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Resumen
Lobesia botrana (Den. y Schiff.) es un microlepidoptero cuarentenario para Argentina.
Produce pérdidas en el rendimiento, afecta la calidad de la uva para consumo en fresco
y para vinificacion por favorecer el desarrollo de hongos que provocan la podredumbre
del racimo. Su control efectivo con productos de bajo impacto es imprescindible en el
manejo integrado de plagas (MIP). El objetivo del trabajo fue evaluar en laboratorio la
toxicidad (efectos letales letales y subletales) de los insecticidas biorracionales:
metoxifenocide, clorantraniliprole, novaluron y Bacillus thuringiensis var. kurstaki
sobre los estados inmaduros y adulto de la polilla de la vid. Se estudiaron los efectos
toxicologicos de los insecticidas sobre diferentes estados de desarrollo del insecto a
través de distintas vias de exposicion. En ensayos de inmersion de huevos el
metoxifenocide, clorantraniliprole y novaluron no resultaron ovicidas ni embrionicidas.
B. thuringiensis var. Kurstaki, tuvo un marcado efecto ovicida/embrionicida.
Metoxifenocide, clorantraniliprole, novaluron y B. thuringiensis var. Kurstaki en
ensayos topicos sobre larvas produjeron efecto antialimentario, dando lugar a pupas de
bajo peso. Las hembras emergentes mostraron baja capacidad reproductiva. Aplicado
via topica sobre pupas, B. thuringiensis var. Kurstaki permitio el desarrollo pupal hasta
al estado de imago. Los productos restantes detuvieron el desarrollo en la etapa
preimaginal. Todos los insecticidas redujeron el tiempo de desarrollo intermuda pupa —
adulto, asi como la supervivencia pupal, longevidad y fertilidad de los adultos
obtenidos. En ensayos de ingestion en adultos, el clorantraniliprole fue el nico que
redujo la supervivencia. Los insecticidas restantes, redujeron la longevidad, fecundidad
y fertilidad. Se registraron efectos transgeneracionales para todos los insecticidas
ensayados manifestindose alargamiento del tiempo intermuda larvaria - pupal,
reduccion de la fecundidad, fertilidad y longevidad de adultos emergidos. El presente
estudio, con resultados novedosos, demuestra que los insecticidas ensayados fueron
toxicos para todas las fases de desarrollo, provocando efectos letales, subletales y

teratologicos.
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Abstract
Lobesia botrana (Den. & Schiff.) is a microlepidoptera quarantine pest for Argentina.
The European grapevine moth produces important harvest losses, impaired grape
quality allowing the gray mold development. Consequently, the effective control with
low impact products is essential in the integrated pest management (IPM). The aim of
the present study was to assess the toxicity (lethal and sublethal effects) of
methoxyfenozide, chlorantraniliprole, novaluron and Bacillus thuringiensis var. kurstaki
under controlled laboratory conditions, on immature and adult stages of L. botrana.
Insecticides were tested through different exposure routes. In dipping eggs bioassay
methoxyfenozide, chlorantraniliprole and novaluron neither showed ovicidal nor
embryocidal activity. Bacillus thuringiensis var. kurstaki, showed a potent ovicidal and
embryocidal effect. In larvae by topical exposure, methoxyfenozide, chlorantraniliprole,
novaluron and Bacillus thuringiensis var. kurstaki exhibited antifeedant effect, pupal
low weight, and impaired reproductive activity on the emerging adults. Bacillus
thuringiensis var. kurstaki in topical exposure on pupae, allowed the development to
imago stage. Methoxyfenozide, chlorantraniliprole and novaluron stopped the
development in the preimaginal stage, reduced intermolt development time of immature
stages, pupal survival, longevity and fertility of adults. In adult ingestion trials,
chlorantaniliprole reduced dramatically survivorship. Methoxyfenozide, novaluron and
Bacillus thuringiensis var. kurstaki reduced longevity, fecundity and fertility.
Transgenerational effects were observed for all insecticides tested, increased larval
development time, reduced fecundity, fertility and longevity of emerged adults. The
present study shows that insecticides were toxic for all stages tested. Sublethal and

teratological effects were exhibited.






CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL



1.1. Introduccion general

El estado sanitario de los vifiedos mendocinos era de absoluto privilegio ya que
no existian organismos que causaran dafio econdomico ni fueran limitantes en el cultivo
de la vid (Garcia, 1994). El incremento de la poblacion de la cochinilla harinosa de la
vid, al final de la década del 90, causé severos dafios en vifiedos de las regiones
viticolas argentinas, con excepcion de la Patagonia (Becerra ef al., 2006). En Argentina,
se ha comprobado que esta cochinilla es transmisora del virus Grapevine Leafroll
Associated Virus 3 (GLRaV) en vid (De Borbon et al, 2002).

En octubre de 2010 el SENASA, en la resolucion N° 122/2010 declara en todo el
territorio de la Republica Argentina la emergencia fitosanitaria, debido a la introduccion
de la plaga cuarentenaria, Lobesia botrana Den. et Schiff. (Lepidoptera: Tortricidae),

comunmente conocida como “polilla europea de la vid”.

1.2. Situacion de la vitivinicultura mendocina en Argentina y en el mundo.

La Argentina cuenta con una superficie cultivada de 224.707 ha, que representan
el 2,9% de la superficie mundial. Al inicio el crecimiento de esta actividad fue sostenida
y el mercado interno tenia una gran demanda. Entre 1982 y 1992 se produjo una
importante erradicacion de vifiedos que representd el 36% de la superficie existente
hasta ese entonces. A partir de 1992 se inici6 un proceso de reconversion de variedades
criollas a cepas de alta calidad enologica. Asimismo, en San Juan se inicia el cultivo de
variedades para uva para consumo en fresco (Richard — Jorba, R. 2007).

La cantidad total de vifiedos de Argentina en el afio 2015 fue de 25.049. El 66%
de ellos se encuentran en la provincia de Mendoza, el 20% en San Juan y el 5% en La
Rioja. A nivel pais en 2015 se observo un predominio de variedades de vinificar que
representan el 92% del total implantado, las variedades de mesa constituyen el 5,68% y
las uvas aptas para pasas representan el 1,90%.

Sobre el total de 207.252 ha de vid para vinificar, predominan las variedades
tintas con el 54,36%, las blancas el 19,84% y las rosadas representan el 25,80%. Entre
las variedades de vinificar tintas se destacan la variedad Malbec, Bonarda, Cabernet

Sauvignon y Syrah, entre otras (Figura 1.1).
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Figura 1. 1. Variedades tintas de alta calidad enoldgica. Porcentaje en hectareas. (Base
de datos INV 2015).

Entre las variedades rosadas se destacan las siguientes: Cereza, Criolla Grande y

Moscatel Rosado (Figura 1.2).
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Figura 1. 2. Variedades rosadas de alta calidad enologica. Porcentaje en hectareas.
(Base de datos INV 2015).

Las principales variedades blancas son: Pedro Jiménez, Torrontés Riojano,

Chardonnay, Moscatel de Alejandria, entre otras (Figura 1.3).
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Figura 1. 3. Variedades blancas de alta calidad enologica. Porcentaje en hectareas.
(Base de datos INV 2015).

Entre las cepas de uva de mesa predominan Flame Seedless, Superior Seedless y
Red Globe. Las variedades aptas para deshidratado que se destacan son: Sultanina

Blanca y Arizul (INTA CG 351) (Figura 1.4) (INV. 2015a).
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Figura 1. 4. Variedades para uva de mesa y pasas. Porcentaje en hectareas. INV 2015
(Base de datos INV 2015).

Mendoza es la principal provincia que elabora vino en Argentina. Proporciona
mas del 70% de toda la produccioén de vino y posee la mayor cantidad de bodegas en
todo el pais. La industria vitivinicola argentina, durante 2015, exportd vinos y mostos

por un volumen de 3.619.544 hl, lo que representa USS 939,48 millones. En cuanto a



las preferencias varietales, se destaca la variedad Malbec, Cabernet Sauvignon,
Chardonnay, Torrontés Riojano, Syrah, Sauvignon, Pinot Gris y Merlot. (Figura 1.5).
Entre los compradores de vinos varietales argentinos se destaca EEUU, con el 60,56%,
le siguen en importancia Europa con el 33,24%, Asia con el 5,62% Africa y Oceania

con el 0,58% (INV. 2015b).
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Figura 1. 5. Vinos varietales exportados. Porcentaje en hl. (Base de datos INV 2015).

1.3. Caracteristicas principales de la plaga cuarentenaria Lobesia botrana (Den. et
Schiff.) (Lepidoptera: Tortricidae).

1.3.1. Caracteristicas generales de la familia Tortricidae.

Es una de las familias mas grandes de los llamados microlepiddpteros, con mas
de 6.338 especies descritas, presentan habitos crepusculares o nocturnos, muchas de
ellas son importantes plagas agricolas cuyas larvas polifagas son defoliadoras o
perforadoras de brotes, flores o frutos carnosos. Esta familia toma su nombre del latin
Tortus, retorcido, aludiendo al comportamiento de la mayoria de las larvas del taxon de
plegar, o torcer las hojas para constituirse un refugio. Esta familia tiene distribucion
cosmopolita, sin embargo se encuentra fuertemente representada en regiones templadas
y tropicales (Horak, 1991). Se conocen tres tortricidos plaga de la vid en Europa y Oeste
de Asia. Lobesia botrana Den. et. Schiff., conocida como la polilla europea de la vid y
Eupoecilia ambiguella Hiibner, ambas se alimentan de racimos florales y racimos con

frutos formados. La tercera especie es Sparganothis pilleriana Den. et. Schiff., se


http://es.wikipedia.org/wiki/Plaga

alimenta tanto de brotes, hojas, racimos florales y frutos formados (Horak & Brown,

1991).

La sistematica de la familia Tortricidae es controvertida. Historicamente, la
clasificacion estaba basada en la morfologia externa, los apéndices cefélicos, la forma,
venacion, patron de colores del ala y la genitalia (Kennel, 1908). Estudios posteriores,
sobre la base de datos moleculares, han demostrado ser muy prometedores para resolver

las relaciones filogenéticas dentro de esta familia (Regier et al., 2012).
La posicion taxondémica de L. botrana es la siguiente (Horak et al., 1995)

Orden: Lepidoptera

Suborden: Heteroneura

Seccion: Ditrysia

Superfamilia: Tortricoidea

Familia: Tortricidae

Subfamilia: Olethreutinae

Tribu: Olethreutini

Género: Lobesia Guenée

Especie: L. botrana Denis & Schiffermiiller

1.3.2.1. Caracteres morfologicos de Lobesia botrana

Lobesia botrana, presenta cuatro estados de desarrollo durante su ciclo: huevo,

larva, pupa y adulto.

Huevo: Es plano, de forma lenticular y ligeramente elipsoidal (0,65 - 0,90 mm
de longitud por 0,45 - 0,75 mm de ancho), permanece adherido al sustrato. Posee una
micropila, que se encuentra en el extremo del huevo y cuya funcién es intercambio
gaseoso (respiracion) (Nation, 2001). La hembra los coloca de manera aislada,
raramente en pequeas agrupaciones de 2-3 huevos, sin formacion de ooplacas. Presenta
una coloracion blanco - amarillenta, es translicido, con reflejos iridiscente. El corion
protector, sin ornamentaciones marcadas, le otorga un aspecto macroscopico liso,
aunque posee una fina reticulacion poligonal especialmente en los bordes y en torno a la

micropila. Se diferencian 5 fases en el desarrollo embrionario (Figura 1.6). En la ultima



fase, la larva perfora el huevo por uno de los polos empleando las mandibulas y la

cabeza, abandonando el corion nacarado sin ingerirlo, que queda adherido al substrato.

Figura 1. 6. Fases del desarrollo embrionario de Lobesia botrana.l) embrion visible, 2)
ojos visibles, 3) mandibulas visibles, 4) cabeza parda, 5) cabeza negra, 6) corion vacio
luego de la eclosion (X40).

Larva: L. botrana, presenta cinco estadios. Posee caracteres larvarios que son
considerados de valor taxondémico. (Figura 1.7). La larva neonata mide alrededor de
0,95 -1,0 mm de longitud. La capsula cefalica y el escudo protoracico son pardo-
oscuros, casi negros, y el cuerpo amarillo claro. En los estadios siguientes la cabeza y el
escudo son de color pardo mas claro y el cuerpo de color variable, de amarillo verdoso a
violeta oscuro. La larva de 5° estadio alcanza a medir entre 10 y 15 mm, de longitud. A
partir de este estadio de desarrollo deja de alimentarse y se ubica en un lugar apropiado
para iniciar el proceso de pupacion. La larva posee glandulas de secrecion con las que
teje un capullo sedoso fusiforme de color blanquecino, en cuyo interior se produce la

metamorfosis.



Caracteres larvarios
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Figura 1. 7. Caracteres larvarios de Lobesia botrana 40x

Pupa: Presenta color blanquecino, azul o verde cuando estd recién formada,
luego pasa a pardo o pardo oscuro en relacion a los procesos de quitinizacion de la
cuticula. Su tamafio y peso son mayores en la hembra (macho 4 - 7 mm; hembra 5 - 9
mm). Los sexos en este estado pueden ser diferenciados, por la posiciéon de los
primordios genitales, que se sitlian en el segmento abdominal IX en el macho y VIII en
la hembra, el orificio genital del macho se encuentra entre dos pequefias prominencias

laterales. (Figura 1.8).

hendidura
genital

hendidura

anal

ho hembra macho

Figura 1. 8. Pupas de Lobesia botrana 20x



Adulto: Es un lepidoptero de aproximadamente 10 - 13 mm de envergadura alar
y 6 - 8 mm de longitud en reposo (Figura 1.9). Las ornamentaciones en mosaico de las
alas anteriores (pardo-rojo-azul) contrastan con la coloracion grisicea mas o menos
uniforme de las alas posteriores, ocultas en posicion de reposo. A lo largo del borde del
2° par de alas se dispone una fila de flecos de color gris. No existe dimorfismo sexual
pronunciado y el disefio alar es similar. Sin embargo, los sexos son facilmente
diferenciables tanto por su morfologia como por su comportamiento. Los machos, al
igual que en el estado de crisalida, son mds pequefios, presentan un abdomen estrecho,

poseen un peine anal de escamas modificadas y movimientos agiles.

>

)
¢ 4

Figura 1. 9. Adulto de Lobesia botrana.

1.3.2.2. Desarrollo estacional. Ciclo de vida y daiios

Primera generacion: Coincide con la floracion del cultivo de vid. La hembra
coloca los huevos en las bracteas, botones florales y frutos recién cuajados. La larva
neonata emerge y se alimenta de las inflorescencias, al devorar total o parcialmente
cierto nimero de botones florales, flores y granos a los que, ademads, unen por medio de
hilos sedosos, formando lo que se denominan glomérulos. Se alimentan de los
primordios estaminales y del gineceo. En correspondencia con la muda, donde cambia
de estadio larval (ecdisis) forma nuevos glomérulos, comprometiendo mayor cantidad
de flores. Concluidos los 5 estadios larvales forma la pupa o crisalida, para luego

emerger el adulto y reanudar el ciclo (Figura 1.10).
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Segunda generacion: Las hembras oviponen sobre las bayas verdes, en las
zonas mas sombreadas de los racimos. Las larvas emergentes realizan una perforacion
en la insercion peduncular o en el punto de contacto de dos bayas. A medida que
cambian de estadio perforan otros granos que unen mediante hilos sedosos refugiandose
en el interior de los granos vacios (Figura 1.11).

Tercera generacion: se produce cuando la vid se encuentra en el momento de
envero o maduracion. Las larvas penetran en las bayas y se alimentan de ellas causando
como dafio directo, pérdidas de cosecha y disminucién de la calidad de la uva (Cucchi
& Becerra, 2009). Las heridas producidas en los frutos constituyen la puerta de entrada
para el desarrollo de diversos hongos fitopatdégenos (dafio indirecto) Botrytis,
Aspergillus, Alternaria, Rhizopus, Cladosporium, Penicillium, entre otros, que provocan
podredumbres (Mondy ef al., 1998; Armendariz et al., 2007). En uva de mesa los dafios
se manifiestan por la pérdida de la calidad estética de la uva, depreciando el producto.
En uvas para vinificar, los residuos fungicos generan aromas y sabores desagradables en
los vinos, ademas de los problemas de clarificacion durante el proceso de vinificacion.
Asimismo, causa perjuicios econdomicos indirectos, a través de las regulaciones que
imponen los paises importadores en el comercio internacional (Figura 1.12) (Mendoza,

2011).

Figura 1. 10. Primera generacion:

afecta a los botones florales y
frutos recién cuajados. Se
observan flores y frutos

unidos por sedas.
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Figura 1. 11. Segunda generacion:

las larvas perforan las bayas
que unen mediante hilos
sedosos refugiandose en el

interior de los granos vacios.

Figura 1. 12. Tercera generacion:

afecta a las bayas en envero o
maduracion.  Las  heridas
facilitan el desarrollo de
diversos hongos fitopatdgenos

que provocan podredumbres.

1.4. Antecedentes historicos de la plaga Lobesia botrana. Situacion de la plaga en
Argentina y el mundo.

Lobesia botrana es nativa de la region Paleértica y se encuentra ampliamente
distribuida en Europa Occidental, Asia Central y el norte de Africa (Razowski, 2003).
La bibliografia cita hacia finales de la década de 1800 a L. botrana en Norteamérica, lo
cual responde a identificaciones erréneas de Paralobesia viteana (Clemens) (Kearfott,
1904), un tortricido nativo de América del Norte.

La polilla europea de la vid fue reportada por primera vez en América, en abril
de 2008 en Chile, en la zona de Linderos, Region Metropolitana (Gonzalez, 2008).

Posteriormente, la plaga se extendi6 en toda la region viticola de ese pais (SAG, 2010).
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En setiembre de 2009, en el Valle de Napa de California, se encontraron larvas
dafiando uvas, las que fueron identificadas como L. botrana. Este representa el primer
registro de la especie en América del Norte.

En marzo de 2010, el SENASA (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria) informo la presencia de esta plaga cuarentenaria en dos localidades
del departamento de Maipu, provincia de Mendoza (SENASA, 2010 a). A partir de ese
momento el SENASA establece una red de monitoreo implementada en el marco del
Programa Nacional de Prevencion y Erradicacion de la plaga. Actualmente este
programa abarca, ademads de las provincias de La Rioja, San Juan y Mendoza, que son
las mas importantes productoras de vid del pais, otras regiones como Patagonia Norte
(Alto Valle, Valle Medio, Valle Inferior y Rio Colorado en las provincias de Rio Negro
y Neuquén), NOA Sur (Tinogasta y Valles Calchaquies en Catamarca y Tucuman) y
NOA Norte (Salta y Jujuy). También Coérdoba, La Pampa, San Luis, Buenos Aires,
Entre Rios, Misiones, Santa Fe, Santa Cruz y Chubut.

En 2010 se inici6 un plan de contingencia en San Juan que consistié en el
control quimico y la colocaciéon de una red de trampeo que comprende una superficie de
1 km de radio a partir del foco encontrado en la localidad de Sarmiento (SENASA
2010b). A pesar de estas medidas, la plaga continu6 extendiéndose hacia otros oasis
productivos de San Juan. En diciembre de 2016 los departamentos de Sarmiento,
Caucete, Pocito, Albardon, Santa Lucia, 25 de Mayo, 9 de Julio, Chimbas y Rawson se
encuentran bajo cuarentena o contingencia (SENASA 2016).

