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PROLOGO

Los Nanoinsecticidas son una tecnologia nueva y a la vez innovadora, de menor
riesgo, con un alto potencial para optimizar el control de plagas en el agro, la industria y
en programas para la proteccion de la salud humana y animal; poseen ademas la
versatilidad necesaria para el disefio de nuevas aplicaciones especificas.

Los resultados promisorios obtenidos a partir de 2010 con la nanoalimina,
impulsaron al grupo de trabajo del Laboratorio de Toxicologia Ambiental (IMBECU,
CONICET CCT-Mendoza) a intensificar y refinar las investigaciones, especialmente en
cuanto a su espectro de accion y mecanismo insecticida. Por otra parte, las mejoras en el
proceso de sintesis y caracterizacion de la nanoalimina fueron realizados en colaboracién
con el Departamento de Ingenieria Mecénica e Industrial en Montana EEUU (Montana
State University — Bozeman USA).

Tal como sucede con cualquier producto nuevo, este Nanoinsecticida a base de
alumina nanoestructurada requiere una evaluacion intensiva y extensiva con la finalidad
de identificar el proceso de sintesis mas eficiente y las especies plaga a las que logra
controlar eficazmente, la dosis, el tipo de formulacion y la informacién toxicoldgica y
ecotoxicoldgica indispensable para su presentacion ante las autoridades reguladoras.
Parte de estos estudios se encuentran en desarrollo actualmente, siendo el presente trabajo
de tesis una contribucién a este proyecto general, a través del aporte de informacion
parcial acerca de su eficacia para el control de una especie de insecto plaga sobre la cual
el producto no habia sido evaluado hasta el momento. EIl presente trabajo trata
especificamente sobre toxicologia de insectos aplicada a una especie plaga, mientras que
la informacion sobre la caracterizacion fisico-quimica del producto, propiedades,

mecanismo de accion y toxicologia fueron obtenidos de la bibliografia disponible.
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RESUMEN

Los insecticidas organicos de sintesis quimica han sido utilizados desde los afios
50’ para la proteccion de granos de cereal y productos almacenados. Sin embargo, debido
a sus efectos perjudiciales sobre la salud humana y el ambiente, existe un interés global
por la busqueda de nuevos productos y métodos de control. Los polvos nanoinsecticidas
son una alternativa interesante a los pesticidas convencionales por ser efectivos, de facil
sintesis, de baja toxicidad aguda en mamiferos, ambientalmente amigables y con
reducidas posibilidades de generar resistencia. En el presente trabajo, se evalud la
actividad insecticida de la alimina nanoestructurada (NSA) en adultos y larvas del
escarabajo rojo de la harina, Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae),
plaga secundaria de los granos y productos almacenados, en forma comparativa con otros
polvos inertes comerciales: Protect-1t® y DiatomiD®, en condiciones de laboratorio. Los
resultados obtenidos mostraron que la NSA posee actividad insecticida por exposicion a
sustrato tratado en poblaciones de adultos de T. castaneum, con una eficacia similar a la
de Protect-1t® y superior a DiatomiD®. En los bioensayos de toxicidad por exposicién a
alimento con larvas de T. castaneum, la NSA no afect6 la supervivencia de las mismas,
pero se observaron efectos sub-letales a largo plazo en el desarrollo post larval del insecto.
Los resultados demuestran que la NSA es un producto eficaz para el control de adultos
de T. castaneum y que la presencia de este nanoinsecticida en el grano almacenado

también puede afectar la dinamica poblacional de esta especie plaga.
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1 INTRODUCCION

1.1 LOSINSECTOSPLAGA

1.1.1 El concepto de plaga

Un ecosistema es un sistema donde los organismos se encuentran en equilibrio
dindmico con su ambiente natural. Cuando el hombre modifica este ambiente por medio
de préacticas agricolas, se alteran las cadenas troficas y el ecosistema sufre un
desequilibrio. En tal situacion, los organismos suelen alterar su dieta y se vuelcan a los
alimentos que indirectamente les ofrece el hombre como consecuencia de la colonizacion
agropecuaria. Al aumentar la oferta de alimento, aumenta la cantidad de consumidores, y
es entonces cuando se desencadena la competencia entre el hombre con estos organismos,
que ahora adquieren el status de “plaga” (Lantery & Aragon, 1994).

