respecto a los huevos eclosionados. Con los
individuos que completaron el ciclo de vida se evalud la emergencia adulta respecto a
pupas y respecto a huevos eclosionados.

En los tratamientos donde los organismos completaron su ciclo de desarrollo y
sobrevivieron al estado adulto, se evalué la fecundidad y fertilidad de las hembras,
analizando la oviposicién durante tres dias consecutivos posteriores a la identificacién
de las hembras grdvidas. Para esto, una vez que los individuos llegaron a adultos se
colocaron juntos por tratamiento en recipientes pldsticos (“ponederos”) y se les
suministré pulgén de la avena (R. padi) ad libitum para favorecer el desarrollo ovarico
de las hembras (imprescindible para la separacién de sexos). Luego de cinco dias se

separaron 10 hembras gravidas como minimo por tratamiento. Cada una fue
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individualizada y colocada en vasos de pléstico de 7 cm de alto x 5 cm de didmetro,
forrados interiormente con papel madera como sustrato de oviposicion y se les
proporcioné pulgén como presa y dieta artificial como suplemento alimenticio a fin de
evitar la reabsorciéon de huevos. Durante los primeros tres dias consecutivos, se
registraron el nimero de huevos puestos (fecundidad) y la emergencia larval a partir de

esos huevos (fertilidad) por hembra y tratamiento.

4.1.3 Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a Andlisis de la varianza (ANOVA), se
corroboraron las premisas del ANOVA mediante pruebas de normalidad (Shapiro-
Wilk, Anderson-Darling y Jaques-Vera) y la homocedasticidad de las varianzas (Barlett
y Levene). Si alguna de las premisas no fue cumplida se realizaron transformaciones,
logaritmica y= log (x+1) y angular: p” = arcosenoV p, para los datos expresados en
porcentajes o proporciones. Para el andlisis a posteriori de los datos sometidos a
ANOVA, se realizé la separacion de medias mediante el test LSD para conocer
diferencias entre todos los tratamientos y para evaluar diferencias con el control se
utilizé el test de Dunnet. En aquellos datos donde no se cumplieron los supuestos de
ANOVA, se utiliz6 el test no paramétrico Kruskall-Wallis, realizdndose la prueba
bilateral de Dunn para comparaciones multiples. Se utiliz6 el programa XLStat

(Addinsoft XLstat para Excel, 2009).

4.2 Resultados
a) Efectos de insecticidas sobre la eclosion de los huevos. Como se puede observar en

la Figura 4.2, el tratamiento con acetamiprid a la MCRC (200 mg i.a/L) ocasioné un
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100% de mortalidad de los huevos tratados. Los mismos fueron observados durante 7
dias consecutivos (la eclosion se produce en general a los 3-4 dias post-oviposicion). La
mortalidad embrionaria fue corroborando a través de la observacion de los preparados al
miciroscopio (Figura 4.3). En el tratamiento con acetamiprid al 50 % de la MCRC (100
mg i.a/L), como también con cipermetrina en ambas concentraciones (25 y 12,5 mg
i.a./L), se observo una diferencia significativa en el porcentaje de eclosion de los huevos
con respecto al control, registrandose valores de eclosion de 54,1%; 26,7% y 37,0%,
respectivamente. En los tratamientos con pirirproxifen (75 y 37,5 mg ia./L) y
teflubenzurén (45 y 22,5 mg i.a./L), los porcentajes de eclosion fueron similares a los

del tratamiento control.
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Tratamientos

Figura 4.2. Porcentaje de eclosion de huevos tratados. Los datos corresponden a
valores promedios £ ES (p <0,05).

* Indica diferencias significativas con el control. PI= 75 mg i.a. (piriproxifen)/L; PII= 37,5 mg i.a.
(piriproxifen)/L; Al= 200 mg i.a. (acetamiprid)/L; All= 100 mg i.a. (acetamiprid)/L; Cil=25 mg i.a.
(cipermetrina)/L; Cill=12,5 mg i.a. (cipermetrina)/L
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Figura 4.3 Huevos de E. conexxa expuestos a acetamirpid
1)- 2) Control; 3)- 4) Acetamiprid 200 mg i.a/L; 5)- 6) Acetamiprid 100 mg i.a/L
M= mandibulas

b) Efectos a largo plazo de insecticidas sobre la supervivencia de los estadios
inmaduros de desarrollo. Como se muestra en la Tabla 4.1, el tratamiento de los

huevos con acetamiprid al 50% de la MCRC (100 mg i.a/L), produjo una reduccién

58




Capitulo 4 Marilina Fogel

significativa de la supervivencia en el estadio L; con respecto al control, obteniendo
solo un 10% de supervivencia. Por esta razén no fue posible continuar evaluando la
toxicidad del acetamiprid en los siguientes estadios de desarrollo. Con respecto a los
insecticidas IGRs (piriproxifen y teflubenzurén), a las dos concentraciones evaluadas,
se puede observar que, si bien existe una reduccién de la supervivencia, esas diferencias
no resultan significativas en este estadio con respecto al control. En los tratamientos de
cipermetrina a ambas concentraciones (25 y 12,5 mg i.a/L) no se evaluaron efectos a
largo plazo en las larvas emergidas debido al nimero bajo de individuos sobrevivientes.
Similarmente en el tratamiento de acetamiprid (200 mg i.a/L) no pudieron evaluarse
debido a que se obtuvo un 100% de mortalidad de huevos.

En el estadio larval L, se observd una reduccién significativa en la
supervivencia para los tratamientos con piriproxifen (75 y 37,5 mg i.a/L), con valores
de 55,4% y 60,2% respectivamente. Para teflubenzurén a ambas concentraciones (45 y
22,5 mgi.a./L) se obtuvieron valores de supervivencia similares al control.

En el resto de los estadios larvales L, L4, estado pupal y adulto (los emergidos
respecto de las pupas formadas), no se observaron efectos significativos en la
supervivencia para ninguno de estos IGRs con respecto al control.

Piriproxifen a ambas concentraciones evaluadas redujo significativamente el
porcentaje de pupas formadas con respecto a huevos eclosionados obteniendo valores
de 37,7% y 44,1% respectivamente, con respecto al control (76,1 %). Para el insecticida
teflubenzurdn a las dos concentraciones evaluadas los valores de porcentaje de pupas
formadas sin bien observamos una reduccidn, estos no fueron estadisticamente
significativos con respecto al tratamiento control (Tabla 4.1) De los adultos emergidos
con respecto a huevos eclosionados solo pririproxifén (75 mg i.a./L) produjo una

supervivencia menor. Los restantes tratamientos arrojaron valores similares al control.
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Tabla 4.1. Efectos secundarios de piriproxifen, teflubenzurdn, cipermetrina y acetamiprid sobre la supervivencia de los estadios inmaduros y
estado adulto a partir dee huevos tratados de E. connexa. Los datos corresponden a valores medios (xError Standard).

Tratamiento Concentracién Supervivencia por estadio (%) Adultos emergidos (%)
(mgiaJ/L) L," L," L L, Pupa
a(l) b(2) C(l) d(2)
Control 0 90,8 (2,6) a 96,1 (1,6) b 948 12,5 a |963124) a 94,7 (2,9) a 76,1 (4,8) a 89,9 (3,3)a 68,8 (5,2)a
Piriproxifen 75 71,7 (10,9) a 55,4 (8,9) a 100,0 (0,0)a | 100 (0,0) a 89,9 (5,8) a 37,7(7,0) ¢ 96,4 (3,5) a 36,6 (74)b
37,5 84,6 (5,1)a 60,2 (16,6)a | 958 (12,5 a |964(3,5a 92,6 (4,4)a 44,1 (13,9) be | 100,0 (0,0) a 44,1 (13,9) ab
Teflubenzurén 45 77,5(14)a 95,8 (4,1)b 100,0 (0,0)a | 100,0 (0,0)a | 100,0 (0,0)a | 74,2 (2,2) ab 95,2 (4,7) a 70,9 (5,5) a
22,5 83,2 (13,2)a 97,4 (12,5 b 944 (5,5 a |91,6(8,3)a 85,5(9,8) a 64,2 (20,6) abc | 92,5 (7,4) a 59,5 (21,1) ab
Cipermetrina R e e e B e e e e
1 I R M P B e e e
Acetamiprid ) e e B e e e e s
100 LK L I e M e e M e
(a=0,05) p=<0,0001 p= 0,005 p=0,319 p= 0,670 p= 0,440 p=<0,0001 p=0,317 p=<0,0001
F=61,5 K= 14,7 K=4,7 K=273 K=3,7 F=549 K=4,2 F=423

a) Porcentaje de supervivencia pupal con respecto a L4 b) Porcentaje de pupacién con respecto a huevos eclosionados. ¢) Porcentaje de adultos
emergidos con respecto a pupas formadas. d) Porcentaje de adultos emergidos con respecto a huevos eclosionados.

) Kruskall-Wallis; ® ANOVA
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¢) Efectos de los insecticidas en el tiempo de desarrollo del estado de huevo. (Figura
4.4). Los tratamientos con piriproxifen (75 y 37, 5 mg i.a/L) y acetamiprid (100 mg
i.a/L) produjeron un alargamiento de la duracién promedio del estadio de huevo,
comparados con el tratamiento control. En los tratamientos de teflubenzurén y
cipermetrina a las MCRC (45 mg i.a./L y 25 mg i.a./L, respectivamente y al 50% de
estas concentraciones para cada insecticida) la duracion del periodo de huevos fue

similar al control.

Dias
n

Control Pil Pill Ac i Tel Tell Cil Cill

Tratamientos

Figura 4.4. Efectos secundarios de piriproxifen, teflubenzurén, cipermetrina y
acetamiprid sobre la duracion del tiempo de desarrollo del estadio de huevo de E.

connexa. Los datos corresponden a valores promedios + ES (p < 0,05).
PI= 75 mg i.a. (piriproxifen)/L; PII= 37,5 mg i.a. (piriproxifen)/L; Al= 200 mg i.a. (acetamiprid)/L; All= 100 mg
i.a. (acetamiprid)/L; Cil=25 mg i.a. (cipermetrina)/L; Cill=12,5 mg i.a. (cipermetrina)/L

En la tabla 4.2 se muestran los valores de los efectos secundarios de los
insecticidas evaluados sobre la duracién del tiempo de desarrollo en los estados

inmaduros. Como podemos observar s6lo se pudieron evaluar los tratamientos con
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piriproxifen y teflubenzuron a ambas concentraciones, ello debido a que con
cipermetrina y acetamiprid no se obtuvo un nidmero suficiente de individuos dada la
elevada mortalidad en huevos y en el primer estadio larval, respectivamente.

El tiempo promedio de duracién del estadio larval L; se redujo
significativamente en ambas concentraciones de teflubenzurén (45 y 22,5 mg i.a/L), si
se lo compara con el control. Para los estadios larvales L, y Ls, s6lo se observé una
reduccion significativa con la MCRC (45 mg i.a/L) de teflubenzurén. Sin embargo, en
lo que respecta al estadio L4, esta misma concentracion produjo una mayor duracién del
tiempo de desarrollo con respecto a la concentacién de 22,5 mg i.a/L. Para el estadio de
pupa este insecticida también acortd el tiempo de desarrollo. Estos efectos acumulados a
lo largo de todos los estadios inmaduros, se manifiestan cuando evaluamos la duracion
promedio del tiempo de desarrollo total (L;-Pupa), donde claramente se evidencia un
acortamiento significativo de este pardmetro con respecto al control. Ambas
concentraciones de piriproxifen (75 y 37,5 mg i.a/L), produjeron un alargamiento del
tiempo de desarrollo de los estadios L; y pupa, lo que considerando el resto de los
estadios inmaduros evidenciaron un alargamiento significativo del tiempo total de L;-

pupa con respecto al control (Tabla 4.2).

d) Fecundidad y fertilidad: En la tabla 4.3, se muestran los resultados obtenidos
en la fecundidad y fertilidad acumuladas de las tres dias consecutivos de ovoposicion de
hembras de E. connexa.

Ambas concentraciones de piriproxifén redujeron el nimero promedio de huevos
puestos por hembra (fecundidad acumulada), siendo significativo para la concentracion

mas alta (75 mg i.a./L). Este mismo insecticida provocé una disminucién del 40% en el
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nimero promedio de huevos eclosionados (fertilidad), pero la misma no resultd
significativa con respecto al control (Tabla 4.3).
El insecticida teflubenzurén no produjo efectos en la fecundidad y fertilidad

acumuladas en las hembras del depredador.
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Tabla 4.2 Efectos subletales de piriproxifen y teflubenzurén sobre la duracién del tiempo de desarrollo de estadios inmaduros emergidos de
huevos tratados de E. connexa. Los datos corresponden a valores medios (*Error Standard).

Tratamiento | Concentracion Estadios Larvales de desarrollo Estado Periodo
(mg i.a./L) Pupal Intermuda
Ly L, L; L4 L;- Pupa
Control 0,0 2,0 (0,05) b 1,8 (0,03) b 1,8 (0,04)b 3,9(0,06)b | 3,4(0,03)b 12,2 (0,20) b
Piriproxifén 75,0 2,1 0,060b | 1,9(0,05b | 2,5(0,17)c | 4,1(0,14)b | 3,8(0,06) ¢ 13,2 (0,63) ¢
37,5 2,10,0)b | 1,9(0,03)b | 2,3(0,10)¢ 390,11)b 3,7(0,07) ¢ 13,1 (0,50) ¢
Teflubenzurén 45,0 1,6 (0,07) a 1,5(0,07) a 1,50,07)a | 43(@0,11)a | 2,9(0,05) a 11,9 (0,10) a
22,5 1,5 (0,09) a 20,11)b 1,8 (0,12)ab | 3,7(0,12) ¢ 3,1(0,12) a 11,0 (0,38) a
o= 0,05 p=<0,0001 | p=<0,0001 p=<0,0001 | p=<0,0001 p=<0,0001 p=<0,0001
K=31,8 K=24,5 K=483 K=129,6 K=229 K=434

Tabla 4.3 Efectos secundarios de piriproxifén y teflubenzurén sobre la fecundidad y fertilidad acumuladas de las hembras de E. connexa. Los datos
corresponden a valores medios (£Error estandar).

Tratamiento Concentracion DHuevos puestos “Huevos eclosionados PEclosién (%)
(mg i.a./L)
Control 0,0 98,6 (8,1) a 70,6 (7,4) ab 70,6 (3,5) a
Piriproxifén 75,0 54,1 (13,7) b 42,3 (12,5 b 73,9 (11,4) a
37,5 86,7 (10,2) ab 60,4 (7,1) b 70,4 (4,0) a
Teflubenzurén 45,0 102,0 (12,3) a 71,8 (12,0) ab 69,9 (5,2) a
22,5 113,5(16,5) a 97,3 (16,9) a 84,7(4,9) a
o= 0,05 p=<0,0001 p=<0,0001 p=<0,0001
F=67,7 F=44,2 F=171,9

) Media acumulada de tres dias consecutivos de oviposicién (fecundidad acumulada)
@ Ntmero promedio de huevos eclosionados (fertilidad acumulada)
©® Media de la eclosién obtenida de las primeras tres oviposiciones
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4.3 Discusion

El estudio de los efectos de los plaguicidas sobre organismos no blanco y
benéficos ocupa a un importante grupo de investigadores desde hace décadas (Hassan,
et al. 1985). Desde hace varios afios algunos investigadores del pais han orientado sus
estudios a la evaluacidon del efecto adverso de los plaguicidas sobre artépodos benéficos
(Schneider et al., 2004, 2008, 2009; Rimoldi et al., 2008; Fogel et al., 2009; Benamu et
al., 2010). La evaluacién de la selectividad de los insecticidas y sus efectos sobre los
enemigos naturales, depende entre otros factores ademds del tipo de sustancia quimica
utilizada, la concentracién de la misma, la via de exposicion y la etapa de desarrollo de
los organismos estudiados. Los estados protegidos de los insectos (ej. huevo), poseen
una barrera que dificulta o impide el ingreso de los plaguicidas hasta el sitio especifico
de accién del plaguicida. El corion del huevo por ejemplo, es una membrana compuesta
por proteinas esclerosadas que proporcionan resistencia mecdnica e impermeabilidad
para el embrién (Nation, 2008).