En abril de 2017, el SENASA registré capturas de ejemplares adultos en
Cafayate (Salta). El mismo afio en un vifiedo y en una plantacion de arandanos, en las
localidades de Calabacillas y Colonia Roca (Entre Rios). En ambos casos, se procedio a
intensificar la red de trampeo y a aplicar las medidas de control fitosanitario y

cuarentenario (SENASA 2017).
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2. Control

2. 1. Control quimico en la agricultura

Los primeros plaguicidas quimicos se introdujeron a mediados del siglo XX junto con el
desarrollo de la industria de sintesis quimica, impulsado por la mayor produccioén por
hectarea cultivada. Este incremento en la productividad se relaciona con la
mecanizacion agricola, el uso intensivo de combustibles fosiles, la aplicacion de
fertilizantes, el empleo de cultivares de alto potencial de rendimiento y la utilizacion de
plaguicidas quimicos (Oerke, 2006). En 1939 el quimico suizo Paul Hermann Miiller,
descubrié las propiedades insecticidas del dicloro difenil tricloroetano (DDT),
compuesto organoclorado. Se patenta en Suiza en 1940, en USA en 1942 y en Australia
en 1943. Luego se descubrieron otras moléculas de esta familia, como el clordano en
1945, el aldrin, el dieldrin, el heptacloro y el toxafeno en 1948, convirtiéndose en los
insecticidas de mayor uso hasta 1972. En 1948 Miiller recibe el Premio Nobel de
Fisiologia o Medicina por su descubrimiento del DDT como insecticida usado en el
control de la malaria, fiebre amarilla, y muchas otras infecciones causadas por insectos
vectores. Estudios posteriores determinaron que la gran estabilidad quimica de la
molécula, le otorgaba una persistencia inaceptable en el ambiente (Ritter ez al., 1995).
Ademas su alta solubilidad en lipidos le confiere una elevada toxicidad cronica y
tendencia a la bioacumulacion y a la biomagnificacion. En 1972 se prohibié el uso del
DDT en Estados Unidos y otros paises industrializados por su elevada toxicidad en
organismos no blanco como aves, bioacumulacion en la cadena tréfica y la aparicion de
mecanismos de resistencia en los insectos (Spiro & Stigliani, 2004).

Hacia 1947 se incorpor6 al mercado un nuevo grupo de plaguicidas, los
organosfosforados, cuyo mecanismo de accidn se atribuye a la inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa, que se encarga de la reduccion de los niveles de acetilcolina; uno de
los principales neurotransmisores del sistema nervioso. En consecuencia, elevadas
concentraciones de acetilcolina, conducen a una exacerbacion de las respuestas
parasimpaticas en el sistema nervioso de los organismos expuestos (Zamy et al., 2004).
Si bien estos poseen una menor persistencia que los organoclorados, en numerosas
ocasiones la degradacion parcial genera metabolitos de mayor toxicidad que los
compuestos iniciales (Vittozzi et al., 2001).

Los insecticidas carbamatos surgen alrededor de 1956, son derivados del 4cido

carbamico. Actian inhibiendo la enzima colinesterasa. Presentan una menor
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persistencia, dado que son rapidamente hidrolizados en el ambiente. Son de amplio
espectro y poseen una baja toxicidad oral y dermal para mamiferos (Bachman &
Patterson, 1999).

Los piretroides son un grupo de insecticidas sintéticos, que aparecen en el
mercado en la década del 70, pero que surgen mucho antes como un intento por parte
del hombre de imitar el efecto insecticida de las piretrinas naturales (piretro) que
contiene el crisantemo. En este sentido, la obtencion del primer piretroide, se remonta a
la fabricacion de la aletrina en 1949. Desde ese entonces su uso se ha intensificado a
medida que los demas plaguicidas eran desplazados del mercado, ya sea por su alta
residualidad, bioacumulacion y toxicidad, principalmente en referencia a los
organoclorados. Afectan el sistema nervioso central y periférico del insecto, actian a
nivel de los canales axénicos de sodio (Na") permitiendo la entrada excesiva del ion,
provocando la excitacién continua de la membrana del axon, descargas repetitivas y
eventualmente paralisis (Ware Whitacre, 2004).

El uso masivo de estos insecticidas ha puesto de manifiesto graves problemas
ambientales y sociales a nivel mundial, tales como la contaminacion de los suelos, la
calidad del agua y la destruccion de la fauna 1til (Dehne & Schonbeck, 1994; Schneider
et al., 2003 a, b; 2004 a, b; 2008; 2009; Fogel et al., 2016; Rimoldi et al., 2017,
Francesena et al., 2018; Devine & Furlong, 2007). Este hecho llevo a entidades de
control como la EPA (Environmental Protection Agency of USA) a restringir el uso de
ciertos productos y a realizar revisiones periodicas acerca de la toxicidad de otros
(Devine & Furlong,. 2007).

Como consecuencia aparece una nueva tendencia en la Proteccion de los
Cultivos, que respalda el uso de plaguicidas biorracionales con un modo de accion
diferente a los convencionales. Esto ha conducido a la generacion de nuevas materias
activas, altamente selectivas para el control de plagas, en reemplazo de los insecticidas
de amplio espectro empleados hasta el momento, por productos menos toxicos y de
accion especifica (Pineda et al., 2004; 2006; 2007; 2009; Rimoldi et al., 2012). Entre
los productos de mayor especificidad se encuentran los insecticidas reguladores de
crecimiento. En este grupo se destacan los compuestos aceleradores de la muda (MAC)
cuya actividad insecticida se basa en alterar el normal desarrollo y la metamorfosis. Son
ecdisoides no esteroidales, que actuan en los receptores celulares de la hormona de la
muda o ecdisona (Wing et al., 1988) induciendo mudas prematuras y letales en los

insectos (Querzola ef al., 1996; Gobbi, 2000).
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En paises en vias de desarrollo como Argentina, la utilizacion de estos
compuestos es aun incipiente principalmente por el alto costo de estas materias activas,
careciéndose de informacion de base acerca de la toxicidad comparativa de los mismos

sobre plagas cominmente presentes en cultivos agricolas del pais (Rimoldi, 2012).

2.2. Control quimico en la viticultura

La situacion de los vinledos mendocinos, tanto para uva de mesa como para
vinificar es privilegiada, ya que, salvo algunas enfermedades criptogamicas, no tiene
plagas que causen dafio economico. Esto hace innecesaria la aplicacion de plaguicidas

que perturben el equilibrio ecologico (Garcia, 1994; Strafile & Becerra, 2001).

Sin embargo, en los ultimos afios se ha producido un importante cambio, debido
a la emergencia de dos insectos que atacan la vid: cochinilla harinosa de la vid (Becerra
et al., 2006) y la polilla europea de la vid (Gonzalez, 2010). El ingreso de este
lepidoptero fitéfago llevd al SENASA a declarar la emergencia fitosanitaria, con el
objetivo de lograr su erradicacion. En el anexo de la Res. 504/2010 se autoriza, en
forma temporaria, el empleo de insecticidas quimicos para su control. En este listado, se
exponen productos convencionales de amplio espectro como organofosforados,
carbamatos, piretroides, insecticidas novedosos como los reguladores de crecimiento de

los insectos y los bioinsecticidas como el Bacillus thuringiensis (SENASA 2010).

3. Los insecticidas biorracionales en el manejo de plagas

El uso de plaguicidas de amplio espectro ha traido aparejado la aparicion de
efectos adversos en el ambiente, en las poblaciones de insectos, ademas de las
repercusiones sociales, lo que ha impulsado la demanda de otras alternativas para el
control de las plagas. El uso de plaguicidas biorracionales, el desarrollo de moléculas
quimicas selectivas, profundos conocimientos de fisiologia, toxicologia y biotecnologia
pueden ayudarnos a tener una vision mas integral del control bioldgico y quimico
(Horowitz et al., 2009).

En los ultimos 20 afios se han incorporado principios activos nuevos, conocidos
como “insecticidas de nueva generacion”, muchos tienen ciertas ventajas como la baja
toxicidad para los mamiferos, alta especificidad, mayor selectividad hacia los
organismos benéficos, lo que reduce su impacto sobre el ambiente (Devine & Furlong,

2007; Ishaaya et al., 2007).
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Esta nueva clase de insecticidas denominados biorracionales abarca productos
como, reguladores del crecimiento (IGR), inhibidores de la sintesis de lipidos
(inhibidores de la Coenzima A), moduladores de la rianodina (neurotransmisor), e
insecticidas biologicos (de origen microbiano y botanicos) (CASAFE 2015).

Los neonicotinoides fueron considerados por la EPA (U.S. Environmental
Protection Agency) como biorracionales desde su incorporacion al mercado en la
década del 90. Luego este organismo en 2008 reevalud su registro debido al potencial
destino ambiental y a la toxicidad de las materias activas sobre polinizadores.
(Armengaud et al., 2002; Blacquiere et al., 2012; Decourtye et al., 2004; Thompson,
2003); asi como también sobre otros insectos benéficos como los depredadores y
parasitoides de plagas agricolas (Fogel ef al., 2013, 2016; Rimoldi ef al., 2017; Sohrabi
etal., 2012,2013).

3.1. Crecimiento y desarrollo de los insectos

El crecimiento y desarrollo de los insectos se produce a través de la
metamorfosis. Este fendmeno se encuentra regulado por hormonas. La hormona de la
muda o ecdisona (HM) es secretada por las glandulas protordcicas. Su funcion es
desencadenar los procesos de la muda, inducidos por una alta concentracion de la
ecdisona en la hemolinfa que provoca la renovacion total del exoesqueleto, proceso
llamado apdlisis. La hormona juvenil (HJ) se produce en unas pequenas glandulas
denominadas corpora allata. Esta es la encargada de mantener las caracteristicas
inmaduras del insecto (Nijhout, 1994).

La metamorfosis, estd regulada por la relacion entre las concentraciones de la
hormona de la muda y la hormona juvenil. Durante la fase larvaria, para iniciar el
proceso de muda, la concentracion de la hormona juvenil (HJ) debe descender a niveles
no detectables para que la ecdisona sea liberada y asi dar lugar a la formacién de una
nueva cuticula. Luego se alcanzan niveles basales de ecdisona, momento en que el
insecto tiene completamente formado su nuevo exoesqueleto y se desencadena la ecdisis
desprendiéndose la exuvia, dando lugar al cambio de estado (Riddiford, 1994).

En los lepidopteros, en el Gltimo estadio larval el nivel de HJ desciende a niveles
no detectables proporcionando una sefial para la liberacion de un pequefio pico de
ecdisona que estimula la sintesis de la cuticula pupal y el insecto cambia de estado.
Después de la pupacion comienza la secrecion de ecdisona promoviendo la formacion

de estructuras del adulto (Rechcigl & Rechcigl, 1999). En la etapa adulta estas dos
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hormonas también estan involucradas en la regulacion de la maduracion reproductiva.
Cuando los insectos son expuestos a los insecticidas, puede provocar efectos a corto
plazo, que se expresan en la mortalidad, también pueden provocar efectos a largo plazo,
induciendo un desarrollo anormal de los insectos y/o alteraciones en la capacidad
reproductiva, ya sea en la proporcion sexual, reduccion de la fecundidad y fertilidad de
las hembras con una fuerte repercusion en el crecimiento poblacional (Dhadialla ef al.,

1998).

3.2. Insecticidas reguladores del crecimiento

Partiendo de los estudios de Williams (1956), quien propone usar las hormonas
de los insectos como base quimica para el desarrollo de insecticidas, surge la tercera
generacion de insecticidas (Williams, 1967). Durante las tultimas décadas, se ha
avanzado en el desarrollo de nuevos principios activos que actiian sobre sitios
bioquimicos, presentes en determinado grupo de insectos. Son insecticidas cuyo modo
de accion imita a las hormonas que intervienen en el desarrollo y el crecimiento de los
insectos plaga (Slama et al, 1974; Laskowska-Bozek & Zielinska, 1978). Estos
presentan la ventaja de tener una alta especificidad para los insectos blanco y una

toxicidad minima para individuos benéficos y depredadores (Dhadialla ef al., 2005)
Seglin sus mecanismos de accidn se pueden clasificar en tres grupos:

- Agonistas de la hormona juvenil o juvenoides.
- Agonistas de la hormona 20-hidroxiecdisona o ecdisoides.

- Inhibidores de la quitina.

3.2.1. Agonistas de la hormona juvenil o juvenoides:
Los agonistas de la HJ son reguladores de crecimiento de insectos. Son

altamente eficaces, causan una amplia gama de trastornos en las especies susceptibles.
Actiian desequilibrando las concentraciones de las hormonas naturales durante los
procesos de crecimiento y desarrollo normal de las distintas plagas. Provocan
deformaciones, evitan que el insecto complete la metamorfosis e impiden la emergencia
adulta. Ademas, tienen accidn supresora sobre la embriogénesis (Ishaaya & Horowitz,

1994; Dhadialla et al., 1998).

3.2.2. Agonistas de la hormona 20-hidroxiecdisona o ecdisoides.
También son llamados aceleradores del proceso de muda (MAC). Estos

productos quimicos son mucho mas potentes que la hormona natural del insecto para
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inducir la muda, afectan la alimentacion del insecto y el incremento de peso. La
administracion del agonista de ecdisoma, induce la muda y el insecto muere atrapado
dentro de la cuticula exuvial, asimismo la alimentacion se detiene entre las 4-16 horas
después de la exposicion al producto y la muda se inicia en ausencia de un

ecdisterdideo.

Las larvas de lepidopteros, dipteros y coledpteros son los principales insectos
afectados por estos productos. Los efectos que se manifiestan dependen del momento en
que se aplique el insecticida, asi por ejemplo, si el tratamiento ocurre temprano en un
determinado estadio, se induce una muda anticipada que resulta ser letal para el
individuo, pero si el insecto es tratado hacia el final del mismo, se producird una muda
normal, que es seguida por la muda anticipada y letal (Dhadialla et al., 1998). La
exposicion en insectos adultos puede afectar la produccion de oOvulos y la

espermatogénesis (Smagghe & Degheele, 1994).

3.2.3. Inhibidores de la quitina.
A esta clase de insecticidas pertenecen dos grupos quimicos: benzoilureas y

tiadiazinonas. Estos actiian sobre los estados larvales de la mayoria de los insectos
inhibiendo la sintesis de la quitina, parte vital de su exoesqueleto. Los efectos tipicos
que producen es la formacion de una cuticula fragil y en consecuencia, un esqueleto
débil y deforme. Se observa la ruptura de la cuticula malformada y la deshidratacion del

insecto, causandole la muerte (Ware & Whitacre, 2004).

3.3. Bioinsecticidas de origen microbiano: Bacterias entomopatogenas

Desde su descubrimiento hace un siglo, el Bacillus thuringiensis (Bt) ha sido
utilizado como bioinsecticida en agricultura, silvicultura y para el control de mosquitos
debido a sus ventajas de toxicidad especifica sobre el insecto blanco, falta de residuos
contaminantes y seguridad hacia organismos no objetivo. Hoy Bt es el insecticida
microbiano comercial mas exitoso, que comprende alrededor del 90% del mercado de
bioplaguicidas. Las propiedades insecticidas de esta bacteria se deben a la presencia de
proteinas insecticidas, también llamadas cristales, producidos durante la esporulacion
(Sansinenea, 2012). Bt fue descubierto en Japon por Shigetane Ishiwata en 1901 como
el agente causal de una enfermedad en el cultivo de larvas de gusanos de seda, quien
describié que muchas de las larvas murieron al ser expuestas al bacilo y otras quedaron

muy débiles. El uso del Bt como insecticida se logr6é en 1920. El primer registro de su
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aplicacion para el control de insectos fue en Hungria a finales de 1920 (Husz, 1928). En
1961, el Bt fue registrado como insecticida en la EPA (Environmental Protection
Agency). Varias empresas estadounidenses comenzaron su fabricacion 'y

comercializacion (Van der Laan, 1967).

3.3.1. B. thuringiensis: toxicidad y modo de accion

B. thuringiensis es una bacteria Gram - positiva, anaerobia facultativa que mide
aproximadamente 1 pm de ancho y 5 pum de largo. Produce numerosos tipos de
proteinas denominadas d-endotoxinas con propiedades insecticidas. Son una alternativa
a los plaguicidas quimicos sintéticos, lo que condujo al desarrollo de bioinsecticidas y a
la obtencion de cultivos transgénicos. La incorporacion de genes que codifican la
produccion de las proteinas cristalinas insecticidas proporciona a los cultivos
genéticamente modificados, resistencia a las plagas. (Schnepf et al., 1998). Se han
dividido en proteinas Cry (crystal) y Cyt (crystal y toxina) (Crickmore et al., 1998).
(Figura 1.13).
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Figura 1. 13. Vista de microscopio electronico de esporas y cristales de Bacillus
thuringiensis. B, bipiramidal; C, ctubico; S, esférico; Sp, espora.

a. Proteina cry: Estan formadas por 168 proteinas que presentan morfoldégicamente
como cristales cubicos, esféricos, bipiramidales, cuadrado-aplanados, etc. Estas
proteinas, deben solubilizarse en el intestino medio del insecto, las proteasas

intestinales degradan al cristal liberando la d-endotoxinas. La unién de la toxina
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Cry en los receptores del intestino medio crean canales de iones o poros, se
produce la lisis de las células epiteliales del intestino medio y luego provoca la
muerte del insecto (Hofmann ez al., 1988).

b. Proteina cyt: son toxinas hemo y citoliticas. Son producidas por algunas cepas
Bt. Estas forman poros en la membrana celular. Se unen directamente a lipidos,
insertandose para destruirla (Promdonkoy & Ellar, 2000). Esta toxina afecta la
muda de los insectos, causando efectos teratogénicos a dosis subletales
(Espinasse et al., 2002, 2004). Es activo contra dipteros, coledpteros,

lepidopteros, y algunas especies de nematodos. (Figura 1.14).

Figura 1. 14. Esquema del modo de accion de las proteinas Cry en el tubo digestivo de
una larva de lepidoptero. (A) Solubilizacién de la toxina. (B) Procesamiento de la
protoxina a toxina mediante proteasas digestivas. (C) Union de la toxina al receptor de
las células del epitelio intestinal. (D) formacién de poros en la membrana celular que
produce su lisis (Poza Gomez, 2004).
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2.1. Objetivo general

Evaluar, en condiciones de laboratorio, la toxicidad de insecticidas
biorracionales registrados para el control quimico de la polilla de la vid, Lobesia
botrana, poniendo énfasis en la evaluacion a nivel letal y subletal a fin de determinar la

efectividad de control de estos insecticidas.

2.2. Objetivos Especificos
1)- Estudiar los efectos letales de los insecticidas objeto de estudio sobre estados

inmaduros y adulto de Lobesia botrana.

2)- Evaluar efectos subletales de los insecticidas objeto de estudio sobre estados
inmaduros y adulto de Lobesia botrana, principalmente aquellos relacionados con

aspectos reproductivos de la plaga.

2.3 Hipotesis de Trabajo
Los insecticidas biorracionales son eficaces para el control de Lobesia botrana,
y presentan un alto potencial como alternativa a los insecticidas convencionales de

amplio espectro.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Recoleccion de organismos a campo: Pie de cria.

Durante la temporada 2015-2016 se establecid un pie de cria a partir del
material recolectado del area viticola de la localidad de Cruz de Piedra (33°01°52”’S;
68°46°3470), Maipt, provincia de Mendoza. Se tomaron racimos infestados con
ejemplares de L. botrana de diferentes estados, los cuales se llevaron al laboratorio bajo
condiciones de cuarentena, donde se mantuvieron para que continiien con su desarrollo
y descartar asi enfermedades o parasitismo. Una vez verificada la sanidad de los
organismos recolectados, se inici6 el pie de cria, la cual se desarrollé en una camara,
bajo condiciones controladas de luz, con fotoperiodo 16:8 (L: O), 25 £ 5 °C de
temperatura y entre 30-50% HR, esta ultima teniendo en cuenta las caracteristicas de la
zona de viticultura. La técnica de cria fue modificada por Herrera et al. (2016) a partir

de la detallada por Ferreira et al. (2003).

