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RESUMEN

El uso de plaguicidas es actualmente el método mas utilizado en la agricultura para
el control de plagas. Sin embargo, este tipo de control genera dafio ambiental, y
toxicidad sobre los controladores naturales de las plagas. Esta situacién ha llevado a
que algunos agricultores opten por el control biolégico, como una opcidon mas

sustentable para el control de especies fitéfagas.

A pesar de que el uso de controladores biologicos ha ido en aumento, es escasa la
informacién local acerca de la toxicidad de los plaguicidas sobre los insectos

benéficos y especialmente acerca del efecto residual de estos.

Rhyzobius lophantae es un eficiente depredador de escamas blancas en laboratorio y
campo, lo que ha significado que empresas que comercializan enemigos naturales lo

produzcan en forma masiva.

En la presente memoria se evaluaron los plaguicidas mas utilizados en agricultura
convencional y produccién organica para el control de plagas agricolas, con el
objetivo de determinar el efecto residual de estos ingredientes activos sobre este
depredador tanto a nivel directo (muerte) como indirecto (estrés oxidativo), en
condiciones de laboratorio. La mortalidad de R.lophantae fue analizada mediante
observacion directa, mientras que el estrés oxidativo se determin6 mediante la
técnica TBARS (Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitirica) utilizando
malondialdehido como factor de medicion, siendo esta Ultima una metodologia nunca

antes probada en coledpteros adultos.

En total se evaluaran 15 ingredientes activos, los que fueron aplicados mediante una
torre Potter, para posteriormente exponer a los residuos a adultos de Rhyzobius
lophantae. Las evaluaciones de mortalidad se realizaran a las primeras 24 horas y
cada siete dias desde su aplicacion. Los datos se analizaran empleando el Probit de
la proporcién y las medidas seran sometidas a test t de Student al 0.05% de

significancia.

Los resultados pusieron de manifiesto cuatro niveles de toxicidad. En el primero, se
incluirian Bacillus thuringiensis var kurstaki, jabén potasico, azufre floable, azufre en
polvo y spinosad, como inocuos desde las 24 horas posteriores a la aplicacion del

plaguicida. Clorpirifos, spirotetramato y aceite mineral generaron mortalidades que los



encuadran dentro de la categoria de levemente nocivos e inocuos, a uno y 7 dias
desde la aplicacion del plaguicida respectivamente. Abamectina tuvo un efecto
moderadamente nocivo a las 24 horas desde la aplicaciéon del plaguicida sobre los
adultos de R.lophantae, efecto que desaparecid a los 7 dias considerandose inocuo.
Por dltimo, tanto methidation, como metomilo, imidacloprid, thiamethoxam 'y
acetamiprid, presentaron un efecto nocivo desde el inicio del experimento hasta por

48 dias posteriores a la aplicacion del plaguicida.

Palabras clave: Rhyzobius lophantae, residualidad, control biolégico, plaguicidas



ABSTRACT

At present, the use of pesticides is the method most used in agriculture to control
pests. However, this type of control generates environmental damage, and toxicity on
natural pest controllers. This has led some farmers opt for biological control as a

sustainable option for the control of phytophagous species.

Although the use of biological control agents has been increasing, there is little local
information about the toxicity of pesticides on beneficial insects and especially their

residual effect.

Rhyzobius lophantae, is an efficient predator of white scales in the laboratory and
field, which has caused his massive sale, in the companies engaged in the sale of

natural enemies.

Therefore, we selected pesticides most used in conventional agriculture and organic
for the agricultural pest control, with the aim of determining the residual effect of these
active ingredients on this predator both direct (death) and indirect (oxidative stress)
effect, in laboratory conditions. Mortality of R.lophantae was analyzed by direct
observation, while oxidative stress is determined using the TBARS (Tiobarbituric Acid
Reactive Substances) using malondialdehyde as factor measurement, being the latter
methodology never before tested in adult beetles.

Was evaluated a total of 15 active ingredients which were applied using a Potter
tower, to subsequently expose to waste Rhyzobius adults of.

Mortality was evaluated at the first 24 hours and every seven days after pesticide
application. Data were analyzed using the Probit of proportion and the measures were
subjected to Student's t test at a 0.05% level.

The results showed four levels of toxicity. The first would include Bacillus thuringiensis
var kurstaki, potassium soap, flowable sulfur, sulfur powder and spinosad as harmless
from 24 hours after application of the pesticide. Chlorpyrifos, mineral oil and
spirotetramato, generated mortalities that fall within the category of slightly harmful
and safe to the one and 7 days after application of the pesticide respectively.

Abamectin had moderate harmful effect at 24 hours after application of the pesticide



on R.lophantae adults, an effect that disappeared after 7 days, being considered
harmless. Finally, methidation, methomyl, imidacloprid, acetamiprid and
thiamethoxam, had a deleterious effect from the start of the experiment up to 48 days
after the application of the pesticide.

Keywords: Rhyzobius lophantae, residual, biological control, pesticides



1. INTRODUCCION

Hoy en dia el método de control de plagas mas usado en la agricultura a nivel mundial
es el uso de plaguicidas, método invasivo que genera tanto o mas dafio en los
insectos benéficos que en aquellos a los que se desea exterminar (Croft, 1990; Stark
et al., 1992; Boyd & Boethel, 1998; Ripa & Larral, 2008). Por lo que una premisa previa
e imprescindible es estudiar los efectos secundarios que causan los plaguicidas
(Medina et al., 2008).

Los plaguicidas pueden ser naturales o sintéticos, y son aplicados a las especies
objetivos en numerosas formulaciones y sistemas de aplicacion (Ware & Whitacre,
2004). Dependiendo de su constitucion quimica, los plaguicidas sintéticos pueden
clasificarse en varios grupos, tales como: arsenicales, carbamatos, derivados de
cumarina, derivados de wurea, dinitrocompuestos, espinosinas, nicotinoides,
organoclorados, organofosforados, organometélicos, piretroides, tiocarbamatos, y
triazinas (Ware & Whitacre, op cit).

Segun Van Driesche et al. (2006) y Desneux et al. (2007), los plaguicidas actlan ya
sea de forma directa tanto por contaminacién con residuos sobre la planta, contacto
con gotas durante el tratamiento, ingestion de liquidos o sustancias azucaradas
contaminadas o de forma indirecta, a través de la ingestion de presas contaminadas
por depredadores, parasitismo sobre un huésped contaminado con parasitoides, o
porque reducen las poblaciones del huésped plaga, imposibilitando la captura de las
presas por parte del depredador. El riesgo de un plaguicida para el organismo al cual
controla depende de dos factores: la peligrosidad que supone para éste (funcién de la
toxicidad intrinseca del producto), que le puede provocar efectos letales y subletales, y
la exposicion a la cual estd sometida la comunidad. Los efectos subletales pueden ser
fisiologicos y pueden tener un efecto en la bioquimica y neurofisiologia, desarrollo,
longevidad, inmunologia, proporcion sexual, fecundidad o fertilidad del enemigo
natural, o afectar su comportamiento, modificar la movilidad, orientacion,
comportamiento alimentario de puesta y aprendizaje, por lo que su papel beneficioso

queda seriamente comprometido (Desneux et al., op cit). También, dentro de los



efectos subletales, los plaguicidas pueden generar estrés oxidativo (Hazarika et al.,
2003; .Abdollahi et al., 2004) definido por Agrawal y Sharma (2010) como el
desbalance del estado redox de la célula, es decir, cuando esta se encuentra expuesta
a un ambiente prooxidante (Especies reactiva de oxigeno (ERO) y nitrégeno (ERN)) y
los mecanismos de defensa antioxidante son sobrepasados de forma que afectan el
balance redox. Las EROs tienen la capacidad de causar peroxidacion de los lipidos
insaturados, que constituyen la membrana de las células, y el agotamiento de las
reservas celulares de la reduccién de elementos (tanto enzimaticos y no enzimaticos),
que el cuerpo produce de forma enddgena. Estudios demuestran que durante las
tltimas dos décadas el estrés oxidativo inducido por plaguicidas ha sido considerado
como un posible mecanismo de toxicidad y por lo tanto ha sido un foco de la

investigacion toxicolégica (Agrawal & Sharma, 2010).

Una de las técnicas utilizadas para evaluar el dafio en membrana es el TBARS
(Sustancias reactivas al acido tiobarbitlrico), este se basa en la produccion de
malondialdehido (MDA) un producto que se origina a partir de la peroxidacion lipidica y
la biosintesis de prostaglandina, que es mutagénico y carcinogénico (Marnett, 1999) y
puede ser un mecanismo interesante para estudiar efecto indirecto de dafio en

organismos que sobreviven a situaciones de estrés (Marnett, op cit).