Los resultados de los bioensayos en huevos de E. connexa demuestran que tanto
acetamiprid (neonicotinoide) como cipermetirna (piretroide) afectan la supervivencia
del embrién. El acetamiprid a una concentracién de 200 mg i.a /L (MCRC), mostré
mayor efecto ovicida, en comparacién con acetamiprid (100 mg i.a./L) y cipermetrina
(25 mg i.a./L). Con la dilucién del 50 % MCRC de acetamiprid (100 mg i.a /L) se
obtuvo 50% de embriones, aunque con alta mortalidad en el estadio L;. Youn et al.
(2003), obtuvieron resultados similares al exponer huevos de Harmonia axyridis Pallas
(Coléoptera: Coccinellidae) por inmersion a imidacloprid y acetamiprid. Ambos
neonicotinoides tuvieron un marcado efecto ovicida para esta especie de coccinélido.

Rill et al. (2008), expusieron huevos del parasitoide Aphytis melinus De Bach
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(Hymenoptera: Aphelinidae), a acetamiprid, sin emergencia de larvas luego de 48 h de
la exposicion. Asi mismo, Kim et al. (2006) pulverizaron huevos del depredador
Deraeocoris brevis Uhler (Hemiptera: Miridae) con acetamiprid, y si bien en este caso
el tratamiento no afecté la eclosion de los huevos, tuvo un efecto residual sobre la
supervivencia de las ninfas. Estos autores realizaron ensayos de exposicién combinada
(residual y oral) con este mismo insecticida, obteniendo una elevada mortalidad de
estadios inmaduros (en este caso ninfas). Imidacloprid también indujo una alta
mortalidad ninfas de cuarto estadio del predador Picromerus bidens L. (Heteroptera:
pentatomidae), en ensayos por contacto con residuos del insecticida (Mahdian et al.,
2007).

Tal como se mencionara mds arriba, la cipermetrina afectd la eclosién de huevos
de E. connexa. Las dos concentraciones ensayadas (25 y 12,5 mg i.a/L), provocaron
altos porcentajes de mortalidad embrionaria (bajos porcentajes de eclosion, 26 y 37 %
respectivamente), y las larvas que emergieron murieron a las 48 h de la eclosion. En
ensayos de toxicidad aguda con fenvalerato sobre huevos de este mismo predador, el
piretroide produjo un 40% de mortalidad (Lorca Gonzaléz, 2005). Por totra parte, los
piretroides bifentrina y A-cialotrina tuvieron efecto ovicida en ensayos con el predador
H. axyridis (Galvan et al., 2005). Rimoldi et al. (2008), expusieron huevos de
Chrysoperla externa Hagen (Neuroptera: Chrisopidae) a la misma concentracion de
cipermertrina evaluada en estos ensayos, si bien este insecticida no produjo efecto
ovicida en esta especie, causO la mortalidad del 100% de las larvas emergidas 48 h
después de la eclosion. De los resultados de los bioensayos relaizados por Giolo et al.
(2009) se desprende que la deltametrina no afecta de manera visible la supervivencia

embrionaria en huevos de C. carnea. Sin embargo este mismo piretroide redujo en un
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34% la emergencia adulta de huevos parasitados con Trissolcus grandis Thompsson
(Hymenoptera: Scelionidae) (Saber et al., 2005).

Los insecticidas reguladores de crecimiento (IGRs), actian alterando los
procesos de desarrollo de los insectos, ya sea como inhibidores de la sintesis de quitina
(teflubenzurén), o bien como andlogos de la hormona de juvenil (piriproxifén). Estos
insecticidas en muchas situaciones ademds de inducir efectos letales, producen efectos
subletales a nivel fisioldgico y de comportamiento, los que resultan ser significativos en
los enemigos naturales, alterando pardmetros biolégicos relacionados con el desempeio
como controladores bioldgicos (Darvas y Polgar, 1998).

Los resultados obtenidos con, piriproxifén y teflubenzurén muestran que estos
productos no afectaron la supervivencia embrionaria en ensayos con E connexa, en
comparacion con el cotrol. En cuanto a los efectos a largo plazo en las larvas emergidas,
solo en el estadio larval L, ambas concentraciones de piriproxifén ocasionaron una
reduccion de la supervivencia. En el resto de los estadios larvales y en la pupa no se
observé reduccién en la supervivencia. La emergencia de los adultos se vi6 afectada a la
MCRC de pirirproxifén (45 mg i.a/L). La informacion bibliografica precendente sobre
los efectos de piriproxifén son variables para las diferentes especies de insectos
benéficos como también para los estados de desarrollo evaluados.

Chen and Liu (2002) observaron una mortalidad significativa en huevos de
Chysoperla rufilabris Burmeister (Neruroptera: Chrysopidae) a tres concentraciones de
piriproxifén (10; 50 y 100 mg i.a/L). Estos autores también observaron una reduccién de
la formacién de pupas como también en la emergencia de adultos para este predador.
Rill et al. (2008), expusieron huevos, larvas y pupas del parasitoide A. melinus a
piriproxifén, y no observaron efectos significativos sobre la supervivencia en los

estados de desarrollo evaluados. Aplicaciones tépicas con piriproxifén a diferentes
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concentraciones (75; 10 y 1 mg i.a/L) sobre el tercer estadio larval del parasitote
Hyposoter  didymator  Thunberg (Himenoptera: Icheumonidae), redujeron
significativamente la supervivencia en larvas, pupas y ademds afectaron la emergencia
de adultos, en la tres concentraciones evaluadas (Schneider et al., 2004).

En cuanto al tiempo de desarrollo de los diferentes estados de E. connexa, en el
presente estudio se observo un alargamiento del periodo de desarrollo embrionario con
piriproxifén y acetamiprid. También se observaron diferencias en el tiempo de
desarrollo en los estadios larvales y en el estado pupal y en la duracidn total del periodo
intermuda comprendido desde L;-pupa tanto con piriproxifén como con teflubenzurén.
Chen y Liu (2002), luego de tratar huevos de C. rufilabris con piriproxifén, observaron
un incremento en el tiempo de desarrollo embrionario, asi como la de los estadios
larvales, pupa y la duracion total del periodo intermuda huevo—pupa con respecto el
control. En otro estudio estos mismos autores, expusieron huevos de este depredador a
fenoxicarb (otro andlogo de la hormona juvenil), obteniendo un 60% de eclosion, asi
como el alargamiento del tiempo de desarrollo embrionario, del estadio larval L3, del
estadio pupal y del tiempo total de desarrollo desde el huevo al adulto (Liu y Chen,
2001). Sin embargo, Mestdagh et al. (1996) las ninfas de quinto estadio de Podisus
maculiventris Say (Heteroptera: Pentatomide) expuestas a residuos de piriproxifén
exhibieron una reduccién de la duracion de este estadio ninfal.

Como se mencionara mds arriba, ninguna de las dos concentraciones de
teflubenzurén evaluadas afectaron la tasa de eclosiéon de huevos de E. connexa. La
ausencia de efecto ovicida de buprofezin, otro inhibidor de la sintesis de la quitina, fue
registrada también para las especies de depredadores tales como Stethorus punctum
picipes Casey (Coleoptera: Coccinelidae) Geocoris ssp. (Hemiptera: Geocoridea

(James, 2004). Bueno y Freitas (2004), tampoco observaron efectos ovicidas al exponer
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huevos de C. externa a lufenuron, otro inhibidor de la sintesis de quitina. Similares
resultados fueron obtenidos por Culter et al. (2006) al exponer los huevos del
depredador P. maculiventris a dos concentraciones de otro insecticida de este grupo,
novalurén (71 y 250 mg/L).

Las concentraciones de teflubenzurdn utilizadas en los bioensayos afectaron la
duracién del tiempo de desarrollo sobre los estadios inmaduros de E. connexa,
provocando una reduccion del tiempo total de desarrollo intermuda larval L;-pupa. Sin
embargo en otras especies teflubenzuron prolongdel tiempo de desarrollo desde el
estadio de pre-pupa hasta el estado adulto, como se observé con el parasitoide
Trichograma pretiosum Rey (Hymenoptera: Trichogramatidae) (Cénsoli et el., 1998).
Un efecto similar se observd en estadios larvales del depredador P. maculiventris
expuestos a este insecticida, donde se observé un alargamiento del tiempo de desarrollo
(Mohaghegh et al., 2000)

La reduccion de la fecundidad y fertilidad, como asi también efectos indirectos
de los insecticidas en el comportamiento de oviposicién sobre los insectos benéficos,
pueden impactar negativamente en la regulacion de las poblaciones de plagas (Desneux
et al., 2007). Por otro lado, esta reduccioén juega un papel importante sobre pardmetros
demogrificos de la poblacién, como la tasa intrinseca de crecimiento poblacional (r) y
la tasa reproductiva neta (Rp). Nuestros resultados para estas variables a través de la
exposicion de huevos a los insecticidas, redujeron significativamente la fecundidad en el
caso del piriproxifen. Este, ademds de actuar a nivel de los estados inmaduros, también
actiia como un efectivo supresor de la embriogénesis en la etapa adulta (Ishaaya et al.,
1995). Similares resultados se obtuvieron a través de tratamiento topico de adultos de C.
carnea (Medina et al., 2003). Asi mismo, Grafton-Cardwell y Gu (2003) observaron

una reduccion significativa de la fertilidad del depredador Rodolia cardinalis (Mulsant)
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(Coleoptera: Coccinellidae), con buprofezin y piriproxifen. En otro estudio, buprofezin
redujo la tasa de parasitismo de Lepromastix dactylopii Howard (Himenoptera:
Encyrtidae) (Cloyd and Dickinson, 2006).

De los resultados de los ensayos se desprende que el acetamiprid fue el
insecticida mds toxico para el estadio de huevo de E. connexa, ocasionando un 100 %
de mortalidad embrionaria a la mayor concentracion ensayada y que correspondid a la
maxima recomendada para su uso a campo (MCRC). Incluso a concentraciones mas
bajas (100 mg i.a/L) que la MCRC se observé efecto insecticida a largo plazo en las
larvas que lograron eclosionar, inhibiendo la supervivencia de las mismas
drasticamente. Cipermetrina también provocd un importante efecto ovicida en ambas
concentraciones, con baja supervivencia.

Los efectos subletales de los insecticidas neurotéxicos sobre los procesos de
desarrollo y reproductivos han sido reportados desde hace varias décadas (Haynes,
1988), lo cual se explica teniendo en cuenta el papel de las neurohormonas en el sistema
nervioso central (SCN), las cuales regulan mediante procesos enzimdaticos las hormonas
del crecimiento y desarrollo de los insectos

Por otro lado, considerando los resultados obtenidos podriamos afirmar que los
insecticidas aqui evaluados sobre este depredador atravesarian el corion del huevo,
fenémeno que también se manifiesta con los IRGs. Si bien el teflubenzurén y el
piriproxifén no tuvieron efecto ovicida, estos provocaron efectos subletales, reduciendo
la emergencia adulta y registrando efectos también en el tiempo de desarrollo, de modo
que interfieren con determinados procesos fisiologicos relacionados con la
metamorfosis, dado el papel relevante que tienen tanto la sintesis de quitina como la
hormona juvenil en la metamorfosis durante los estadios inmaduros; ademads, en el caso

particular de piriproxifen (mimético de la hormona juvenil) disminuy6 la fecundidad en
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las hembras adultas, lo cual es esperable considerando que la hormonas de desarrollo
(ecdisona y juvenil) intervienen en los procesos de vitelogenesis, ovogénesis,
espermatogénesis, entre otras (Nation, 2008).

Comparando la selectividad de los insecticidas evaluados sobre el estadio de
huevo para E. connexa es posible concluir que teflubenzuron y piriproxifen fueron los
mads selectivos para este estado de desarrollo, seguido por cipermetrina y finalmente por

acetamiprid.

71




Capitulo 5 Marilina Fogel

CAPITULO 5

Evaluacion de efectos toxicolégicos de
piriproxifen, teflubenzuron, acetamiprid
y cipermetrina sobre estadios larvales de

Eriopis connexa
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5.1 Introduccion

El crecimiento y desarrollo de los insectos se produce a través del proceso de la
metamorfosis, por medio del cual los estados inmaduros (larvas y pupas) pasan por
sucesivos procesos de muda hasta llegar a la etapa adulta. Este crecimiento se encuentra
regulado por el sistema hormonal donde tanto la hormona juvenil (HJ) como la ecdisona
(hormona de la muda) juegan un papel primordial en la metamorfosis de los insectos,
conociéndose a ambas como las hormonas del crecimiento y desarrollo. Ademés en la
etapa adulta estas dos hormonas estdn también involucradas en los procesos
reproductivos (regulando la maduracion reproductiva) (Nation, 2008). Durante las etapas
larvales la epidermis se separa de la vieja cuticula, y las células se van reorganizando y
sintetizando proteinas para la secrecion de la nueva cuticula (Dhadialla et al., 1998).

Cuando los insectos son expuestos a los insecticidas, una de las vias de ingreso de
los compuestos es a través de la cuticula. Esta exposicién puede provocar efectos a corto
plazo, que son letales y se expresan en la mortalidad. Por otro lado los insecticidas
también pueden provocar efectos a largo plazo o subletales. Estos efectos en el desarrollo
de las larvas pueden inducir perturbaciones sobre los tejidos nerviosos por sustancias
neurotdxicas, dado la importancia del sistema colinérgico en el desarrollo de los insectos.
Por otra parte cualquier interferencia en la homeostasis de las hormonas implicadas en el
desarrollo y crecimiento como pueden ser aquellos insecticidas andlogos de las hormonas
de la muda (ecdisona) y juvenil se traduce en una interrupcién anormal del desarrollo de
los insectos. Del mismo modo, cualquier interferencia en los distintos pasos que implican
la participacién de las hormonas como ser en la sintesis y/o reabsorcion de la cuticula
seria perjudicial para la supervivencia de la etapa de desarrollo. A su vez estos efectos se

pueden trasladar también, una vez que los organismos han completado el ciclo de vida,
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llegando a la etapa adulta, y provocar alteraciones de la capacidad reproductiva del
organismo, ya sea en variaciones en la proporcion sexual de los mismos como también en
la reduccion de la fecundidad y fertilidad de las hembras con un fuerte impacto en el
crecimiento poblacional (Dhadialla et al., 1998; Desneux et al., 2007).