3.2. Preparacion de dieta artificial para Lobesia botrana.

La dieta utilizada es la descripta por (Ferreira ef a/, 2003). En resumen, en un
recipiente apto para someter al calor se diluy6 10 g de agar en agua fria. Se calent6 la
mezcla hasta ebullicion, se retird del fuego. Se agregd 3,20 g de &cido ascorbico, 1 g de
acido benzoico, 0,75 g de estreptomicina, 0,075 g de fumagilina, 31 g de germen de
trigo, 32,50 g de harina de maiz, 32,50 g de levadura de cerveza y 1 g de metil
hidroxybenzoato. Se mezcld con batidora eléctrica. Al final se incorpor6 el aceite de
maiz, el alcohol etilico y el carbendazim 5% SC (CO9HIN30O2). El preparado obtenido
se colocd en caliente en recipientes de plastico de 30 cm x 20 cm x 5 cm provistos de
tapa hermética destinados a la cria, previamente esterilizados con alcohol 90°. Los
mismos se conservaron refrigerados a una temperatura de aproximadamente 10 °C hasta

Su uso.
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3.3. Cria y mantenimiento de Lobesia botrana en laboratorio.

Etapa adulto: los adultos de L. botrana se colocaron en la cdmara de
reproduccion, que consistid en una botella de 2000 ml de PVC, provista de un bebedero
con una solucion de miel de abejas al 5% como fuente de alimentacion. Ahi se verifico
la copula y el plastico fue el sustrato de oviposicion (Figura 3.1 a).

Etapa de huevo - larva: la botella con las posturas fue desinfectada a fin de evitar

el desarrollo de enfermedades. Se realizaron dos enjuagues con una solucién de 500 ml
de agua corriente y 12 em® de hipoclorito de sodio, luego se enjuagd con agua corriente.
Se realizo la inmersion durante 1 minuto en una solucién de 500 cm® de agua corriente,
1 g de estreptomicina y 1 g de fumagilina. Se dejo secar al aire. Luego se recorto el
PVC que contenia huevos. Se incrustaron los trozos de plastico sobre la dieta artificial.
Previamente se realizoé un reticulado sobre la superficie de la dieta, a fin de que las
larvas emergentes se desplazaran hasta ubicarse en estas hendiduras. Las larvas
permanecieron alli desde la eclosion de las neonatas y hasta completar su desarrollo
larvario, es decir los cinco estadios larvales (Figura 3.1 b).

Etapa de pupa — adulto: Una vez alcanzado el estado de pupa, se extrajeron las

crisalidas, las cuales fueron transferidas a recipientes esterilizados previamente con
alcohol 90°, los mismos eran de 4 cm de didmetro por 4 cm de alto con tapa hermética,
sin ningin soporte. Alli permanecieron hasta la emergencia de los adultos, quienes

iniciaron el ciclo nuevamente.
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Figura 3. 1 a. Camara de reproduccion para Lobesia botrana: botella de PVC para la
copula y oviposicion, acondicionada con bebedero con solucion de miel al 5%. b:
Recipiente con dieta artificial que contiene trozos de PVC con huevos de la especie.

3.4. Bioensayos de toxicidad: Exposicion de Lobesia botrana a insecticidas
Se mantuvieron paralelamente dos colonias, una permanente y otra de menor

escala para llevar a cabo los bioensayos. Se utilizaron dos camaras de cria con idénticas
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condiciones. Las camaras contaban con termohigrometros de precision (méximo y

minimo), y un timer para automatizar el fotoperiodo (Figura 3.2).

Figura 3. 2. Camara donde se llevo a cabo la cria de Lobesia botrana y los bioensayos
toxicologicos. A. Camara de copulaciéon y sitio de oviposicion. B. Recipientes con
individuos en desarrollo en camara de cria. C. Recipientes herméticos donde los
insectos permanecen desde el estado de huevo al estado pupal. D. Recipientes
herméticos donde se verifica la emergencia adulta.

3.5. Metodologia general de preparacion y aplicacion de los insecticidas evaluados.

3.5.1. Preparacion de soluciones y suspensiones de insecticidas.

Las soluciones de insecticidas utilizadas en los bioensayos fueron preparadas al
inicio de cada experimento. En la tabla 3.1 se detalla el nombre del ingrediente activo,
nombre comercial, las formulaciones comerciales, su pureza, la maxima dosis
recomendada para su uso en campo y la empresa fabricante en Argentina.

Para evaluar la toxicidad de cada insecticida, se prepararon las diferentes
soluciones madre y a partir de éstas se realizaron las diluciones correspondientes
(Schneider, 2002). Los solventes utilizados fueron agua destilada y acetona,
dependiendo del tipo de ensayo y método de exposicion seleccionado (ingestion,
inmersion, topico, etc.) siguiendo los protocolos y metodologias detallados en
(Schneider et al., 2003 a, b; 2004 a, b; Pineda et al., 2004; 2006; Gobbi et al., 2010).

Ademas, se estim6 la CLsy de los insecticidas, a fin de medir la efectividad de los
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mismos. Se utilizaron de 4-6 concentraciones, las cuales se establecieron a partir de la
MCRC para cada insecticida (Darvas & Polgar, 1998).

Tabla 3. 1. Insecticidas utilizados en los bioensayos de toxicidad de Lobesia botrana.

Ingrediente Nombre Purezay MCRC Empresa
activo comercial formulacion (mgi. a./L) fabricante
) Dow Agro
metoxifenocide Intrepid ® 24% SC 72 ‘
Sciences S.A
clorantraniliprole Coragen ® 20% SC 40 DuPont S.A
novaluron Rimon Supra ® 10 % SC 100 Magan S.A
Bacillus )
) Summit Agro
thuringiensis var  Dipel L Plus ® 3,5% EC 525 S A
kurstaki '

3.5.2. Métodos utilizados para la exposicion de los insecticidas
En este punto se explica las diferentes vias de exposicion de los organismos a los
insecticidas, siguiendo los protocolos ya mencionados anteriormente.

Exposicion por inmersion: consiste en sumergir a los organismos durante cierto tiempo

en una solucién de un insecticida, utilizando como solvente agua destilada (Figura 3.3).

Figura 3. 3. Ensayos Toxicologicos de exposicion por inmersion de huevos de Lobesia
botrana a insecticidas.

Exposicion topica: se realiza mediante un microaplicador manual (Hamilton ® Reno,

Nevada USA), colocando sobre el organismo una gota de volumen conocido de la

solucion del insecticida a evaluar. En este caso se utiliza como solvente acetona para



28

facilitar una rapida evaporacion de la gota, asegurando el deposito del insecticida sobre

la cuticula del insecto (Figura 3.4).

Figura 3. 4 A. Ensayos Toxicoldgicos de exposicion topica de Lobesia botrana a
insecticidas. B. Microaplicador manual (Hamilton®, Reno, Nevada USA).

Exposicion por ingestion: se trata de exponer a los insectos a organos vegetales

previamente tratados con los insecticidas a evaluar, o a través del agua de beber

preparada con las soluciones de insecticidas (Figura 3.5).

Figura 3. 5. Bioensayos Toxicologicos: exposicion de Lobesia botrana a insecticidas
por ingestion: a. inflorescencias de vid pulverizadas con las soluciones de insecticidas a
evaluar para ensayos por ingestion en el estado larval. b. bebederos con soluciones
insecticidas para exposicion de adultos.
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En la figura 3.6 se resumen los métodos de aplicacion de los insecticidas, para

cada estado/estadio de desarrollo del insecto y los puntos finales de evaluacion.

| Tépico: Inmersion: | Ingestion: ’

larvas 29y huevos larvas 4t°
| 42 estadio de 24h estadio

|

/ Efectos letales: \

Supervivencia
Mortalidad: LCs
Efectos subletales:
Emergencia larvaria (sélo para estado de
huevo)
Tiempo de desarrollo intermuda

Peso pupal

Emergencia adulta
Longevidad

K Fecundidad y fertilidad /

Figura 3. 6. Esquema secuencial de la evaluacion toxicologica de los insecticidas sobre
estados inmaduros y adultos de Lobesia botrana en laboratorio. Puntos finales de
evaluacion.

3.6. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos se analizaron con el método
paramétrico de Analisis de la Varianza (ANOVA) de un factor (Tratamiento). Para
corroborar las premisas del ANOVA se evalu6 la normalidad de los datos mediante la
prueba de Shapiro-Wilk y la homocedasticidad de las varianzas con la prueba de
Cochran, Hartley y Levene. Si alguna de las premisas no se cumplia se realizo la
transformacion logaritmica y= log (x+1) y angular: p” = arcoseno \ p. Para los datos
expresados en porcentajes o proporciones se utilizd la transformacion angular
(y= arcsen Vx) para posteriormente ser reevaluados. El analisis a posteriori de los datos
sometidos a ANOVA, se llevdo a cabo mediante la prueba de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. En aquellos casos donde no se cumplieron los supuestos

de ANOVA, luego de su transformacion, se utilizé el andlisis no paramétrico Kruskal-
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Wallis. Para el andlisis estadistico se utilizo el programa STATGRAPHICS plus version
5.0 con un nivel de significancia de 95% (p <0,05).



CAPITULO 4

Evaluacion de efectos toxicologicos de
metoxifenocide, clorantraniliprole,
novaluron y Bacillus thuringiensis var.
kurstaki sobre huevos de Lobesia

botrana.
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4. Evaluacion de efectos toxicologicos de metoxifenocide, clorantraniliprole,
novaluron y Bacillus thuringiensis var. kurstaki sobre huevos de Lobesia botrana

4.1. Materiales y Métodos
4.1.1. Obtencion de huevos para los bioensayos de toxicidad.

La exposicion se realizd sobre huevos de 24 h de edad. Para obtenerlos se
colocaron 15 parejas de adultos provenientes de una misma cohorte en la camara de
copulacion (botella PVC), a los cuales se les suministré una soluciéon de miel al 5%

como fuente de alimentacion.

4.1.2. Bioensayos

4.1.2.1. Bioensayo para la determinacion de CLS50 de los insecticidas sobre el
estado de huevo.

Se prepararon diluciones a partir de la MCRC (maxima concentracion
recomendada para su uso en campo) de los siguientes productos comerciales: Intrepid ®
(metoxifenocide, 24% i.a., Dow-Agroscience Arg, Bs. As., Argentina); Coragen®
(clorantraniliprole, 20% 1i.a., DuPont Arg, Bs. As., Argentina); Rimon Supra®
(novaluron, 10 % i.a., Magan Arg, Bs. As., Argentina); y Dipel L Plus® (Bacillus
thuringiensis var. kurstaki, 3,5% i.a., Summit Agro Arg, Bs. As., Argentina), tomando
un rango de 6 concentraciones como minimo ¢ incluyendo la MCRC, a fin de estimar
los valores de CLsy (corresponde a la concentracion de insecticida que produce la
muerte del 50% de la poblacion expuesta). El bioensayo consistié en 100 huevos de 24
h por concentracion. Los huevos se sumergieron en las soluciones de insecticida
correspondiente durante 3 s, de acuerdo con Pineda et al., (2004). Para cada insecticida
y el control se registr6 el nimero de huevos sin eclosionar a las 72 h post-tratamiento

(Figura 4.1).

4.1.2.2. Bioensayo de MCRC (maxima concentracion recomendada para su uso en
campo) sobre el estado de huevo.

Se evaluaron las MCRC de los productos comerciales mencionados
anteriormente. Las soluciones para cada insecticida fueron preparadas usando agua
destilada como disolvente. La unidad experimental consisti6 en 20 huevos y se
realizaron 3 réplicas por tratamiento, incluyendo al control. Las posturas de 24 h de
edad se sumergieron en la solucion del insecticida correspondiente, tal como se describe

en el apartado anterior. Los controles se trataron con el solvente solo (agua destilada).
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Luego de tratados, se dejaron secar bajo campana en cajas de Petri previamente
identificadas con el tratamiento y la réplica (9 cm diametro y 1,5 cm alto) y se llevaron
a camara de cria bajo condiciones controladas de temperatura 25 + 5 °C, humedad

relativa 30 - 50% y fotoperiodo 16:8 (L: O) (Figura 4.1).

Camara de copulacién Posturas de 24 h de edad

ﬂ Tratamiento de

inmersion

"y

Huevos tratados

Solucion de insecticida
(100 ml)

Figura 4. 1. Esquema del bioensayo de inmersion de huevos de Lobesia botrana

4.2. Evaluacion:

4.2.1. Bioensayo para la determinacion de CLs, de los insecticidas sobre el estado
de huevo

Para cada insecticida y el control se registro6 el nimero total de huevos sin
eclosionar a las 72 h post-tratamiento, tomando la no eclosion como muerte. Con estos
valores de mortalidad acumulada se estimod la CLs, a través de un analisis de regresion

(relacionado concentracion y mortalidad) para cada uno de los insecticidas ensayados.

4.2.2. Bioensayo de MCRC (maxima concentracion recomendada para su uso en
campo) sobre el estado de huevo

Periddicamente, a partir de las 24 h post-tratamiento y durante 4 dias
consecutivos, se revisaron las posturas bajo lupa estereoscopica para registrar el nimero
de huevos eclosionados. Aquellos que no lograron eclosionar durante ese periodo se
consideraron muertos. Se evalué como efecto letal (corto plazo) de los insecticidas el
porcentaje de eclosion, mediante la siguiente formula:

. ., N° de huevos eclosionados
Porcentaje de eclosion = S — x100
N° huevos inicial

Los huevos no eclosionados se fijaron en solucion de Bouin®, luego se

deshidrataron en series de etanol grado analitico (70, 90 y 100%) para su montaje entre
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porta y cubre objetos, utilizando Hoyer® como liquido montaje. Los preparados se

secaron en estufa para su posterior observacion con el microscopio binocular Axiostar
®
Plus, ZEISS .

De las larvas emergidas de los huevos tratados, se seleccionaron al azar 10 de
ellas, las que fueron individualizadas en cajas de Petri por tratamiento. Las mismas se
mantuvieron en camara de cria y se les suministro dieta artificial, registrandose la
evolucion de las mismas a lo largo del tiempo (efectos a largo plazo). Para determinar
los efectos a largo plazo de los insecticidas se evaluaron las siguientes variables o
puntos finales de evaluacion toxicoldgica: supervivencia larval, tiempo intermuda de los
estados inmaduros larvales (del primero al quinto estadio larval) y pupal, porcentaje de
pupacioén respecto al primer y al quinto estadio larval, peso pupal, emergencia adulta (en
relacion a los individuos que llegaron a pupar y a las larvas eclosionadas) y longevidad
adulta. Con los individuos que completaron el ciclo de vida y llegaron a la fase adulta se
evalu6 la fecundidad y fertilidad de las hembras. En cada tratamiento, se formaron
parejas que se acondicionaron en botellas provistas de un bebedero con agua con miel al
5% (camara de copulacion). A diario y durante seis dias consecutivos se registro el
numero de huevos colocados por hembra (fecundidad) y posteriormente la emergencia

larval a partir de esos huevos (fertilidad) por hembra y tratamiento.

4.3. Analisis estadistico

4.3.1 Bioensayo para la determinacion de CLs, de los insecticidas sobre el estado de
huevo

Para la estimacion de la CLs, los datos de mortalidad acumulada por tratamiento
fueron sometidos a Andlisis de Regresion Probit, a través del cual se establece la
relacion entre la concentracion de exposicion y la mortalidad registrada. Se utilizo el
programa informatico Probit desarrollado por el Departamento de Entomologia de la

Universidad Nacional de Chung-Hsing (Chi, 1997).

4.3.2. Bioensayo de MCRC (maxima concentracion recomendada para su uso en
campo) sobre el estado de huevo

Los resultados obtenidos de los ensayos de MCRC, se analizaron con el método
paramétrico de Analisis de la Varianza (ANOVA) de un factor (Tratamiento). Para
corroborar las premisas del ANOVA se evalu6 la normalidad de los datos mediante la

prueba de Shapiro-Wilk y la homocedasticidad de las varianzas con la prueba de
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Cochran, Hartley y Levene. Si alguna de las premisas no se cumplia se realizo la
transformacion logaritmica y= log (x+1) y angular: p’= arcoseno \ p. Para los datos
expresados en porcentajes o proporciones se utilizd la transformacion angular (y=
arcsen Vx) para posteriormente ser reevaluados. El analisis a posteriori de los datos
sometidos a ANOVA, se llevdo a cabo mediante la prueba de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. En aquellos casos donde no se cumplieron los supuestos
de ANOVA, luego de su transformacion, se utilizé el andlisis no paramétrico Kruskal-
Wallis. Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa STATGRAPHICS plus version
5.0 con un nivel de significancia de 95% (p <0,05).

4.4. Resultados

4.4.1. Bioensayo para la determinacion de la concentracion Letal Media (CLs)
Se estim6 la CLsg a partir de los datos de mortalidad acumulada a las 72 h post-

tratamiento. Los valores del analisis se detallan en la tabla 4.1.

Tabla 4. 1. Analisis de regresion Probit de huevos de Lobesia botrana de 24 h de edad.
Ensayo de inmersion de huevos tratados con Bacillus thuringiensis var. kurstaki,
metoxifenocide, novaluron y clorantraniliprole.

Insecticida n pendiente + SE  CL 59 (mg 1. a. X2 gl
/L)
B. thuringiensis 7 5,69 +£0,18 0,44 5,21 4
var. kurstaki
metoxifenocide 6 -1,54+£0,42 68,59 3,99 3
novaluron 6 -4,70+ 0,57 101,20 7,53 3
clorantraniliprole 6 -3,87+0,74 54,20 5,20 3

Datos obtenidos del programa informatico Probit desarrollado por el Departamento
de Entomologia de la Universidad Nacional de Chung-Hsing (Chi, 1997).
*Numero de concentraciones de insecticidas probadas.

Los valores estimados de la CLsy para el novaluron y el clorantraniliprole,
superan las MCRC (100 mg i.a./ L; 40 mg i.a./L respectivamente). Estos resultados
ponen de manifiesto la baja eficacia ovicida de estos productos para el control L.
botrana al estado de huevo. La CLsy del metoxifenocide, se encuentra apenas por
debajo de la MCRC (72 mg i.a./L) lo que incrementa la eficacia de control. El B.

thuringiensis var. kurstaki mostr6 una actividad ovicida manifiesta, lo cual demuestra
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un efectivo control de la polilla de la vid al estado de huevo, ya que la CLsy estimada se

encuentra muy por debajo de la MCRC (525 mg i.a. /L).

4.4.2. Efectos letales: Efectos sobre el desarrollo embrionario y eclosion de huevos
de L. botrana

Como se puede observar en la figura 4.2, el tratamiento con Bacillus
thuringiensis a la MCRC (1500 cm/hl) ocasion6 un 100% de mortalidad en los huevos
expuestos al insecticida (no se observd desarrollo embrionario). La susceptibilidad de
los huevos de L. botrana a clorantraniliprole, novaluron y metoxifenocide fue muy baja,
no registrandose un efecto ovicida importante en dichos tratamientos. La mortalidad
embrionaria (embrion desarrollando dentro el huevo) se verificoO mediante la

observacion de preparados microscopicos (Figura 4.3).
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Figura 4. 2. Eclosion larval de huevos de Lobesia botrana tratados por inmersion.