Por todo lo anteriormente mencionado, la tendencia mundial actual en la produccion
agricola, esta encaminada a la adaptacion de los “Sistemas Productivos Tradicionales”
a los de “Agricultura Sostenible”, que tiene por objetivo producir alimentos y fibras de
calidad y en cantidades suficientes, de manera rentable, socialmente aceptable, y sin
dafar el ambiente (Wijnands & Kroonen-Backbier, 1993). En estos modernos sistemas
productivos, uno de los elementos esenciales es la proteccion de los cultivos, y aqui el
control de plagas se hace siempre desde la perspectiva del Manejo Integrado de
Plagas (MIP) que es la combinacién de todas las técnicas de control a nuestro
alcance, incluida la no intervencion, minimizando el uso del control quimico, con la
finalidad de eliminar la porcién de la poblacion plaga que genera dafios econémicos
(Vifiuela, 2005). Entre los mecanismos que se proponen para un manejo integrado de
plagas, se busca reducir el impacto negativo de los plaguicidas usando plaguicidas
selectivos ya sea a través de productos que intrinsecamente respeten a los insectos

benéficos o evitando que coincidan en tiempo y/o espacio con estos (Vifiuela, op cit).

Uno de los programas mas completos para identificar los plaguicidas selectivos, dar

apoyo al MIP, y probar los efectos secundarios de los plaguicidas sobre los
2



organismos beneficiosos fue creado por la IOBC-WPRS (conocida también como
OILB, “Organizacion Internacional para la Lucha Biolégica). Esta organizacion ha
desarrollado un protocolo estdndar para el analisis del impacto de plaguicidas en
organismos “no objetivos” (Hassan, 1989). La evaluacién de los pesticidas se basa en
la secuencia de tres pasos: en laboratorio, en condiciones de semi-campo y en el
campo (Hassan, 1998; Barret, 1998). Con estas pruebas, la OILB ha clasificado a los
plaguicidas en cuatro categorias, dependiendo del grado de dafio que causan al
organismo benéfico en condiciones de laboratorio: Inocuos (mortalidad menor al 30%),
levemente nocivos (mortalidad entre 30% y 79%), moderadamente nocivos (entre un
80% y 99% de mortalidad), y nocivos (100% de mortalidad) (Boller et al., 2005). En
caso de caer en la categoria de inocuo no son necesarias mas pruebas, pero en caso
de presentarse cualquiera de las otras categorias es necesario realizar mas pruebas

antes de permitir la utilizacion del plaguicida en cuestion (Boller et al., op cit).

Debido a que se ha demostrado que posterior a la aplicacion del plaguicida suele
ocurrir que tras su efecto surja un brote de la plaga, producto de la ausencia de su
regulador natural (el cual fue dafiado por el plaguicida) (Ripa et al., 2008), se ha
comenzado a optar por cambiar el uso de controladores quimicos por el de
controladores bioldgicos. El control bioldgico es definido como el uso de enemigos
naturales para reducir poblaciones de plagas a densidades menores, ya sea temporal
o permanentemente (Van Driessche et al., 2007; Gerding, [sin afio]). Un programa
exitoso de control bioldégico es cuando el enemigo natural reduce la plaga a un nivel
gue no causa dafio, pero no la elimina por completo, dejando una poblacién minima
para su supervivencia, pero a su vez ejerce un control permanente de dicha plaga.
Este tratamiento difiere del control quimico el que requiere una aplicacién constante, la
gue se debe realizar cada vez que la plaga alcanza niveles que generen dafio, lo que
conlleva al desarrollo de resistencia en los insectos que se desean eliminar (Nicholls-
Estrada, 2008).

En Chile el control biol6gico, se ha ido implementado progresivamente durante
décadas en la citricultura y en la produccion de paltas (Rojas, 2005). Este tipo de
control ofrece una excelente condicién fitosanitaria para el pais y requiere ser
preservada y explotada en beneficio del prestigio de los productos exportados, la
proteccion del ambiente, la salud humana y la mantencion la rentabilidad del cultivo
(Ripa et al., 2008).



Entre los agentes de control biolégico de insectos y acaros plaga se distinguen
parasitoides, depredadores y entomopatégenos. Los parasitoides, son insectos que
viven a expensas de otro insecto al que depredan progresivamente hasta causarle la
muerte, durante ese tiempo completan su propio desarrollo larval. Los insectos
depredadores son aquellos que causan la muerte de las plagas por succién de la
sangre o por depredacion. Por udltimo, los patdégenos son microorganismos que
causan enfermedades o0 epizootias entre las plagas. (Van Driesche et al., 2006; Ripa
et al., 2008).

Los coccinélidos son uno de los depredadores naturales mas conocidos y eficaces de
insectos y acaros que ocasionan plagas en plantas de interés agricola, forestal,
ornamental y medicinal, tanto en su estado adulto como larvario (Nufiez et al., 1992;
Vargas & Rodriguez, 2008; Weber & Lundgren, 2009). Estos destacan por depredar
mosquitas blancas, &fidos, chanchitos blancos, escamas, arafitas (Biddinger 2009,
Obrycki et al., 2009; Hagen et al. 1999; Khan et al., 2006), cochinillas (Hodek & Honek,
2009), acaros (Biddinger et al., 2009), huevos y larvas de Lepidopteros y Coledpteros
(Evans, 2009).

La familia estda compuesta por 6000 especies descritas en todo el mundo (Nedvéd &
Koval, 2012) de las cuales se han registrado 4000 especies de coccinélidos
depredadores (Fleming, 2000). Los coccinélidos se caracterizan por su polimorfismo
cromatico, lo que representa un desafio para aquellos que desean determinar o

caracterizar la especie (Gonzalez & Vandenberg, 2006).

En Chile se han registrado 113 especies de coccinélidos, las que se encuentran
distribuidas en cuatro subfamilias: Scymninae, Sticholotidinae, Coccidulinae,
Coccinellinae (Gonzalez, 2013). Aun asi, el numero de especies descritas podria
aumentar, debido a que existe una gran cantidad de material que resta aun por

analizar (Gonzalez, 2006).

Rhyzobius lophantae (Blaisdell, 1892) es un conocido coccinélido depredador,
presente en plantaciones de citricos, bastante abundante en todo Chile. Es nativo de
Australia, fue introducido en California en 1898 para el control de cochinillas, y de ahi
se ha ido extendiendo progresivamente a otros estados de Estados Unidos (Honda &
Luck, 1995; citado en Gémez Vives 2002). Desde 1908, ha sido importado o se ha
extendido de forma natural a muchos otros paises del mundo, donde se ha utilizado

para el control biolégico de diversas cochinillas (Gomez Vives, 2002). R. lophantae
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fue exitosamente introducido en Chile entre 1931 y 1944, y actualmente se distribuye
en Sudamérica (Argentina, y gran parte de Chile; incluyendo Isla de Pascua y el
Archipiélago Juan Fernandez), Asia, Africa, Europa, Norteamérica, Oceania (Gordon,
1994; Gonzalez, 2012).

Segun Gonzélez (2008), el género Rhyzobius (Stephens, 1829) fue descrito para
albergar una especie europea, Rhyzobius litura. Actualmente incluye dos especies de
ese continente y una serie de especies australianas, entre las cuales se incluye
Rhyzobius lophantae. Las especies australianas fueron incluidas en un género
diferente Lindorus Casey, pero posteriormente fue sinonimizado por Pope. Bréthes
describié en 1925 el género Nothorhyzobius, basandose en un ejemplar de Rhyzobius
lophantae, género que se considera un sinénimo. En cuanto a esta especie, ha llevado
los nombres especificos lophantae (Blaisdell, 1892), toowonbae (Blackburn, 1892),
unguicularis (Weise, 1922) y ruficollis (Bréthes, 1925).

El ciclo de R.lophantae presenta los estadios de desarrollo de huevo, larva, pupa, y
adulto. El periodo larval comprende cuatro estadios (Marin, 1983). El adulto es
pequefio, ovalado, y convexo, de entre 1.5 a 3 mm de largo y en su mayoria de color
marrén oscuro un tanto rojizo o negro, entre sus caracteristicas mas conspicuas esta
la pilosidad elitral de dos tipos: pelos blanquizcos cortos, tupidos y decumbentes,
entremezclados con unos pocos pelos erectos, largos y negruzcos (Gonzalez, 2008).
Su pronoto es de color marrén-rojizo mas claro que el cuerpo, al igual que su térax. Y
sus élitros son negros con brillos verdosos o cobrizos. (Statewide IPM Project;
Partland et al., 2000; Gordon, 1994).

De acuerdo a diferentes estudios se ha determinado que las caracteristicas que
permiten a R. lophantae ser considerado un buen agente de control biolégico son su
alta fecundidad y longevidad de la especie, la capacidad de las larvas de desarrollarse
en todas las estaciones, inclusive en invierno, ausencia de diapausa, la corta duracion
de su ciclo de vida, el elevado niumero de generaciones (6-7), su polifagia y capacidad
de adaptacion al medio (Sthatas, 2000; Celada, 1997; Smirnoff, 1950; Thompson,
1951; citados en Gémez Vives, 2002).