A la hora de evaluar la selectividad de un insecticida sobre un enemigo natural
asociado a especies fitdgafas, resulta relevante estudiar la toxicidad de estos compuestos
sobre organismos que sobresalen como agentes potenciales de control bioldgico de
plagas, y son responsables en parte de mantener bajo control especies plagas de interés
econémico. E. connexa sobresale en la Region Neotropical como depredador generalista
y agente potencial de control bioldgico de plagas (Almeida-Sarmento et al., 2007), por lo
que resulta relevante estudiar la selectividad de insecticidas sobre los estadios larvales y
adulto, ya que ambos estados del depredador son importantes reguladores poblacionales
de insectos plaga. Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, el objetivo en este
capitulo de la tesis fue evaluar mediante ensayos de toxicidad tépica en laboratorio los
posibles efectos de piriproxifén, teflubenzurén, cipermetrina y acetamiprid sobre los

estadios larvales L, y L4 del depredador.

5.1.1. Evaluacién de las maximas concentraciones recomendadas para aplicacion
en campo (MCRC) de piriproxifén, teflubenzurén, acetamiprid y cipermetrina
sobre el segundo estadio larval de E. connexa
Bioensayos

Para llevar a cabo los experimentos se utilizaron larvas de segundo estadio de
<24 horas de edad. Las mismas correspondian a una misma cohorte y se obtuvieron de
la cria de laboratorio. Una vez que las larvas emergieron, se colocaron individualmente

en placas de Petri a fin de evitar canibalismo. Se les suministré R. padi como alimento

ad libitum y dieta artificial como complemento alimenticio (Martos y Neimeyer, 1990).
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Peri6dicamente fueron revisadas y el alimento fue renovado cada dos dias. Las larvas
fueron utilizadas para los bioensayos después de la muda al segundo estadio.

Se evaluaron las MCRC de Epingle® (10% pl/v piriproxifen, 75 mg i.a/L,
Summit-Agro S.A), Nomolt® (15 % p/v teflubenzurén, 45 mg i.a/L, BASF S.A.),
Mospilan® (20% p/p acetamiprid, 200 mg i.a/L, Summit-Agro S.A) y Glextrin25® (25 %
p/v cipermetrina, 25 mg i.a/L, Gleba S.A.). Las soluciones de insecticidas se prepararon
utilizando acetona (para analisis A.C.S.) como solvente (Busvine, 1971), para el control
se utilizé acetona. La solucion de acetamiprid se preparé conteniendo 80% (v/v) de
acetona y 20% (v/v) de agua destilada (Youn et al., 2003). La exposiciéon de los
organismos a los insecticidas se llevé a cabo por tdpico, utilizando microaplicador
manual Burkard (Figura 5.1). Se aplicaron 0,5uL de solucién insecticida sobre los
primeros segmentos tordxicos de cada larva. Para cada uno de los tratamientos se
utilizaron tres réplicas de diez individuos cada una. Se evalud la supervivencia y la
duracién del tiempo de desarrollo en cada uno de los estadios y estados de desarrollo
hasta que los organismos completaron el ciclo de desarrollo preimaginal, en intervalos
de 24 h.

Andlisis estadistico: Los datos fueron sometidos a andlisis de la varianza
(ANOVA), se corroboraron las premisas del ANOV A mediante pruebas de normalidad
(Shapiro-Wilk, Anderson-Darling y Jaques-Vera) y la homocedasticidad de las
varianzas (Barlett y Levene). Si algunas de las premisas no fue cumplida se realizaron
transformaciones, logaritmica y= log (x+1) y angular p” = arcosenoV p, para los datos
expresados en porcentajes o proporciones. Para el andlisis, a los datos sometidos a
ANOVA se les aplicd la separacion de medias mediante el test LSD para conocer
diferencias entre todos los tratamientos. Para evaluar diferencias con el control se

utiliz6 el test de Dunnet. En aquellos datos donde no se cumplieron los supuestos de
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ANOVA, se utiliz6 el test no paramétrico Kruskall-Wallis, realizdndose la prueba
bilateral de Dunn para comparaciones multiples. Se utilizé6 el programa XLStat
(Addinsoft XLstat para Excel, 2009). Esta metodologia de anélisis de datos se utiliz6 en

todas las secciones del presente capitulo.

Insecticida + acetona

Microaplicador
H — T
=%

‘

Réplicas

=

Figura 5.1 Esquema de la metodologia empleada en la aplicacion topica de los
insecticidas sobre estadios larvales de E. connexa

Resultados

Mortalidad: La tabla 5.1 muestra los resultados de porcentajes de supervivencia
discriminados por estadios y estados de desarrollo y la supervivencia total (acumulada
durante todo el tiempo preimaginal), obtenidos del ensayo tépico sobre el segundo

estadio larval de E. connexa.
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De manera general podemos decir que la supervivencia de L,, se vi6 afectada
por todos los insecticidas evaluados, siendo significativa esta reduccién para
acetamiprid, cipermetrina y teflubenzurén. El tratamiento con acetamiprid produjo un
100% de de mortalidad a las 24 h postratamiento. La cipermetrina y el teflubenzurén
también afectaron significativamente la supervivencia del estadio larval L,, en un
63,3% y 83% (promedios) respectivamente con respecto al control (100%). Se observo
una reduccion de la supervivencia durante el tercer estadio larval solamente en el
tratamiento con teflubenzurén. En L4, pupas y adultos no se observaron variaciones en
la supervivencia en ninguno de los tratamientos. Al evaluar la supervivencia acumulada
considerando el periodo intermuda (L,-pupa) se observa que se produjo una reduccién
significativa del pardmetro en los cuatro tratamientos con insecticidas, esto debido a la
sumatoria de las reducciones parciales en cada uno de los estadios del predador.

Efectos sobre el tiempo de desarrollo. Los resultados del tiempo promedio de
duracién de cada uno de los estadios inmaduros y el tiempo promedio de desarrollo total
(L»- pupa), de E. connexa a partir de ensayo topico sobre el estadio larval L,, se
muestran en la figura 5.1. El insecticida teflubenzurén prolongé el tiempo de desarrollo
de los estadios larvales L, y L, pero no el del estadio larval L4, donde observamos que
la duracién de este estadio fue menor que el control incluso menor que para el resto de
los insecticidas. Por otra parte, se observa un “alargamiento” en el tiempo de desarrollo
intermuda (desde larva L,-pupa), con un valor promedio de 12 dias con respecto al
control (11 d) y a los tratados con el insecticida piriproxifén (10 d). La exposicion a
cipermetrina también prolongé el tiempo de desarrollo preimaginal, lo cual se evidencid
significativamente en los estadios larvales L3 y L, que sumados al resto de los estadios
larvales y el estado pupal, provocaron un alargamiento significativo en tiempo de

desarrollo desde larva L,-pupa, con una duracion promedio de 13 dias.
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Tabla 5.1 Toxicidad de piriproxifén, teflubenzurdn, cipermetrina y acetamiprid sobre la supervivencia de los estados inmaduros y adulto. Los
resultados corresponden al ensayo tépico sobre el segundo estadio larval de E. connexa. Los datos corresponden a valores medios (£Error
estandar).

Supervivencia por estado de desarrollo (%)
Tratamiento Concentracion Estadios Larvales @ Pupa Adultos ) Intermuda
(mgi.a./L) emergidos L,- Pupa
€] L2 2 L3 (2) L4

Control 0 100,0 (0,0) a 100,0 (0,0) b 100,0 (0,0) a 100,0 (0,0) a 100,0 (0,0) 100,0 (0,0) a
Piriproxifén 75 90,9 (5,2) ab 97,212, 7)b 100,0 (0,0) a 19,6 (3,0) a 100,0 (0,0) 85,3(2,8) b
Teflubenzurén 45 83,3 (8,8) be 71,8 (7,7) a 94,4 (5,5) a 88,3(7,2)a 100,0 (0,0) 51,6 (13,0) ¢
Cipermetrina 25 63,3 (6,6) ¢ 100,0 (0,0) b 100,0 (0,0) a 100,0 (0,0) a 100,0 (0,0) 63,3 (6,6) ¢

Acetamiprid 200 0,00,00d | - | e | e | s 0,0 (0,0)d
p=<0,0001 p= 0,025 p=0,392 p=0,172 p=<0,0001

(0=0,05) F=56,6 K=9,31 K= 3,00 K=4,99 F=108,0

D ANOVA; @ Kruskall-Wallis
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Para el tratamiento con piriproxifén no se observaron diferencias significativas en los
tiempos promedios parciales de desarrollo de cada estadio, y para el perido intermuda
(.Lp-pupa). El tiempo de desarrollo pupal fue similar para los tres insecticidas

ensayados, como para el control.

12 A
o» 10
&
o g

61 b :

ab a
| b ¢ b a aa @
4 @ aa T
a a
2,
0,
L2 L3 L4 Pupa L2-pupa

‘l Control @ Piriproxifén O Teflubenzurén O Cipermetrina ‘

Figura 5.1. Efectos de los insecticidas piriproxifén, teflubenzurdén y cipermetrina
sobre la duracién de los estadios inmaduros (L,- L3- Ls- pupa). Ensayo de
exposicién topico sobre estadio larval L, de E. connexa. Los datos corresponden a
valores promedios (Error estandar).

5.1.2. Evaluacion de concentraciones inferiores a la MCRC de acetamiprid sobre
el segundo estadio larval de E. connexa.

En base a los resultados obtenidos a partir del ensayo tépico sobre el estadio
larval L, con el insecticida acetamiprid, el cual produjo un 100% de mortalidad cuando
fue aplicado a la MCRC (200 mg i.a./L), se evaluaron posteriormente los posibles
efectos de concentraciones menores de este insecticida.

La metodologia de exposicién al toxico fue la misma descripta en el presente

capitulo (seccién 5.1.1.). Las concentraciones de exposiciéon fueron 100, 50, 20, 10, 5, y
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1 mg. i.a. (acetamiprid)/L, correspondiendo al 50, 25, 10, 5, 2.5, y 0,5% de la MCRC de
este insecticida, respectivamente. Para cada una de las concentraciones se utilizaron 3
réplicas con 10 larvas cada una.

En estos experimentos se evalud la mortalidad en cada estadio de desarrollo
larval y para el estado pupal; y para aquellos individuos que llegaron a completar el
ciclo de vida, se evalu6 la duracién del periodo intermuda (L,-pupa), la fecundidad y la
fertilidad de las hembras adultas.

Para el andlisis estadistico de los datos se sigui6 el procedimiento descrito en la

seccion 5.5.1 del presente capitulo.

Resultados

Como se puede observar en la figura 5.2, las concentraciones inferiores a la MCRC
(200 mg i.a/L) del insecticida neonicotinoide acetamiprid, 100, 50, 20, 10 y 5 mg i.a/L,
provocaron una mortalidad larvaria del 100% de los organismos expuestos (L) y esto se
evidenci6 a las 24 hs de exposicion topica. La concentraciéon de 1 mg i.a/L, causé un 72
% de mortalidad larval. Debido a que no se obtuvieron organismos vivos, ain a la
concentracion méas baja ensayada ( 1 mg i.a/L), el nimero de individuos sobrevivientes
fue muy bajo (%), no se pudieron evaluar efectos subletales en el tiempo de desarrollo

preimaginal y en la fecundidad y fertilidad de las hembras.
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Figura 5.2 Porcentaje de mortalidad de concentraciones subletales del insecticida
neonicotinoide acetamiprid (100, 50, 20, 10, 5 y 1 mg i.a/L), sobre el estadio larval
L, de E. connexa. Los datos corresponden a valores promedios (Error estindar)

5.1.3 Evaluacion de las maximas concentraciones recomendadas para el campo
(MCRC) de prirproxifen, teflubenzuron, acetamiprid y cipermetrina sobre el
cuarto estadio larval de E. connexa
Bioensayos

Para el estudio de toxicidad tépica de insecticidas se utilizaron larvas de cuarto
estadio de < 24h de edad, las mismas se obtuvieron de la cria masiva en laboratorio a
partir de una generacidon de huevos pertenecientes a la misma cohorte. Una vez que las
larvas emergieron, se colocaron individualmente en placas de Petri y se les suministré
pulgén de la avena ad libitum como presa y como complemento nutricional dieta
artificial a base de higado vacuno (Martos y Neimeyer, 1990). Las placas de Petri se
revisaron periddicamente renovindose el alimento cada dos dias hasta que las larvas
mudaron al cuarto estadio larval (L), objeto de estudio en este bioensayo.

Las soluciones de insecticidas fueron aplicadas por tépico mediante un

microaplicador manual Burkard® sobre los primeros segmentos tordxicos de las larvas,

topicando 1uL de solucién de insecticida (Figura 5.1). Para la preparacion de las
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soluciones de insecticidas se utilizo acetona (para andlisis A.C.S.) como solvente
(Busvine, 1971), para el control se utilizd acetona. La solucion de acetamiprid se
preparé en medio conteniendo 80% (v/v) de acetona y 20% (v/v) de agua destilada
(Youn et al., 2003).

Se evaluaron las MCRC de Epingle® (10% p/v piriproxifen, 75 mg i.a/L,
Summit-Agro S.A), Nomolt® (15 % p/v teflubenzurén, 45 mg i.a/L, BASF S.A)),
Mospilan® (20% p/p acetamiprid, 200 mg i.a/L, Summit-Agro S.A) y Glextrin25® (25 %
p/v cipermetrina, 25 mg i.a/L Gleba S.A.). Para cada uno de los tratamientos se
emplearon 3 réplicas de 10 larvas cada una.

Cada 24 h y hasta que los organismos completaron el ciclo de vida preimaginal,
se evalug la supervivencia y tiempo de desarrollo en cada uno de los estadios inmaduros
y la duracion del tiempo intermuda entre el estadio larval L, y el estado de, pupa y del

periodo intermuda (L4-pupa).

Fecundidad y Fertilidad: En los tratamientos en los cuales los organismos
sobrevivientes completaron su ciclo de desarrollo se evalud la fecundidad y fertilidad de
las hembras, analizando la oviposicién durante cinco dias consecutivos posteriores a la
individualizacion de las hembras oviplenas. Para esto, una vez que los individuos
llegaron a adultos se colocaron juntos por tratamiento en recipientes plésticos
(“ponederos™) y se les suministré como alimento el pulgén de la avena (R. padi) ad
libitum para favorecer el desarrollo ovédrico de las hembras (imprescindible para la
separacion de sexos). Luego de cinco dias se revisaron los adultos y se separaron diez
hembras oviplenas como minimo por tratamiento. Cada hembra fue individualizada y
colocada en vasos de plastico de 7 cm de alto x 5 cm de didmetro, forrados

interiormente con papel madera como sustrato de oviposicion (Figura 5.3), cubiertos la
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parte superior con “voile” para permitir la circulacion de aire y evitar escape de los
individuos. Durante los primeros cinco dias se revisaron los recipientes para observar la
presencia de huevos, que fueron separados y colocados en placas de Petri. Diariamente
para cada hembra y en cada oviposicion se registré la fecundidad (nimero de huevos
puestos) y la fertilidad (ndmero de larvas emergidas). Durante el periodo de evaluacién
las hembras fueron alimentadas con pulgén de la avena ad libitum y como suplemento
nutricionale se les suministré dieta artificial a base de higado vacuno (Martos y
Neimeyer, 1990) y pasas de uva, a fin de evitar la reabsorcion de huevos por parte de las
mismas.
Para el andlisis estadistico de los datos se sigui6 el procedimiento descrito en la

seccion 5.5.1 del presente capitulo.