La definicion de plaga puede ser muy subjetiva variando de acuerdo a diferentes
criterios. En el sentido mas amplio, cualquier animal o planta que causa dafios al hombre,
sus animales, sus cultivos o posesiones, aun si s6lo causa molestia, es considerado plaga
(Hill, 2008). Sin embargo, no debe considerarse plaga a cualquier organismo que aumente
su densidad de poblacién o que ocasione algin dafio, ya que las medidas para su control
podrian generar mayores problemas, principalmente si se trata de especies nativas
(Lantery & Aragon, 1994). Algunos insectos pueden ser considerados plaga en ciertos
momentos, o benéficos en otros. Desde un punto de vista agricola, una planta o animal
fuera de contexto es una plaga (individualmente) aungue no pertenezca a una especie que
haya sido declarada como tal. Aqui, lo relevante son los dafios que una especie ocasiona
a los cultivos, desde el punto de vista cuali- y cuantitativo y si estos sobrepasan el “umbral

de dafio economico” (Hill, 2008).

1.1.2 ¢Por qué algunas especies de insecto son consideradas plaga?

Los insectos constituyen el grupo animal mas diverso e importante de la Tierra,
incluyendo mas de un milldn de especies descriptas y representando a mas de la mitad de
todos los organismos vivos conocidos. Son la principal forma de vida multicelular, con
tamafios que varian desde diminutas avispas parasitas de alrededor de los 0,2 mm a
insectos palo que miden 35 cm de longitud. La mayoria de los insectos son importantes
para el hombre y el ambiente. Por ejemplo, varias especies de insectos son predadores o

parasitoides de insectos plaga, otros son polinizadores, descomponedores de materia
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organica o productores de productos valiosos como la miel o la seda. Algunos pueden ser
usados para producir compuestos farmacoldgicamente activos, como venenos o
anticuerpos. Menos del 0,5% del nimero total de especies conocidas de insectos son
consideradas plaga, y solo unas pocas pueden ser una amenaza seria para la poblacién
humana (Sallam, 2008).

Los insectos adquieren el rol de plaga por diferentes razones (Gullan &Cranston,
2014):

»= Luego de la introduccion accidental o intencional de una especie en areas
geograficas nuevas fuera de su rango nativo, donde escapan de la influencia
controladora de sus enemigos naturales.

= Se vuelven vectores de patogenos de plantas o animales (incluyendo al
humano).

= Cambian de huésped, de plantas nativas a plantas introducidas cultivadas,
comun en insectos polifagos u oligofagos.

= Los cultivos extensivos e intensivos representan una concentracion de
recursos que promueven la proliferacion de insectos especialistas y algunos
generalistas.

» Laintroduccion de ciertas practicas agricolas como el cultivo continuo, sin un

periodo de barbecho, aumentan la concentracion de insectos plaga.

1.1.3 El status de plaga de una especie de insecto

El estado de plaga de una poblacion de insectos depende tanto de la abundancia
de individuos como del tipo de molestia o dafio que el insecto ocasiona. Una lesion (o
herida) es usualmente el efecto deletéreo provocado por las actividades del insecto
(principalmente en alimentacidn) en la fisiologia del huésped (Gullan & Cranston, 2014).
Cuando la lesion es tan grave que, como consecuencia, induce una reduccion de la
cosecha potencial (aquella que se hubiera obtenido en ausencia de la plaga) en cantidad
o calidad, la lesion se ha convertido en un “dano” (Kranz & Theunissen, 1994). La
distincion entre lesion y dafio es importante al momento de decidir las medidas de control
de la plaga.