Los datos se expresan como valores medios = ES (p < 0,05). Las diferentes letras

indican diferencias significativas con respecto al control
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Figura 4. 3. Desarrollo embrionario de huevos de Lobesia botrana.A, B, C. Inhibicion
del desarrollo embrionario de huevos tratados con Bacillus thuringiensis var. kurstaki.
D, E, F, G, H. Desarrollo embrionario de huevos sin tratar (control) (12, 24, 36, 48 y 72
h post-tratamiento).

4.4.3. Efectos subletales:

4.4.3.1. Efectos a largo plazo: supervivencia de estadios inmaduros y adulto a
partir de huevos tratados.

Como se observa en la tabla 4.2, el tratamiento de inmersion de huevos con
metoxifenocide, produjo una reduccion significativa de la supervivencia de las larvas de
2° estadio en un 52% con respecto al control (95,8%). Mientras que el clorantraniliprole
redujo la supervivencia a larvas de 5° estadio a un 34% respecto del control. En los
estadios larvales L1, L3 y L4, no se observaron efectos significativos en la
supervivencia para ninguno de estos insecticidas con respecto al control.
Clorantraniliprole a la concentracion ensayada, disminuy6 la supervivencia pupal en un

46%, respecto a L5 en comparacion al control (97,6%).

Clorantraniliprole y metoxifenocide redujeron la supervivencia pupal respecto a
la eclosion de huevos en un 14,57% y 19,4%, respectivamente en relacion al control
(56,2%). Clorantraniliprole y novaluron, redujeron la emergencia adulta respecto a las

pupas formadas en un 26,66 % y 31,33 % en relacion al control. Clorantraniliprole y
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metoxifenocide redujeron la emergencia adulta respecto de los huevos eclosionados en

un 9 % y 19% respectivamente en relacion al control.
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Tabla 4. 2. Efectos subletales a largo plazo de los insecticidas ensayados sobre la supervivencia de estados inmaduros y adulto a partir de
huevos tratados de Lobesia botrana.

Supervivencia larval (%)

Supervivencia pupal (%)

Emergencia adulta

. (%)
Tratamiento Concentracion ; "
. L—l respec (0] respec (0]
(mgiaLl ) LI L2 L3 L4 L5 | fespecto huevos respecto de
L5 . de pupa
eclosionados huevos
100,00 +
control 0 7340+ | 95,80 + 00a | 9660% | 100,00% | 97,60+ | o0 o o0 | 100,00 | 49,80+
11,802 | 2.61a ’ 340 a 0,0a 2402 ’ ’ 0,0 a 471 a
- 5340+ | 8720+ | 78,60+ | 89.60+ | 34,00+ | 46,00+ 2666+ | 9,00+
clesariinibprcl 40 779 a 068a | 1020a | 7.75a | 1536b | 2039b | M37ET00b 1 10 0b | 4670
. . 45,00+ | 52,00+ | 80,00+ | 75,00+ | 60,00+ | 80,00+ 53,33 19,40 +
metoxifenocide 72 18392 | 1681b | 2000a | 2500a | 24.49ab | 20,00ab | 12A0E2030 1 o | 9.05b
. 100 6940+ | 9340+ | 63.60+ | 7700+ | 80,00+ | 7120+ | 39.00+£1320 | 3133+ | 4540+
vaid 422a 6.60a | 17,30a | 723a | 12,24ab | 13,99 ab ab 3,88 b 11,74 a
F=492 | K=1238 | F=5,68 | K=9,97 | F=5,52 | K=10,74 F=5.19 K=1099 | F=7.14
e i gl=4;18 | gl=4;18 | gl=4; 18 | gl=4; 18 | gl=4; 18 | gl=4; 18 gl=4; 18 gl=4;18 | gl=4; 18
AR GRS p=0,074 | p=0,014 | p=0,0039 | p=0,0408 | p=0,0044 | p=0,03 p= 0,06 p=0,02 | p=0,013

)

2

M

@

M

2

M

2

)

Los datos se expresan como valores promedios + ES (p < 0,05) los datos seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes.
(1) ANOVA; (2) Kruskall - Wallis.
L1: larva de 1° estadio, L2: larva de 2° estadio, L3: larva de 3° estadio, L4: larva de 4° estadio, L5: larva de 5° estadio
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4.4.3.2. Efectos a largo plazo: tiempo de desarrollo intermuda de estadios
inmaduros de individuos emergidos de huevos de L. botrana.

La tabla 4.3 muestra los valores del tiempo intermuda de los estados inmaduros.
Debido a la alta mortalidad causada por Bt var. kurstaki (525 mg i.a./L), no hubo
sobrevivientes para evaluar efectos subletales (100% de mortalidad de huevos). Los
individuos que emergieron de los huevos tratados con clorantraniliprole retrasaron el
proceso de muda, prolongando el periodo de L1 a adulto durante 41,5 dias, respecto del
control, cuya duracion fue de 32,75 dias. Metoxifenocide y novaluron se comportaron
de manera semejante al control. El novaluron fue el unico que redujo significativamente
tanto el peso de pupas como asi también la longevidad de los adultos que emergieron de

ellas. El clorantraniliprole redujo significativamente el peso pupal.
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Tabla 4. 3. Efectos subletales de los insecticidas sobre organismos de Lobesia botrana, provenientes de huevos tratados (estado de
exposicion).

tiempo de desarrollo intermuda (dias) Peso
. Concentracion Longevidad
Tratamiento (mg ia L-1) L1- pupal adulta (dias)
L1-L2 L2-L3 L3-1L4 L4-L5 L5-Pupa | L1-Pupa Adulto (mg)
control 0 5,45 + 5,56 + 5,87+ 8,05 + 12,54 + 24,47 + 32,75 + 10,83 + 7,91+ 0,20
0,08b 0,99b 0,18a 0,33 ab 0,58 a 0,44 a 0,28 ab 0,45a b
clorantraniliprole 40 6,91 + 6,77 £ 6,20 + 11,47 £ 12,70 + 26,20 + 41,50 £+ 9,27+ 7,75 £ 0,47
p 0,09d 0,16 ¢ 0,11 ab 1,28 be 0,54 a 2,72 a 0,86 ¢ 0,89b ab
metoxifenocide 72 4,85+ 4,11+ 6,18 + 10,30+ | 13,40+ 25,00 £ 31,85+ 9,57 + 8,16 +1,07
0,11a 0,38 a 0,50 ab 0,83 ¢ 1,04 a 1,26 a 2,68 ab 0,89 ab b
novaluron 100 6,00 £ 6,72 + 6,87 £ 7,74 £ 11,30 + 24,95 + 29,35+ 9,18 + 6,16 +0,29
0,09 ¢ 0,11 ¢ 0,24 b 0,49 a 0,64 a 0,39 a 1,17 a 0,53 b a
F=9991 | K=69,21 | K=11,97 | K=8§,82 | K=8,71 K=1,53 | K=18,59 | K=5,67 K=13,62
e s (L gl=3;99 | gl=3;81 | gl=3;73 | gl=3;71 | gl= 3;63 | gl=3;63 | gl=3;63 | gl=3;65 gl=3;42
GLUESC s ues p=0,001 | p=0,0001 | p=0,0076 | p=0,032 | p=0,03 | p=0,68 | p=0,0003 | p=0,13 | p=0,0034
(O] ) @ 2 () @ () @ ()

Los datos se expresan como valores medios = ES (p < 0,05). Dentro de cada columna, los datos seguidos con diferente letra denotan
diferencia significativa. (1) ANOVA; (2) Kruskall - Wallis

L1: larva de 1° estadio, L2: larva de 2° estadio, L3: larva de 3° estadio, L4: larva de 4° estadio, L5: larva de 5° estadio
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En la figura 4.4 se observan algunas alteraciones en el proceso de muda de los
insectos expuestos a los insecticidas en relacion al control, como resultado del efecto a

largo plazo de los insecticidas ensayados sobre el estado de huevo.

Figura 4. 4. Efectos teratologicos sobre la metamorfosis de larvas de Lobesia botrana
emergentes de huevos tratados. A. larva neonata con expulsion del intestino
(clorantraniliprole, novaluron y metoxifenocide) B. larva de 2° estadio con ecdisis
incompleta (exuvia adherida al cuerpo) (metoxifenocide) C. larva con doble cépsula
cefalica (novaluron) D. larva del ultimo estadio la cual presenta caracteristicas

intermedias entre larva y pupa (metoxifenocide).

4.4.3.3. Efectos a largo plazo: fecundidad y fertilidad

La tabla 4.4 muestra los resultados obtenidos para la fecundidad y fertilidad
acumuladas durante seis dias consecutivos, a partir de las oviposiciones de hembras de
L. botrana recolectadas durante este periodo. Las MCRC ensayadas de
clorantraniliprole, metoxifenocide y novaluron redujeron significativamente el nimero
promedio de huevos puestos por hembra (fecundidad acumulada), solo el
metoxifenocide afectd6 de manera significativa al nimero promedio de huevos

eclosionados (fertilidad) con respecto al control.
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Tabla 4. 4. Efecto de los insecticidas ensayados a la MCRC sobre la fecundidad y la
fertilidad acumulada en adultos de Lobesia botrana, provenientes de huevos tratados

(estado de exposicion).

Trmmtene || SO COEOR | o el ® | Reriied o) ©
(mgi.a. L")

control 0 129,66 £20,30 a| 95,12+ 1547 a
clorantraniliprole 40 64,00 £ 15,56 b | 73,87 £19,01 ab
metoxifenocide 72 71,66 £16,65b | 61,06+ 2596b
novaluron 100 65,33 +£15,87b | 75,02+ 29,19ab

F=5,97 F=4,54

e oy gl=3;116 gl=3;85

Analisis estadistico p= 0.0008 p= 0,055

1 1)

Los datos se expresan como valores medios = ES (p < 0,05). Dentro de cada columna,
los datos seguidos con diferente letra denotan diferencia significativa. ("’ ANOVA;
@ Kruskall - Wallis

@ Puesta acumulada durante seis dias consecutivos de oviposicion (fecundidad
acumulada).

® horcentaje de huevos eclosionados (fertilidad acumulada).

4.5. Discusion

El huevo proporciona resistencia mecanica e impermeabilidad para el embrion
en desarrollo (Nation, 2008), ademas de preservarlos frente a factores ambientales
adversos e incluso contra los plaguicidas (Campbell, 2016). El corion es una estructura
compleja formada por células foliculares (Chapman, 1998). Presenta dos capas: el
exocorion cubierto por una capa discontinua de mucosa e internamente una capa
delgada denominada el endocorion, que contiene carbohidratos (Consoli et al., 1999). El
blastodermo es un estrato celular que dard lugar a todas las células del cuerpo de la
larva. El vitelo del huevo, proporcionara alimento al embridon en desarrollo, hasta la
eclosion larval (Takesue et al., 1980, Tojo & Machida, 1998). Los huevos poseen
estructuras para la respiracion (aeropilas) y fertilizacion (micropilas). Estas aberturas
son sitios potenciales para el ingreso de plaguicidas (Hinton, 1969). Las variaciones en
la susceptibilidad del estado de huevo podrian deberse a las caracteristicas del corion de

las diferentes especies, tipo, nimero y forma de las micropilas o por los mecanismos de
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resistencia del embrion (Outram, 1967). Las primeras investigaciones sugieren que los
insecticidas a base de aceite, actuan cubriendo los aerdfilos, limitando la llegada de
oxigeno al embrion, aunque se sabe que el corion posee componentes cerosos que

permiten el paso de insecticidas a base de aceite (Tunc et al., 2000).

Los resultados de estos bioensayos con huevos de L. botrana indican que B.
thuringiensis var. kurstaki afecta la viabilidad del embrion, demostrando una elevada
eficacia con efecto ovicida, lo cual fue corroborado con la estimacion de la CLsg La
misma se encuentra 1200 veces por debajo de la MCRC. El efecto insecticida de B.
thuringiensis sobre el estado de huevo fue estudiado en diferentes lepidopteros Plutella
xylostella (L.), Spodoptera litura (F.) y Pieris rapae (L.), con la formulacion B.
thuringiensis subsp. kurstaki 2500 Ul/mg producido por el laboratorio Hubei (Liu &
Zhang, 1997). Sobre L. botrana con B. thuringiensis var. kurstaki 20WP 1600 UI
formulado del laboratorio Abbot (Roditakis, 1986) en condiciones de laboratorio. En
todos los casos, Bt a la méxima concentracion recomendada de campo, no tuvo efecto
sobre la eclosion de los huevos tratados, pero caus6 una elevada mortalidad de las larvas
neonatas. Los individuos obtenidos continuaron su desarrollo y la mortalidad, se
verificd luego de la eclosion, cuando las larvas emergentes ingirieron parte del corion
para efectuar el orificio de salida. (Smith & Salkeld, 1966; Bradley & Agnello, 1988).
Teniendo en cuenta estos antecedentes, nuestros estudios serian los primeros que

demuestran el efecto ovicida de B. thuringiensis var. kurstaki (Dipel L Plus®).

Considerando los resultados, se podria hipotetizar que los insecticidas evaluados
sobre los huevos de L. botrana atravesarian el corion a través de las aerdpilas y
micropilas. Si bien metoxifenocide, clorantraniliprole y novaluron no tuvieron un efecto
ovicida marcado (dadas las mortalidades registradas y las CLs para cada uno de ellos),
provocaron efectos subletales considerables. Afectaron el tiempo de desarrollo,
interfirieron posteriormente en procesos fisiologicos relacionados con la metamorfosis,

redujeron la emergencia adulta y la fecundidad de los insectos.

El presente estudio revela que el novaluron no afectd la supervivencia de las
larvas eclosionadas de los huevos tratados, ni el tiempo de desarrollo de las mismas, a
diferencia de lo observado por Ghoneim, et al. (2017) para Pectinophora gossypiella
(Saunders), no obstante, se observd una reduccion del peso de las pupas formadas

(Biddinger et al., 1996; Biddinger & Hull, 1999, Hamadah et al., 2017) perjudicando la
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longevidad de los insectos emergentes (Tunaz & Uygun, 2004; Khajepour ef al., 2012).
Este insecticida produjo efectos negativos sobre la reproduccion, resultados que se
observaron sobre Spodoptera littoralis (Boisduval) (Radwan et al, 1978),
Choristoneura occidentalis (Freeman) (Madore et al., 1983) y Cydia pomonella (L.)
(Soltani & Soltani-Mazouni, 1992). Se ha demostrado que el novaluron una vez
absorbido, presenta un transporte transovarico, que incide en la fecundidad de los
individuos expuestos (Medina ef al., 2002; Trostanetsky & Trostanetsky, 2008). Sin
embargo ensayos realizados por Gokge et al. (2009) y Kim et al. (2011) demostraron
que el novaluron no afecta la fecundidad de Cydia pomonella, no obstante se observo
una importante reduccion en la viabilidad de los huevos. Se ha corroborado que la
ovogenesis estd regulada por factores ambientales como ciclo dia / noche, temperatura,
humedad y nutricidn, que influyen en el comportamiento de la puesta de huevos (Giorgi
& Deri, 1976). El inicio de la vitelogénesis es un proceso donde los requerimientos
nutricionales son elevados, y que dependera en gran parte de las reservas acumuladas en
los cuerpos grasos durante la etapa inmadura del insecto (Buszczak et al., 1999).
Estudios realizados por Drummond-Barbosa & Spradling en 2001 indicaron que el
estado nutricional en el inicio de la vitelogénesis tiene impacto en la maduracion del
foliculo. Esto indicd que una alimentacion insuficiente en las etapas inmaduras del
insecto reducen la tasa de desarrollo de células germinales de las ovariolas, impactando
en la puesta de huevos y en el tamafio de los mismos (Gullan, & Cranston, 2014;.
Moreau, et al., 2016). Por otro lado, los insecticidas inhibidores de la sintesis de quitina,
interfieren especificamente en la reproduccion dado que inducen la formacion de
adultos con ciertas anormalidades que reducen su potencial reproductivo. Los adultos
pueden ser estériles o tener genitales anormalmente desarrollados, lo que dificulta el
proceso de apareamiento o la capacidad de producir descendencia fértil (Biddinger &

Hull, 1999; Tunaz & Uygun 2004).

Numerosos autores seialan los efectos del metoxifenocide en diferentes especies
de lepidopteros. En este estudio, el metoxifenocide no causé6 un efecto ovicida
signficativo, coincidiendo con lo observado por Zamora et al. (2008) sobre huevos de
Spodoptera frugiperda (Smith), pero se verificO un importante impacto sobre el peso
promedio de las larvas eclosionadas. Resultados similares se registraron sobre larvas de
Diatraea grandiosella (Dyar) (Trisyono & Chippendale, 1998), Spodoptera littoralis
(Boisduval) (Pineda et al., 2004; 2006), v Rachiplusia nu (Guenée) (Rimoldi et al.,
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2015). Smagghe et al. en 1997 reportaron que los compuestos agonistas de la ecdisona
provocan alteraciones en el intestino de las larvas de Chrysodeixis chalcites, 1o que
explica su efecto antialimentario e impacto en la ganancia de peso. Analizando los
resultados obtenidos, el metoxifenocide no tuvo un efecto significativo en el peso de las
pupas, pero incidid negativamente en la superviviencia pupal y la emergencia adulta,
coincidiendo con lo descrito por Eizaguirre et al. en 2007, en ensayos de ingestion sobre
larvas Sesamia nonagrioides (Lefebvre). Tampoco incidi6 sobre el tiempo de desarrollo
larval, a diferencia de lo observado sobre Spodoptera frugiperda donde se evidencié un
marcado alargamiento de la etapa larvaria (Pineda et al., 2009). Por otro lado, se
observo una importante reduccion de la fecundidad y la fertilidad, al igual que lo
registrado en ensayos con Spodoptera exigua (Hiibner) (Smagghe & Degheele 1994);
Plodia interpunctella (Hiibner) (Salem et al., 1997); Spodoptera littoralis (Pineda et al.,
2007); Cydia pomonella (Sun & Barrett, 1999; Knight, 2000, Smagghe et al., 2004);
Argyrotaenia velutinana (Walker) y Choristoneura rosaceana (Harris) (Sun et al.,
2000). Todos los efectos subletales observados en los insectos sobrevivientes, tuvieron
repercusiones negativas sobre la dindmica poblacional de los insectos (Pineda et al.,

2004).

Por su parte el clorantraniliprole, interfirié en la regulacion de la contraccion muscular,
al actuar sobre los receptores rianodinicos, ubicados en la membrana de la fibra
muscular y nerviosa de los insectos. Los sintomas evidentes que produce son efecto
antialimentario y paralisis muscular (Cordova et al., 2006; Lahm et al., 2007). El
presente estudio demuestra que el clorantraniliprole no afecté la supervivencia de las
larvas que eclosionaron de los huevos tratados, pero se verifico un alargamiento del
tiempo de desarrollo de las mismas en coincidencia con las investigaciones realizadas
sobre Ostrinia furnacalis (Guenée) (Song et al., 2013) y Agrotis ipsilon (Hufn.) (Xu et
al., 2016). De acuerdo a los estudios realizados por Hannig et al. (2009) el retraso en el
desarrollo larval se debié a la inanicion que sufrieron los individuos debido al
impedimento en la locomocion, lo cual impacté reduciendo el peso pupal y la
longevidad de los adultos emergentes (Song et al., 2013; Xu et al., 2010). Este
insecticida produjo también efectos negativos sobre la fecundidad de las hembras
obtenidas pero sin afectar la fertilidad de los huevos. Resultados similares se observaron
en evaluaciones con larvas de Ephestia kuehniella (Zeller) y Spodoptera exigua (Marco

& Viduela, 1994); Lobesia botrana (Saenz-De-Cabezén et al., 2006; loriatti et al.,
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2009); Plutella xylostella (Han et al., 2012); Spodoptera exigua (Lai & Su, 2011a) y
Helicoverpa armigera (Hiibner) (Zhang et al., 2013). Los resultados obtenidos en el
presente estudio mostraron que se ve afectado el crecimiento poblacional debido a los

efectos registrados.