Huevos puestos por

hembras
Hembras oviplenas

Figura 5.3. Esquematizacion de la metodologia de evaluacién de la fecundidad y
la fertilidad.

Resultados
Mortalidad: Los resultados de las observaciones de supervivencia de los estados
inmaduros de E. connexa a partir del ensayo de toxicidad topica sobre el cuarto estadio

larval se presentan en la Tabla 5.2
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El compuesto mimético de la hormona juvenil piriproxifén no afecté la
supervivencia del estadio larval L4, como tampoco las pupas y los adultos, obteniendo
valores similares al control (100%). El inhibidor de la quitina teflubenzurén, si bien
caus6 una reduccidn en la supervivencia del estadio de exposicion Ly, esta no fue
significativa, obteniendo un valor de 74,7%. La supervivencia durante el estado pupal y
la emergencia adulta no se vieron afectadas por este insecticida. El piretroide
cipermetrina afecté significativamente la supervivencia ocasionando una reduccion del
75%, debido al nimero tan bajo de individuos sobrevivientes no fue posible evaluar los
restantes estadios como tampoco los efectos subletales del tratamiento. Finalmente el

neonicotinoide acetamiprid, caus6 un 100% de mortalidad sobre todos los individuos

expuestos (Ls) luego de 24 horas de exposicion.

Tratamiento Concentracion % supervivencia Emergencia
(mgi.a/L) adulta
Ly Pupa L,4-Adulto
Control 0 100,0 (0,0) b 100,0 (0,0) a 100,0 (0,0) b 100,0 (0,0)
Piriproxifén 75 100,0 (0,0) b 100,0 (0,0) a 100,0 (0,0) b 100,0 (0,0)
Teflubenzurén 45 74,7 (16,5) ab 96,9 (3,0) a 71,9 (15,3) ab 100,0 (0,0)
Cipermetrina 25 255@3)a | @ —-meee- 255@3)a | @ ----m-ee-
Acetamiprid 200 0,000a | = ---ee- 0,00,0a | = e
p=0,05 p=10,008 p=0,368 p= 0,008
K=13,7 K=2,0 K=13,7

Tabla 5.2 Efectos de piriproxifén, teflubenzurén, cipermetrina y acetamiprid, sobre
los estados inmaduros y los adultos de E. connexa expuesta a los insecticidas en el
cuarto estadio larval. Los datos corresponden a valores medios (£Error estindar)

Efectos sobre el tiempo de desarrollo: Las evaluaciones a largo plazo (efectos
subletales) sobre posibles efectos del insecticida sobre el desarrollo preimaginal como
también en la fecundidad y fertilidad de las hembras se realizaron Gnicamente para los

reguladores del crecimiento (piriproxifén y teflubenzurén), ya que los individuos tratados
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alcanzaron a completar el ciclo de vida. Por el contrario, estas evaluaciones no fueron
posibles en individuos tratados con cipermetrina y acetamiprid, como consecuencia de la
elevada mortalidad.

En la figura 5.4, puede observarse que el insecticida piriproxifén extendié el
tiempo de desarrollo del estadio larval L4 con respecto al control, mientras que para el
insecticida teflubenzurén no mostré diferencias significativas con el control para este
punto final. El teflubenzurén redujo el tiempo de desarrollo de la pupa, con respecto al
tratamiento control, al igual que el piriproxifén, pero esta reduccién no fue
significativamente diferente al control. En cuanto al tiempo de desarrollo total (Ls-pupa),
el piriproxifén produjo un alargamiento que resulté mayor que el obtenido en individuos
tratados con teflubenzurén, obteniéndose valores de 8,8d y 8,2d respectivamente. Sin

embargo estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas.

ab b
9 A a
= T
8 -
7 .
w
£ .
g 5 1 a a?
£ b ab
o 4 a
= A
3 -
2 .
1 i
0
L4 pupa L4-pupa

O Control @ Piriproxifén O Teflubenzurén

Figura 5.4 Efectos secundarios de los insecticidas piriproxifén y teflubenzurén
sobre el tiempo de desarrollo de los estados inmaduros, L4, pupa y periodo
intermuda L4-pupa de E. comnnexa. Los resultados corresponden a ensayo de
exposicion topico sobre estadio larval Ly de E. connexa. Los datos corresponden a
valores medios (xError estandar).
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Efectos sobre la fecundidad y fertilidad. 1La fecundidad y fertilidad acumulada
de hembras fue evaluada durante cinco dias posteriores a la individualizaciéon de las
hembras gravidas (Tabla 5.3).

Los resultados obtenidos para este punto final muestran que el nimero de
huevos puestos (fecundidad acumulada) en el tratamietno con teflubenzurén fue
significatiavametne menor que el obtrenido en el control. El insecticida piriproxifén si
bien también redujo la fecundidad (41%), ésta no resultd significativa con respecto al
control. En lo que respecta al nimero de larvas emergidas (fertilidad acumulada), ésta
fue significativamente menor en ambos tratamientos con ambos productos y en
comparacion con el control. Sin embargo, los valores de porcentaje de eclosion indican
que solamente el tratamiento con teflubenzurén resulté significativamente menor al

control y al observado en el tratamiento con piriproxifén.

Tabla 5.3 Toxicidad de piriproxifén y teflubenzurén sobre la fecundidad y fertilidad
acumuladas de hembras sobrevientes, a partir de ensayo tépico sobre estadio L4 de E.
connexa. Los datos corresponden a valores medios (£Error estdndar).

Tratamientos | Concentracién | ’Fecundidad @Fertilidad “Eclosién
(mgi.a/L) (%)
Control 0 95,2(15,4) a 74,3 (12,4) a 77,8 (3,9) a
Piriproxifén 75 55,8 (12,4) ab 39,78, 7)b 68,2 (3,9 a
Teflubenzurén 45 45,8 (11,6) b 17,339 b 46,7 (7,6) b
(0=0,05) p=<0,0001 p=<0,0001 p=<0,0001
F=25,6 F=241,2 F=164,2

Dpyesta acumulada primeras cinco oviposiciones (fecundidad acumulada).
@Nimero promedio de huevos eclosionados (fertilidad acumulada).
®Media de la eclosién obtenida de las primeras cinco oviposiciones.
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5.1.4. Evaluacion de concentraciones inferiores a la MCRC de acetamiprid sobre
el cuarto estadio larval de E. connexa.

Los tratamientos con acetamiprid a la MCRC (200 mg i.a./L) sobre el estadio
larval Ly de E. connexa, provocaron el 100% de mortalidad a las 24 h de exposicién
(Seccién 5.1.3). Como consecuencia, se disefiaron los bioensayos con concentraciones
inferiores de acetamiprid con la finalidad de evaluar los posibles efectos subletales de
este producto sobre la L, del depredador. Las concentraciones evaluadas fueron: 100,
50, 20, 10, 5 y 1 mg (acetamiprid)/L. Las soluciones de insecticida fueron preparadas
utilizando acetona (para anélisis A.C.S.) como solvente y para el tratamiento control se
utiliz6 acetona. La aplicaciéon del insecticida se realizd de manera tdpica con
microaplicador manual Burkard® colocando sobre los primeros segmentos toricicos
1puL de solucién de insecticida. (Figura 5.1). Para cada uno de los tratamientos se
utilizaron tres réplicas de 10 individuos cada una.

Se evaluaron como puntos finales, la mortalidad, y en aquellos casos donde los
organismos sobrevivieron y llegaron a completar el ciclo de vida, se evaluaron como
efectos subletales: la duracién del tiempo de desarrollo de los estadios y estados
inmaduros y el tiempo completo desde el estadio larval (L4) hasta el adulto, como
también la fecundidad y fertilidad acumulada de hembras sobrevientes durante cincos
dias consecutivos a la identificacién de las hembras oviplenas. Para la evaluacion de la
fecundidad y fertilidad se siguié la misma metodologia descripta en la seccién 5.1.3 del
presente capitulo (Figura 5.3).

Para el andlisis estadistico de los datos se sigui6 el procedimiento descrito en la

seccion 5.5.1 del presente capitulo.
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Resultados

La tabla 5.4 muestra los valores de supervivencia obtenidos a partir de los
tratamientos por topico de L4 de E. conmnexa con concentraciones de acetamiprid
inferiores a la MCRC.

Las concentraciones de acetamiprid de 100 y 50 mg i.a./L provocaron un 100%
de mortalidad de Ls. Del tratamiento con 20 mg i.a./LL se obtuvo un 6,6% de
supervivencia, por lo que no se pudieron seguir evaluando efectos a largo plazo. A partir
del tratamiento con 10 mg de acetamiprid/L se obtuvo un 54,1 % de supervivencia, que
resulté menor que la del control (93%). En individuos tratados con concentraciones de
acetamiprid de 5 y 1 mg i.a./L, se obtuvieron valores de supervivencia de 79,3 y 95,2%
respectivamente, que no presentaron diferencias significativas con el control. Las pupas
provenientes de estos ensayos no mostraron efectos en la supervivencia y el porcentaje
de emergencia de adultos fue similar a la obtenida en el control. La supervivencia total
desde el estadio larval L4 hasta adulto fue significativamente menor en comparacién con
el control, para individuos tratados con las concentraciones de 10 y 5 mg i.a./L de
acetamiprid. En tanto que la menor concentracién evaluada (I mg/L) no evidencid
diferencias significativas con el control (Tabla 5.4).

Para las concentraciones de 1, 5 y 10 mg/L de acetamiprid (1, 5 y 10 mg/L) con
las que los individuos tratados completaron el ciclo de vida, se evaluaron posibles
efectos sobre el tiempo de desarrollo en los estadios inmaduros y el periodo L4 pupa.
Como se muestra en la figura 5.5, los resultados obtenidos para este pardmetro no
evidencian diferencias significativas en ninguna de las tres concentraciones con respecto

al control.
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Tabla 5.4 Efectos de acetamiprid en concentraciones inferiores a la MCRC sobre la supervivencia de diferentes estaios
de E. connexa. Los resultados corresponden al ensayo por tépico sobre el estadio larval Ly de E. connexa. Los datos
corresponden a valores medios (*Error estdndar).

Tratamiento Supervivencia (%) Emergencia adulta
DL, mPupa @1,- Adulto
Control 93,3(3,3) ¢ 96,2 (3,7) a 90,0 (5,7) a 100 (0,0)
Acetamiprid 100 (mg/L) 0,00,00a | e e
Acetamiprid 50 (mg/L) 000,0a | e | e e
Acetamiprid 20 (mg/L) 6,6(6,6)ab | = | e
Acetamiprid 10 (mg/L) 54,1 (4,1) abc 86,6 (13,3) a 45,8 (4,1) ¢ 100 (0,0)
Acetamiprid 5 (mg/L) 79,3 (10,4) be 86,6 (7,2) a 69,9 (10,3) b 100 (0,0)
Acetamiprid 1 (mg/L) 95,2(4,7) ¢ 89,9 (5,2) a 84,9 (0,7) ab 100 (0,0)
(a=0,05) p= 0,005 p= 0,697 p=<0,0001
K= 18,3 K=14 F=1394

M Kruskall-Wallis; ?ANOVA
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Figura 5.5. Efectos de concentraciones de acetamiprid inferiores a la MCRC (10, 5
y 1 ppm) sobre el tiempo de desarrollo de los estados inmaduros de E. connexa, a
partir de ensayo tépico sobre estadio larval Ls. Los datos corresponden a valores
medio (XError estandar).

ppm= partes por millén (mg i.a./L)

Efectos en la fecundidad y fertilidad. Los resultados de los pardmetros
reproductivos de hembras sobreviventes a partir de ensayos de exposicion tdpica sobre
el estadio larval L4, se muestran en la (Tabla 5.6). Para la concentracién de 10 mg i.a./L
de acetamiprid, que corresponde al 5% de la MCRC (200 mg i.a./L)), se observé una
reduccién significativa en el niimero de huevos puestos (fecundidad) comparado con el
control, como también en el nimero de huevos eclosionados (fertilidad).

En cuanto a las concentraciones mds bajas de acetamiprid evaluadas (5 y 1 mg
i.a/L) la fecundidad acumulada (nimero de huevos puestos), si bien mostré una
reduccién con respecto al control, ésta no fue significativa. El nimero de huevos
eclosionados de esas posturas (fertilidad), para el caso de la concentracion de 5 mg/L de

acetamiprid no evidencié diferencias significativas con el tratamiento control. Sin
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embargo, si se observaron diferencias significativas en la concentracién de 1 mg/L de

acetamiprid.

Tabla 5.6. Efecto de acetamiprid a concentraciones inferiores a la MCRC sobre la
fecundidad y fertilidad acumuladas en adultos de E. connexa. Los resultados
corresponden a ensayos de exposicion tépica sobre el estadio larval L, del depredador.
Los datos corresponden a valores medios (XError estdndar)

Tratamientos | Concentracién | "Fecundidad “Fertilidad “Eclosién
(mgi.a/L) (%)
Control 0 165,8 (22,9) a 137,6 (20,8) a 829(3,1)a
Acetamiprid 10 86,2 (25,8) b 58,524,1)b 56,3 (13,00 b
Acetamiprid 5 151,2(23,5)ab | 99,8 (19,2)ab | 65,1 (4,6) ab
Acetamiprid 1 101,2 (21,0) ab 66,4 (12,6) b 69,7 (7,9) ab
(0=0,05) p=<0,0001 p=<0,0001 p=<0,0001
F=32,4 F=25,6 F= 91,6

(Dpyesta acumulada durante cinco dias consecutivos de oviposicién (fecundidad
acumulada).

@Nimero promedio de huevos eclosionados (fertilidad acumulada).

®Media de la eclosién obtenida de las cinco oviposiciones.

5.2 Discusion

Tal como se mencionara en la introduccién, uno de los objetivos centrales del
Manejo Integrado de Plagas (MIP) es abordar distintas técnicas para controlar el
desarrollo de poblaciones de plagas en los cultivos. Entre las técnicas que contempla el
MIP, sobresale el Control Biolégico y Control Quimico con plaguicidas selectivos (baja
toxicidad hacia organismos no blanco), buscando la compatibilizacién de estas técnicas
para su uso conjunto en el control de las plagas, asegurando la sustentabilidad de los
agroecosistemas. Para ésto es importante evaluar a priori, mediante ensayos

ecotoxicoldgicos (laboratorio, campo, semi-campo), la selectividad de los insecticidas

utilizando enemigos naturales o especies no blanco en general como ‘“organismo
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diagnéstico” para evaluar su susceptibilidad, a productos insecticidas a través de
distintas técnicas de exposicidn en los diferentes estados de desarrollo.

Varios autores (Vogelezang-Stoute, 2003; Desneux et al., 2007) coinciden en
que los insecticidas biorracionales suelen ser mas compatibles con los enemigos
naturales que los insecticidas de amplio espectro, principalmente debido a su
persistencia en el ambiente. Sin embargo, existen antecedentes acerca de los efectos
adversos de estas nuevas sustancias quimicas sobre depredadores y parasitoides ya sea
por su toxicidad aguda o efectos subletales que afectan por ejemplo el desempefio de los
enemigos naturales (comportamiento, capacidad de busqueda, reproduccién) como
agentes del control bioldgico.