La densidad poblacional de una especie de insecto permite definir su status de
plaga (Fig. 1). El nivel de dafio econdmico (NDE) de una plaga es la densidad poblacional
mas baja que causa un dafio economicamente significativo al cultivo, y por ende a la

produccion. Para establecer el NDE es necesario relacionar los valores de densidad
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poblacional con las pérdidas porcentuales registradas en las cosechas o con valores de
produccion obtenidos. EI umbral de dafio econémico (UDE) de una plaga es la densidad
poblacional de la plaga a partir de la cual las medidas de control deben ser aplicadas para
prevenir un aumento de la poblacién hasta niveles de dafio econdmico (Lanteri &Aragon,
1994). EI UDE se expresa como el numero de individuos por unidad de muestreo. Aunque
el umbral econdmico se define en términos de densidad poblacional, representa el
momento en el cual se deben tomar medidas de control. Determinar los niveles de dafio
y umbral de dafio econdémico es uno de los primeros y mas importantes pasos para aplicar

un buen programa de control integrado de plagas.

Densidad poblacional
%]
£
—
.
ot
—
—

r—

Tiempo

Fig. 1. Curva tedrica de una poblacion de insectos plaga de un cultivo, indicando: posicion de
equilibrio (PE), nivel de dafio econémico (NDE), umbral de dafio econémico (UDE), y una
nueva posicion de equilibrio (NPE). La flecha indica la aplicacién de una medida de control.
Adaptado de Lanteri & Aragon (1994).

1.2 INSECTOS PLAGA DE GRANOS ALMACENADOS

1.2.1  Almacenamiento y pérdidas: la magnitud del problema

El hambre y la desnutricion pueden existir a pesar de una produccion adecuada de
alimentos. Esto se da como resultado de una distribucién desigual, de las pérdidas y del
deterioro de los recursos disponibles de alimentos. Asi, la utilizacion maxima de los
alimentos y la minimizacién de las pérdidas post-cosecha son absolutamente esenciales
(Chakraverty, 2001).

Las pérdidas de alimentos varian de acuerdo a: el tipo de cultivo, el afio, la plaga,
el periodo de almacenamiento, los métodos de trilla, secado, manejo, almacenamiento,

procesamiento, transporte, distribucion, y clima en el cual el alimento es producido y
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consumido. En los paises desarrollados méas del 40 % de las pérdidas de alimentos se
producen principalmente en la venta minorista y en el consumo, mientras que en los paises
en desarrollo esas pérdidas se producen en las etapas de post-cosecha y procesamiento
(FAO, 2012). Para cada operacién post-cosecha, hay posibilidad de pérdidas tanto en
calidad como en cantidad. Si estas pérdidas pudiesen minimizarse, varios paises del
mundo se volverian autosuficientes en la produccion de alimentos.

Se estima que las pérdidas totales post-cosecha de cereales, la fuente de alimentos
mas importante para las personas y el ganado, rondan entre el 5 y 20% (Chakraverty,
2001), siendo el almacenamiento la operacion post-cosecha mas significativa y critica.
Los granos de cereal cosechados son eventualmente almacenados por periodos de tiempo
que dependen de la demanda del mercado, el tamafio de la produccién y las necesidades
del agricultor. Durante el almacenamiento, generalmente se produce un cambio en la
calidad del grano debido al proceso respiratorio, lo que genera pérdidas de sustancias
nutritivas. Combinado con las condiciones de almacenamiento inadecuadas, el deterioro
ocurre mas rapido llevando desarrollo de hongos e infestacion por insectos, lo que se
traduce en importantes dafios y pérdidas econdmicas (Sallam, 2008). Para que el
almacenamiento sea exitoso, en primer lugar, el grano debe estar entero, seco, sano y
limpio. El dafio ocasionado a los granos puede ocurrir durante las operaciones post-
cosecha de trilla, secado y transporte. Cuando los granos se guardan sin alteraciones
fisicas y fisiol6gicas mantienen todos los sistemas propios de autodefensa y se conservan
mejor durante el almacenamiento (Stefanazzi, 2010).