En Chile se ha indicado que R. lophantae depreda sobre conchuelas, cochinilla roja,
algunos himenépteros y un gran nimero de escamas, insectos plaga que generan
gran dafio en la agricultura del pais (Matta,1967; Prado 1991; Ripa & Larral,2008;

Videla, 2007). Sin embargo, continua siendo una especie poco estudiada en Chile, y
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en el extranjero son escasos los estudios acerca de la toxicidad que presentan los
plaguicidas frente a este enemigo natural. Uno de los tépicos escasamente estudiados
y que resulta necesario para incrementar el uso de R. lophantae como controlador de
plagas son las investigaciones concretas acerca de persistencia, es decir, cual es el
tiempo apropiado que se debe esperar para utilizar el control biol6égico que ejerce este
insecto tras la aplicacion de plaguicidas.

Dentro de los plaguicidas mas utilizados en paltos y citricos en Chile, destacan:
metomilo, imidacloprid, methidation, acetamiprid, thiamethoxam, spirotetramato,
spinosad, clorpirifos, abamectina, jabén potasico, aceite mineral, azufre en polvo,

azufre floable, y Bacillus thuringiensis var kurstaki.

El metomilo es un carbamato inhibidor de la acetilcolinesterasa que acttia por contacto
sistémico y es uno de los agroquimicos de mayor uso como insecticida-acaricida para
el control de un amplio rango de plagas agricola (Devine et al, 2008; lannacone &
Alvarifio, 2008). Es altamente utilizado a nivel mundial, en Chile se aplica entre 12 y 40
veces por temporada, ejerciendo una fuerte presion de seleccion sobre las
poblaciones de mosquita blanca (Trialeurodes vaporariorum), por ende es probable
gque esta haya disminuido su susceptibilidad o ya sea resistente a metomilo (Vargas &
Alvear, 2000).

Arysta LifeScience Chile (2005) establece que metomilo se degrada rapidamente en el
medio ambiente, es altamente téxico para aves y abejas, es moderadamente a
altamente téxico a los peces, y altamente toxico a invertebrados acuaticos. La mayoria
de sus productos comerciales estan clasificados por la USEPA (Agencia de Proteccion
Ambiental de la Estados Unidos) y la EPA como clase I. EI metomilo en Chile es

clasificado como producto muy peligroso Grupo Ib (ANASAC).

Imidacloprid es un insecticida sistémico del grupo de los neonicotinoides (Devine et al,
2008). Imidacloprid es un efector del sitio nicotinico del receptor de la acetilcolina
(Elbert et al, 1991; Osorio et al, 2000). Su uso es extendido a una gran variedad de

ambientes y a una amplia diversidad de insectos.

Imidacloprid esta catalogado actualmente como "moderadamente toxico" por la
Organizacién Mundial de la Salud y la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de
Estados Unidos (clase Il o lll), y una potencialidad de ser contaminante de aguas

subterraneas. Esté catalogado como "probable" carcindgeno por la EPA (grupo E), y



no es catalogado como un producto quimico con problemas especiales con alguna
especie. No esta prohibido, restringido o es ilegal su importacion en ningun pais. Sin
embargo ha sido prohibido su uso como pesticida en Francia desde 1999 (EPA, 2010).
En Francia, su uso es polémico por su posible efecto sobre la apicultura. En el mismo
sentido en Alemania ha prohibido en mayo de 2008 el tratamiento de semillas con
neonicotinoides, debido al efecto negativo sobre las poblaciones de abejas (UK
Guardian, 2008; Devine et al, 2008). Whitehorn et al (2012) relacionan la disminucion
del tamafio de las colonias y la produccién de reinas en colonias del abejorro Bombus
terrestris al efecto por ingesta producido por imidacloprid. El 24 de mayo de 2013 la
Comision Europea ha aprobado el Reglamento de Ejecucion (UE) n. 485/2013, que
establece la restriccion del uso de imidacloprid en Espafia y 12 paises de la Unién

Europea, a partir del 1 de Diciembre de 2013.

Methidation es un plaguicida organofosforado, que actla por contacto, ingestion y
penetracion translaminar, capaz de llegar hasta insectos o larvas que estén en el
interior de los tejidos o protegidos por hojas enrolladas (BRAVOAG, s.a.). Su uso esti
prohibido en la comunidad europea (Pan-Europe, 2008). Se le considera
extremadamente toxico para peces y daphnias, y muy toxico para algas y aves
(Anasac, 2008).

Acetamiprid pertenece a la familia de los neonicotinoides, y actia como antagonista
del receptor nicotinico de la acetilcolina (Devine et al, 2008). Genera vulnerabilidad
sobre las abejas (Apis mellifera) a dosis subletales (Hassani et al, 2008). La Agencia
de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA, 2013) no considera que sea
persistente en el ambiente, sin embargo lo considera téxico para abejas, aves, peces e

invertebrados acuaticos.

Thiamethoxam al igual que acetamiprid e imidacloprid, pertenece a la familia de los
neonicotinoides, actuando como un agonista del receptor nicotinico de la acetilcolina
(Devine et al, 2008). Al igual gue otros insecticidas, a thiamethoxam se le ha
relacionado con el problema del colapso de colonias de abejas meliferas, este
producto puede migrar hacia el polen y el néctar de las plantas y por tanto afectar a los
insectos polinizadores. Ha mostrado una fuerte toxicidad en Apis mellifera,
relaciondndose la presencia de este plaguicida en la alimentacién de las abejas con la
dificultad para que encuentren el camino de regreso a la colmena, provocandose su
despoblamiento (Henry et al, 2012). El 24 de mayo de 2013 la Comisién Europea ha

aprobado el Reglamento de Ejecucion (UE) n. 485/2013, en donde se establece la
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restriccion del uso de thiamethoxam en Espafia y 12 paises de la Unién Europea, a
partir del 1 de Diciembre de 2013.

Spirotetramato es un insecticida perteneciente al nuevo grupo de cetoenoles, el cual
se destaca por su amplio espectro de accion contra insectos chupadores, como los
pulgones, moscas blancas, trips, entre otros, y particularmente afecta los estados
juveniles (Bayer CropScience, 2008), actuando como un inhibidor de la biosintesis de
los lipidos (Nauen et al., 2008). En cuanto a su efecto frente a los controladores
bioldgicos, los estudios han mostrado a spirotetramato como poco viable, pero no se le
considera nocivo (Elizondo & Murguido, 2010).

Spinosad es un plaguicida del tipo spinocin, que imita la accién del neurotransmisor
acetilcolina bloqueando los receptores e interrumpiendo la transmisién de impulsos
entre las células nerviosas (Devine et al, 2008). Spinosad se ha mostrado inocuo para
todos los organismos no objetivos, excepto las abejas meliferas, aunque no presenta
ningun tipo de nocividad en éstas cuando los residuos del plaguicida ya se encuentran
secos (Brunner, 1998). En otros estudios spinosad ha mostrado una leve nocividad
para himendpteros (Scott-Dupree et al, 2009).

Clorpirifos es un organofosforado que actta inhibiendo la acetilcolinesterasa, es decir,
bloquea la accién de ésta interrumpiendo la transmisién de impulsos entre las células
nerviosas (Devine et al, 2008). Este plaguicida se ha usado ampliamente en viviendas
y en agricultura. En el hogar, se usa para controlar cucarachas, pulgas, y termitas;
también se usa en ciertos collares de animales domésticos para controlar pulgas y
garrapatas. En ganaderia, se usa para controlar garrapatas y en agricultura para el
control de plagas de cosechas (cochinillas, moscas blancas, trips de la platanera,
numerosas orugas defoliadoras y minadoras, algunos escarabajos y otros insectos)
(ANASAC; EPA, 2006).

Clorpirifos es clasificado por la EPA como clase Il (moderadamente toxico). Se ha
encontrado que la exposicion a este plaguicida puede generar dafio en nifios (Whyatt
et al, 2004) y adultos (Thrasher et al, 2002), es altamente téxico para los anfibios, y un
estudio de la Encuesta Geoldgica de Estados Unidos encontré que su principal
producto de degradacion en el medio ambiente, clorpirifos Oxon, es aln mas toxico
para los animales (Sparling & Fellers, 2007). También se le considera téxico para
peces y abejas, provocando dafio inmediato y estrés oxidativo (Information Ventures
Inc; Shafig-ur-Rehman et al, 2012).



Abamectina es un avermectin, que actta activando el canal de cloruro, se adhiere y
activa los canales de cloruro en la membrana nerviosa interrumpiendo la transferencia
de iones y la transmisién de impulsos entre las células nerviosas (Devine et al, 2008).
Es tdxico para abejas, peces y microcrustaceos acuaticos; y se le categoriza en Chile
como Clase 3 (ANASAC, 2008).

El jabdn potésico es un jabdn suave a base de sales potésicas de aceites vegetales
con alto contenido de materia organica, no genera ningun tipo de problemas

medioambientales debido a inocuidad y a su caracter biodegradable (ANASAC).