De acuerdo con los resultados de los bioensayos de toxicidad de insecticidas por
tépico sobre los estadios larvales (L, y Ls) de E. connexa, queda en evidencia que
ambos estadios larvales de esta especie muestran una elevada susceptibilidad a la
MCRC (200 mg i.a./L) de acetamiprid. Esta alta susceptibilidad al acetamiprid se hace
mads evidente a partir de los resultados de los ensayos con L, en los que se obtuvo un
72% de mortalidad luego de la exposicién a una concentracién 200 veces mds bajas (1
mg i.a/L) que la MCRC. En cambio, los resultados de los bioensayos con el cuarto
estadio larval (L4) muestran una significativa reduccién de la supervivencia luego del
tratamiento con concentraciones de entre 100 a 20 mg/L. En cambio, para las
concentraciones de 10, 5 y 1 mg i.a/L la supervivencia fue de 54%, 79% y 95%
respectivamente.

La elevada toxicidad del acetamiprid para E. connexa suscribe los resultados
obtenidos por otros autores (Young et al., 2003; Grafton-Cardwell and Gu, 2003; Lucas,
et al., 2004; Paparichos & Milonas, 2008; van de Veire y Tirry, 2003; Kim et al., 2006)

con diferentes neonicotinoides (imidacloprid, thiacloprid y thiamethoxan) ensayados a
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través de distintas vias de exposicion, en distintas especies de coccinélidos y diferentes
predadores de otros 6rdenes en laboratorio. Por ejemplo, los estudios de exposicidén
topica sobre los cuatro estadios larvales de H. axydiris a acetamiprid, arrojaron 100% de
mortalidad. Los mismos resultados se obtuvieron cuando fueron expuestas al
neonicotinoide imidacloprid (50 ppm) (Young et al., 2003). Por otro lado, ensayos de
exposicion residual con acetamipird e imidacloprid sobre el depredador coccinélido R.
cardinalis produjeron una mortalidad total sobre larvas de segundo estadio (Grafton-
Cardwell and Gu, 2003). Asi mismo, Lucas, et al. (2004) cita una mortalidad larval de
80% y 100% con imidacloprid sobre el tercer estadio larval de Coleomegilla maculata
Timberlake (Coleptera: Coccinellidae) Mds recientemente, estudios realizados con
larvas de Hippodamia undecimnotata Schneider (Coleoptera: Coccinellidae) expuestos
a dosis subletales de carbofuran e imidacloprid, a través de la presa redujeron la
supervivencia a 67,6% y 52,2% respectivamente (Paparichos & Milonas, 2008).
Estadios larvales (L;-L,) del depredador Orius laevignatus Fieber (Heteroptera:
Anthocoridae) fueron expuestos a distintos neonicotinoides (acetamiprid, thiacloprid,
imidacloprid y thiamethoxan) en laboratorio, todos éstos compuestos causaron una
mortalidad total de las larvas en un periodo de exposicion de cuatro dias. Los mismos
resultados se obtuvieron al exponer estadios larvales L, y L3 del depredador
Macrolophus  caliginosus Wagner (Heteroptera: Miridae) a los insecticidas
imidacloprid, acetamiprid y thiamethoxan (van de Veire y Tirry, 2003). Kim et al.
(2006), también reportan elevada mortalidad (56%, 72% y 74%) con acetamiprid (178
ppm) a las 24, 48 y 72 h de exposicidn, respectivamente en ninfas de segundo estadio
del depredador D. brevis mediante ensayo topico en laboratorio al insecticida.

El piretroide cipermetrina (25 mg ia/L) afectd6 de manera significativa la

supervivencia de los estadios larvales L, y L4 de E. connexa, obteniendose valores de
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mortalidad de 63% y 25% respectivamente. Los resultados de los ensayos de exposicion
tépica con este insecticida demuestran que el estadio larval L, resulta ser mads
susceptible que el estadio L,. Los antecedentes bibliograficos sobre efectos secundarios
de piretroides en estadios inmaduros de enemigo naturales en general no son muy
abundantes y muchos de ellos han sido realizados sobre el estado adulto. Michaud y
Grant (2003), expusieron mediante tratamiento tépico residual larvas de primer estadio
de cuatro especies de coccinélidos: Curinus coeruleus Mulsant, Cycloneda sanguinea
L., H axyridis, y Olla v-nigrum Mulsant a distintos piretorides (bifentrina, fepropatrina,
zeta-cipermetrina y permetrina). En todas las especies estos cuatro piretorides
ocasionaron el 100 % de mortalidad de las larvas expuestas. Por otra parte, Galvan et al.
(2005) evaluando larvas de primer y tercer estadio de H. axyridis expuestas a dos
piretroides (bifentrina y A-cialotina), no observaron supervivencia. Del mismo modo, el
cuarto estadio ninfal del depredador P. bidens fue altamente susceptible a deltametrina
via residual (Mahdian et al. 2007). Por otro lado, los insecticidas cyflutrin y
fenpropatrin resultaron ser altamente toxicos hacia larvas de segundo estadio de R.
cardinalis expuestas a hojas de algodon tratadas, provocaron la muerte luego del primer
dia de exposiciéon (Grafton-Cardwell and Gu, 2003). En ensayos de eleccién de dieta
sobre larvas neonatas de C. externa, cipermetirna redujo significativamente la
supervivencia acumulada total (de larva L; a adulto), debido principalmente a la
reducciéon de la supervivencia de los estadios L; y estado pupa. Sin embargo la
exposicion de larvas L3 de C. externa a cipermetrina via ingestion (presa tratados) no
afect6 de manera significativa la supervivencia de este estadio de desarrollo (Rimoldi,
2009). Zanuncio et al. (2003) expusieron ninfas de tercer estadio del depredador
Supputius cincticeps Stal (Heteroptera: Pentatomidae) a permetrina causando una

reduccion en la supervivencia entre los 4 y 6 dias de exposicion.
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Los insecticidas reguladores de crecimiento interfieren en el desarrollo cuando la
exposicion se produce durante las etapas inmaduras (larvales o ninfales). De los
resultados de los ensayos con E. connexa se desprende que el piriproxifen y el
teflubenzuron afectan la supervivencia de los estadios larvales L, y L4, siendo el
segundo estadio larval el mas susceptible a ambos insecticidas.

Los resultados de los bioensayos por tdpico sobre el estadio larval L, con
teflubezurén, muestran una reduccién significativa en la supervivencia del estadio larval
L, como también del estadio larval L3 en comparacién al control. Por otra parte, la
supervivencia total, esta también se vio afectada en un 51%. Los resultados de los
bioensayos por topico con Ly muestran cierta reduccion de la supervivencia, pero esta
no fue significativa comparada con el control, como tampoco se observaron diferencias
significativas de ésta en el total. Evaluado sobre otros predadores, el Teflubenzurén
redujo la supervivencia de los estadios larvales del parasitoide T. pretiosum en ensayos
por tépico (Campiche et al. 2006; Consoli et al. 1998). Diferentes inhibidores de la
sintesis de quitina también afectan la supervivencia en otros coccinélidos; por ejemplo,
el diflubenzurén resultd toxico para larvas de C. sanguinea y H. axyridis en ensayos por
contacto con residuos sobre hojas de citricos, al doble de la mdxima concentracion
recomendada para campo, y también en bioensayos por tdpico con larvas de C.
sanguinea a la MCRC (Michaud, 2002). El diflubenzurén a diferentes concentraciones
(50, 100 y 200 mg/L), en ensayos por inmersion, afect significativamente la
supervivencia de larvas de primer y segundo estadio de H. axydiris, mientras que en
larvas de tercer estadio sélo se observd una reduccién de la supervivencia con la
concentracion mds alta ensayada, no observiandose efectos significativos en la
supervivencia de larvas del cuarto estadio (Ruiz-Sanchez, et al. 2010). Este insecticida a

la MCRC (60 g/hl) también causé un 50% de mortalidad en larvas de tercer estadio (L3,
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de C. carnea mediante aplicacién topica (Medina et al., 2003). También buprofezin
(1,18 Kg/ha), otro inhibidor de la sintesis de quitina, provocé una alta mortalidad larval
al segundo estadio de desarrollo en el depredador R. cardinalis a través de la via
residual de exposicion (Grafton-Cardwell y Gu, 2003). Sin embargo, este mismo
insecticida a una concentracién de 320 mg/L, result6 inocuo a larvas del parasitoide A.
melinus cuando la exposicion fue via residual (hojas tratadas), alcanzando todos los
organismos a completar su ciclo de vida (Rill et al., 2008). Otros inhibidores de la
quitina como novalurén (250 mg/L) y lufenuron (10 g/100 L) fueron altamente téxicos
para el segundo estadio ninfal de P. maculiventris y primer, segundo y tercer estadio
larval de C. externa (Culter et al., 2006; Bueno y Freitas, 2004).

En los resultados de los ensayos por tépico con piriproxifén con el estadio larval
L, se observa una reduccién en la supervivencia de los individuos expuestos que no
result significativa para el estadio en cuestion, pero si lo fue en el momento de evaluar
la supervivencia total que result6 del 85%. En el ensayo por tépico con larvas de cuarto
estadio Ly de E. connexa, el piriproxifén no afecté la supervivencia, registrandose
valores de supervivencia similares a los del control (100%). Este insecticida a
concentraciones desde 10 a 100 mg/L, también resulté inocuo para larvas de tercer
estadio de C. externa tratadas por tépico, y tampoco causé efectos en la supervivencia
via ingestion y por contacto residual para el quito estadio ninfal del depredador O.
leavignatus (Medina et al., 2003; Mestdagh et al., 1996). Sin embargo en ensayos de
larvas del depredador coccinélido R. cardinalis expuestas a residuos de hojas de citricos
tratadas con piriproxifén (0,12 Kg/ha), produjeron una reduccién en la supervivencia
impidiendo que un numero importante llegara a la edad adulta (Grafton-Cardwell and
Gu, 2003). Piriproxifén (100 mg/L) redujo significativamente la tasa de supervivencia

en larvas de tercer estadio de C. rufilabris (Chen and Liu 2001), y fue altamente téxico
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hacia ninfas de cuarto estadio del depredador P. bidens a una concentracion de 25 mg/L
(Mahdian et al., 2007). Teniendo en cuenta efectos sobre parasitoides, no se observaron
efectos en la supervivencia en larvas de A. melinus expuestas a hojas tratadas con
piriproxifén (17 mg/L) (Rill et al., 2008). Por otro lado, tampoco se detectaron efectos
en la supervivencia en larvas de Eretmocerus eremicus (Hymenoptera: Aphelinidae),
que emergieron completamente de ninfas de mosca blanca expuestas a este insecticida
(1,45 ml/L) (Hoddle et al., 2001). Sin embargo piriproxifén (75 mg/L) fue ligeramente
toxico para larvas de tercer estadio de Hyposoter didymator (Hymenoptera:
Ichenumonidae) (Schneider et al., 2004).

Aunque la suervivencia no se vea afectada, los insecticidas pueden manifestar
efectos negativos a largo plazo sobre otros pardmetros de vida. Los efectos sobre la tasa
de desarrollo en los enemigos naturales ya sea por un retraso o alargamiento en la
duracién del desarrollo, podrian ocasionar una desincronizacién en el tiempo con el
fitogago plaga, influyendo en las relaciones depredador-presa, huésped-parasitoide.
Ademas estos efectos a largo plazo también podrian impactar en la reproduccién de los
insectos llevando a una reduccién en la descendencia, influyendo en la tasa de
crecimiento poblacional.

Observando los resultados en conjunto es posible visualizar que el impacto de
los insecticidas ensayados sobre el tiempo promedio de desarrollo de cada uno de los
estados inmaduros de E. connexa resultd bastante variable. La cipermetrina, aplicada en
ensayos por tépico sobre L, prolongé la duracién de los estadios larvales L, y Ly y el
tiempo total intermuda (L,-pupa). Similares resultados obtuvieron Michaud y Grand
(2003), en ensayos por tépico con zeta-cipermetrina sobre larvas de distintas especies de
coccinélidos, observando un alargamiento en el tiempo de de desarrollo larval. La

duracién del desarrollo desde la etapa de huevo hasta adulto se alargd en tratamiento
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con A-cialontrin cuando fueron tratados los estadios inmaduros del parasitoide T.
pretiosum (Consoli et al., 1998). Por otro lado, Permetrina redujo la duracién del tercer
estadio ninfal pero incrementé la duracion del quinto estadio en el depredador S.
cincticeps (Zanucio et al., 2003). Sin embargo, en ensayos de toxicidad oral con
cipermetrina, este insecticida no afecté el tiempo de desarrollo del primer y tercer
estadio larval de C. externa (Rimoldi, 2009). En ensayos con otros insecticidas
neurotdxicos como spinosad e indoxicarb, sobre el primer estadio larval de H. axyridis,
estos también prolongaron el tiempo de desarrollo sobre este depredador (Galvan et al.,
2005)

Los resultados de los bioensayos muestran que el inhibidor de sintesis de quitina
teflubenzurdn afecta el tiempo de desarrollo de los estadios inmaduros de E. connexa.
En los ensayos por tdpico sobre L,, este insecticida prolongé el tiempo de desarrollo de
los estadios larvales L, y L3, fendmeno que afectd el tiempo de desarrollo total (L,-
pupa). Sin embargo en el estadio larval L4 se produjo un acortamiento del tiempo de
desarrollo con respecto al control. Segiin Michaud, (2002) los larvas de C. sanguinea
expuestas a residuos de diflubenzurén mostraron un retardo en el tiempo de de
desarrollo. Ruiz-Sanchez et al. (2010), expusieron larvas y pupas de H. axyridis a tres
concentraciones diferentes de diflubenzurén por inmersién y observaron un aumento
significativo en el tiempo de desarrollo en el primer y segundo estadio larval a la mayor
concentracion ensayada (200 mg/L). En los bioensayos con L, de E. connexa por tépico
con teflubenzurén se observé una reduccion en el tiempo de desarrollo de los estadios
inmaduros, pero solo fue significativa para el estadio de pupa. Nuestros resultados
concuerdan con los obtenidos por Grafton-Cardwell y Gu (2003), que observaron una

disminucién del tiempo de desarrollo desde los estadios larvales hasta adulto cuando
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expusieron larvas del depredador R. cardinalis, a residuos de buprofezin (inhibidor de la
sintesis de quitina) por contacto.

En el presente trabajo, el insecticida piriproxifen (mimético de la hormona
juvenil) aplicado por tépico sobre L,, no indujo variaciones en el tiempo de desarrollo
de E. connexa. En el ensayo con el estadio larval L4, solo produjo un alargamiento en el
tiempo de desarrollo de ese estadio (L4). Chen y Liu (2001) expusieron todos los
estadios larvales del depredador C rubilabris a priproxifen, observando un alargamiento
del tiempo de desarrollo del primer y tercer estadio larval, y un acortamiento en el
periodo de desarrollo del segundo estadio larval. Estos mismos autores evaluaron otro
mimético de la hormona juvenil como el fenoxicarb con el mismo predador, obteniendo
un alargamiento el tiempo de desarrollo en el segundo y tercer estadio larval. Sin
embargo, en el primer estadio no hubo diferencias con el control (Liu and Chen, 2001).
Larvas de tercer estadio de H. didymator tratadas con este insecticida mostraron un
retraso en el tiempo de desarrollo (Schneider et al., 2004). Sin embargo este insecticida
redujo el tiempo de desarrollo desde larvas a adultos de R. cardinallis y no afectd este
parametro en larvas del parasitoide A. melinus (Grafton-Cardwell y Gu, 2003; Rill et al.,
2008).