CAPITULO 5

Evaluacion de efectos toxicologicos de
metoxifenocide, clorantraniliprole,
novaluron y Bacillus thuringiensis var.
kurstaki sobre estados larvales de
Lobesia botrana a través de diferentes

vias de exposicion.
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5. a. Evaluacion de los efectos toxicologicos de metoxifenocide, clorantraniliprole,
novaluron y Bacillus thuringiensis var. kurstaki sobre el segundo y cuarto estadio
larval de Lobesia botrana. Ensayo por ingestion.

5. a.1. Materiales y Métodos

5. a.1.1. Obtencion de larvas de segundo y cuarto estadio para los bioensayos de
toxicidad.

Para realizar los bioensayos se utilizaron larvas de 2° y 4° estadio de 24 h de
edad. Las mismas provenian de una cohorte de la cria masiva de laboratorio. La
exposicion de los organismos a los insecticidas se realizo a través del método de
ingestion, utilizando inflorescencias tratadas con los diferentes insecticidas. La unidad
experimental se pulverizd con el volumen calculado de los insecticidas a punto de

goteo. El control se asperj6 con agua (Figura 5.1).

Figura 5. 1. A. Torre de Potter Burkard® para pulverizaciones de precision. B.
Inflorescencia de vid pulverizada (detalle del tamafio de la gota asperjada) para ensayo
de ingestion con larvas de segundo y cuarto estadio de Lobesia botrana.

5. a. 1.2. Bioensayos

5. a.1.2.1. Bioensayo para la determinacion de CLs, de los insecticidas sobre el
sobre el segundo y cuarto estadio larval de Lobesia botrana.

Para estimar los valores de LCs, se prepararon 6 concentraciones graduales a
partir de la MCRC de los siguientes productos comerciales: Intreprid® (metoxifenocide,
24% 1. a., Dow-Agroscience Arg, Bs. As., Argentina); Coragen® (clorantraniliprole,

20% i. a., DuPont Arg, Bs. As., Argentina); Rimon Supra® (novaluron, 10 % i. a.,
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Magan Arg, Bs. As., Argentina); y Dipel L Plus® (Bacillus thuringiensis var. kurstaki,
3,5% 1. a., Summit Agro Arg, Bs. As., Argentina).

El bioensayo consistié en 30 inflorescencias de vid que se pulverizaron con torre
de Potter a punto de goteo. Las diluciones de los insecticidas a ensayar fueron 50%,
25%, 12,5%, 6,25% y 3,12% de la MCRC. Las inflorescencias de vid se pesaron para
establecer la dosis ofrecida de ingrediente activo por gramo de inflorescencia
(considerando como peso promedio a 3,89 + 0,83g) (Tabla 5.1). A cada inflorescencia
se le coloco una larva de la edad correspondiente. Se registro para todos los insecticidas
la mortalidad acumulada a las 72 h post-tratamiento.

Tabla 5. 1. Rango de dosis evaluadas (mg i.a. /g inflorescencia) para el ensayo de CLs
de los insecticidas sobre el segundo y cuarto estadio larval de Lobesia botrana.

Diluciones a Dosis mg i. a./g inflorescencia
partir de la B. thuringiensis
NERE metoxifenocide novaluron clorantraniliprole I
50% 9,25 12,85 5,14 67,48
25% 4,63 6,43 2,57 33,74
12,5% 2,31 3,21 1,29 16,87
6,25% 1,16 1,61 0,64 8,44
3,12% 0,58 0,8 0,32 4,22

5. a.1.2.2. Bioensayo de MCRC (maxima concentracion recomendada para su uso
en campo) sobre el segundo y cuarto estadio larval de Lobesia botrana.

Se evaluaron las MCRC (Méxima Concentracion Recomendada para su uso en
el Campo) de los productos comerciales, detallados anteriormente. Las soluciones de
insecticidas fueron preparadas usando agua destilada como disolvente. La aplicacion de
los distintos insecticidas se realizo sobre inflorescencias de vid, utilizando una torre de
Potter (Burkard®, UK) para pulverizaciones de precision en laboratorio a una presion
de 7,5 Lb/ inch? durante 20” (Figura 5.2). En el bioensayo de ingestion, el material
vegetal se tratd el mismo dia y las inflorescencias fueron suministradas a demanda
durante el periodo larval. Se evalud el efecto del residuo de dos dias (exposicion
crénica). Las inflorescencias de vid se pesaron previamente para establecer la dosis
ofrecida de ingrediente activo por gramo de inflorescencia. Las dosis evaluadas se

detallan a continuacion: para metoxifenocide 18,50 mg i. a. /g inflorescencia; novaluron
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25,70 mg 1. a. /g inflorescencia; clorantraniliprole 10,28 mg i. a. /g inflorescencia y para

B. thuringiensis var. Kurstaki 134,96 mg i. a. /g inflorescencia.

La unidad experimental consistié en una inflorescencia de vid pulverizada, a la
cual, una vez seco el residuo se le colocaron 5 larvas de la edad correspondiente al

ensayo en cuestion. Se realizaron 6 réplicas para cada tratamiento.

Ingestion de

Torre de Potter Inflorescencia pulverizada inflorescencia tratada

Figura 5. 2. Esquema de la metodologia empleada para el bioensayo via ingestion
(pulverizacion de inflorescencias tratadas con Torre de Potter, Bukard®) vy

suministradas como alimento a larvas de Lobesia botrana.

5. a. 2. Evaluacion:

5. a. 2. 1. Bioensayo para la determinacion de CLsy de los insecticidas sobre el
sobre el segundo y cuarto estadio larval de Lobesia botrana

Para cada insecticida y el control se registrd la mortalidad de larvas a las 48 h
post-tratamiento. Con los valores de mortalidad acumulada se estimé la CLs, a través
de un analisis de regresion (relacionado concentracion y mortalidad) para cada uno de

los insecticidas ensayados.

5. a 2. 2. Bioensayo de MCRC (maxima concentracion recomendada para su uso en
campo) sobre el segundo y cuarto estadio larval de Lobesia botrana.

Se seleccionaron al azar 5 larvas sobrevivientes, las cuales fueron
individualizadas por réplica se mantuvieron en cdmara de cria y se observaron
diariamente bajo lupa estereoscopica, a fin de registrar las mudas correspondientes de
las mismas (efecto a largo plazo). Se evalu6 el tiempo intermuda para las larvas de 2°

estadio, considerando los siguientes: entre segundo y tercero, entre el tercero y cuarto,



52

entre el cuarto y el quinto estadio larval, y entre este Gltimo hasta el estado pupal (L2-
L3, L3-L4, L4-L5, L5-pupa) y entre estado de pupa- adulto. Para el caso de las larvas de
4° estadio, se registraron los periodos intermuda entre el cuarto y quinto estadio larval, y
entre este y el estado de pupa (L4-L5, L5-pupa), como asi mismo, el tiempo entre el
estado de pupa hasta la emergencia adulta, porcentaje de pupacion, emergencia adulta,

discriminada por sexo.

Con los adultos obtenidos se evaluo la fecundidad y fertilidad de las hembras.
Para esto, se formaron parejas por tratamiento, y cada pareja se acondicion6 en botellas
plasticas provistas de un bebedero con agua y miel al 5% (cdmara de copula y
oviposicion). Durante seis dias consecutivos se registr6 el numero de huevos colocados
por hembra (fecundidad) y posteriormente la emergencia larval a partir de esos huevos

(fertilidad) por hembra y tratamiento.

5. a 3. Analisis estadistico:

5. a.3. 1. Bioensayo de MCRC (maxima concentracion recomendada para su uso en
campo) sobre el segundo y cuarto estadio larval de Lobesia botrana.

Los datos de mortalidad de larvas se analizaron mediante un programa
informatico Probit desarrollado por el Departamento de Entomologia de la Universidad
Nacional de Chung-Hsing (Chi, 1997) para estimar valores de pendiente y

concentracion letal (CLs).

5. a.3. 2. Bioensayo de MCRC (maxima concentracion recomendada para su uso en
campo) sobre el segundo y cuarto estadio larval de Lobesia botrana

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos se analizaron con el método
paramétrico de Analisis de la Varianza (ANOVA) de un factor (Tratamiento). Para
corroborar las premisas del ANOVA se evalu6 la normalidad de los datos mediante la
prueba de Shapiro - Wilk y la homocedasticidad de las varianzas con la prueba de
Cochran, Hartley y Levene. Si alguna de las premisas no se cumplia se realizé la
transformacion logaritmica y= log (x+1) y angular: p’ = arcoseno \ p. Para los datos
expresados en porcentajes o proporciones se utilizd la transformacion angular (y=
arcsen \x) para posteriormente ser reevaluados. El analisis a posteriori de los datos
sometidos a ANOVA, se llevd a cabo mediante la prueba de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. En aquellos casos donde no se cumplieron los supuestos

de ANOVA, luego de su transformacion, se utilizo el analisis no paramétrico Kruskal-
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Wallis. Para el andlisis estadistico se utilizo el programa STATGRAPHICS plus version
5.0 con un nivel de significancia de 95% (p <0,05).

5. a. 4. Resultados

5. a. 4.1 Bioensayo CLs de larvas de segundo y cuarto estadio
Tabla 5. 2. Estimacion de la concentracion letal 50 (CLsg) de larvas de segundo estadio

de Lobesia botrana expuestas a Bacillus thuringiensis var. kurstaki, metoxifenocide,

novaluron y clorantraniliprole. Bioensayo de ingestion de inflorescencias de vid

Insecticida n Pendiente + SE  LC 59(mg a.i./L) Pa gl
B. thuringiensis
6 1,96 £ 0,278 133,03 0,78 3
var. kurstaki
metoxifenocide 6 3,57+0.288 6,02 3,18 3
novaluron 6 3,15+0,292 173,01 0,46 3
clorantraniliprole 6 3,37+0,31 4,97 1,8 3

Parametros obtenidos del programa informatico Probit desarrollado por el
Departamento de Entomologia de la Universidad Nacional de Chung-Hsing (Chi,
1997).

* Namero de concentraciones evaluadas/insecticida.

Tabla 5. 3. Estimacion de la concentracion letal 50 (CLs) de larvas de cuarto estadio de
Lobesia botrana expuestas a Bacillus thuringiensis var. kurstaki, metoxifenocide,

novaluron y clorantraniliprole. Bioensayo de ingestion de inflorescencias de vid

Insecticida n Pendiente + SE  LC 50 (mg a.i./L) X gl
B. thuringiensis
6 2,65 +£0,26 1314 0,692 3
var. kurstaki
metoxifenocide 6 6,77 +0,3 10,39 4,16 3
novaluron 6 3,52 +£0,26 102,45 0,133 3
clorantraniliprole 6 2,77 +£0,34 11,83 3,98 3

Parametros obtenidos del programa informatico Probit desarrollado por el
Departamento de Entomologia de la Universidad Nacional de Chung-Hsing (Chi,
1997).

? Numero de concentraciones evaluadas/insecticida
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La CLsp para larvas de 2° y 4° estadio, se detallan en la tabla 5.2 y 5.3
respectivamente. Los valores estimados de CLsy para los insecticidas B. thuringiensis
var. kurstaki, metoxifenocide y clorantraniliprole resultaron ser menores que las MCRC
(525 mgi. a./L; 72 mg i. a./L; 40 mg i. a./L), lo que demuestra la elevada eficacia de los
mismos para el control de la plaga L. botrana. En el caso del novaluron que tiene una

CLso mayor a la MCRC (100 mg i.a. /L), justifica la menor susceptibilidad de las larvas

tratadas, frente a este insecticida.

5. a. 4.2. Bioensayo de MCRC (maxima concentracion recomendada para su uso en

campo). Efecto a corto plazo sobre la mortalidad del segundo y cuarto estadio
larval de Lobesia botrana estadio 48 h después del tratamiento.
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Figura 5. 3. Mortalidad del segundo y cuarto estadio larval de Lobesia botrana a las 48
h post-tratamiento. Los datos se expresan como valores medios = ES (p < 0,05). Las

diferentes letras indican diferencias significativas con respecto al control.

La figura 5.3 muestra la mortalidad post-tratamiento (48 h) de las larvas de 2°y
4° estadio alimentadas con inflorescencias de vid, tratadas con las MCRC de cada
insecticida. Todos los tratamientos mostraron diferencias significativas con respecto al
control. En el caso de las larvas de 4° estadio los insecticidas provocaron un 100% de
mortalidad, mientras que para las larvas de 2° estadio, se obtuvo una mortalidad media

muy alta por lo que no se pudieron seguir evaluando los efectos a largo plazo.
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En la figura 5.4 se observan algunos efectos teratoldgicos (malformaciones,

anormalidades) en las larvas de la polilla luego de la ingestion de racimos pulverizados.
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Figura 5. 4. Efectos
teratoldgicos sobre la
metamorfosis de larvas de 2°
(L2) y 4° (L4) estadio de
Lobesia botrana. Ensayo de
ingestion:

Control A) L,, B) Ls. Larvas
normales.

Bacillus  thuringiensis  var.
Kurstaki (525 mg i.a. /L): C; D)
L, cuticula oscura por sectores y
segmentos toracicos y
abdominales contraidos. E) Ls4
presenta ulceracion de cuticula
con pérdida de hemolinfa. F) Ly
presenta cuticula oscura por
sectores.

Metoxifenocide (72 mg i.a. /L):
G) L, presenta expulsion del
intestino H) L, con exuvia al
final del cuerpo. I) L4 con doble
capsula cefilica J) L4 cuticula
ennegrecida, espuripedios
rigidos.

Novaluron (72 mg i.a. /L): K)
L, con exuvia al final del cuerpo
L) L, con doble capsula cefalica
M) L, muestra contraccién de
segmentos abdominales vy
toracicos N) L4 con doble
capsula cefalica y espuripedios
rigidos.

Clorantraniliprole (20 mg i.a.
/L): O) L, con expulsion de
intestino P) L, con doble capsula
cefalica Q; R) L4 presenta
contraccion  de segmentos
abdominales y toracicos.
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5. a. 4.3. Efectos a largo plazo: no pudieron ser evaluados en este ensayo, dado la
elevada mortalidad obtenida en los individuos expuestos a los insecticidas via ingestion.
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5. b. Evaluacion de los efectos toxicoldgicos de metoxifenocide, clorantraniliprole,
novaluron y Bacillus thuringiensis var. kurstaki sobre el cuarto estadio larval de
Lobesia botrana. Ensayo de exposicion topica.

5. b.1. Materiales y Métodos

5. b.1.1. Obtencion de larvas de 4° estadio para los bioensayos de toxicidad.

Para realizar el bioensayo se utilizaron larvas de 4° estadio de 24 h de edad. Las
mismas provenian de una cohorte de la cria masiva de laboratorio. En este caso, se
trabajo con el cuarto estadio, ya que esta etapa larval resulta ser la mas dafiina en el
campo, dada su voracidad y ademds presentar mayor susceptibilidad en la exposicion

via ingestion.

5. b.1.2. Bioensayo

Se evaluaron las MCRC (Méxima Concentracion Recomendada para su uso en
el Campo) de los siguientes productos comerciales: Intreprid® (metoxifenocide, 24%
i.a., Dow-Agroscience Arg, Bs. As., Argentina); Coragen® (clorantraniliprole, 20% i.a.,
DuPont Arg, Bs. As., Argentina); Rimon Supra® (novaluron, 10 % i.a., Magan Arg, Bs.
As., Argentina); y Dipel L Plus® (Bacillus thuringiensis var. kurstaki, 3,5% i.a.,
Summit Agro Arg, Bs. As., Argentina). Las soluciones de insecticidas fueron
preparadas de acuerdo a las concentraciones calculadas y utilizando acetona (Anhedra®
Grado Reactivo Analitico) como disolvente, para facilitar la rdpida evaporacion de la
gota y asegurar la deposicion del insecticida sobre la cuticula del insecto (Busvine,
1971). La unidad experimental consistio en 5 larvas de 4° estadio de 24 h de edad. Se
realizaron 6 réplicas para cada tratamiento. La exposicion a los insecticidas se realizo
por contacto a través del tratamiento topico, utilizando un microaplicador manual.

(Hamilton® Reno, Nevada USA) (Figura 3.4).

Se aplicé por tnica vez, 1uL de la solucion insecticida sobre el 1° segmento
abdominal de la larva, al comenzar el experimento (exposicion aguda). El control se
tratd solo con acetona. Una vez que las larvas se expusieron a los diferentes insecticidas,
se colocaron de manera individual en cajas de Petri provistas de dieta artificial. Las
larvas de cada tratamiento se observaron diariamente bajo lupa estereoscOpica para
determinar la supervivencia larvaria como efecto letal (corto plazo) de los insecticidas.
Se tomaron al azar 5 larvas sobrevivientes, las cuales se mantuvieron en camara de cria

y se les realizo el seguimiento hasta el final de su desarrollo larvario (Figura 5.5).
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Con los individuos que alcanzaron el estado adulto se formaron 5
parejas/tratamiento, que se acondicionaron en camara de copula y oviposicion a fin de

realizar el seguimiento de la oviposicion y eclosion diaria.

Aplica 1pl de solucién
insecticida en el 1°"
segmento abdominal

e microaplicador

Insecticida + acetona

—

Se deja en cajas de Petri con dieta
artificial.

Figura 5. 5. Esquema secuencial metodologico. Aplicacion topica de los insecticidas
sobre estadios larvales de Lobesia botrana y su seguimiento.

5. b.2. Evaluacion:

Las larvas tratadas se observaron diariamente bajo lupa estereoscopica a fin de
determinar la supervivencia media de las mismas como efecto a corto plazo. Las larvas
sobrevivientes, se mantuvieron en camara de cria, con el suministro dieta artificial,
registrandose la evolucion de las mismas (efecto a largo plazo). Se evaluod el tiempo
intermuda para las larvas de 4° estadio, considerando los siguientes: entre el cuarto y el
quinto estadio larval, y entre este Gltimo hasta el estado pupal (L4-L5, L5-pupa) y entre
estado de pupa - adulto. Se calculdé el porcentaje de pupacion, peso de pupas y
emergencia adulta. En los adultos emergentes, se evalud la fecundidad de las hembras,
con el registro del nimero de huevos colocados durante seis dias consecutivos. La
fertilidad se determind observando la emergencia larval a partir de esos huevos
(porcentaje en relacion al nimero de larvas emergidas/hembra/tratamiento con respecto

al nimero de huevo puesto/hembra) y la longevidad de los mismos.
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5. b.3. Analisis estadistico:

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos se analizaron con el método
paramétrico de Analisis de la Varianza (ANOVA) de un factor (Tratamiento). Para
corroborar las premisas del ANOVA se evalu6 la normalidad de los datos mediante la
prueba de Shapiro-Wilk y la homocedasticidad de las varianzas con la prueba de
Cochran, Hartley y Levene. Si alguna de las premisas no se cumplia se realiz6 la
transformacion logaritmica y= log (x+1) y angular: p’=arcoseno V p. Para los datos
expresados en porcentajes o proporciones se utilizd la transformacion angular (y=
arcsen \x) para posteriormente ser reevaluados. El analisis a posteriori de los datos
sometidos a ANOVA, se llevdo a cabo mediante la prueba de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. En aquellos casos donde no se cumplieron los supuestos
de ANOVA, luego de su transformacion, se utilizé el andlisis no paramétrico Kruskal-
Wallis. Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa STATGRAPHICS plus version
5.0 con un nivel de significancia de 95% (p <0,05).