Aceite mineral es un subproducto derivado del petréleo, que se caracteriza por su alta
refinacién y pureza, con accion insecticida - acaricida de contacto, recomendado para
el control de diversas plagas en frutales. En Chile se le categoriza en la clase IV de
toxicidad, lo que representa que generalmente no ofrece ningun peligro (ANASAC).

Azufre en polvo esta indicado para el control de las plagas, sus pequefas particulas
permiten distribucion uniforme y una 6Optima adherencia sobre la superficie de las
hojas, sarmientos y frutos. Se considera no peligroso para las abejas, es

practicamente no téxico para aves, mamiferos y peces (Azufre LandiaR350 EXTRA).

Azufre floable (suspension concentrada, en base acuosa) es un fungicida inorganico
que actla principalmente en forma preventiva contra oidio en parronales, vifias,
frutales y cultivos. Posee alta adherencia al follaje, mayor superficie de contacto,
rapida accién y buena persistencia por su formulacién y tamafio de particulas
(ANASAC).

Bacillus thuringiensis var kurstaki es una bacteria Gram positiva que habita en el suelo,
y que se utiliza cominmente como una alternativa biolégica al pesticida. También se le
puede extraer la toxina Cry y utilizarla como plaguicida (Madigan & Martinko, 2005).
Esta bacteria también aparece de manera natural en el intestino de las orugas de
diferentes tipos de polillas y de mariposas, asi como en las superficies poco

iluminadas de las plantas (Madigan & Martinko, op cit).

Durante la esporulacién, muchas cepas de B. thuringiensis var kurstaki producen
cristales proteinicos, que poseen propiedades insecticidas. Por esta razén esta
bacteria ha sido utilizada como insecticida y, mas recientemente, para producir

organismos genéticamente modificados (Roh et al, 2007).



Considerando los antecedentes anteriores, se ha propuesto en este trabajo, valorar
en laboratorio el efecto residual, sobre R.lophantae, producido por 9 productos
sintéticos (imidacloprid, acetamiprid, spirotetramato, methidation, metomilo, spinosad,
clorpirifos, abamectina, tiametoxam) y 6 productos naturales (jab6n potésico, azufre en
polvo, azufre floable, bacillus var thuringensis, aceite mineral) empleados

habitualmente en los cultivos de citricos para el control biol6gico de plagas en Chile.
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1.1. HIPOTESIS

¢ A mayor grado de toxicidad mostrado por los plaguicidas comerciales, mayor
serd el periodo requerido para la supervivencia de al menos un 30% de la
muestra de Rhyzobius lophantae luego de la aplicacién del plaguicida.

e Aun cuando los plaguicidas no causen mortalidad en ejemplares de R.

lophantae, si generaran dafio sub-letal.

e A mayor mortalidad provocada por los plaguicidas, mayor serda el dafo

oxidativo en las células de los organismos sobrevivientes.
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1.2. OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluar el periodo de efecto residual de pesticidas comerciales, sobre el depredador de

plagas Rhyzobius lophantae en condiciones de laboratorio.

Objetivos Especificos:

o Determinar la mortalidad, provocada por insecticidas comerciales, sobre adultos
de R. lophanthae.

o Evaluar la persistencia de cada pesticida sobre adultos de R. Lophanthae.

o Evaluar el dafio oxidativo producido por el contacto con plaguicidas comerciales,

sobre estadios adultos de R. lophantae

e Categorizar los plaguicidas evaluados de acuerdo al grado de toxicidad y
residualidad, y sugerir un método eficiente de aplicacibn de control quimico y

biolégico, para un manejo integrado de plagas
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2. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se desarrollaron entre septiembre del 2012 y Junio del 2013 en el
Laboratorio de Toxicologia del Instituto de Investigaciones Agropecuarias INIA — La
Cruz, en el Laboratorio de Investigacion — Estrés Oxidativo, de la Facultad de
kinesiologia de la Universidad de Valparaiso, y en el Laboratorio de Microscopia y
Toxicologia del Departamento de Biologia y Ciencias Ambientales de la Universidad
de Valparaiso.

Insectos de prueba:

Se evaluaron adultos, de ambos sexos, de Rhyzobius lophantae (Blaisdell) (Figura 1)
obtenidos de la crianzas comerciales de la empresa Xilema S.A. y ControlBest. Estos
enemigos naturales poseian entre 1 y 2 dias de edad, y fueron criados usando
calabaza (Curcurbita moschata) como sustrato, inoculada con chanchito blanco

(Pseudocuccus viburni).

Figura 1: Estadio adulto de Rhyzobius
lophantae de entre 1y 2 dias de edad,

utilizados como insectos de prueba.
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Plaguicidas:

Se seleccionaron los plaguicidas mas utilizados en agricultura convencional y
produccién organica (ver tabla 1 y 2) para el control de chanchito blanco
(Pseudococcus viburni), escamas (Hemiptera: Diaspididae), polillas (Cydia
pomonella y Cydia molesta), trips (Thysanoptera: Tripidae, Thrips spp.),
mosquitas blancas (Homoptera: Aleyrodidae), arafitas rojas (Acariforme:
Tetranychidae, Tetranychus spp.), falsa arafita de la vid (Brevipalpus
chilensis), entre otros. Se utilizé la dosis mas alta recomendada por el
fabricante. Las dosis se prepararon para 1 litro de agua destilada. Los
plaguicidas fueron obtenidos de la empresa Anasac, excepto el Azufre que fue

obtenida de la empresa Azufres Landia y Success (DowAgroscience).
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Tabla 1: Plaguicidas sintéticos comerciales utilizados en los experimentos de

residualidad; y dosis maximas recomendadas por el fabricante

Plaguicidas Nombre Formula Desarrollada Dosis
comercial
Abamectina Fast Plus 80 cc/100 It
HC.‘r;[;'l\/‘:"ﬁ.\_,/\j A agua
o .
TN
Avermactin By,
R = CHCHy
Avenmectin B,
R=0CH;
Acetamiprid Hurricane 70 WP I CHj3 15 g/ hL
[
c14<t/>—CH2-N\ CH;
N i
N\
CN
Clorpirifos Troya 4 EC Cl 120 cc/100 It de
o s Cl agua
\P//
PN
/—o 07 Yy
Cl
Imidacloprid Punto 70 WP H o- 30 grs/100 It de
AS ’N/+
N %o agua
= N/\<
)
%
cl N
Metidathion Polaris 40 WP flin 100 gr/100 It
CH,—CH S\ /O—CHZ—CH3
= P
N 0 0—CH,—CH,
N4
CH,
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Metomilo Greko 90 SP )?\ 2 kg/ha
HsC N S
3 ‘-\.H O/ = \CHS
CHj;
O
HSC\N)J\O/N\ CHa
H S
“CHy
Spinosad Success 48 SC F i 12 cc/100 It
7 0
pay agua
E' ‘ \'I:I
N\ A\
- L | —
¥, |
Qoo O H
1] (o]
Spirotetramato | Movento 100 SC CHj 100 cc/hL
Thiamethoxam | Thiamethoxam 25 O 400 gr/ ha
N
SC
o
B
Cl
O._N
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Tabla 2: Plaguicidas organicos comerciales evaluados en experimentos de

residualidad; y dosis maximas recomendadas por el fabricante.

Plaguicidas Nombre comercial Dosis

Aceite Mineral Ultraspray 1,5 L/hL

Azufre en polvo Azufre Landia 350 EXTRA | 20 kg/ha
(93% S)

Azufre floable Azufre Floable AN 600 8 L/ ha

Bacillus  thuringensis | Dipel WG 1000gr/ha (1000 It de
var kurstaki agua/ha)
Jabon potasico AquaTalus 5%
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2.1. Determinar la mortalidad producida por insecticidas comerciales
sobre adultos de Rhyzobius lophantae

Se probaron 16 tratamientos (9 plaguicidas sintéticos, 6 plaguicidas organicos, y

control), los que se dispusieron al azar y se replicaron 4 veces (Figura 2).

Figura 2: Montaje del experimento, en la
fotografia se observan 5 de los 16

tratamientos, cada bandeja contiene las

4 réplicas de cada tratamiento.

Los plaguicidas y el control, se aplicaron a través de una torre Potter (Potter 1952),
(Figura 3) asperjando 2 mL de mezcla insecticida (a 10 psi) sobre cada set de placas
Petri (5 placas por tratamiento) de 9,5 cm de diametro y 15 mm de grosor, a la mayor
concentracion recomendada por el fabricante (ver tablas 1 y 2). El tiempo de
evaluacion para cada plaguicida fue a partir de las 24 h desde su aplicacion, y

posteriormente se evalud cada 7 dias.

Figura 3: Vista frontal de Torre de Potter, en donde se

dispersaron 2 mL de cada plaguicida sobre las

respectivas placas Petri.
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Para el control se usaron placas Petri a las que soélo se agregd agua destilada. En las
tapas de las placas Petri se hizo un agujero de aproximadamente 8 cm de diametro,
que se cubri6 con tul para ventilacion, para evitar un efecto de camara letal (Figura 4).