En base a los resultados obtenidos sobre la fecundidad y la fertilidad, de los
individuos sobrevivientes a la exposicion durante el cuarto estadio larval (L4) se
observd una reduccion significativa en la fecundidad acumulada y en la fertilidad
cuando fueron expuestos al insecticida acetamiprid a la concentracién de 10 mg i.a./L
correspondiente al 5% de la MCRC (200 mg i.a./L). Esto coincide con lo citado por
Grafton-Cardwell y Gu (2003), quienes observaron una reduccién de la fecundidad en
los organismos expuestos a acetamiprid, imidacloprid y thiametoxan, en ensayos de

contacto residual y presa tratada sobre R. cardinalis. Del mismo modo, la fecundidad se
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redujo en ensayos sobre H. undecimnotata cuando este depredador fue alimentado con
afidos tratados con concentraciones subletales de imidacloprid y carbofurdn; si bien la
fertilidad no fue afectada (Paparichos y Milonas, 2008). Por otro lado el producto
también redujo la la fecundidad en hembras del parasitoide Trichograma pretiosum
Riley (Hymenoptera: Trichogramatidae) (Moura et al., 2006). Por el contrario, no se
observé ningun efecto negativo sobre la fecundidad y fertilidad de hembras de D.
brevis, cuando el insecticida fue ensayado a través de la aplicacion topica sobre ninfas
de este depredador. Este insecticida tampoco provocé efectos secundarios sobre los
pardmetros reproductivos del depredador P. bidens (Kim et al., 2006; Madhian et al.,
2007).

El teflubenzurén también redujo la fecundidad y fertilidad acumulada de
hembras de E. connexa, cuando la exposicion fue sobre el estadio larval Ly de E
connexa. Efectos sobre la reproduccion también han sido citados en hembras del
parasitoide 7. pretiosum, con una reduccién importante en la capacidad de parasitismo,
cuando la exposicién al insecticida se produjo durante los estados inmaduros (Consoli et
al., 1998). La opivosicion y el ndmero de huevos eclosionados se redujo
significativamente con tratamientos de novaluron sobre el depredador P. maculiventirs
(Culter et al., 2006). Sin embargo, otros inhibidores de la quitina como diflubenzurén y
triflumurén no afectaron la fecundidad y la fertilidad del depredador C. carnea y del
parasitoide H. didymator respectivamente (Medina et al., 2003, 2007).

El insecticida piriproxifén fue el que en menor medida afect6 la fecundidad, ya
que la reduccién observada no fue significativa. Sin embargo se observé una reduccién
en la fertilidad con respecto al control. Piriproxifén tampoco afectd la fecundidad del
parasitoide A. melinus (Rill et al., 2008). En otros estudios con hembras A. melinus que

sobrevivieron el tratamiento con piriproxifen, se observé una capacidad de parasitismo
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similar al tratamiento control, pero se redujo la fertilidad (Suma et al. 2009). Pruebas
con el compuesto mimético de la muda fenoxicarb, mostraron una disminucion en la
tasa de reproduccién de F. candida (Camoiche et al., 2006).

El insecticida acetamiprid resulté altamente toxico para ambos estadios larvales
evaluados, no sélo a la MCRC, sino también a concentraciones menores. Todas las
concentraciones de acetamiprid ensayadas resultaron téxicas para el estadio larval L.
Sin embargo en el ensayo tépico del estadio larval L, para las tres ultimas
concentraciones (10, 5 y 1 mg/L) evaluadas obtuvimos organismos sobrevivientes. El
acetamiprid también afecta la reproduccidon de E. connexa y resultd en general el
producto menos selectivo de todos los evaluados para los estadios larvales de E.
connexa.

La susceptibilidad de la L, y L4 de E. connexa a la cipermetrina fue diferente en
ambos estadios, resultando més toxica para Ls. En general este insecticida resulté poco
selectivo selectivo para ambos estadios larvales y afectd el tiempo de desarrollo de los
estadios inmaduros cuando fue aplicado en L2.

El piriproxifén y el teflubenzurén resultaron los mas selectivos para los
estadios larvales de E. connexa, comparados con la cipermetrina y el acetamiprid. Se
observé una marcada diferencia en la susceptibilidad de ambos estadios a estos
productos, siendo el estadio larval L, mds susceptible que el Ls. También se observaron
efectos secundarios no deseados, principalmente en los pardmetros evaluados a largo
plazo como la tasa de desarrollo y la reproducciéon. Comparando teflubenzurén con
piriproxifen, este dltimo result6 ser el mds compatible para los estadios larvales L, y L4

de E. connexa.
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CAPITULO 6

Evaluacion de efectos toxicologicos de
piriproxifén, teflubenzuron, acetamiprid
y cipermetrina sobre pupas de
Eriopis connexa.
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6- Evaluacion de efectos toxicolégicos de piriproxifen, teflubenzurén, acetamiprid
y cipermetrina sobre pupas de E. connexa

6.1 Bioensayos

La evaluacion de los efectos toxicos de piriproxifén, teflubenzurén, acetamiprid
y cipermetrina sobre pupas del depredador se realiz6 utilizando la via de exposicién por
tépico.

Los organismos utilizados para el estudio se obtuvieron de la cria masiva de
laboratorio criados separadamente a partir de una cohorte de huevos coetineos. Se
utilizaron pupas de < 24 h de edad. Se evaluaron las MCRC de los insecticidas de
Epingle® (10% p/v piriproxifen, 75 mg i.a/L, Summit-Agro S.A), Nomolt® (15 % p/v
teflubenzurén, 45 mg i.a/L, BASF S.A.), Mospilan® (20% p/p acetamiprid, 200 mg
i.a/L, Summit-Agro S.A) y Glextrin25® (25 % p/v cipermetrina, 25 mg i.a/L Gleba
S.A.), y para acetamiprid ademas se evalud el 50% de la MCRC (100 mg i.a./L)). La
aplicacién de los insecticidas se realizO con microaplicador manual Burkard®
colocando 1ul de solucién sobre cada una de las pupas. Cada tratamiento consistié en
30 pupas. Se utilizé acetona (para andlisis A.C.S.) como solvente (Busvine, 1971), para
el control se utiliz6 acetona. La solucién de acetamiprid se prepar6 en medio
conteniendo 80% (v/v) de acetona y 20% (v/v) de agua destilada (Youn, et al 2003).

Cada 24 h se evaluaron los efectos en la supervivencia y tiempo de desarrollo de
los organismos expuestos y emergencia adulta. Para aquellos organismos que llegaron
al estadio adulto se evaluaron los efectos sobre la fecundidad y fertilidad de las
hembras sobrevivientes, analizando la oviposicion durante cuatro dias consecutivos
posteriores a la individualizaciéon de las hembras grdvidas. También se evaluaron

efectos teratoldgicos como malformaciones o anormalidades.
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6.2 Resultados

Los datos obtenidos de ensayos tépicos en pupas del predador E. connexa se
resumen en la tabla 6.1.

Ninguno de los insecticidas produjo una reduccién significativa en la
supervivencia pupal.

En los individuos tratados con acetamiprid, piriproxifén y cipermetrina, se
observaron efectos subletales teratolégicos malformaciones, aunque la mayor
proporcién de malformaciones se observaron entre los individuos tratados con el
neonicotinoide acetamiprid.

La mayor parte de los individuos expuestos a la MCRC de acetamiprid (200 mg
i.a/L), no completaron el processo de muda al estado adulto, presentando
anormalidades en el proceso de metamorfosis (100%). Se observaron diversas
malformaciones como estados intermedios de desarrollo (quedando la parte anterior la
region de la cabeza como adulto, la parte del térax y abdomen como pupa). En otros
casos se observo la formacién de la parte anterior del adulto (cabeza y los dos primeros
pares de patas) mientras que los élitros se formaron parcialmente, quedado unidos al
pupario manteniendo las caracteristicas pupales en la parte posterior de los mismos
(Figura 6.2)

También se observaron malformaciones y anormalidades en la metamorfosis
(96%) a la concentracién de 100 mg i.a /L (50% de la MCRC) de este insecticida. En
este caso aquellos individuos que lograron emerger completamente del pupario,
presentaron los élitros mds reducidos, no logrando cubrir éstos el térax y abdomen.
Otros individuos no lograron desprenderse de algunos restos del pupario que quedaron

adheridos a los élitros. (Figura 6.3). Estos efectos subletales impactaron negativamente
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sobre el desempefio reproductivo de los adultos sobrevivientes normales (8,3 % para la
concentracion de 100 mg i.a./L), que no produjeron descendencia (Tabla 6.1)

El piriproxifén (75 mg i.a /L), también provocé anormalidades en la
metamorfosis de los individuos expuestos (pupa-adulto:46%). Si bien el nimero de
individuos malformados no fue significativo con respecto al control, se observaron
individuos en estadios intermedio de desarrollo (pupa-adulto) y adultos malformados
(adultos con élitros separados, con incapacidad para desprenderse de los restos de la
pupa) (Figura 6.4). El 38,4% de los adultos sobrevivientes normales no ovipusieron, a
pesar de la presencia de hembras con desarrollo ovérico (abdomen abultado) (Tabla
6.1).

En los individuos expuestos a cipermetrina (25 mg i.a/L), se observé un 7% de
anormalidades en la metamorfosis, que representa una diferencia no significativa
respecto del control. En los adultos normales emergidos (48%), se evaluaron la
fecundidad y fertilidad acumulada de los cuatro primeros dias consecutivos luego de
identificacion de las hembras gravidas. Este insecticida si bien redujo en un el nimero
de huevos puestos (fecundidad), esta no fue significativa con respecto al control. Sin
embargo, se observd una reducciéon del 60% en el nimero de huevos eclosionados
(fertilidad), que result6 estadisticamente significativa con respecto al control (Tabla
6.1).

Por dltimo el teflubenzurén no causé efectos teratologicos (0%) en las pupas
expuestas. Sin embargo se observaron efectos significativos sobre la fertilidad (nimero
de huevos eclosionados) de las hembras, donde se obtuvo un 53% de reduccién con
respecto al control. Si bien hubo reduccién en la fecundidad, esta no fue significativa en

comparacion con el control (Tabla 6.1)
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Tabla 6.1. Efectos letales y subletales de piriproxifén, teflubenzurdn, cipermetrina y acetamiprid, sobre el estadio de pupa del predador
E. connexa. Los datos corresponden a valores promedios (Error Standard).

Tratamientos Concentracién | Supervivencia | Adultos Individuos @Eecundidad® | ® Fertilidad™ | ®Eclosién (%)

(mg i.a/L) pupas (%)® normales (%)® mal;f())rmados

(%)*

Control 0 91,1 (5,2) ab 88,3(3,2)b 0,0 (0,0) a 65,7(9,2) b 57,1 (8,3)a 85,7(3,3)b
Piriproxifén 75 80,0 (10,8) ab | 38,4 (3,2) ab 45,3(5,2)abe | 0,0(0,0)a | —-mmmmemem | s
Teflubenzurén | 45 84,2 (4,6) ab 80,5(4,2)b 0,0 (0,0) a 3525(11,3) b 26,5(8,4)b 49,0 (15,8) a
Cipermetrina 25 59,2 (25,9) a 48,1 (22,5)ab | 7,4 (3,7) ab 27,6 (8,9) ab 20,4 (6,0) b 63,9 (18,8) ab
Acetamiprid 200 100,0 (0,0) b 0,0 (0,00 b 100,0 (0,0) ¢ | ~=-==--= | s | e

100 100,0 (0,0) b 8,3(8,0)b 958 4,1)be | —---eom | e e
a= 0,005 p= 0,140 p =0,014 p =0,006 p =0,002 p =<0,0001 p =0,098

K=38,3 K=1473 K= 16,1 K= 15,3 F=248 K=4,6

D Nimero de huevos (media acumulada) de los primeros cuatro dias de oviposicion (fecundidad acumulada).
@ Media acumulada del nimero de huevos eclosionados (fertilidad acumulada).
® Media de la eclosién obtenida de las oviposiciones
@ Kruskall-Wallis; ® ANOVA
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Figura 6.2 Malformaciones en individuos de E. connexa expuestos a acetamiprid (200
mg i.a /L) mediante aplicacién tépica en pupa

Figura 6.3 Malformaciones en individuos de E. connexa de expuestos a
acetamiprid (100 mg i.a /L) mediante aplicacion topica en pupas.

Figura 6.4 Malformaciones en individuos de E. connexa expuestos a
piriproxifén (75 mg i.a /L) mediante aplicacion tépica en pupas.
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6.3 Discusiéon

Los enemigos naturales (depredadores y parasitoides) por si solos no siempre
pueden mantener las poblaciones de fitéfagos por debajo del nivel de dafio econémico,
por lo que es necesario utilizar estrategias de control bioldégico y muchas veces
intervenir con plaguicidas, para obtener un control exitoso de las plagas en los cultivos.
Sin embargo, determinar la compatibilidad de los plaguicidas con agentes de control
biolégico es un tema polémico (Stark y Banks, 2003). La mayor parte de los estudios se
basan en el esquema propuesto por la Organizacién Internacional de Lucha Bioldgica
(IOLB) que clasifica a los plaguicidas en cuatro categorias de acuerdo a la toxicidad que
causan sobre los enemigos naturales; pero en estos estudios solo se toma como punto
final de evaluacién, la mortalidad o la capacidad benéfica (Hassan 1994, 1998). Este
tipo de estudios, si bien son importantes, se encuentran restringidos a los efectos letales
y se pasa por alto o se subestiman los efectos subletales que ocasiona la exposicién de
los insectos benéficos a los plaguicidas, que incluso se pueden manifestar
simultanéamente (Stark et al. 2007).

Los efectos subletales se definen como aquellos efectos que alteran la fisiologia,
bioquimica y aspectos comportamentales de los individuos que logran sobrevivir a la
exposicion de un plaguicida, ya sea la concentracién maxima de campo o inferiores a
ésta (Desneux et. al 2007).

Teniendo en cuenta lo antes mencionado, los resultados obtenidos sobre la
exposicion de pupas a los insecticidas de E. connexa, no presentaron una reduccion
significativa en la supervivencia. Si embargo, los organismos que lograron sobrevivir
mostraron claros efectos subletales, que se manifestaron como fenémenos teratolégicos,
como desarrollo anormal y malformaciones en los individuos tratados con acetamiprid,

piriproxifén y cipermetrina.
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Este fenémeno ha sido abordado en la literatura por diferentes investigadores y
para distintos taxones de enemigos naturales. Las pupas del parasitoide H. dydimator
tratadas con piriproxifén a una concentraciéon mds baja de la MCRC, produjo una
disminucién significativa en la emergencia adulta, y los individuos que lograron
emerger mostraron caracteres intermedios de pupa y adulto (Schneider et al. 2003). Del
mismo modo, en ensayos con ninfas del depredador P. maculiventris expuestas a
piriproxifén, los adultos emergidos presentaron alas malformadas y el pronoto hundido
(Mestdagh et al. 1996). Darvas y Polgar (1998) obtuvieron adultos con deformidades en
las alas cuando trataron pupas de Encarsia formosa Gahan (Hymenoptera:
Apbhelinidae). Estos resultados coinciden con los obtenidos en la presente tesis con este
mismo insecticida. Fenoxicarb (mimético de la hormona juvenil) también ocasiond
malformaciones en pupas y larvas de Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apoidea)
(DeRuijter y VanderSteen, 1987). Por otro lado Ahmad et al. (2003), reportaron
malformaciones en los depredadores crisépidos C. septempunctata y C. carnea
expuestos al insectida botanicoazaridactina.