5. b.4. Resultados

5. b.4.1. Efectos de los insecticidas a corto plazo: Mortalidad larvaria.
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Figura 5. 6 . Mortalidad (%) del cuarto estadio larval de Lobesia botrana a las 48 h
después del tratamiento (aplicacion topica con microaplicador Hamilton®). Los datos se
expresan como valores medios + ES (p < 0,05). Las diferentes letras indican diferencias
significativas con respecto al control.

Cuando se evalud estadisticamente la mortalidad larvaria a las 48 h post-

tratamiento, se observé que metoxifenocide y B. thuringiensis fueron los unicos



61

tratamientos que presentaron diferencias significativas respecto del control, produciendo

mortalidades superiores al 15% (Figura 5.6)

5. b.4.2. Efectos a largo plazo de los insecticidas sobre el tiempo intermuda de las
larvas de 4° estadio, porcentaje de pupacion y peso pupal.

Tabla 5. 4. Efectos subletales de los insecticidas ensayados sobre larvas de cuarto y
quinto estadio de Lobesia botrana (aplicacion topica con microaplicador Hamilton®).

Concentracion Tiempo intermuda (dias) % pupacion Peso
Tratamiento (mEngc‘)i‘i/sL) pupal
. lavario respecto | respecto
L4-L L5-P L4-Adult
ugi.a./g larva) 5 5-Pupa o dulto L4 L5 (mg)
control 543+ | 8,13+0,73 | 11,16+ 16,76 + 83,33+ 90,0 + 9,23 +
0 0,67 a c 0,73 ¢ 1,39 ¢ 333b 4470 0,30 ¢
metoxifenocide 456+ |233+035| 470+ |4,7+0,46| 26,66+ 31,66 = |8,0+0,48
72 (78,03) 0,46 a a 0,46 a a 11,15a 11,66 a be
novaluron 466+ |683+0,69 | 983+ 11,96 + 86,66 + 93,33+ 7,94 +
100 (108,38) 0,34 a be 0,72 be 1,03b 6,66 b 6,66 b 0,25b
clorantraniliprole 516+ |456+077 | 746+ [89+1,24| 3333+ 54,16 + 6,49 +
p 40 (43,35) 0,44 a ab 0,83 b b 11,15a | 18,09ab | 0,40ab
B. thuringiensis 6,5+0,67 | 4,66+0,88 | 8,43+ 9,03 26,66 + 54,44 + 6,24 +
var. kurstaki 525 (569,02) a ab 0,86 b +1,03b 9,88 a 18,49 ab 0,55a
Il(_: .5,93 K=127.32 I?_: 311,05 K= 50,60 F1:_1 1.,85 K1:_ 12.,08 Fli 9,.46
Andlisis estadistico g *‘(‘)’ 213 j gl=4;145 |5 *04 ’053(5) gl=4;145| & o 362050 g *04’0f§ £ 0 366060
o p=0,000@ | P~ p= 0(»2())000 P o P

Los datos se expresan como valores promedio + ES (p < 0,05) los datos seguidos por la
misma letra no son significativamente diferentes. (1) ANOVA; (2) Kruskall - Wallis.
L4: larva de 4° estadio, L5: larva de 5° estadio

La tabla 5.4 muestra el tiempo intermuda en dias de los individuos
sobrevivientes. Se puede observar que para la etapa desde el cuarto hasta el quinto
estadio larval (L4 - L5) no hay diferencias para ninguno de los insecticidas ensayados.
El tiempo de desarrollo intermuda desde el quinto estadio larval hasta el pupal, se ve
afectado por los insecticidas metoxifenocide, clorantraniliprole y B. thuringiensis que
acortan significativamente esta etapa de desarrollo con respecto al control. Si bien el
novaluron también reduce el tiempo intermuda, esta diferencia no resultd
estadisticamente significativa. Considerando el periodo intermuda entre el cuarto

estadio larval al estado de pupa (L4 — Pupa), los insecticidas metoxifenocide,
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clorantraniliprole y B. thuringiensis var. kurstaki acortan significativamente esta fase.
Todos los insecticidas ensayados reducen significativamente el periodo intermuda entre
el cuarto estadio larval y el adulto (L4-Adulto). El porcentaje de pupacion respecto del
cuarto estadio larval fue significativamente menor en los tratamientos con
metoxifenocide, clorantraniliprole y B. thuringiensis var. kurstaki, mientras que
respecto al quinto estadio larval s6lo metoxifenocide afectd la pupacion. El peso de las
pupas provenientes de estos ensayos fue significativamente menor todos los insecticidas

ensayados respecto del control, excepto para el metoxifenocide.

5. b.4.3. Efectos a largo plazo de los insecticidas sobre la emergencia adulta

La figura 5.7 muestra que metoxifenocide, B. thuringiensis var. kurstaki y
novaluron afectaron significativamente la emergencia adulta a partir de larvas de 4°
estadio de L. botrana tratadas respecto al control, con reducciones del 96% para

metoxifenocide, 69% para B. thuringiensis y del 31% para novaluron.
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Figura 5. 7. Emergencia adulta a partir de larvas de cuarto estadio de Lobesia botrana
tratadas via contacto (aplicacion topica con microaplicador Hamilton®). Los datos se
expresan como valores medios + ES (p < 0,05). Las diferentes letras indican diferencias
significativas con respecto al control

5. b.4.4. Efectos a largo plazo de los insecticidas sobre la longevidad adulta.

La figura 5.8 muestra que novaluron y clorantraniliprole redujeron la
longevidad de los adultos obtenidos a partir de larvas de 4° estadio de L. botrana, en un
rango de 3 y 5, dias respectivamente. No se pudo analizar el efecto que produce el

metoxifenocide sobre la longevidad, ya que en este caso la emergencia adulta fue nula.
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Figura 5. 8. Longevidad de adultos obtenidos a partir de larvas de cuarto estadio de
Lobesia botrana expuestas via contacto (aplicacion tdpica con microaplicador
Hamilton®). Los datos se expresan como valores medios £ ES (p < 0,05). Las
diferentes letras indican diferencias significativas con respecto al control.

5. b.4.5. Efectos a largo plazo de los insecticidas sobre la fecundidad

Soélo las hembras del testigo fueron capaces de oviponer. La fecundidad de las
hembras obtenidas fue nula para todos los insecticidas ensayados.

La Figura 5.9, muestra larva de cuarto estadio y pupa de L. botrana con
desarrollo normal, para referencia.

1

Figura 5. 9. Lobesia botrana desarrollo normal. A. Larva de cuarto estadio. B. Pupa.

Se muestran alteraciones (efectos teratologicos) que se observaron en larvas
tratadas con microaplicador Hamilton® (Figura 5.10, 11, 12, 13).
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C D

Figura 5. 10. Efectos del metoxifenocide sobre el cuarto estadio larval de Lobesia
botrana. Ensayo de aplicacion topica con microaplicador (Hamilton®). A. B Larva con
cuticula vieja ajustando el cuerpo. C. Contraccion de segmentos abdominales y
toracicos. D. Larva expulsion de intestino.

Figura 5. 11. Efectos del Bacillus thuringiensis var. kurstaki sobre el cuarto estadio
larval de Lobesia botrana. Ensayo de aplicacion topica con microaplicador
(Hamilton®). A. larva con segmentos abdominales y tordcicos contraidos. Se observa
ulceracion en la cuticula con pérdida de hemolinfa. B. cambio en el aspecto y coloracion
de las larvas. C. pupa con exoesqueleto débil, poco endurecido y esbozos alares
incompletos. D. Larva flacida, el contenido del cuerpo se vuelve marrén - negruzco
segln se va descomponiendo.
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Figura 5. 12. Efectos del novaluron sobre el cuarto estadio larval de Lobesia botrana.
Ensayo de aplicacion topica con microaplicador (Hamilton®). A. Larva con cuticula
ennegrecida por sectores por deposicion anormal de quitina. B. Pupa con cuticula
malformada, se observa quitinizacion anormal, la unidon de los segmentos abdominales
es incompleta. C. Larva de cuarto estadio donde se observa expulsion del intestino.

A 4

Figura 5. 13. Efectos del clorantraniliprole sobre el cuarto estadio larval de Lobesia
botrana. Ensayo aplicacion topica con microaplicador (Hamilton®). A. C. Contraccion
de segmentos abdominales y tordcicos. Se observa expulsion del intestino. B. Cuticula
ennegrecida. D. Doble capsula cefalica, exuvia sin desprender al final del cuerpo.
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5.4. Discusion

La polilla europea del racimo, es una plaga de importancia cuarentenaria para la
Republica Argentina, su ingreso pone en riesgo la competitividad del sector viticola y
genera una importante crisis en la economia regional, por lo cual el SENASA

implementa el control oficial (SENASA 2010 a).

La actividad de los insecticidas analizados en el presente estudio probados via
ingestion sobre la polilla de la vid, resultaron ser compuestos toxicos para las dos
edades larvales ensayadas, mientras que la toxicidad de los mismos productos aplicados
via topica fue menor, lo que demuestra que la via de contaminacion principal es por
ingestion. En estos estudios también se observaron los efectos subletales de los
insecticidas sobre larvas tratadas. Se definen los efectos subletales como aquellos que
alteran la fisiologia, bioquimica y aspectos comportamentales de los individuos que
logran sobrevivir a la exposicion de un insecticida, ya sea a la concentracion maxima de

campo o inferiores a ésta (Desneux et al., 2007).

Es necesario tener en cuenta que en los ensayos de exposicidon topica, solo se
realizd una unica aplicacion al comenzar el experimento (exposicion aguda), mientras
que en los de ingestion, el material vegetal suministrado se renovd periddicamente
(exposicion cronica); por lo tanto la cantidad ingerida de ingrediente activo en este
ultimo caso, fue mayor. La diferencia en los resultados probablemente esté relacionada
tanto a la via de aplicacién, como a una mayor ingesta por parte de las larvas cuarto

estadio con respecto a las de segundo.

Los individuos sobrevivientes al tratamiento con metoxifenocide, manifestaron
los tipicos sintomas de los agonistas de la ecdisona: doble capsula cefélica y reduccion
de peso de las larvas tratadas. Este acelerador de la muda, actua desequilibrando la
concentracion de las hormonas naturales durante los procesos de crecimiento y
desarrollo de los insectos; impactando sobre la ganancia de peso promedio de las larvas.
Estos resultados se registraron en Spodoptera littoralis (Boisd.) (Gobbi et al., 1998;
Smagghe & Degheele, 1999; Pineda et al., 2000; 2006), y Diatraea. Grandiosella
(Dyar) (Trisyono & Chippendale, 1998) y Rachiplusia nu (Guenée) (Rimoldi et al.,
2015). Ademas de malformaciones y nula capacidad reproductiva, impactando
negativamente sobre la dindmica poblacional del insecto (Pineda ef al., 2004). Ensayos

realizados con Chrysodeixis chalcites (Esper) reportaron que los compuestos agonistas
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de la ecdisona provocaban alteraciones en las paredes del intestino de las larvas tratadas,

lo que explica su efecto antialimentario y el bajo peso larval (Smagghe et al., 1997).

Por su parte el clorantraniliprole, actia sobre los receptores rianodinicos
ubicados en la membrana de la fibra muscular y nerviosa de los insectos, afectando la
contraccion muscular. En los individuos tratados se observo el cese de alimentacion y
paralisis muscular (Cordova et al., 2006; Lahm et al., 2007), lo que condujo a la pérdida
de peso pupal, disminucion del porcentaje de pupacion y emergencia adulta (Smagghe
et al., 1997). Afecto el tiempo de desarrollo de los individuos tratados en coincidencia
con las investigaciones realizadas sobre Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Xu et al., 2016),
redujo la longevidad, fecundidad de los adultos como se observd sobre larvas de
Spodoptera exigua (Hiibner) (Marco & Vifuela, 1994; Lai & Su, 2011a), Helicoverpa
armigera (Hlibner) (Zhang et al., 2013; Lai & Su, 2011b) y Plutella xylostella (L.) (Guo
etal., 2013).

La bibliografia sefiala los efectos que produce el novaluron sobre el
acortamiento del tiempo de desarrollo larval y la reduccidon del peso pupal, en ensayos
realizados con Pectinophora gossypiella (Saunders) (Ghoneim et al., 2017) y Palpita
unionalis (Hiibner) (Hamadah et al., 2017). Estos autores afirman que la muerte de los
insectos, provocada por los inhibidores de la quitina que puede atribuirse a la inanicion,
a la incapacidad de desprenderse de la exocuticula durante la ecdisis, a las hemorragias
y posterior desecacion. Este ultimo fendmeno se debe a la deposicion anormal de la
quitina, que conduce a la aparicion de la cuticula malformada (Hamadah et al., 2017).
La cuticula es la capa que recubre al insecto en su parte externa y es secretada por la
epidermis. Sus funciones son variadas, siendo la principal de proteccion, interviniendo
en la fisiologia del crecimiento y desarrollo del insecto. En ella se pueden distinguir dos
capas principales: la interna procuticula de 200 um, formada por una matriz proteica, en
donde se depositan las fibras de quitina. Por un lado, le confieren rigidez, resistencia a
las fuerzas de tension, flexion y compresion y por el otro, flexibilidad y elasticidad al
tegumento del insecto, a fin de facilitar los movimientos del mismo. La otra capa es la
epicuticula, muy fina de 1 - 4 um de espesor, no contiene quitina, sino que estd
compuesta por ceras y lipoproteinas. Es impermeable, su funcion es evitar la
deshidratacion del insecto. La deposicion irregular de quitina, como resultado del efecto
de los insecticidas inhibidores de la quitina, se traduce en una menor flexibilidad y

firmeza del exoesqueleto, con lo cual el individuo es susceptible a la desecacion, por lo
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que las posibilidades de sobrevida del insecto tratado son reducidas (Oberlander &

Silhacek, 1998).

El B. thuringiensis var. kurstaki, acorto el periodo de desarrollo larval, produjo
un efecto antialimentario, generando pupas de bajo peso y escasa viabilidad, como lo
sefialaron Maclntosh et al. 1990 y Gils et al. en 1992. Este efecto era esperable teniendo
en cuenta el modo de accion de las toxinas hemo y citoliticas de la bacteria. Una vez
ingeridos estos cristales se solubilizan a nivel intestinal, paralizando las células del
intestino e interfiriendo con el normal proceso de la digestion (Beck et al., 2004). Las
toxinas son activadas por enzimas proteoliticas presentes en el epitelio del intestino
medio que se unen directamente a receptores especificos ubicados en la membrana
celular, insertandose para destruirla (Promdonkoy & Ellar, 2000), lo que provoca la
alteracion celular con formacion de poros que perturba el equilibrio osmoético (Hofte &
Whitely, 1989; Gringorten 2001), causando finalmente la muerte de los insectos. (Bravo
et al, 2007; Palma et al., 2014). En dosis subletales, estas toxinas afectan la muda de
los insectos, causando efectos teratogénicos (Espinasse et al., 2002, 2004). Las hembras
que emergieron de este tratamiento, registraron baja longevidad y fecundidad como
resultado de la incapacidad para alimentarse (Ignoffo & Gregory, 1972; Salama &
Sharaby, 1988). Pedersen et al. 1990 sostienen que el nimero promedio de huevos por
hembra es directamente proporcional a su peso. La reduccion de la fecundidad después
del tratamiento con B. thuringiensis ha sido reportada para Ephestia cautella (Walker)
(Mc Gaughey, 1978) y Anagasta kuehniella (Zeller) (Afify & Matter, 1969) entre otros
lepidopteros.
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6. Evaluacion de las maximas concentraciones recomendadas para aplicacion en
campo (MCRC) de metoxifenocide, clorantraniliprole, novaluron y Bacillus

thuringiensis var. Kurstaki sobre pupas de Lobesia botrana
6.1. Materiales y Métodos

6.1.1. Obtencion de pupas para los bioensayos de toxicidad.
Para realizar los bioensayos se utilizaron pupas de 24 h de edad. Las mismas

provenian de la cria masiva de laboratorio, obtenidas a partir de una cohorte de huevos.

6.1.2. Bioensayo

Se evaluaron las MCRC (Méxima Concentracion Recomendada para su uso en
el Campo) de los siguientes productos comerciales: Intreprid® (metoxifenocide, 24%
i.a., Dow-Agroscience Arg, Bs. As., Argentina); Coragen® (clorantraniliprole, 20% i.a.,
DuPont Arg, Bs. As., Argentina); Rimon Supra® (novaluron, 10 % i.a., Magan Arg, Bs.
As., Argentina); y Dipel L Plus® (Bacillus thuringiensis var. kurstaki, 3,5% i.a.,
Summit Agro Arg, Bs. As., Argentina). La exposicioén a los insecticidas se realizo a
través del tratamiento topico, utilizando un microaplicador manual (Hamilton® Reno,
Nevada USA). Se aplicé 1uL de solucion insecticida sobre el 1° segmento abdominal de

la pupa sin capullo (Figura 6.1). El control se trat6 s6lo con acetona.

Figura 6. 1. Detalle de la metodologia de aplicacion topica de insecticidas sobre pupas
de Lobesia botrana (microaplicador manual Hamilton®). El circulo destaca el 1°
segmento abdominal donde se realizo la aplicacion.

Las soluciones insecticidas fueron preparadas usando acetona (Anhedra® Grado
Reactivo Analitico) como disolvente, para facilitar la rapida evaporacion de la gota y
asegurar la deposicion del insecticida sobre la cuticula del insecto (Busvine, 1971). Las

pupas se pesaron previamente para luego determinar la dosis utilizada. Obteniéndose un
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peso medio por pupa de 10,72 £ 1,08 mg. La unidad experimental consistié en 1 pupa
de 24 h de edad y se realizaron 30 réplicas para cada tratamiento. Una vez que las pupas
se expusieron a los diferentes insecticidas, se colocaron individualmente en tubos de

vidrio con tapa de algodon (Figura 6.2).

Aplica 1pL de solucién
insecticida en el 1°°

) segmento abdominal
microaplicador \® l
5

p——— e —
M._____.__-P
ey
\__;/ l" K. 2 /e S ® )
Insecticida + acetona

Se deja en tubo identificado hasta
la emergencia del adulto

Figura 6. 2. Esquema de la metodologia empleada para la aplicacion tépica de los
insecticidas sobre pupas de Lobesia botrana.

6.2. Evaluacion:

Se observo la emergencia de los adultos como indicador de la mortalidad de las
pupas tratadas como efecto letal de los insecticidas (corto plazo). Para estudiar los
efectos a largo plazo (efectos subletales), se evalu6 el tiempo intermuda pupa - adulto y
con los adultos emergentes se evaluaron la fecundidad y fertilidad de las hembras. En
cada tratamiento, se formaron parejas que se acondicionaron en botellas provistas de un
bebedero con agua con miel al 5% (cdmara de copulacion y oviposicion). Durante seis
dias consecutivos se registr6 el nuimero de huevos colocados por hembra (fecundidad) y
posteriormente la emergencia larval a partir de esos huevos (fertilidad) por hembra y
tratamiento. También se determind la longevidad de los individuos obtenidos.
Transcurrido el tiempo en el que deberia haber ocurrido la emergencia adulta, se
procedid a la diseccion de las pupas de las cuales no se registré emergencia bajo lupa
binocular, con el objeto de constatar el estado de desarrollo de los individuos al

momento de la muerte (pupa, pre-imago, imago).
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6.2.1. Analisis estadistico:
Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos se analizaron con el método

paramétrico de Analisis de la Varianza (ANOVA) de un factor (Tratamiento). Previo al
analisis, se corroboraron las premisas del ANOVA, evaluando la normalidad de los
datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la homocedasticidad de las varianzas con la
prueba de Cochran, Hartley y Levene. Si alguna de las premisas no se cumplia se
realizé la transformacion logaritmica y= log (x+1) y angular: p” = arcoseno  p. Para los
datos expresados en porcentajes o proporciones se utilizé la transformacion angular (y=
arcsen Vx) para posteriormente ser reevaluados. El analisis a posteriori de los datos
sometidos a ANOVA, se llevdo a cabo mediante la prueba de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. En aquellos casos donde no se cumplieron los supuestos
de ANOVA, aun con los datos transformados, se utiliz6 el andlisis no paramétrico
Kruskal-Wallis y las medianas se compararon con el Test de Box and Wisker Plot. Para
el analisis estadistico se utilizo el programa STATGRAPHICS plus version 5.0 con un

nivel de significancia de 95% (p <0,05).