Figura 4: Capsula de Petri, rotulada, con
insectos en su interior y cubierta con un tul para

su ventilacion.

Los 16 tratamientos se depositaron en bandejas plasticas con papel absorbente donde
permanecieron por 24 horas en un invernadero para su secado a temperatura

promedio de 25°C + 7 con humedad relativa entre 70 y 80%.

Para evitar contaminacion cruzada, previo a su uso el material fue lavado con acetona
para eliminar posibles residuos. Ademas, todos los procedimientos se iniciaban
siempre con el grupo de control con agua destilada y cada tratamiento contaba con

todos los materiales individuales.

Una vez seco el plaguicida, se capturaron los adultos de Rhyzobius lophantae con un
aspirador bucal con una puntilla con el diametro suficiente para introducir los adultos
evitando la sobre manipulacion. Previamente estos eran anestesiados con frio durante
un tiempo inferior a 3 minutos para facilitar su manipulacién. Una vez en la puntilla los
insectos eran rapidamente introducidos, con suaves golpes, a cada una de las placas.
En cada placa Petri se introdujeron 20 insectos, lo que hacia un total de 100 individuos

por cada plaguicida.

Una vez incorporados los adultos de R. lophantae a todos los tratamientos y sus
respectivas replicas, el set se instal6 en una unidad con control de temperatura,
humedad, y fotoperiodo (24°C = 3, 65 - 70%, 10:14 (L:O) respectivamente) y a las 24
horas después se procedi6 a registrar la mortalidad en cada uno de los tratamientos.
Para evitar la contaminacion en los tratamientos los insectos no fueron alimentados

mientras eran sometidos al bioensayo. Asi también, como una forma de prevenir
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errores en la manipulaciéon, o conservacion del insecto se realizaron varias pruebas

previas al ensayo.
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2.2. Evaluar la persistencia de cada plaguicida sobre R. lophantae

La variable respuesta considerada en la evaluacién de los plaguicidas es la mortalidad
de los coccinélidos en cada una de las réplicas por tratamiento. Esta se evalué a las
24 h de aplicado, 7 dias después, 14 dias después y posteriormente cada 7 dias, cada
vez con una cohorte nueva de insectos, hasta registrar un porcentaje menor o igual al
30% de mortalidad, porcentaje que de acuerdo a la categoria de toxicidad de la OILB
(IOBCwprs  Working group "Pesticides and benefical organisms" and IOBCwprs
Commission “IP Guidelines and Endorsement”) para bioensayos de laboratorios, los
plaguicidas son considerados como inocuos. Partiendo de la base que los insectos
estan obligados a moverse en una superficie con plaguicidas en un contenedor es
normal que la mortalidad en este tipo de ensayos sea sobreestimada, por lo tanto
mortalidades de un 30% son considerados inocuas. Se consideraron también como
muertos todos aquellos individuos que se mostrasen claramente afectados o

moribundos.
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2.3. Evaluar el dafio oxidativo producido por el contacto con plaguicidas
comerciales, sobre estadios adultos de R. lophantae.

El nivel de peroxidacion lipidica (LPX) se evalu6 por la produccién de malondialdehido
(MDA) producto final de oxidacion de la membrana plasmatica, este se estima a
través de su reaccion con acido tiobarbiturico (TBA) (Health & Packer, 1968).

Los cuatro plaguicidas que resultaron ser inocuos desde el dia uno, tras la aplicacién
del plaguicida, se compararon midiendo el efecto subletal en los insectos, a través de
la medicién de la peroxidacion lipidica, utilizando MDA (malondialdehido) como factor
de medicién, agua destilada como control. También se utilizé un control negativo de tal
forma de comprobar que los resultados obtenidos correspondian a un orden de
toxicidad, en este caso se optod por el aceite mineral que present6 una leve mortalidad

el dia uno de experimentacion.

Los insectos sobrevivientes a la accion de los plaguicidas fueron congelados con
nitrégeno liquido, macerados y guardados rapidamente en tubos Eppendorf (uno para
cada plaguicida en cuestién), los que se guardaron a -80°C. Posteriormente, se
masaron 50 mg de muestra, a la cual se agregaron 2 mL de Buffer fosfato (pH=7) y se
volvié a macerar. 2mL de este macerado se introdujeron en un tubo Eppendorf, al que
se afiadieron 2 mL de &cido tricloro acético (TCA) al 10% (P/V). La mezcla se

homogeneiz6 siendo sometida a 15 minutos de centrifugacion a 3000 rpm.

Luego, 1.5 mL del sobrenadante se mezclaron con 1 mL de una disolucién 0,67% de
TBA. La mezcla se incubd a temperatura de ebullicion (bafio de agua) durante 20

minutos; se dejo enfriar a temperatura ambiente.

La absorbancia se ley6 en un espectrofotometro Ray Leigh UV-2601 entre 400 a 600
nandmetros de longitud de onda. El pick de malondialdehido es detectado a

aproximadamente 535 nm.

La curva obtenida fue analizada con el software ORIGIN 8, y su resultado se registré

en nmol/mL de suero.
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2.4. Categorizar los plaguicidas evaluados de acuerdo al grado de
toxicidad y residualidad, y sugerir un método eficiente de aplicacion

de control quimico y biolégico para un manejo integrado de plagas.

Los plaguicidas utilizados se clasificaron de acuerdo a la categoria de toxicidad de la
OILB para bioensayos de laboratorio, la cual se resume en la siguiente tabla:

Tabla 3: Categorias de toxicidad de plaguicidas segun la OILB.

Plaguicidas Toxicidad Mortalidad (%)
Inocuos 1 <30
Levemente nocivo 2 30-79
Moderadamente nocivo |3 80-99

Nocivo 4 >99

Boller et al., 2005 Working Document on Selectivity of Pesticides.

Sobre la base de la toxicidad, periodo residual, y dafio oxidativo presentados por los
insectos hacia los plaguicidas, se sugirié el plaguicida que menos dafio provoca en la
fauna benéfica, en este caso Rhyzobius lophantae, y el tiempo a esperar luego de la

aplicacion del plaguicida para introducir el control bioldgico.

23




2.5. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados en base al Modelo Lineal Generalizado (MLG), se
sometieron a un analisis de la varianza utilizando el programa informéatico SPSS v15.0.
Previamente se realiz6 una comprobacién de igualdad entre las medias de las cuatro
repeticiones mediante el test t de Student, para lo cual se utiliz6 el mismo programa
informatico. Se considera que no existen diferencias significativas entre las medias de
fechas, con un nivel de significacion del 95%, cuando el intervalo de confianza para la

diferencia entre medias incluye el valor cero.

Una vez probado que efectivamente existia igualdad de medias, se tuvieron en cuenta
los resultados conjuntos de las cuatro repeticiones, de esta forma el analisis de la
varianza fue para un solo factor: tratamiento. Los datos fueron transformados

empleando el Probit de la proporcidn.

Para comparar el efecto residual de los plaguicida sobre R. lophantae, el analisis
estadistico fue considerado un Modelo Lineal Generalizado con parcelas divididas.
Esta diferencia con el caso anterior, se debe a que se evallan dos variables: dias y
tratamientos (residualidad). Las parcelas de tratamiento se arreglaron en un disefio de
blogues totalmente aleatorizado con 4 réplicas. El programa utilizado para el andlisis
estadistico fue SPSS v15.0, y las diferencias significativas fueron declaradas a un nivel
del 5% de probabilidad.

También se realiz6 una comparacion entre los plaguicidas organicos y sintéticos
probados, pertenecientes a cada categoria establecida por la OILB. Los datos fueron

sometidos a la prueba de la t de Student, con un nivel de significacion del 95%.

La evaluacion del estrés oxidativo producido por el contacto con plaguicidas
comerciales, sobre estadios adultos de R. lophantae, presenta una variable continua.
Por ende los datos se sometieron a un analisis de varianza utilizando el programa
informatico SPSS v15.0. Los resultados fueron expresados como promedio + error
estandar. Para determinar la significacién estadistica se utiliz6 la prueba HSD de

Tukey, con un nivel de significacion del 95%.

24



3. RESULTADOS

3.1. Mortalidad producida por insecticidas comerciales sobre adultos de

Rhyzobius lophantae

No se registraron diferencias significativas entre las réplicas de los tratamientos.

A las 24 horas de aplicado el plaguicida sobre R. lophantae se establecieron seis
grupos diferenciados (Tabla 4). En el primero, se encuentran dos plaguicidas
organicos: jabon potésico, y Bacillus thuringiensis var kurstaki; ambos plaguicidas se
encuentran en la misma categoria que el control, destacando por su baja nocividad

(mortalidad menor al 7%).