Los insectos constituyen las principales plagas de los cereales y de los productos
almacenados, afectando su calidad, volumen y valor comercial. Se estima que entre el 5
y 10 por ciento de la produccién mundial de granos de cereal se pierde a causa de los
insectos, lo que equivale a la cantidad de granos necesaria para alimentar a 130 millones
de personas anualmente (FAO, 1993). La magnitud del dafio varia de regién a region. En
los paises desarrollados, las pérdidas post-cosecha a causa de insectos de productos
almacenados se estiman en un 9% y hasta un 20% o mas en paises en desarrollo (Phillips,
2010).

1.2.2 Principales especies de insectos plaga de los granos almacenados
Existen mas de 100 especies de insectos que infestan los granos almacenados
(Rajendran, 2001), siendo econdmicamente mas importantes los insectos pertenecientes

al orden Coleoptera (escarabajos), orden Lepidoptera (algunas polillas) y &rden
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Psocoptera (piojos de los libros) (Tabla 1). Varias especies de coledpteros y lepidopteros
atacan los cultivos tanto en el campo como en los sistemas de almacenamiento. En el caso
de las polillas, sélo las larvas son destructivas; los adultos no se alimentan y viven poco
tiempo. Coleoptera es el orden més diverso de insectos y abarca las plagas de productos
almacenados mas comunes y relevantes, y tanto las larvas como los adultos son

responsables del dafio (Sallam, 2008).

Tabla 1: Principales insectos plagas de granos almacenados

Nombre comun Nombre cientifico Cereal de
preferencia

Escarabajos
Gorgojo del arroz Sitophilus oryzae Trigo, arroz
Gorgojo del maiz S. zeamais Maiz
Gorgojo del granero S. granarius Trigo
Gorgojo Kaphra Trogoderma granarium Trigo, arroz
Pequefio barrenador Rhyzopertha dominica Trigo, arroz paddy
Barrenador mayor de los granos Prostephanus truncatus Maiz
Escarabajo rojo de la harina Tribolium castaneum Arroz
Escarabajo confuso de la harina T. confusum Arroz
Escarabajo de cabeza larga de la harina  Latheticus oryzae Arroz
Escarabajo dentado de los granos Oryzaephilus surinamensis ~ Arroz
Escarabajo de los granos Crytolestes spp. Arroz

Polillas
Polilla dorada del maiz Sitotroga cerealella Arroz paddy
Polilla de la almendra Ephestia cautella Trigo, arroz
Polilla del arroz Corcyra cephalonica Arroz
Polilla india de la harina Plodia interpunctella Trigo

Psocidos
Piojo de los libros Booklice Liposcelis spp. Arroz

Adaptado de Rajendran, 2001. Handbook of Postharvest Technology.

En la Argentina, los insectos plaga de granos almacenados mas importantes son:
Sitophilus oryzae, Sitophilus zeamais, Rhyzopertha dominica, Tribolium castaneum,
Tribolium confusum, Sitotroga cerealella, Tenebrio molitor y Oryzaephilus surinamensis
(Benzi, 2013).

1.2.3 Clasificacion de los dafios ocasionados por los insectos de granos
almacenados
El dafio que ocasionan los insectos a los granos y semillas almacenados puede ser:
directo o indirecto.
= Dario directo: es causado por el consumo y contaminacion del grano o producto

almacenado. En algunas especies tanto la larva como el adulto ocasionan el

5
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deterioro (cucujidos, curculionidos y tenebridnidos), en otras solo la larva se
alimenta del producto almacenado (algunos bruquidos y derméstidos). El dafio
ocurre sobre el mismo grano, llevandolo a la pérdida de peso, reduccién del
poder germinativo, reduccion del valor nutritivo, y la pérdida de humedad.