6.3. Resultados

6.3.1. Efectos letales y subletales de insecticidas sobre los adultos obtenidos a partir
de pupas de L. botrana tratadas.
Los resultados son resumidos en la tabla 6.1. Todos los insecticidas ensayados

produjeron una reduccion significativa en la supervivencia pupal respecto del control,
como asi también se observd una disminucion significativa del tiempo desarrollo pupa
adulto. El metoxifenocide redujo la longevidad en los adultos emergentes respecto del
control. Las hembras provenientes del tratamiento con metoxifenocide no dejaron
descendencia, mientras que los tratamientos con B. thuringiensis var. kurstaki y
novaluron redujeron significativamente la fertilidad y fecundidad de las hembras en
relacion al control. En la figura 6.3 se detalla el estado de desarrollo de las pupas
tratadas (desarrollo intra crisdlida), al momento de la muerte. Metoxifenocide,
clorantraniliprole y novaluron provocaron la muerte de las pupas en la etapa
preimaginal, en tanto que B. thuringiensis var. kurstaki permitié el desarrollo de los

individuos hasta la etapa de imago (adulto).
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Tabla 6. 1. Efectos letales y subletales de metoxifenocide, novaluron, clorantraniliprole
y B. thuringiensis var. kurstaki, sobre el estado de pupa de Lobesia botrana.

Concentracion Tiempo Loneevidad
. (mgi.a./L) |Supervivencia| desarrollo & Fecundidad | Fertilidad**
Tratamiento . adulta o
(Dosis pupas pupa-adulto , & (%)
. , (dias)
ug i.a./g pupa) (dias)
control 0 86,66 + 7,45 13,66+ |8,07+0,13| 123,69+ 87,69 +
c 0,44 c a 16,18 b 15,86 b
metoxifenocide | 72 (6334) | 333+745a | 16 j 0,16 | 3,50 i 3301 4,
33,33+ 11,78 1 9,96 £0,54 | 6,18+0,67 | 56,40+ 35,20 +
novaluron 100 (87,97) b b a 1328 a 10.55 a
clorantraniliprole | 40 (35,19) 0,0 a HoAkx Hokx Hokx Hokx
B. thuringiensis 33,33+20,41 | 9,26 +0,60 | 6,70 0,21 60,00 = 38,67 +
var. kurstaki 525 (461.88) b b a 15,37 a 11,93 a
F=51,45 K= 88,32 K=4,13 F=9,45 F= 73,81
1 - gl=4; 20 gl=4;145 | gl=3;45 | gl=2;117 | gl=2;107
AUHIETCHEEREED p=0,0000 | p=0,000 | p=024 | p=0,002 | p<0,000
@ 2 ) O] (e))

Los datos se expresan como valores medios = ES (p < 0,05). Dentro de cada columna,
los datos seguidos con diferente letra denotan diferencia significativa. (1) ANOVA; (2)
Kruskall-Wallis

(*) Oviposiciones obtenidas durante seis dias consecutivos de oviposicion (fecundidad

acumulada).

(**) Porcentaje de huevos eclosionados en relacion a los huevos puestos (fertilidad

acumulada).

***No pudo medirse debido a la alta mortalidad registrada en la etapa a corto plazo.
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Figura 6. 3. Toxicidad de insecticidas sobre pupas de Lobesia botrana. Ensayo
exposicion topica. A. B. thuringiensis var. kurstaki; produjo la muerte de la pupa al
estado de imago B. clorantraniliprole; C. metoxifenocide; D. novaluron produjeron la
muerte de la pupa en la etapa preimaginal.
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6.4. Discusion

La hormona juvenil y los ecdisteroides regulan todos los procesos fisiologicos y
bioquimicos relacionados con el desarrollo y la reproduccion durante toda la vida del
insecto. Los ecdisteroides (mas conocida como 20H-ecdisona) intervienen en la
metamorfosis en conjunto con la hormona juvenil, la cual interrumpe su secrecion
previo a un cambio de estado (muda), estando presente durante las etapas juveniles y en
la fase adulta e interviniendo en los procesos relacionados a la reproduccion.
Particularmente en los lepidopteros, que presentan metamorfosis completa, la
concentracion de la hormona juvenil es constante en cada estadio inmaduro del insecto
(estadios larvales), en el ultimo estadio larval decrece a niveles muy bajos hasta que se
interrumpe su segregacion por parte de la corpora allata, permitiendo el cambio de
estado (metamorfosis), con la consiguiente formacion de la pupa. Durante el estado
pupal la hormona juvenil desaparece completamente al final del desarrollo pupal para
dar lugar a la formacion de los caracteres del adulto. Luego, una vez formado el imago,
la corpora allata sintetiza y libera nuevamente la hormona juvenil cuyo efecto es
gonadotrofico, para intervenir en los procesos fisioldgicos de la reproduccion y
ovogénesis (Ishaaya & Horowitz, 2009). Los insecticidas que imitan o antagonizan la
accion de la hormona juvenil y de los ecdisteroides, promueven disrupciones en la
metamorfosis del insecto. La variacion de los niveles de estas hormonas trae aparejado
la formacion de larvas o pupas anormales que daran origen a adultos malformados, cuyo
desempefio reproductivo podria tener un impacto negativo en la dindmica poblacional

del insecto (Trisyono & Chippendale, 1997; Dhadialla et al., 1998; Ishaaya et al., 2007).

La cuticula pupal es mas que una mera barrera fisica. Estudios demostraron que
hay actividad metabolica sobre la cuticula de la pupa (Sternburg & Kearns, 1952;
Quraishi, 1970). Estos autores establecieron que insecticidas aplicados tdpicamente
sobre pupas de langostas, eran capaces de atravesar la cuticula pupal y ser transportados
a regiones adyacentes manifestandose posteriormente los sintomas tipicos de la
intoxicacion. Chebira et al. en 2006 estudiaron la cinética de la absorcién de
insecticidas reguladores de crecimiento, luego de la aplicacion topica en pupas de
diferentes edades de Tenebrio molitor (L.). Los resultados revelaron una mayor tasa de
absorcion a través de la cuticula de pupas jovenes en relacion a las mayores. La
penetracion del insecticida estaba relacionada con la estructura de la cuticula. Las pupas

viejas presentaron menor absorcion, ya que la endocuticula, ademas de ser mas gruesa,
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contiene mayor cantidad de laminillas de quitina en comparacién a las pupas jovenes.
Los insecticidas fueron absorbidos a través de la cuticula y luego transportados al resto
de los o6rganos. Por otro lado, se pudieron cuantificar trazas de los insecticidas a nivel
del sistema reproductor, tanto de hembras como de machos, lo que explica los efectos

en la reproduccion de los productos evaluados (Taibi ef al., 2003).

Los resultados de este estudio demostraron que clorantraniliprole, novaluron y
metoxifenocide sobre pupas de L. botrana produjeron alteraciones en los individuos en
formacion, impidiendo el normal desarrollo de los imagos. Los adultos que lograron
emerger de las pupas tratadas con B. thuringiensis var. Kurstaki, metoxifenocide y
novaluron, vieron reducida su capacidad reproductiva y longevidad. Los resultados
obtenidos en esta tesis, coinciden con los reportados por otros autores, en donde se
observan adultos deformes en individuos emergentes de pupas tratadas con B.
thuringiensis (Liithy, 1980) o provocando efectos teratoldgicos en la progenie, retraso
en el desarrollo pupal y muerte durante la muda o en el estado de pupa

(Malaikozhundan & Vinodhini 2018).

Estudios realizados con novaluron muestran que este insecticida prolong6 la
duracion de la fase pupal de Pectinophora gossypiella (Saunders) (Ghoneim et al.,
2017) y redujo la emergencia adulta en Palpita unionalis (Hiibner) (Hamadah et al.,
2017). Por su parte el clorantraniliprole no afectd significativamente la supervivencia
pupal de Plutella xylostella (L.) y Helicoverpa armigera (Hiibner), pero si extendi6 la
duracion de esta fase (Guo et al., 2013). En cuanto a los efectos observados en
individuos tratados con metoxifenocide, los resultados coinciden con autores que
investigaron otras especies de lepidopteros plaga. En este sentido metoxifenocide por
via topica en pupas de Heliothis zea (Boddie) y Diatraea grandiosella (Dyar) afecto el
desarrollo de los discos imaginales, precursores de diferentes apéndices como alas,
patas, ojos y antenas en insectos adultos (Riddiford, 1980; Oberlander, 1985; Pineda et
al., 2004), o dando lugar a la emergencia de individuos con malformacion de alas
(Chandler et al., 1992; Trisyono & Chippendale 1998). Por otro lado, también se
observo alteracion de la diapausa en larvas de Sesamia nonagrioides (Lefebvre)
alimentadas con dieta contaminada con el agonista ecdisteroide (RH-2485) (Eizaguirre
et al., 2007), de los parametros reproductivos de machos provenientes de larvas de
Spodoptera litura (F.) tratadas con tebufenocide via ingestion (Seth et al., 2004;

Smagghe et al., 2004) y cambios en la proporcién de sexos en los adultos de Platynota
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Idaeusalis (Walker) provenientes de larvas tratadas via ingestion con tebufenocide

(Biddinger et al., 2006; Zarate et al., 2011).



CAPITULO 7

Evaluacion de efectos toxicologicos de
metoxifenocide, clorantraniliprole,
novaluron y Bacillus thuringiensis var.
kurstaki sobre adultos de Lobesia

botrana.
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7. Evaluacion de efectos toxicologicos de metoxifenocide, clorantraniliprole,
novaluron y Bacillus thuringiensis var. kurstaki sobre sobre adultos de Lobesia
botrana.

7.1. Materiales y Métodos

7.1.1. Obtencion de adultos para los bioensayos de toxicidad.
Los individuos utilizados para el estudio se obtuvieron de la cria masiva que se

desarrolla en el laboratorio, a partir de una cohorte de huevos coetaneos. Se utilizaron

adultos de 24 h de edad.

7.1.2 Bioensayo

Se evaluaron las MCRC (Méxima Concentracion Recomendada para su uso en
el Campo) de los siguientes productos comerciales: Intreprid® (metoxifenocide, 24%
1.a., Dow-Agroscience Arg, Bs. As., Argentina); Coragen® (clorantraniliprole, 20% 1.
a., DuPont Arg, Bs. As., Argentina); Rimon Supra® (novaluron, 10% i. a., Magan Arg,
Bs. As., Argentina); y Dipel L Plus® (Bacillus thuringiensis var. kurstaki, 3,5% 1. a.,
Summit Agro Arg, Bs. As., Argentina). Las soluciones de insecticidas fueron

preparadas usando agua destilada como disolvente.

La exposicion a los insecticidas se realizo mediante un ensayo de toxicidad oral
cronica. Las soluciones insecticidas se prepararon el mismo dia y fueron suministradas
ad libitum, a través del agua de beber durante 72 h consecutivas, teniendo en cuenta la
degradacion normal del insecticida. Transcurrido ese lapso, se suministré sélo agua
destilada con miel al 5%. Al control se le proporciond desde el principio s6lo agua
destilada con miel al 5%. Se consideré como unidad experimental 1 pareja de polillas y
se realizaron 30 réplicas por insecticida y control. Cada pareja se colocd en una camara
de copulacion (botella PVC) la cual sirvié de sustrato de copula y oviposicion, la cual
estaba provista de un bebedero con las soluciones de insecticidas correspondientes

(Figura 7.1).
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Figura 7. 1. Esquema de la metodologia de suministro de los insecticidas mediante el
ensayo de toxicidad oral cronica a través de agua de beber sobre adultos de Lobesia
botrana.

7.2. Evaluacion:

Los individuos se observaron diariamente y durante 10 dias para determinar la
supervivencia de los adultos expuestos a los insecticidas evaluados, discriminando los
potenciales efectos de acuerdo al sexo, (efecto a corto plazo). Como efecto a largo plazo
se estudiaron la longevidad adulta por sexo y los parametros reproductivos (fecundidad
y fertilidad) de las hembras. Durante 6 dias consecutivos se registrd el numero de
posturas/dia’/hembra para cada tratamiento. Se observd bajo lupa esterecoscopica la
eclosion de huevos, para determinar la fertilidad de las posturas.

Por otro lado, se estudiaron los efectos transgeneracionales de los insecticidas
evaluados, para lo cual se evaluaron los efectos toxicoldgicos sobre la 2° generacion,
tomando al azar de cada tratamiento, al menos 5 larvas emergentes. Como puntos
finales de evaluacion se registraron: periodo intermuda, peso promedio de pupas por
sexo, supervivencia de pupas, longevidad de adultos F2 (discriminada por sexo) y

fecundidad y fertilidad de las hembras obtenidas

7.2.1. Analisis estadistico:

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos se analizaron con el método
paramétrico de Andlisis de la Varianza (ANOVA) de un factor (Tratamiento),
analizando cada variable para cada sexo por separado. Para corroborar las premisas del
ANOVA se evalud la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la
homocedasticidad de las varianzas con la prueba de Cochran, Hartley y Levene. Si

alguna de las premisas no se cumplia se realizé la transformacion logaritmica y= log
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(x+1) y angular: p° = arcoseno Y p. Para los datos expresados en porcentajes o
proporciones se utilizo la transformacién angular (y= arcsen \x) para posteriormente ser
reevaluados. El analisis a posteriori de los datos sometidos a ANOVA, se llevo a cabo
mediante la prueba de la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. En aquellos
casos donde no se cumplieron los supuestos de ANOVA, luego de su transformacion, se
utilizo el andlisis no paramétrico Kruskal-Wallis. Para el analisis estadistico se utilizo el
programa STATGRAPHICS plus version 5.0 con un nivel de significancia de 95% (p
<0,05).

7.3. Resultados

a) Efectos de los insecticidas sobre la supervivencia de adultos expuestos a
insecticidas.
En la figura 7.2 se presentan los resultados de la supervivencia de adultos a las

48 h post-tratamiento. El clorantraniliprole redujo la supervivencia de hembras en un
50%, mientras que para los machos la reduccion fue del 70%. Tanto B. thuringiensis
var. kurstaki, novaluron como metoxifenocide no afectaron significativamente la

supervivencia de los adultos con respecto al control.

120

100
80
a
60 H hembra
® macho
a

40
20
0

control B. thuringiensis novaluron clorantraniliprole metoxifenocide

% supervivencia

Tratamiento

Figura 7. 2. Supervivencia 48 h post-tratamiento de adultos de Lobesia botrana
expuestos a insecticidas. Ensayo via ingestion (agua de beber). Los datos corresponden
al porcentaje promedio (£Error estandar)

En los individuos sobrevivientes fue posible evaluar los efectos a largo plazo o
subletales sobre los parametros reproductivos (fertilidad y fecundidad) y la longevidad
de los adultos (Tabla 7.1).
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Tabla 7. 1. Toxicidad de B. thuringiensis var. kurstaki, novaluron, clorantraniliprole y
metoxifenocide sobre aspectos biologicos de Lobesia botrana. Ensayo via ingestion en
adultos.

Longevidad (dias)
Tratamiento Concentracion | Fecundidad | Fertilidad hembra macho
(mgia. L") * ** (%)
130,83 + 97,29 +
control 0 8.16 d 231 ¢ 9,5+0,29¢c | 8,43+0,3¢
B. thuringiensis 30,73 + 54,21 +
var. kurstaki 525 13.06b | 704b |/#6£0.32b]576£0360
53,94 + 31,11 8.23+0,42
novaluron 100 15.45 114,622 be 7,63 +£0,31c
clorantraniliprole 40 3,2£2,49 32,34 52+047a | 3,83+0,38a
a 26,15 a
. . 19,56 + 61,59 +
metoxifenocide 72 8.45 b 9,18 b 8,7+0,28 ¢c | 7,53+0,28 ¢
K=92,39 | K=124,50 | K=48,11 F=30,44
e o gl=4; 894 | gl=4;251 gl=4; 145 gl=4;145
Andlisis estadistico p=0,0000 | p=0,0000 | p=8.91E-" | p=0,0000
Q@) 2 2 (1

Los datos se expresan como valores medios = ES (p < 0,05). Dentro de cada columna,
los datos seguidos con diferente letra denotan diferencia significativa. (1) ANOVA; (2)
Kruskall-Wallis. (*) Puesta acumulada durante seis dias consecutivos de oviposicion
(fecundidad acumulada). (**) Porcentaje de huevos eclosionados (fertilidad acumulada).

La fecundidad y la fertilidad fueron afectadas por todos los insecticidas
ensayados, observandose una reduccion en el nimero de huevos depositados en relacion
al control del 76,51% para B. thuringiensis var. kurstaki, 58,77% para novaluron,
97,55% para clorantraniliprole y 85,04% metoxifenocide. En relacion a la fertilidad, se
observo una reduccion en la eclosion de huevos con respecto al control del 44,27% por
B. thuringiensis var. kurstaki, 68,02% por novaluron, 66,75% por clorantraniliprole y
36,69 para metoxifenocide. La longevidad adulta se vio reducida por B. thuringiensis
var. kurstaki aproximadamente en 2,35 dias y por clorantraniliprole en 4,45 dias para

ambos sexos, comparado con los organismos del control.

b) Efectos a largo plazo de insecticidas sobre la descendencia (F2)
Se determind el efecto de los insecticidas sobre el tiempo intermuda de la
descendencia, observandose que todos los insecticidas alargaron significativamente la

etapa larvaria y pupal respecto del control, a excepcion del clorantraniliprole.
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El tiempo intermuda de la fase juvenil se vio prolongada en un 61,8% por B.
thuringiensis, 44,7% por novaluron y 66,7 % por metoxifenocide con respecto del

control.