En el segundo grupo se encuentra el azufre en polvo, azufre floable. Ambos
plaguicidas mostraron porcentajes de mortalidad bajos (cercanos al 10%) (Tabla 4),

pero que se encontraban levemente por sobre el primer grupo.

A partir del tercer grupo de categorizacién en base a los analisis estadisticos, se
comienza a obtener una mortalidad superior o igual al 30% de los insectos, y por lo

tanto contindian en observacion por su efecto residual a los siguientes 7 dias.

Aceite mineral y spirotetramato forman parte de la tercera categoria, mostraron
porcentajes bajos de mortalidad pero considerablemente mayores que los del grupo
anterior (Tabla 4). Spirotetramato genero una mortalidad menor al 30% pero bastante
cercano a este, y considerando que el estado de los insectos vivos no era el méas
propicio, se opt6 por continuar con su experimentacién a los 7 dias posteriores a la

aplicacion del plaguicida.

Clorpirifos conforma la cuarta categoria, la mortalidad provocada por este plaguicida
a las 24 horas de la aplicacion del mismo, es significativamente mayor que la del

tercer grupo nombrado llegando aproximadamente a duplicar el valor (Tabla 4).

En la pendltima categoria se encuentra abamectina, plaguicida que mostré una
nocividad muy alta, pero que sin embargo no llega a alcanzar el 100% (Tabla 4). En la
dltima categoria se encuentran los plaguicidas methidation, metomilo, imidacloprid,
thiamethoxam, y acetamiprid, los que tuvieron un efecto nocivo provocando la

mortalidad total de los insectos evaluados. Los datos sobre mortalidad segun el tiempo
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transcurrido desde que el plaguicida fue aplicado (tiempo residual) se expresan en
porcentaje (Tabla 4), y se comparan entre los distintos plaguicidas (Figura 5).

Tabla 4: Mortalidad media producida por plaguicidas sintéticos y organicos,
sobre el estadio adulto de R. lophantae a las 24 horas después de la aplicaciéon

de los plaguicidas.

Tipo de Plaguicida Plaguicida Mortalidad media a las 24
horas (%)

Control Control 4+33a
Acetamiprid 100 f
Abamectina 83+33e
Clorpirifos 63+11.3d
Imidacloprid 100 f

Sintéticos Methidation 100 f
Metomilo 100 f
Spinosad 12+6.5b
Spirotetramato 27+3.8¢c
Thiamethoxam 100 f
Aceite Mineral 36+5.7¢c
Azufre en polvo 12+6.5b

Orgénicos Azufre floable 11+6Db
Bacillus thuringiensis 7+6.8a
var kurstaki
Jabdn Potésico 7+38a

En una misma columna, los datos seguidos por la misma letra no difieren

significativamente entre si (p = 0.05).
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3.2. Persistencia de cada plaguicida sobre R. lophantae

En la Tabla 5 se resume la mortalidad en el tiempo que generaron los tratamientos
sobre Rhyzobius lophantae. Al comenzar el experimento (dia 1 Tabla 5) se evaluaron
14 plaguicidas y 6 resultaron inocuos. Prosiguiendo con el protocolo, a los siete dias
de aplicado el plaguicida, los productos evaluados se redujeron a 9, ya que se
eliminaron todos aquellos que resultaron inocuos menos el spirotetramato el cual se
sometié a prueba para corroborar su inocuidad, de esta forma resultaron 4 de estos
inocuos. Luego a partir del dia 14, se observé una constante caracterizada por la
presencia de acetamiprid, imidacloprid, methidation, metomilo, y thiamethoxam, 5
plaguicidas que continan hasta el dia 48 de experimentacion registrando un 100%
de mortalidad.

La Figura 5 ilustra el porcentaje de mortalidad generado por los tratamientos, sobre
R. lophantae tras el primer, séptimo, y catorceavo dia tras la aplicaciéon de los
plaguicidas. Se puede observar que al dia uno de la aplicacion, la mortalidad en 5 de
los plaguicidas (jabén potasico, Bacillus thuringensis var kurstaki, spinosad, azufre
floable, azufre en polvo) se encuentra bajo el 20%. Aceite mineral y spirotetramato
presentan una mortalidad baja cercana al 30%, en clorpirifos la mortalidad es cercana
al 70%, abamectina posee un efecto mas potente presentando una mortalidad
cercana al 100%, mientras que metomilo, methidation, imidacloprid, acetamiprid, y
thiomethoxam presentan un 100% de mortalidad. A los 7 dias de aplicado el
plaguicida, abamectina y clorpirifos disminuyen su tasa mortalidad bajo a menos del
20%, mientras que aquellos plaguicidas que generaban un 100% de mortalidad
contindan haciéndolo. Por ultimo, tras 14 dias de la aplicacién del plaguicida, se pudo
observar que el efecto nocivo de los cinco plaguicidas que generaban un 100% de

mortalidad, contintda.

27



Tabla 5 Mortalidad media de estados adultos de R.lophantae a las 24 horas y cada 7

dias a partir de la aplicacion de los plaguicidas.

Mortalidad de Rhyzobius lophantae (%)

1 dia 7 dias 14 21 28 35 42 48
dias dias dias dias dias dias
Control + 33 5+ 33 5a 8a 6a 8a 8a 7a
a
Acetamiprid 100 f 100 ¢ 100 b 100 b 100 b 100 b 100 b 100 b
Abamectina 83+ 3.3 19 + B
e 6.8b
Clorpirifos 63+ 1 = |- -
11.3d 38a
Imidacloprid 100 f 100 ¢ 100 b 100 b 100 b 100 b 100 b 100 b
Methidation 100 f 100 ¢ 100 b 100 b 100 b 100 b 100 b 100b
Metomilo 100 f 100 ¢ 100 b 100 b 100 b 100 b 100 b 100 b
Spinosad 12+6.5 - - _
b
Spirotetramato 27+3.8 3+2a - -
Cc
Thiamethoxam 100 f 100 ¢ 100 b 100 b 100 b 100 b 100 b 100 b
Aceite Mineral 36+5.7 17 + 2 - -
c b
Azufre en polvo 12+65 | - - _
b
Azufre floable 12+6b - R B
Bacillus thuringensisvar | 7 + 6.8 - - -
. a
kurstaki
Jabon Potasico 7a - - B

En una misma columna, los datos seguidos por la misma letra no difieren

significativamente entre si (p = 0.05).
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Figura 5: Mortalidad de R. lophantae producida por el efecto residual de plaguicidas

de tipo orgéanico y sintético, representada en porcentajes.
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3.3. Estrés oxidativo producido, por el contacto con plaguicidas, sobre
estadios adultos de R. lophantae.

Los resultados ilustrados en la figura 6 muestran que los niveles de MDA encontrados
en Rhyzobius lophantae mantenidos en las placas Petri con el control, y con la
bacteria utilizada como plaguicida, Bacillus thuringensis var Kkurstaki, son
aproximadamente cero. El azufre en polvo, el azufre floable y el jabdn potasico,
muestran cantidades similares de MDA el cual se encuentra bajo los 0,05
nmolMDA/mL. Los insectos mantenidos en spinosad, muestran una peroxidacién
cercana a los 0,1 nmolMDA/mL. Y por ultimo, aquellos insectos que presentaron
mayor estrés oxidativo, fueron quienes estuvieron mantenidos en aceite mineral,
registrando cerca de 0,2 nmolMDA/mL.

Aun cuando se presentan diferencias entre los valores de MDA encontrados para cada
plaguicida evaluado, el test aposteriori de Tukey (F=15.798, gl=6, p<5) establecié que
el unico valor significativamente diferente era el valor mostrado por el aceite mineral
(Figura 6).
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Figura 6: Cantidad de MDA (nmol MDA/mL), registrada en R. lophantae, para cada
uno de los plaguicidas que resultaron inocuos al primer dia de aplicacion. Los distintos
nameros de asteriscos sobre las barras representan diferencias estadisticamente
significativas entre estas (test Tukey, p < 0.05).
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Es importante mencionar que en el analisis de estrés oxidativo no se considerd a
spirotetramato, ya que aun cuando era inocuo desde el primer dia posterior a su
aplicacion, la cantidad de insectos sobrevivientes era insuficiente para realizar el

ensayo.
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3.4 Categorizar los plaguicidas evaluados de acuerdo al grado de
toxicidad y residualidad, y sugerir un método eficiente de aplicacién

de control quimico y biolégico para un manejo integrado de plagas.

La Tabla 6 muestra las mortalidades producidas por los plaguicidas hacia adultos de
R. lophantae al primer dia de experimentacion. Seis plaguicidas se encuentran en la
categoria de inocuos (mortalidad < 30%), 2 levemente nocivos (mortalidad entre 30% y
79%), 2 moderadamente nocivos (mortalidad entre 80% y 99%), y 5 nocivos
(Mortalidad del 100%) segun las categorias establecidas por la OILB para estados del
insecto menos susceptibles. A los 7 dias de aplicados los tratamientos, se observo el
efecto inocuo de 3 plaguicidas, y la mantencién de la nocividad en 5 de los plaguicidas
evaluados. Desde los 14 dias de aplicados los tratamientos hasta el dltimo dia de

experimentacion (dia 48), se observo la nocividad de los mismos 5 plaguicidas.