= Dario indirecto: los insectos plaga pueden deteriorar los granos almacenados
hasta transformarlos en un producto no apto para el consumo humano y/o
animal. Su presencia asi como sus excretas, exuvias e individuos muertos hacen
que el producto sea rechazado a nivel comercial, debido a que el material
infestado por estas plagas adquiere un sabor y olor desagradables y su
ingestion puede producir trastornos digestivos o alergias. Los insectos y acaros
atacan los granos dando inicio a un proceso de fermentacion que genera calor
en sitios localizados dentro de los silos. Esos focos de calor (hot spots) generan
gradientes de humedad y temperatura en la masa de granos favoreciendo el
desarrollo de hongos y finalmente, estas condiciones son favorables para el
desarrollo de bacterias.

1.2.4 Clasificacion de los insectos plaga de granos y productos almacenados
En base al tipo de alimentacion y al dafio ocasionado, los insectos de granos
almacenados se clasifican en dos grupos: plagas primarias y plagas secundarias (Hill,
2003).
= Plagas primarias: tienen la capacidad de perforar la cubierta protectora de los
granos enteros, alimentandose preferentemente de la region germinal de la
semilla, y son por lo tanto responsables de las pérdidas en calidad y valor
nutricional de granos de cereal, y la pérdida de la viabilidad (capacidad de
germinacién) de semillas. La larva del lepiddptero Sitotroga sp. pertenece a
esta categoria, asi como los adultos y larvas de Sitophilus, Rhyzopertha,
Trogoderma y larvas de Callosobruchus. La larva, pupa y pre-adulto de estos
coledpteros cumplen su ciclo vital dentro del grano.
= Plagas secundarias: solo pueden alimentarse de granos y semillas dafiados,
donde la cubierta esté agrietada, agujereada, desgastada o rota, ya sea por dafio
fisico durante la cosecha o por un secado violento, o como consecuencia de los
dafios provocados por una plaga primaria. Algunas de estas especies se
encuentran en los silos junto con plagas primarias como Sitophilus o Sitotroga.

Sin embargo, las plagas secundarias aparecen masivamente en harinas y



Evaluacion de la eficacia de la alimina nanoestructurada en Tribolium castaneum | Melisa A. Suans

productos procesados. Las plagas secundarias mas comunes en granos y
semillas incluye la larva de Ephestia, Cadra, Plodia, y larvas y adultos de
Oryzaephilus, Criptolestes, Tribolium y otros tenebridnidos.

1.3 TRIBOLIUM CASTANEUM: EL ESCARABAJO ROJO DE LA HARINA

Tribolium castaneum (Herbst, 1797) es una plaga secundaria de cereales
almacenados y productos alimenticios, de distribucion cosmopolita que causa
considerables pérdidas econdmicas. Posee la tasa de crecimiento poblacional mas alta

registrada entre las plagas de productos almacenados (Rees, 1996).

1.3.1 Ubicacion sisteméatica

El escarabajo rojo de la harina pertenece la tribu Triboliini dentro de la familia
Tenebrionidae, una de las méas grandes del reino animal con mas de 15.000 especies
descriptas. La tribu Triboliini comprende a dos géneros: Palorous y Tribolium, siendo
Tribolium el género mas estudiado por contener varias especies de importancia

econdémica (Howard, 1987).

= Clasificacién taxondmica

Phylum Arthropoda
Clase Insecta
Orden Coleoptera
Suborden Polyphaga
Serie Cucujiformia
Superfamilia Cucujoidea
Familia Tenebrionidae
Tribu Triboliini

Género Tribolium

Especie Tribolium castaneum Herbst 1797

1.3.2 Distribucion geografica

El género Tribolium incluye a 36 especies. Diez de ellas son plagas de productos
agricolas almacenados (Angelini, 2007), siendo T. castaneum y T. confusum las mas
importantes. Ambas especies, similares en estructura general y funcién, son cosmopolitas

como consecuencia del comercio internacional de harinas y granos. T. castaneum se
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encuentra mas frecuentemente en areas tropicales y calido-templadas, mientras que T.
confusum se distribuye ampliamente en zonas templadas (Rees, 1996). El probable origen
geogréfico de Tribolium castaneum es la India (Hill, 2003).