En otro estudio, larvas de H. axyridis expuestas a dos neonicotinoides
(tiametoxam y clotianidina), mostraron sintomas neurotéxicos como temblores, paralisis
y pérdida de coordinacién (Moser y Obryck, 2009). En ensayos de exposicion tépica
sobre pupas de H. axyridis, acetamiprid fue altamente téxico y no permitié la
emergencia adulta (Youn et al. 2003). Sin embargo, resulté inocuo en pupas de T.
pretiosum y moderadamente téxico para distintas especies del género Eretmocerus ssp.
(Moura et al. 2006; Sugiyama et al., 2011). El neonicotinoide imidaclorpid tampoco fue
toxico para pupas del parasitoide H. dydimator (Medina et al. 2007).

Los resultados obtenidos en la presente tesis, corroboran el fendmeno de

reduccion en la fecundidad y fertilidad de adultos expuestos a los IGRs, piriproxifén y
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teflubenzurén en los adultos normales. El diflubenzurén (inhibidor de la sintesis de la
quitina) redujo significativamente los pardmetros reproductivos del parasitoide
ichneumoénido H. dydimator cuando fueron expuestos al estado pupal y mediante
aplicacion tdépica (Schneider et al. 2003). Piriproxifén, inhibié la emergencia de los
adultos de R. cardinalis cuando se aplic6 en pupas de este depredador (Mendel et al.
1994). Por otra parte, el piriproxifén inhibi6 la capacidad de parasitismo del parasitoide
Leptomastix dactylopii Howard (Hymenoptera: Encyrtidae), sin dejar progenie por parte
de las hembras sobrevivientes (Suma et al., 2009). Por el contrario, tanto el
pirioproxifén y el diflubenzurén no afectaron la fecundidad y la fertilidad del crisépido
C. carnea (Medina et al. 2003).

La cipermetrina redujo la supervivencia de pupas de E. connexa en un 35%,
aunque esta reduccién no fue significativa con respecto al control. El piretroide
fenvelerato fue levemente nocivo para pupas de este mismo depredador (Lorca-
Gonzilez, 2005). Por el contrario, la cipermetrina no produjo efectos en la
supervivencia y en la emergencia del adultos del crisépido C. externa, cuando el
tratamiento fue realizado sobre pupas (Rimoldi, 2009). Bifentrin redujo
significativamente la emergencia de adultos a partir de pupas tratadas del coccinélido H.
axyridis (Galvan et al., 2005). En pupas de distintas especies de Ertmocerus ssp. el
piretroide permetrina fue levemente téxico para éste parasitoide (Sugiyama et al. 2011).

En los bioensayos con cipermetrina se observd una reduccion en la fecundidad y
fertilidad, siendo significativa la reducciéon de esta ultima (ndimero de huevos
eclosionados con respecto a los huevos puestos). Los antecedentes bibliogréficos sobre
los efectos de distintos piretroides son variados, de acuerdo con las especies de
benéficos considerados. En este sentido Consoli et al. (1998) citaron una reduccién en la

fecundidad de T. pretiosum cuando fueron expuestos a A-cyalotrina. La fecundidad de
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O. insidiosus también fue reducida por ciflutrina. Sin embargo la fecundidad y fertilidad
no se vio afectada por permetrina sobre el depredador S. cincticeps (Zanucio et al.,
2003). La deltametrina no produjo efectos sobre pupas de C. carnea y tampoco alterd
los parametros reproductivos (Giolo et al., 2009)

Los insecticidas biorracionales se caracterizan por tener un modo de accidn
diferente al de los convencionales, con una mayor selectividad, menor persistencia en el
ambiente, por lo que estos productos se proclaman como de bajo impacto en el ambiente
y sobre los organismos no blanco como es el caso de los enemigos naturales; piezas
clave para estrategias de Control Bioldgico, en programas de Manejo Integrado de
Plagas (Ishaaya et al., 2007).

De los insecticidas aqui evaluados tanto acetamiprid, piriproxifén vy
teflubenzurén pertenecen al grupo de plaguicidas de tercera generacién y son
considerados biorracionales debido principalmente a su modo de accién diferente a los
convencionales. El piriproxifén actia mimetizando la hormona juvenil durante las
etapas inmaduras de los incestos, provocando disrupciones en la metamorfosis,
supresion de la embriogénesis y en la formacion de adultos (Ishaaya et al., 1994). Por
esto es de esperar que este insecticida produjera malformaciones en las pupas,
obteniendo organismos con caracteristicas intermedias (pupa-adulto) y para los adultos
normales la supresion de la fecundidad.

Los insecticidas neonicotinoides actian sobre los receptores de acetilcolina
(nAChR) de tipo nicotinico de los insectos, provocando excitacioén y parélisis seguida
de muerte. La selectividad de estos compuestos estd relacionada, con la mayor afinidad
que le confieren los receptores de acetilcolina en los insectos en comparacion con la de
los vertebrados (Tomizahwa y Casida, 2005) y por esto fueron categorizados como

bioracionales por la USEPA (Agencia de proteccion ambiental de los Estados Unidos).
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Ahora bien, de acuerdo a los resultados obtenidos con acetamiprid, se observaron
efectos teratoldgicos en todos los individuos expuestos. Teniendo en cuenta el modo de
accion y los resultados obtenidos sobre los otros estados inmaduros del depredador
(capitulos 4 y 5) es de esperar que los individuos tratados mueran inmediatamente luego
de la exposicion. La presencia de efectos teratogénicos podria justificarse considerando
que en el Sistema Nervioso Central se sintetizan las neurohormonas que regulan
diferentes procesos enzimaticos y entre ellos, los centros de produccion de las hormonas
del crecimiento y desarrollo. Por lo tanto, es posible que el acetamiprid tenga algun
efecto sobre los procesos fisioldgicos relacionados con la metamorfosis del depredador.

La susceptibilidad de pupas depredador E. connexa a los insecticidas aqui
evaluados en laboratorio es relevante, debido a los efectos subletales observados durante
los bioensayos. El acetamiprid y el piriproxifen fueron los insecticidas menos selectivos
para el estado de pupa. Con el acetamiprid se obtuvo un alto porcentaje de individuos
malformados, incluso con la concentracién correspondiente al 50% de la MCRC. El
piriproxifén, ademas de provocar efectos teratolégicos, mostré efectos sobre la
reproduccién, ya que ninguno de los organismos normales dejé descendencia.

En cuanto a la cipermetrina, si bien la supervivencia de pupas de E. connexa no
fue significativa con el control, de todos los insectidas evaluados, provocé una
reduccion del 40%. Si observamos una disminucidn significativa en la fertilidad de los
adultos sobrevivientes. En este caso s6lo se obtuvo un 7% de organismos con
malformaciones. En cuanto a la selectividad de cipermetrina, esta fue mayor que
acetamiprid y piriproxifén para el estado de pupa.

Por ultimo el insecticida teflubenzurén fue el mds selectivo de todos los
estudiados, ya que no provocé efectos teratoldgicos, aunque se observé una reduccion

en la fertilidad de los individuos sobrevivientes.
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CAPITULO 7

Evaluacion de efectos toxicolégicos de
piriproxifén, teflubenzuron, acetamiprid
y cipermetrina sobre adultos de Eriopis
connexa
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7- Evaluacion de efectos toxicolégicos de piriproxifén, teflubenzurén, acetamiprid
y cipermetrina sobre adultos de Eriopis connexa.

Consideraciones generales

La susceptibilidad a los insecticidas varia en funcidn del estado de desarrollo de
los individuos evaluados, a menudo los adultos suelen ser menos susceptibles que los
estados inmaduros (Delberke et al., 1997; Michaud, 2002; Michaud y Grant, 2003). Esta
diferencia en la susceptibilidad radica principalmente: 1) en que los estados inmaduros
deben atravesar por varias etapas en su ciclo de vida hasta alcanzar la fase reproductiva,
2)- en general, la cuticula de los estados inmaduros es mas permeable debido a una baja
quitinizacién y 3)- los procesos enzimdticos relacionados con la detoxificacién son
menos activos que en los adultos. Por el contrario, en una poblacién donde los adultos
ya estdn establecidos, son éstos los que van a contribuir a la descendencia y al
crecimiento de la poblacién (Stark et al., 2004).

Los ensayos de exposicion a insecticidas con adulos del depredador, se
disefiaron teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los bioensayos con los estados
inmaduros de E. connexa (Capitulos 4, 5 y 6), de manera de completar el perfil

toxicoldgico de los insecticidas que son objeto del estudio.

7.1 Bioensayos

Para llevar a cabo los experimentos se utilizaron adultos procedentes de misma
cohorte y con < 5 dias de edad. Una vez emergidos los adultos se colocaron 30
individuos en recipientes de plastico (“ponedero”) (15 cm de alto X 18 cm didmetro)
cubiertos con voile en la parte superior de los mismos para facilitar la ventilacion. Se les

suministré presa (R. padi) ad libitum y como suplemento alimenticio se adiciond dieta
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artificial (Martos y Neimeyer, 1990) y pasas de uva. Los “ponederos” se llevaron a
cdmara de cria durante 5 dias para favorecer la cépula y asegurar la presencia de
hembras oviplenas (desarrollo ovdrico). Durante este tiempo se los revisé y se
reemplazé el alimento ad libitum de forma tal de impedir la reabsorcion de huevos. Al
quinto dia se separaron cada uno de los adultos para iniciar el bioensayo.

Se evaluaron las MCRC (Méxima Concentracion Recomendada para su uso en
el Campo) de los siguientes productos comerciales: Epingle® (10% p/v piriproxifén, 75
mg i.a/L, Summit-Agro S.A), Nomolt® (15 % p/v teflubenzurdn, 45 mg i.a/L, BASF
S.A), Mospilan® (20% p/p acetamiprid, 200 mg i.a/L, Summit-Agro S.A) y
Glextrin25® (25 % p/v cipermetrina, 25 mg i.a/L Gleba S.A.).

La forma de exposicion a los insecticidas se realizé mediante un ensayo crénico
por ingestién, suministrado las soluciones de insecticidas mediante agua de beber. Los
organismos estuvieron expuestos a los plaguicidas durante 72 h renovandose cada dia
las soluciones (Viiiuela et al., 2001). Luego del tiempo trascurrido se les suministré solo
agua destilada y abundante presa (R. padi) y dieta artificial. La unidad experimental
consistio en un recipiente de plastico (7 cm alto y 5 cm didmetro) forrado con papel
madera el cual sirvié de sustrato de oviposicion para las hembras y facilitar el conteo de
los huevos. Dentro de éste se coloc6 otro recipiente de 5 cm’ conteniendo las soluciones
de insecticidas y todo el recipiente se cubrié con voile para permitir la ventilacién y
evitar que los organismos se escapen (Figura 7.1). El ensayo se realiz6é durante 15 dias
y se utilizaron tres réplicas de 10 individuos cada tratamiento

Los puntos finales evaluados fueron: mortalidad, fecundidad y fertilidad
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Figura 7.1 Unidad experimental para ensayo de toxicidad oral con adultos
E. connexa, ingestion a través de agua de beber.

Andlisis estadistico

Los datos fueron sometidos a Analisis de la varianza (ANOVA), corroborando a
priori las premisas del ANOVA mediante pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk,
Anderson-Darling y Jaques-Vera) y la homocedasticidad de las varianzas (Barlett y
Levene). Para aquellos datos donde no se cumplieron las premisas del ANOVA, se
realizaron transoformaciones transformaciones, logaritmica y= log (x+1) y angular: p” =
arcosenoV p, para los datos expresados en porcentajes o proporciones. Para el andlisis a
posteriori de los datos sometidos a ANOVA, se realizo la separacion de medias mediante
el test LSD para conocer diferencias entre todos los tratamientos y para evaluar
diferencias con el control se utiliz6 el test de Dunnet. Una vez transformados los datos, si
se siguieron sin cumplir los supuestos del ANOVA, se utilizé el test no paramétrico
Kruskall-Wallis, realizindose la prueba bilateral de Dunn para comparaciones multiples.

Se utilizé el programa XLStat (Addinsoft XLstat for Excel, 2009)

7.2 Resultados y Discusion
En la Figura 7.2 se presentan los resultados de supervivencia de adultos

expuestos a insecticidas. El acetamiprid redujo la supervivencia de adultos en un (90%),
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mientras que el piriproxifén, teblubenzurén y cipermetrina, no afectaron

significativamente la supervivencia de los adultos con respecto al control..
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Figura 7.2. Supervivencia de los adultos de Eriopis connexa expuestos a
insecticidas por ingestion a través del agua de beber.
Los datos corresponden a valores promedios (+Error estdndar)

Debido a que los insecticidas piriproxifén, teblubenzurén y cipermetrina no afectaron la
supervivencia fue posible evaluar los efectos en los pardmetros reproductivos (fertilidad
y fecundidad) de los adultos. Durante el tiempo de desarrollo del ensayo (15 dias) se
revisaron periédicamente los recipientes; en el caso de encontrar huevos, éstos se
separaron y observaron bajo lupa binocular para registrar fecundidad y fertilidad
durante las primeras cinco opivosiciones con la finalidad de obtener informacidn sobre
los efectos provocados por la exposicién a los insecticidas. Los resultados de
fecundidad y fertilidad se muestran en la Tabla 7.1.

En lineas generales, tanto la fecundidad como la fertilidad fueron afectadas por
los IGRs (piriproxifén y teflubenzurén). En la quinta oviposicién estos insecticidas
redujeron el nimero de huevos puestos por dia con respecto al control, pero al evaluar la

fecundidad acumulada no se evidenciaron diferencias significativas con el control. El
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piriproxifén y el teflubenzurén también redujeron la fertilidad diaria a partir de la cuarta
y quinta oviposicidn respectivamente. En el tratamiento con piriproxifén también se
observé una reduccion en la fertilidad acumulada. Al expresar los resultados de estos
bioensayos en porcentaje de eclosion, puede observarse una disminucién de este
porcentaje en funcién del nimero de oviposicidn, siendo el piriproxifén el insecticida
que mas afecté este parametro (30-60% de reduccién) desde la primera a la quinta
oviposicion. Estos resultados concuerdan con lo esperado, ya que la exposicion a los
insecticidas fue posterior a la copula y desarrollo ovdrico con lo cual las primeras
oviposiciones correspondieron a los oocitos desarrollados previo al tratamiento y por
esto se evidencia una reduccidén en la capacidad reproductiva después de las primeras
oviposiciones y un efecto directo en la eclosion de los huevos desde la primera puesta.
Los coccinélidos son organismos sinovigénicos (desarrollan su huevos a largo de
su vida adulta), regulando la reproduccién de acuerdo a la presencia de presa, entre otras
variables (Hodek and Honé&k, 2010). Por lo tanto era esperable que los efectos se
hiciesen evidentes a partir de la nueva produccién de oocitos por parte de las hembras.
Por otro lado, este insecticida es un mimico de la hormona juvenil (HJ), involucrada en
los procesos de metamorfosis, pero también en los procesos reproductivos de los
insectos (espermatogénesis, vitelogénesis, ovogénesis, etc.). Por lo tanto, la presencia de
estos compuestos se correlaciona con fendmenos como la metamorfosis incompleta,

efectos ovicidas y supresion de la embriogénsis (Dhadialla et al., 1998)
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Tabla 7.1 Toxicidad de piriproxifén, teflubenzurén y cipermetrina sobre la fecundidad y fertilidad acumulada de hembras

sobreviventes de E. connexa a partir de ensayo de adultos. Los datos corresponden a valores medios (£Error estdndar).