Aquellos plaguicidas que fueron nocivos hasta los 48 dias posteriores a la aplicacion
del plaguicida son: acetamiprid, methidation, metomilo, imidacloprid, y thiamethoxam
(Tabla 6). Mientras que los plaguicidas que se mostraron inocuos desde el primer dia
fueron: Bacillus thuringiensis var kurstaki, jabén potasico, azufre en polvo, azufre

floable, spinosad y spirotetramato (Tabla 6).

Al incorporar estos resultados a los obtenidos para estrés oxidativo se obtuvo un orden
de nocividad el que comienza con Bacillus thuringiensis var kurstaki como aquel que
generd mayor inocuidad sobre Rhyzobius lophantae; seguido en orden ascendente de
toxicidad por jab6n potasico, azufre en polvo, azufre floable, spinosad y spirotetramato.
Generando una nocividad levemente mayor se encontré el aceite mineral, abamectina
y clorpirifos. Y como plaguicidas totalmente nocivos se consideraron metomilo,

methidation, thiamethoxam, imidacloprid y acetamiprid.
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Tabla 6: Categorizacion de los plaguicidas segun la escala establecida por la OILB

para bioensayos en laboratorio, en el tiempo.

1 dia 7 dias 14 21 28 35 42 48
dias dias dias dias dias dias
Control Inocuo Inocuo Inocuo Inocuo Inocuo Inocuo Inocuo Inocuo
Acetamiprid Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo
Abamectina Moderadamente Inocuo - - - - - R
Nocivo
Clorpirifos Levemente Inocuo | - - - - R .
Nocivo
|midac|oprid Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo
Methidation Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo
Metomilo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo
Spinosad Inocuo - - - - - N i

Spirotetramato | Inocuo - - _ _ B N -

Thiamethoxam Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo Nocivo
Aceite Mineral Levemente Inocuo - - - - - -
Nocivo

Azufre en polvo | Inocuo - - - ; ; - )

Azufre floable Inocuo - - - - R _ -

Bacillus Inocuo - - - - - B B
thuringensis

var kurstaki

Jabon Potdsico | Inocuo - - - - - _ B
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A modo de realizar una comparacion entre los plaguicidas orgénicos y sintéticos, se
recopilaron los resultados ilustrados en la segunda columna de la Tabla 6. Se pudo
observar que en el caso de los plaguicidas orgénicos ninguno se encuentra en la
categoria de nocivo, mientras que cuando se trata de plaguicidas sintéticos cinco de
ellos estuvieron en dicha categoria. Los datos fueron significativamente diferentes
para sintéticos y organicos en todas las categorias (t=2.071, gl=7, p<005),
exceptuando en levemente nocivo donde los valores fueron idénticos. En otras
palabras, los resultados expuestos muestran una tasa de mortalidad mayor para

plaguicidas de tipo sintético, en comparacién con aquellos de tipo organico (Fig.7).).

O Inocuos

@ Levemente Nocivo

Plaguicidas(n)
[¥5]

E Moderadamente Nocivo

m Nocivo

Sintético Organico

Tipo de plaguicidas

Figura 7: Numero de plaguicidas sintéticos y organicos analizados que pertenecen a

cada una de las categorias establecidas por la OILB.
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La Tabla 7 muestra los dias necesarios para poder introducir el controlador biolégico
R. lophantae, en un territorio que previamente conto con la presencia de plaguicidas.
Estos dias fueron determinados en base al momento en que los plaguicidas
comenzaron a ser inocuos para adultos de R. lophantae.

Aquellos plaguicidas que hasta el dia 48 de experimentacion mostraron nocividad, no
obtuvieron un dia recomendado para el ingreso del controlador biolégico, colocandose

en la Tabla 7 como “No determinado”.
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Tabla 7: Dias necesarios para colocar el control biol6gico, posterior a la aplicacion de

un plaguicida.

Plaguicida Dias

Acetamiprid No determinado (>48)
Abamectina 7

Clorpirifos 7

Imidacloprid No determinado (>48)
Methidation No determinado (>48)
Metomilo No determinado (>48)
Spinosad 1

Spirotetramato 1

Thiamethoxam

No determinado (>48)

Aceite Mineral 7
Azufre en polvo 1
Azufre floable 1
Bacillus thuringensis var kurstaki 1
Jabon Potasico 1
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4. DISCUSION

Pese a que el efecto producido por el contacto de plaguicidas sobre fauna auxiliar esta
ampliamente documentado en sus diferentes aspectos, tales como: mortalidad,
reduccion de la sobrevivencia y/o reproduccion, etc. (Croft, 1990), para las principios
activos de los plaguicidas aqui estudiados y en el caso de coccinélidos adultos, son

escasos los ensayos tanto de laboratorio como de campo realizados.

Nuestros resultados son consistentes con la literatura. Ripa y Larral (2008)
encontraron un efecto inocuo del jabdén potasico sobre R. lophantae a las 24 horas tras
la aplicacion del plaguicida, y 24 horas de exposicion de Rhyzobius lophantae, en
ensayos realizados en laboratorio, en Chile. El azufre ha mostrado efectos de
inocuidad en &caros y sus depredadores (Prischmann et al, 2005), y en el coccinélido
Cycloneda sanguinea (Del Pozo, 1988). Bacillus thuringensis var kurstaki se ha
mostrado inocuo en nuestros resultados, lo que es acorde con los resultados
encontrados por Pilcher et al (1997) y Mohammad et al (2001). Planes et al (2012)
clasificaron a spirotetramato como inocuo para Cryptolaemus montrouzieri, coccinélido

con grandes semejanzas a Rhyzobius lophantae.

El dnico plaguicida que resulto inocuo a 24 horas de la aplicacion del tratamiento y que
posee mayores diferencias con la literatura es spinosad. Boyero et al (2005) lo
clasifican como inocuo para R. lophantae. Sin embargo, Budia et al (2000) y Vifiuela et
al (2001) encontraron una elevada mortalidad sobre hemipteros depredadores a partir
de las 24 horas, mientras que para Chrysoperla carnea (Stephens), un crisépido, la
mortalidad sé6lo se produjo a dosis muy elevadas (Vifiuela et al., op cit). Ruiz et al
(2004) y Medina et al (2002) encontraron una baja mortalidad en sus ensayos con
otros insectos tratados con spinosad. Los resultados pueden diferir, dado que
spinosad se ha mostrado especialmente téxico por ingestion de presas, no asi por
contacto residual (Boyero et al, op cit; Vifiuela et al, 1998) que corresponde a nuestro
caso. Ensayos en el campo, donde los insectos se alimentan sobre las presas podrian

mostrar una mayor toxicidad de este producto.

El aceite mineral mostr6 en nuestros ensayos una leve nocividad, lo que coincide con
los resultados encontrados por Ripa y Larral (2008), quienes lo consideraron
levemente téxico a las 24 horas de exponer el adulto de R. lophantae ante residuos del

plaguicida.
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En lo que respecta a clorpirifos los ensayos de campo muestran una baja (Bellows &
Morse, 1988) o nula toxicidad (Luna et al., 1999) sobre adultos de C. montrouzieri. En
el laboratorio en tanto, se ha observado un efecto ligeramente téxico (30 a 70% de
mortalidad) sobre el coccinélido antes nombrado (Ripollés, 1986). Boyero et al (2005)
encontraron un 100% de mortalidad en sus ensayos con Rhyzobius lophantae, e
inocuidad por parte del mismo plaguicida al aplicarlo sobre C. montrouzieri. Por otra
parte, Prischmann et al (2005) documentaron inocuidad de clorpirifos sobre

depredadores de acaros.

En estudios en campo methidation ha mostrado una toxicidad de baja a moderada
sobre C.montrouzieri (Gravena et al., 1993), mientras que en ensayos en laboratorio
con pupas de esta misma especie, la mortalidad fue del 60% (Ripollés & Palau,
1993). Las diferencias con nuestros resultados pueden deberse a que las dosis
utilizadas en los estudios nombrados fueron menores a las utilizadas en nuestros
ensayos, asi como al hecho de que C.montrouzieri es un coccinélido que mide
aproximadamente el doble que R.lophantae, lo que le podria otorgar mayor
resistencia a los plaguicidas. Por otra parte, en estudios de Boyero et al (2005) y Ripa
y Larral (2008), methidation generé un 100% de mortalidad a las 24 hrs de su
aplicacion sobre R. lophantae. En esta misma linea estan los resultados obtenidos en

nuestros ensayos, donde a las 24 horas se alcanza una mortalidad del 100%.

Metomilo e imidacloprid presentaron una gran toxicidad, categorizandose como
nocivos, tanto en nuestros ensayos como en los realizados previamente por Ripa y
Larral (2008).