Los insecticidas evaluados no afectaron la supervivencia ni el peso de las pupas.
Sin embargo, la fecundidad, fertilidad y longevidad de adultos emergidos resultaron
significativamente menores que lo observado en los individuos control. En este sentido,
la fecundidad de las hembras fue reducida en un 72,35% por B. thuringiensis, 83% por
novaluron y 91% por metoxifenocide, en relacion al control. Hembras provenientes de
adultos tratados con clorantraniliprole, fueron incapaces de dejar descendencia. La
fertilidad de las posturas fue reducida en un 65% por B. thuringiensis, 70% por
novaluron y 88% por metoxifenocide, respecto al control. La longevidad adulta fue
reducida en un 19,77% (1,75 dias) para B. thuringiensis, 37,85% (3,35 dias) para
novaluron 49,15% (4,35 dias) para clorantraniliprole y 35% para metoxifenocide (3,1

dias), en relacion al control (Tabla 7.2).
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Tabla 7. 2. Efectos toxicologicos transgeneracionales de B. thuringiensis var. kurstaki , novaluron, clorantraniliprole y metoxifenocide

sobre parametros biologicos de Lobesia botrana (F2) provenientes de adultos expuestos a insecticidas

. Periodo Intermuda F2 Pupas Ly i : -
. Concentracion Adulta Fecundidad | Fertilidad
freamiento - mg ia. L) L1-L2| L2-L3 | L3-14 | L4-L5 [L5-P PN || B ghiiens | | 18650 PESO | embra | mach * o)
: : ) : T HUPAS | dulto (%) hembras | machos | < oo | MACHO
Control 0 6,43 + 6,86 + 7,00 £ 7,26 £ 10,43 + i%’ 16% 90,00 + 11,48 = 9,03 + 9,10+ | 8,60+ | 125,90+ 95,34 +
0,53 a 0,57 a 0,58 a 0,63 a 0,87 a b’ 447 a 0,29 a 0,22 a 0,27¢]10,22b 12,06 b 493 Db
B. thurineiensi 575 8,13+ 8,31 £ 9,26 + 13,31+ 18,27 + :i70’25§ 76,66 + 11,82 + 8,04 + 790+ 630+ 34,80+ 37,70 =
- HAUTImgLensts 0,14b | 0,17b 0,28 b 035 ¢ 0,34 ¢ ; 333a 048a | 0,72a [052b]0,73a| 1509a | 2325a
ovaluron 100 11,00 | 10,03+ | 890+ | 940+ | 1563 i%’zsg 7200+ | 1151+ | 790+ |530+|570+| 2140+ | 43,83+
valu 024c | 022bc | 023b | 034b | 037b . 10,19a | 043a | 033a |047a|044a| 948a | 1324a
clorantraniliorole 40 820+ | 840+ | 662+ | 745+ | 12,66+ BSS% 6333+ | 1013+ | 810+ |60+ [300%]|
p 0,25b 0,74 b 0,82 a 1,65a 2,69 ab 2; 20,27 a 1,47 a 0,10 a 0,0ab| 0,0a i
metoxifenocide 7 7,90 + 12,40 + 12,40 = 12,40 + 17,96 + 113952 68,58 + 11,32 + 8,58 + 570+ 1580+ 11,10+ 14,49 +
0,16 b 0,27 ¢ 0,27 ¢ 0,22 ¢ 0,53 ¢ C’ 12,98 a 0,48 a 0,35a 0,39a | 044a 6,35a 385a
K= K= F=0.58 K= F=
81,12 K=66,22 | K=72,45 | K=70,52 | K=42,47 | 32,05 K=3,16 = ’4 K=5,34 | 48,11 | 30,44 | K= 66,44 | K=37,87
gl=4;14 | gl=4;144 | gl=4;139 | gl=4;125 | gl=4;120 | gl= gl=4; 25 & 66 » | gl=448 | gl=4; | gl=4; | gl=4;241 | gl=3;73
Analisis estadistico 4 4;113 145 145
p= _ . _ _ p= _ _ p= _ _ _
P=0,000 | p=0,000 | p=0,000 | p=0,000 ~ p=067 | p=025 P=000 | p=0,000 | p=0,000
0,000 0,00 =0,53 (2 0,000
2) (2) (2) (2 (2) 2) P @) 1 (2) ) 0(1) (2) (2)

Los datos se expresan como valores promedio + ES (p < 0,05) los datos seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes.
(1) ANOVA; (2) Kruskall-Wallis L1: larva de 1° estadio, L2: larva de 2° estadio, L3: larva de 3° estadio, L4: larva de 4° estadio, L5: larva
de 5° estadio (*) puesta acumulada durante seis dias consecutivos de oviposicion (fecundidad acumulada). (**) porcentaje de huevos
eclosionados (fertilidad acumulada).
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7.4. Discusion

La susceptibilidad de los insectos plaga a los insecticidas varia de acuerdo al
estado de desarrollo de los individuos evaluados, entre otros factores. Por lo general, la
cuticula de los estados inmaduros es mas permeable debido a la baja quitinizacion
(Ebeling, 1974; Soltani et al., 1983). Comparando los niveles de absorcién de
diflubenzuron a través de la cuticula de pupas de diferentes edades, se demostré que
pupas de 24 h de edad, presentaron un nivel de absorcion superior del insecticida,
respecto de pupas de 2 dias de edad (Chebira et al., 2006). Luego, comparando adultos
del coledptero Tenebrio molitor (L.) y del lepidoptero Spodoptera littoralis (Boisd.)
después de 24 h de exposicion a diflubenzuron, se observo que los niveles de absorcion
alcanzaron aproximadamente 33% y 15% respectivamente, por lo que las diferencias en
la tasa de absorcidon podrian deberse no solo a la edad, sino también a la especie

considerada (El-Saidy et al., 1989; Chebira et al., 2006).

Los insecticidas, en general, ejercen efectos directos sobre la fisiologia y el
desempefio de los insectos expuestos. Estos pueden persistir en las generaciones
siguientes, tanto en plagas, como organismos benéficos (Guo et al., 2013; Costa ef al.,
2014). La exposicion de adultos de Sogatella furcifera (Horvath) a buprofezin, impacto
en el desarrollo y redujo la longevidad y la fecundidad de la progenie (Ali et al., 2017).
Ensayos realizados con tebufenozide sobre larvas de Spodoptera exigua (Hiibner),
registraron reduccion de la fertilidad en las generaciones posteriores (Smagghe ef al.,
1998). Los efectos transgeneracionales son de gran relevancia, ya que demuestran que el
impacto de los insecticidas puede repercutir en generaciones posteriores a la expuesta y
sumar a la efectividad en el control de la plaga en cuestion. Las consecuencias del uso
de insecticidas en los pardmetros demograficos, requieren de una investigacion mucho

mas profunda.

Con respecto a los resultados del presente capitulo, se ha podido observar que
todos los insecticidas suministrados oralmente a adultos de L. botrana afectaron la
fecundidad y la fertilidad de la misma. Sin embargo, solo los tratamientos con Bacillus
thuringiensis var. kurstaki y clorantraniliprole redujeron ademas la longevidad de los
individuos tratados. También se observo el efecto transgeneracional de los insecticidas
ensayados sobre la progenie, registrdndose un alargamiento de la etapa larvaria y pupal,
como asi también una reduccion de la longevidad, la fecundidad y la fertilidad de la

descendencia todos los insecticidas ensayados.
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Las condiciones ambientales donde se desarrollan los individuos parentales
pueden ser transferidas y ejercer cambios en el desarrollo, fisiologia, comportamiento y
comunicacion de los descendientes. Los efectos retardados de los insecticidas pueden
impactar en la dindmica poblacional de las especies (Beckerman et al., 2002). Los
efectos transgeneracionales son de gran relevancia, ya que demuestran que la exposicion
a un insecticidas puede ser duradera, incluso cuando los mismos ya no estan presentes
en las generaciones subsiguientes. Estudiar la influencia de insecticidas a largo plazo en
la dindmica poblacional de un insecto requiere investigaciones mas profundas para el

uso adecuado de insecticidas (Miiller ef al., 2017).

Estos estudios estan poco abordados en los ensayos de efectividad de
insecticidas sobre organismos plaga, ya que, si bien pueden quedar individuos
sobrevivientes, esta tesis muestra que el efecto de los insecticidas aqui ensayados, sigue

afectando la superviviencia, longevidad e incluso aspectos reproductivos de la progenie.

En la fase adulta el nivel de hormonas juveniles asciende para inducir el proceso
de previtelogénesis, vitelogénesis, desencadenar la actividad de las glandulas accesorias,
producir feromonas sexuales y provocar la ovogénesis (Ishaaya & Horowitz, 2009). El
incremento exogeno del nivel de un andlogo de la hormona juvenil en el estado adulto
impacta negativamente en la reproduccion. Retnakaran et al. (1985) demostraron que
habia una transferencia del insecticida a los huevos y su posterior impacto sobre el

desarrollo embrionario.

Numerosos autores sefialaron el efecto del metoxifenocide sobre la fecundidad y
fertillidad de lepiddpteros. Smagghe y Degheele (1994) sugirieron que los insecticidas
aceleradores de la muda producen un efecto quimioesterilizante en las hembras, lo que
interfiere en la ovogénesis y por ende en la fecundidad. No obstante, Carpenter y
Chandler (1994) observaron menor fecundidad y fertilidad de hembras de Helicoverpa
zea (Boddie) no tratadas, apareadas con machos expuestos a metoxifenocide,
concluyendo que no fueron capaces de transferir el esperma durante la copula.
Resultados similares se registraron para Cydia pomonella (L.) (Sun & Barrett, 1999;
Hoelscher & Barrett, 2003), Argyrotaenia velutinana (Walker) y Choristoneura
rosaceana (Harris) (Sun et al., 2000; Hoelscher & Barrett, 2003). Smagghe y Degheele
(1992a, b; 1994a, b) observaron que adultos de Spodoptera littoralis (Boisd.) no so6lo

reducian la fecundidad, sino que también se registr6 una disminuciéon en la
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supervivencia y longevidad de la descendencia. Adultos S. exigua expuestos a
metoxifenocide no redujeron la fecundidad, pero afect6 significativamente fertilidad en
comparacion al control (Rodriguez et al., 2010). Pineda et al. (2009) manifestaron que
adultos de S. littoralis tratados por ingestion, mostraron reduccion de la longevidad,
fecundidad y fertilidad. Ademads, también estos autores registraron efectos
transgeneracionales en el porcentaje de pupacion de la progenie pero sin ejercer ningin

efecto en la emergencia adulta.

El impacto del novaluron sobre la reduccion de la fecundidad y fertilidad
obtenida en el presente capitulo coincide con lo reportado por diversos autores. Chang y
Borkovec (1990) ensayaron diflubenzuron, inhibidor de la sintesis de quitina, sobre
machos de mosca doméstica Musca domestica (L.) los cuales fertilizaron hembras sin
tratar. Se demostr6 la transferencia del insecticida a través de los espermatozoides,
afectando el desarrollo embrionico de los huevos depositados. Resultados similares
fueron descritos por Pospischil et al. (1980) quienes observaron que el novaluron,
administrado oralmente a adultos de la mosca doméstica indujo la produccion de huevos
infértiles e influyd en el desarrollo de las larvas que lograron eclosionar. Estudios
realizados sobre adultos de Tribolium castaneum (Herbst) confirmaron el transporte
transovarico del novaluron, su impacto sobre la eclosion de huevos y posterior
influencia en el desarrollo larval (Elek, 1998; Ishaaya et al., 2002; Kostyukovsky &
Trostanetsky, 2006). El transporte transovarico del novaluron a través de las hembras de
Pectinophora gossypiella (Saunders) dio como resultado la inhibicion de la eclosion de
huevos y retraso en el desarrollo de larvas (Hamadah & Ghoneim, 2017). Soltani &
Soltani Mazouni (1992) comprobaron que la reduccion de la fertilidad y de la viabilidad
de los huevos de adultos de C. pomonella tratados con diflubenzuron, se debio a la
interferencia en la vitelogénesis y en la maduracion de oocitos de las hembras. Efectos
similares observaron Gokge ef al. 2009 en adultos C. pomonella tratados con novaluron.
El movimiento transovarico de estos compuestos en el adulto expuesto hacia los huevos
y larvas es un mecanismo que han verificado numerosos investigadores (Cutler et al.,
2005, Kostyukosky & Trostanetsky 2006, Wise et al., 2007; Alyokhin et al., 2008) y

que puede ser valorado positivamente para el control de un organismo plaga.

Varios trabajos han observado también efectos transgeneracionales como los
descriptos en el presente estudio. En este sentido, ensayos realizados sobre adultos de

Plutella xylostella (L.) con clorantraniliprole demostraron efectos transgeneracionales:
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como alargamiento del estado larvario y pupal, elevada mortalidad de larvas y
reduccion de la fecundidad y fertilidad de los huevos. Todos estos factores impactaron
sobre el crecimiento poblacional (Guo et al., 2013). Efectos similares fueron registrados
por Wang et al. (2017) en adultos de Bemisia tabaci (Gennadius) tratados con
ciantraniliprole. Se registré alargamiento de la duracién de la etapa ninfal y pupal,
disminucién de la supervivencia del periodo ninfal, pseudopupa y adulto. Asimismo,
redujo la duracion del periodo de oviposicion y la fecundidad de las hembras tratadas,
impactando en el incremento poblacional. Ensayos realizados sobre larvas de
Helicoverpa armigera (Hiibner) demostraron una incidencia negativa sobre la capacidad
reproductiva de los adultos y su descendencia (Zhang et al., 2013). Por otro lado,
adultos de Helicoverpa assulta (Guenée) manifestaron una disminucion en la
fecundidad y reduccion del peso pupal de la progenie. Estos resultados sugieren que esta
diamida antranilica podria incidir en el crecimiento de la poblacion al afectar la
supervivencia y la reproduccion de los insectos expuestos (Dong et al, 2017). Estos

resultados coinciden con los obtenidos en la presente tesis con este mismo insecticida.

Reportes bibliograficos sefialan la influencia del B. thuringiensis sobre adultos
de lepidopteros (Ali & Watson, 1982) y dipteros (Indrasith ef al., 1992; Martinez et al.,
1997). B. thuringiensis var. kurstaki ensayado sobre adultos de Heliothis virescens (F.)
y S. exigua, mostraron una importante reduccion de la longevidad de adultos e incluso
una alta tasa de mortalidad de los mismos (Grove et al., 2001; Zhang et al., 2013).

Estudios realizados por Ali et al. (1982), confirmaron que este insecticida
bioldgico no solo redujo notoriamente la longevidad de adultos de H. virescens, sino
que también afectd el comportamiento reproductivo y la fecundidad, observando
anormalidades (efectos teratologicos) en los adultos sobrevivientes. Del mismo modo,
Sedaratian et al. (2013) reportaron que el Bt sobre H. armigera, provocod un
alargamiento significativo de la fase juvenil de la progenie y una reducciéon de la
fecundidad y fertilidad en los adultos obtenidos. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en el presente estudio.

Tanto los efectos letales, como los subletales de los insecticidas evaluados sobre
adultos de L. botrana, son relevantes a la hora de considerar el crecimiento poblacional
y la dispersion de la plaga en un cultivo, ya que la alteracion de los pardmetros
reproductivos impacta directamente, condicionando el crecimiento poblacional de la

especie. Estos estudios son de relevancia en relacion al manejo y control de la plaga, ya
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que si bien el adulto no ocasiona el dafio econdmico en el cultivo (por no ser fitofago),
el control dirigido a este estado de desarrollo disminuye su tasa de incremento y la

dispersion de la plaga.



CAPITULO 8

Conclusiones
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Considerando los resultados obtenidos en los bioensayos con metoxifenocide,
clorantraniliprole, novaluron y Bacillus thuringiensis var. kurstaki sobre los diferentes
estados de desarrollo de Lobesia botrana y a través de diferentes vias de exposicion, es
posible concluir:

v" El metoxifenocide, mimético de la hormona de la muda, MAC no resulté ovicida
ni embrionicida, pero afecté a los individuos emergentes. Se observd un efecto
antialimentario muy marcado, que impactd sobre el peso de las larvas eclosionadas y
pupas formadas. Incidié negativamente sobre la fecundidad y la fertilidad de los adultos
obtenidos. Aplicado tdpicamente sobre larvas produjo un efecto antialimentario,
impactando sobre el peso de pupas y disminuyendo la capacidad reproductiva de las
hembras. En la exposicion a pupas, detuvo el desarrollo en la etapa preimaginal, redujo
la supervivencia y el tiempo de desarrollo intermuda pupa — adulto, disminuyé la
longevidad y fertilidad de los adultos emergidos. Suministrado oralmente a adultos
impact6 sobre la fecundidad y la fertilidad de los individuos tratados. En la
descendencia (efectos transgeneracionales) alargé el tiempo intermuda larvaria y pupal,

y redujo la fecundidad, fertilidad y longevidad de individuos emergidos.

v" El clorantraniliprole, no mostr6 efecto ovicida ni embrionicida. En las larvas que
eclosionaron, se verificé un efecto antialimentario que impacté en el peso pupal, la
longevidad y la fecundidad de los adultos emergentes. Ensayado topicamente en larvas,
produjo cese alimentario, que resultd en una pérdida del peso pupal, disminucion en el
porcentaje de pupacion, emergencia adulta, reduccion de la longevidad y fecundidad de
los adultos obtenidos. Sobre pupas, detuvo el desarrollo en el estado de preimago.
Ensayado en adultos redujo la supervivencia, longevidad, fecundidad y fertilidad. En la
progenie (efectos transgeneracionales) redujo el tiempo intermuda de la etapa larvaria y
pupal. No afect6 la supervivencia ni el peso de las pupas. Disminuy¢d la fecundidad,

fertilidad y longevidad de adultos emergidos.

v" El novaluron, inhibidor de la sintesis de quitina, no resultd6 ovicida ni
embrionicida, produjo una reducciéon del peso de las pupas formadas, redujo la
longevidad y fecundidad de los insectos emergentes. Ensayado topicamente sobre
larvas, afectd la capacidad de las mismas para desprender la exocuticula, produjo
perdida de hemolinfa y reduccion del tiempo de desarrollo larval y del peso pupal.
Sobre pupas, disminuy6 la supervivencia, redujo el tiempo de desarrollo intermuda pupa

— adulto, la longevidad y la fertilidad de los adultos obtenidos. Suministrado a adultos
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no afect6 la supervivencia ni la longevidad pero si redujo la fecundidad y la fertilidad.
En la descendencia (efectos transgeneracionales) prolong6 el tiempo intermuda larvaria
y pupal, redujo la fecundidad, fertilidad y longevidad de adultos emergidos

v El insecticida bioldgico (bioplaguicida), Bacillus thuringiensis var. Kurstaki,
tuvo un efecto ovicida/embrionicida muy marcado. Su eficacia, fue corroborada con la
estimacion de la CLso, la cual se encuentra 1200 veces por debajo de la MCRC.
Aplicado topicamente sobre larvas ocasiond efecto antialimentario, acortamiento el
periodo de desarrollo larval, generando pupas de bajo peso y escasa viabilidad.
Ensayado sobre pupas, permitié que el desarrollo pupal llegara al estado de imago pero
acort6 el tiempo desarrollo pupa adulto y redujo la longevidad, fecundidad y fertilidad
de los adultos que emergieron. Sobre adultos redujo la supervivencia, la longevidad, la
fecundidad y la fertilidad de los individuos tratados, en la progenie obtenida (efectos
transgeneracionales) alargo la etapa larvaria y pupal si bien no afecto la supervivencia,
ni el peso de las pupas. Redujo la fecundidad, fertilidad y longevidad de adultos

emergidos.

v' La actividad de los insecticidas probados via ingestion, resultaron ser muy
toxicos para las larvas de segundo y cuarto estadio, en comparacion a la toxicidad de los
mismos productos aplicados via tdpica lo que demuestra que la via de contaminacioén
principal es la ingestion.

v El presente estudio demuestra que los insecticidas utilizados fueron toxicos para
todas las fases de desarrollo de L. botrana. Ademas, los sobrevivientes mostraron
efectos subletales variados. Esto indica que la combinacion de efectos letales y
subletales tiene implicancias importantes que contribuyen a mejorar el control quimico
de esta plaga cuarentenaria.

v" Todos los insecticidas ensayados afectaron negativamente la reproduccion de la
plaga. Estos efectos también son importantes desde el punto de vista practico, ya que al
reducirse la descendencia, la poblacion de la plaga puede mantenerse por debajo del
nivel de dafio economico.

v' Los insecticidas con actividlad IGR produjeron efectos teratologicos
(deformaciones, malformaciones, alteraciones en la muda) que condujeron a una

posterior muerte de los insectos expuestos.
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