Tratamiento Concentracion D Fecundidad Fecundidad
(mg i.a/L) acumulada
1° 2° 3° 4° 5°
Control 0 17,2 (1,6) ab 18,6 (2,1)a 134(23)a 154 (3,0)a 19,1(3,6) b 83,7(5,5) a
Piriproxifén 75 20,6 (2,9) ab 15,3 (3,6) a 129 (3,5) a 11,0 (3,6) a 10,2 (3,5 a 70,2(11,1) a
Teflunbenzurén 45 16,0 (3,7) b 19,2(2,4) a 14,6 (1,9) a 11,6 (2,8) a 7,8(2,6)a 69,3(7,8) a
Cipermetrina 25 223(23)a 13,02,7) a 11,6 (1,8) a 15,1 (3,1)a 12,5 (2,7) ab 74,8(6,7) a
o= 0,05 p =<0,0001 p=0217 p=0,510 p=0,437 p=0,08 p= <0,0001
F=359,5 K=44 K=2,3 K=-2,7 K=6,6 F= 69,7
Concentracion @ Fertilidad Fertilidad
(mg i.a/L) acumulada
Control 0 13,3 (1,5) ab 1342,0) b 10,9 (2,0) a 11,72,3)b 12,6 (29) b 60,7 (6,2) a
Piriproxifén 75 10,4 (1,6) ab 6,6 (2,6) a 7,1(2,6) a 5,72,2) a 6,5(2,5)a 36,4(7,8) b
Teflunbenzurén 45 9,9(3,00b 11,82,4) b 7,7(1,8) a 6,5(2,3) ab 6,12,1)a 42,2(7,8) ab
Cipermetrina 25 17,0(23) a 8,0(2,5) ab 8,0(1,5 a 10,9(2;4) ab 7,5 (2,0) ab 52,0(5,6) ab
o= 0,05 p =<0,0001 p =0,050 p=0,315 p=0,072 p=0,130 p=<0,001
F=29,0 K=7,8 K=3,5 K=4,7 K=5,6 F=414
Concentracion Eclosion (%) Eclosion (%)
(mg i.a/L)
Control 0, 77,1 (49 b 70,9 (6,8) b 80,8 (5,5 b 72,009,3)b 52,8(8,9) a 71,5(4,5) a
Piriproxifén 75 53,8(7,3)a 36,4 (8,1)a 345(094)a 28.8(7,8) a 26,2(9,2) a 50,9(6,2) b
Teflunbenzurén 45 48,2 (11,6) a 59,3(10,3) b 43,1 (10,8) a 31,1(11,3) a 36,2 (13,0) a 54,7(8,4) ab
Cipermetrina 25 754 (4)b 58,8(9,2) ab 64,2 (6,9) ab 65,5(8,4) b 47,8(8,5) a 69,7(4,8) a
o= 0,05 p =0,040 p=0,051 p =0,004 p =0,003 p=0,371 p=<0,0001
K=38,3 K=17,7 K=3,1 K=13,1 K= 14,0 F=66.9

1)y . . s
) Ntimero de huevos puestos durante las cinco primeras oviposiciones
® Nimero de huevos eclosionados de las cinco primeras oviposiciones
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Liu y Stansly (2004) observaron efectos de dos IGRs sobre la fertilidad en el
coccinélido Delphastus cataline Horn (Coleptera: Coccinellidae) cuando alimentaron a
los adultos de este depredador con huevos de mosca blanca tratados con piriproxifén y
buprofenzin. En el caso de buprofezin también afect la fecundidad de las hembras,
mientras que en aquellos adultos tratados con piriproxifén, luego de alimentarlos con
huevos no tratados el efecto se revirtid. Piriproxifén no afecté la supervivencia de
adultos de C. carnea, pero ejercié un efecto negativo sobre la eclosion de los huevos
provenientes de hembras tratadas por ingestion (Medina et al., 2003). Del mismo modo,
este insecticida resulté moderadamente téxico para adultos el parasitoide Coccophagus
lycimnia Walker (Hymenoptera: Aphelinidae), pero inhibié drdsticamente la produccién
de progenie (Suma et al., 2009). Por el contrario, en adultos de P. bidens la
supervivencia no fue afectada como tampoco la reproduccién (Mahdian et al., 2007).
Estos antecedentes coinciden con las observaciones de Rill et al. (2008), sobre la
ausencia de toxicidad del piriproxifén sobre el parasitoide A. melinus.

Existen amplios antecedentes sobre los impactos negativos en la supervivencia y
otros efectos que provocan los neonicotinoides en distintas especies de enemigos
naturales incluidos los coccinélidos, a través de distintas vias de exposicion, ya sea por
contacto topico, residual o ingestion (Cloyd y Dickinson, 2006; Moura et al., 2006;
Bacci et al., 2007; Lucas et al., 2009; Moser y Obrycki, 2009; Cloyd y Bethke, 2011).

Los resultados de los bioensayos de toxicidad oral del acetamiprid por ingestion,
muestran que este producto, result altamente toxico para los adultos de E. connexa,
obteniéndose un 90 % de mortalidad a las 24 horas de exposicién. Estos resultados
coinciden con los reportados por otros autores a partir de ensayos con diferentes
especies. Acetamiprid fue muy toxico para los adultos de H. axyridis (Youn et al., 2003)

y en ensayos con el parasitoide A. colemani caus6 el 100% de mortalidad, 24 h después
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de su aplicacién (Stara et al., 2010), asi como alta mortalidad en ensayos con el
parasitoide A. melinus (Rill et al., 2008). Los resultados de los ensayos realizados con
los IGR’s piriproxifén y buprofezin (inhibidores de la sintesis de quitina), sefialan la
ausencia de efectos sobre la supervivencia de este parasitoide (Rill et al., 2008). Los
resultados obtenidos por estos autores con los IGRs coinciden con los obtenidos en los
bioensayos realizados con E. connexa, en los que puede verse claramente que el
piriproxifén asi como el teflubenzuréon no afectan la supervivencia del depredador.
Resultados similares fueron obtenidos por Grafton-Cardewwell y Gu (2003) a través de
ensayos por contacto con residuos de piriproxifén y buprofezin en adultos de R.
cardinalis. Estos autores observaron que ambos IGRs no afectaron la tasa de
supervivencia y que solamente el piriproxifén redujo el tamafio de la progenie, y
reportaron una reduccién en la supervivencia en ensayos con imidacloprid por tépico.
En este mismo trabajo se realizaron ensayos por ingestién sobre R. cardinalis; 1os IGRs
tampoco afectaron la supervivencia, mientras que los neonicotinoides (acetamiprid e
imidaclorpid), fueron altamente téxicos al depredador mediante esta via de
exposicion.En ensayos con el coccinélido H undecimnotata Papachristos y Molinas
(2008) observaron una reduccién de la supervivencia en ambos sexos luego de la
exposicion al neonicotinoide imidacloprid. Finalmente, en un estudio a campo, Naranjo
and Key (2005) observaron que el acetamiprid redujo la supervivencia de diecisiete
especies de depredadores, mientras que piriproxifén y buprofezin solamente redujeron
la supervivencia de cuatro de ellas de modo significativo.

Los resultados de los ensayos por ingestion muestran que la cipermetrina resultd
inocua para adultos de E. connexa. Estos resultados difieren de los de otros autores, que
sefialan la toxicidad de varios piretroides para diferentes especies de depredadores y

parasitoides (Elzen et al., 2000; Tillman y Mulrooney, 2000; Stara et al., 2010; Mahdian
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et al., 2007). Esta discrepancia podria justificarse sobre la base del efecto repelente de la
cipermetrina en adultos de E. connexa. La ausencia de toxicidad se debe entonces a la
falta de exposicion del adulto de E. connexa al insecticida debido a su efecto repelente
para este especie; un fendmeno similar al observado en adultos de la arafia Alpaida
veniliae (Araneae: Araneidae), que aparentemente se relaciona con el producto
formulado y no con el ingrediente activo per se (Benamd, 2010). Otros estudios
muestran, a través de ensayos de laboratorio, que la longevidad de adultos del
depredador S. cicticeps no es afectada por la permetrina (Zanucio et al., 2003). En
ensayos de toxicidad aguda y residual con el depredador Pristhesancus plagipennis
(Hemiptera: Reduviidae) (Walker), la cipermetrina result6 moderadamente tdxica.
(Grundy et al., 2000).

Los efectos letales o subletales de los insecticidas sobre los adultos de los
enemigos naturales, son relevantes a la hora de considerar el crecimiento poblacional,
ya que la alteraciéon de los pardmetros reproductivos impacta directamente en los
parametros demogréficos (tasa intrinseca de crecimiento poblacional y tasa neta
reproductiva) condiciona el crecimiento poblacional de la especie en cuestion,
reduciendo o eliminando las poblaciones del mismo a nivel local. Este tipo de alteracién
tan radical pone en riesgo el equilibrio de las relaciones tréficas presentes en los
agroecosistemas, como las relaciones depredador-presa, hospedador-parasitoide. La
desestabilizacion de las relaciones tréficas es la consecuencia principal del uso
irracional de los plaguicidas. Es por ello que los programas de Manejo Integrado de
Plagas tienden a compatibilizar con la mayor eficiencia posible las técnicas de control
disponibles para cada caso en particular, que engloban el control cultural, el biolégico,
asi como el quimico a través de la correcta evaluacion de los efectos secundarios de los

pesticidas existentes, ademas de la incorporacién de nuevos principios activos, mas
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selectivos y por ende de menor impacto sobre los enemigos naturales de las plagas y
sobre organismos no blanco.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente capitulo, podemos
concluir que acetamiprid fue altamente téxico para los adultos de E. connexa. Teniendo
en cuenta las evaluaciones con los IGRs (piriproxifén y teflubenzurén), los adultos
resultaron ser los menos susceptibles a los IGRs e incluso a la cipermetrina (amplio
espectro). Los IGRs, afectaron la capacidad reproductiva de las hembras (fecundidad y

fertilidad), teniendo mds efecto el piriproxifén que redujo la eclosién entre un 30 y 60%.
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES
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Sobre la base de los resultados de los bioensayos con acetamiprid, cipermetrina,
piriproxifén y teflubenzurdn, sobre los diferentes estadios del desarrollo del depredador

Eriopis connexa, es posible concluir:

% El neonicotinoide acetamiprid fue altamente toxico para el depredador E.
| connexa, afectando todos los estados de desarrollo del depredador. La
concentracién mayor evaluada MCRC (200 mg i.a/L) causé un efecto letal en
huevos, larvas y adultos. El 50% de la MCRC, redujo la tasa de eclosioén de los
huevos, el tiempo de desarrollo embrionario y produjo efectos a largo plazo en
larvas inhibiendo la supervivencia de las mismas. Concentraciones menores de
acetamiprid (100 a 1 mg i.a/L), causaron el 100% de mortalidad en larvas de
segundo y cuarto estadio larval. La mortalidad de las larvas de cuarto estadio se
produjo en las concentraciones de (20 a 100 mg i.a/L), los pardmetros
reproductivos se redujeron en concentraciones de 10 a 1 mg i.a/L.. Se observaron
efectos teratoldgicos (malformaciones y anormalidades) en todas las pupas

tratadas y adultos emergentes.

% El piretoride cipermetrina si bien resultd ser inocuo para los adultos, mostré una
toxicidad elevada sobre los estados inmaduros, principalmente sobre los estadios
larvales. En las concentraciones evaluadas (25 y 12,5 mg i.a./L) redujo la
eclosion de huevos. En los estadios larvales L, y Ly, redujo la supervivencia, la
cual fue mds drastica sobre el cuarto estadio larval. En los efectos a largo plazo

prolongé el tiempo de desarrollo de los estadios larvales L3, L4 y el acumulado
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(L2- pupa). En los ensayos con pupas redujo la supervivencia y afecté la

fertilidad.

El mimético de la hormona juvenil, pirirproxifén, no tuvo efectos ovicidas sobre
el depredador. Sin embargo se observaron efectos a largo plazo en la
supervivencia de larvas eclosionadas, alargamiento de la duracion estadio de
huevo y reduccién del porcentaje de pupas formadas. Asi mismo, se inhibié la
emergencia de adultos a partir de huevos tratados. Sin embargo, no afectd la
supervivencia sobre los estadios larvales (L, y L4). En cuanto a efectos a largo
plazo prolongé el tiempo de desarrollo de L, y redujo la fertilidad y la
fecundidad de hembras sobrevivientes. En los tratamientos con pupas produjo
importantes efectos subletales, malformaciones y anormalidades, y los adultos
normales emergidos no dejaron descendencia. Piriproxifén resulté se inocuo
para los adultos, teniendo en cuenta solo la sobrevivencia, afectd la capacidad
reproductiva de las hembras (fecundidad y fertilidad), que redujo la eclosion

entre un 30 y 60%.

‘&’L El inhibidor de la sintesis de la quitina, teflubenzurén, tampoco produjo efectos

ovicidas. Sobre larvas emergidas redujo la supervivencia del estadio L, y redujo
el tiempo de desarrollo de los estadios larvales y del total de los estados
inmaduros. Por otro lado redujo la supervivencia y prolongo el tiempo de
desarrollo en larvas de segundo estadio y los parametros reproductivos se vieron

afectados en los ensayos de exposicion topica sobre L, Sin embargo este
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insecticida no produjo efectos secundarios sobre las pupas, y adultos reduciendo
solamente la fertilidad de los adultos emergidos de pupas y de los adultos

expuestos por via ingestion.

"&’\ El piriproxifén y teflubenzurén muestran una baja toxicidad hacia el depredador,
resultando éstos los menos nocivos del grupo de productos estudiados. La baja
toxicidad del piriproxifén y teflubenzurén para E.connexa permitiria su uso

conjunto con el depredador en programas de MIP.

% El acetamiprid es considerado un insecticida bioracional y ha sido incorporado
como tal en los agroecosistemas de la regién para reemplazar a los productos
convencionales de amplio espectro como los organoclorados 'y
organofosforados. Sin embargo, los resultaods de los bioensayos muestran su
alta toxicidad para E. connexa, incluso mas téxico que la cipermetrina que
pertenece al grupo de los insecticidas convencionales. Por tanto su incorporacion
en programas de MIP deberia ser cuestionada y considerado como no apto para
MIP y mds adn, ya particularmente en agroecosistemas en donde se pretenda

conservar enemigos naturales como el depredador E. connexa.

*Estudios de toxicidad en condiciones de semicampo y campo serian recomendables a
futuro a fin de completar el perfil toxicolégico de estos compuestos previo a la

implementacién de programas MIP.
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*La utilizacién de bioensayos en laboratorio como herramienta diagndstico para evaluar
los posibles efectos de los insecticidas sobre los insectos benéficos aporta informacion
de base, la cual podrian ser incluidos en las evaluaciones de riesgo para el registro de

los plaguicidas en Argentina.
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