Videla (2007) consider6 a thiomethoxam como un plaguicida levemente toxico para R.
lophantae. De la misma forma fue considerado por Rahmani et al (2013) en sus
estudios sobre el coccinélido Hippodamia variegata. Pero por otra parte, nuestro
trabajo asi como el de Torres et al (2003) lo clasifican como nocivo para R. lophantae
y el coccinélido Delphastus pusillus, respectivamente. Las diferencias especificamente
con Videla (2007) quien analizé el mismo plaguicida sobre el mismo insecto, se
pueden deber a que en dicho ensayo se utilizé la dosis minima recomendada por el
fabricante (0.2g/1L), mientras que en este estudio se utilizd la dosis maxima

recomendada por el fabricante (5.67g/1L).

Cloyd y Dickinson (2006) en los ensayos efectuados sobre adultos de C. montrouzieri,

encontraron un 100% de mortalidad al aplicar acetamiprid. Por otra parte Fuentes-
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Contreras et al (2007) encontraron mortalidad muy altas para el mismo plaguicida
sobre el hemiptero Myzus persicae nicotianae. Ambos concuerdan con los resultados
obtenidos en nuestros ensayos, en donde acetamiprid causo un 100% de mortalidad
en adultos de R.lophantae.

Respecto a la mortalidad medida a través del tiempo, clorpirifos caus6 mortalidades
muy bajas al séptimo dia tras la aplicacion del plaguicida, categorizandolo como
inocuo. Este resultado no coincide con los ensayos realizados por Boyero et al (2005),
quienes para un periodo de 48 y 72 horas, lo situaron en las categorias de ligera y
moderadamente toxico respectivamente, segun los criterios de la OILB para estados
de desarrollo menos susceptibles.

En lo que respecta a methidation, metomilo e imidacloprid, en pruebas de laboratorio,
se han mostrado altamente toxicos (100% de mortalidad) para adultos del depredador
R. lophanthae. Esta toxicidad se mantiene por al menos 7 dias después de aplicados
los plaguicidas (Ripa & Larral, 2008). Fuentes-Contreras et al (2007) documentaron las
altas mortalidades producidas por imidacloprid, sobre el hemiptero Myzus persicae
nicotianae, incluso a 75 dias desde su aplicacion.

No se conoce informacion respecto al efecto residual de thiamethoxam sobre
R.lophantae, pero los ensayos indican una fuerte nocividad por parte del plaguicida.
Los que concuerdan con los resultados encontrados por Torres et al (2003) en otro
coccinélido, quienes aunque no evaluaron el efecto residual, si utilizaron distintas dosis
del plaguicida, encontrando altas mortalidad inclusive a dosis mucho méas bajas que

las evaluadas en este trabajo.

Se ha documentado la nocividad del plaguicida acetamiprid, en condiciones de
laboratorio, sobre adultos de C. montrouzieri hasta después de 48 horas (Cloyd &
Dickinson, 2006) y hasta 50 dias desde su aplicacion (Fuentes-Contreras et al, 2007).

A pesar de que la medicion del dafio oxidativo producido en membrana es un
mecanismo que es bastante utilizado a nivel mundial, esta metodologia no habia sido
empleada con anterioridad en coccinélidos adultos para la evaluacion del efecto de
plaguicidas. También es primera vez que se realizan ensayos en donde la cantidad de
muestra requerida para estimar un dafio oxidativo en el ser vivo, sea tan pequeia
como la utilizada en el presente ensayo (50 mg, por plaguicida). De esta forma, los

resultados obtenidos, abren una puerta a la investigacion entomoldgica y ambiental,
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permitiendo utilizar esta técnica en insectos los que pueden ser utlizados como

biomarcadores de contaminacion o toxicidad en los ecosistemas.

Es sabido que generalmente cuando un sistema biol6gico interactla con plaguicidas
que presentan toxicidad, reacciona y metaboliza los principios activos de dicho
plaguicida, produciendo la formacion de especies reactivas, las cuales aumentan a
medida que es mayor la exposicién, por tanto como uno de sus resultados se produce
peroxidacion lipidica afectando a nivel membranoso al sistema (Aslanturk et al., 2011).
En este estudio se encontré una diferencia significativa entre los valores de MDA como
producto de dafio oxidativo a membrana, generados por aceite mineral y el resto de
los plaguicidas. Esta significancia puede deberse a que la cantidad de muestra era
baja, pero de todas formas permite diferenciar la nocividad de los plaguicidas, ya que
aceite mineral era el Unico de los plaguicidas sometidos a TBARS que habia
presentado una categoria de toxicidad diferente (levemente nocivo) a las 24 horas

posteriores a la aplicacién del plaguicida.

A pesar de no encontrarse diferencias significativas en los niveles de MDA presentes
en los plaguicidas categorizados como inocuos tras las 24 horas de la aplicacion del
plaguicida, los resultados encontrados si indican un orden de la toxicidad sub-letal de
los plaguicidas que es acorde con los resultados encontrados para la toxicidad letal.
En otras palabras, los plaguicidas que generaron un mayor porcentaje de mortalidad
son aqguellos que generan una mayor generacion de MDA a nivel plasmatico en los

insectos sobrevivientes.

Sobre la base de que 6 plaguicidas (Bacillus thuringiensis var kurstaki, azufre en polvo,
azufre floable, jabdn potasico, spirotetramato, y spinosad) resultaron inocuos el primer
dia, se recomiendan estos para un manejo integrado de plagas, a la vez que es
posible introducir al controlador biol6gico R. lophantae en tan solo un dia después de
la aplicacion del plaguicida. Sin embargo, se sugiere excluir a spinosad de dicha
recomendacién, dado que estudios previos han mostrado que su toxicidad es
fundamentalmente a través de ingesta (Ruiz et al, 2004; Medina et al, 2002; Boyero et
al, 2005; Vifiuela et al, 1998). De esta forma, al dejar caer residuos frescos del
plaguicida en el campo estos podrian ser ingeridos por el controlador biol6gico
causando una mortalidad mayor a la observada en condiciones de laboratorio, analisis

que no se realizé en este estudio.
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En lo que respecta a aceite mineral, clorpirifos y acetamiprid, no se remienda estos
plaguicidas para un manejo integrado de plagas. En caso de que el agricultor o
persona a cargo del control de plagas quiera realizar el cambio de control por
plaguicidas a control biolégico, y haya afiadido previamente uno de estos plaguicidas,
debiese realizar el cambio a partir de los 7 dias posteriores a la aplicacion de este.

Se recomienda el total desuso de los plaguicidas metomilo, thiamethoxam,
methidation, imidacloprid, y acetamiprid, los cuales generaron un efecto de total
nocividad hasta a lo menos 48 dias después la aplicacion del plaguicida. Aun cuando
se conoce que la degradacién de los plaguicidas en campo es mucho mayor que
aquella provocada en laboratorio, este punto ya es considerado en la categorizacion
otorgada por la OILB quienes estiman que un 30% o menos de mortalidad es un efecto
inocuo en las pruebas realizadas en laboratorio sobre insectos. De esta forma Chile
se sumaria a la decisiobn tomada por Espafia y otros 12 paises de la Uni6n Europea
que establece la restriccién del uso de imidacloprid y thiamethoxam, decision que rige
a partir del 1 de Diciembre de 2013.

En los resultados fue posible observar una diferencia entre la nocividad de los
plaguicidas sintéticos con respecto a los organicos, siendo estos Ultimos menos
dafiinos para el depredador testeado. En base a esto, se sugiere el uso de plaguicidas
organicos para un mejor manejo integrado de plagas.
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5. CONCLUSIONES

Rhyzobius lophantae, es un controlador biol6gico, que sufre una gran nocividad por la

mayoria de los plaguicidas utilizados frecuentemente en la agricultura.

Los plaguicidas sintéticos en general, son mas nocivos para el depredador de plagas
R. lophantae, que los plaguicidas organicos.

Ninguno de los plaguicidas organicos usados resulto nocivo a las 24 horas de la

aplicacion, para adultos de R. lophantae.

Spinosad y spirotetramato son los plaguicidas de tipo sintético que generan menos
mortalidad sobre R. lophantae en ensayos de laboratorio por contacto, considerandose

inocuos a las 24 horas del tratamiento.

Metomilo, methidation, imidacloprid, thiamethoxam y acetamiprid; mostraron una
residualidad que gener6 la mortalidad del 100% de los insectos tratados por mas de 48

dias, en condiciones de laboratorio y se recomienda su prohibicion.

Aun cuando no se genere mortalidad del organismo, estos si sufren de dafio sub-letal,
especificamente dafio oxidativo, por la presencia de plaguicidas. Excepto Bacillus

thuringensis var kurstaki, quien no present6 ninguna clase de nocividad.

El ensayo TBARS podria ser una alternativa para determinar dafio oxidativo en
coccinélidos, siendo posible utilizar a estos pequefios insectos como biomarcadores

de contaminacion y toxicidad.
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