1.3.3 Alimentacién y dafios

Las larvas y adultos de T. castaneum muestran preferencia por la porcion germinal
de los granos para alimentarse, ya que sus piezas bucales no se encuentran adaptadas para
fraccionar trozos grandes y duros de alimento. Su dieta abarca un amplio rango de
productos: cereales, productos a base de cereal, nueces, especias, café, cacao, chocolate,
bizcochos, frutos secos y a veces legumbres. Sin embargo, la harina y los productos
molidos son los preferidos (Hill, 2003). El dafio es causado tanto por las larvas como por

los adultos.

1.3.4 Ciclo de vida
El escarabajo rojo de la harina es un holometabolo cuyo ciclo de vida comprende
cuatro fases: huevo-larva-pupa-adulto (Fig. 2). El desarrollo puede completarse entre los

19 y 20 dias bajo condiciones optimas de 35°C y 75%
Adulto Huevos HR, pero también es posible entre los 20 y 40°C (Hill,
2003). Los adultos pueden vivir 6 meses 0 mas (hasta 3
l afios) (Hill, 2003). Las hembras depositan entre 2 y 10

huevos diariamente a lo largo de su vida. La eclosion de

Larva

Pupa idiferentes los huevos requiere de 2-3 dias. La humedad ambiente
esladios
larvales) no afecta a los huevos. Las larvas atraviesan por 7 u 8

Fig. 2. Ciclo de vida de T.  estadios (pudiendo ser entre 5-11) y después de los 13
castaneum ]

dias de desarrollo larval, pupan. La tasa de desarrollo

larval depende de la humedad y la temperatura; el desarrollo es mas rapido a la humedad

mas alta a cualquier temperatura, y a 35°C para cualquier humedad (Howe, 1956; White,
1987). El estado de pupa se completa en 4-5 dias.

En condiciones Optimas, las poblaciones de T. castaneum pueden aumentar a una

tasa de hasta 70 y 100 veces en un mes, mas rapido que cualquier otra plaga de productos

almacenados (Rees, 1996).
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1.3.5 Identificacion

La correcta identificacion de las especies de insectos en los granos y productos

almacenados es esencial para un control eficiente de la plaga y el manejo adecuado del

grano.

Caracteres morfologicos de T. castaneum:

= Adultos: miden entre 3-4 mm de largo. De cuerpo achatado, elongado,

AN

coloracion  marron-rojiza, tienen el
segundo par de alas desarrolladas y
capacidad de vuelo. Poseen los ultimos
tres segmentos antenales de mayor tamafio
que los anteriores, una de las diferencias
cual

con T. confusum el posee los

segmentos  antenales  gradualmente

crecientes (Park, 1934). En una vista lateral de la region cefélica, se puede

observar claramente una carena que divide el ojo en dos facetas. En vista

ventral, la distancia entre ambos ojos es relativamente estrecha y puede

observarse un proceso en forma de hacha entre el primer par de patas.

Dorsalmente, el torax presenta pequefios hoyos en la region central del pronoto

(Stefanazzi, 2010).

= Huevos: pequefios, cilindricos y blancos. Recién ovipuestos estan cubiertos de

una capa viscosa que les permite adherirse a las superficies

= Larva: tipica de tenebrionido en apariencia. Amarillentas con la cabeza color

marron palido.

= Pupa: de color blanco al comienzo de la fase,
gradualmente se torna color amarillo y antes de emerger

el adulto se torna de coloracién castafio rojizo.
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1.4  METODOS DE CONTROL DE PLAGAS DE GRANOS ALMACENADOS

El control de insectos es esencial para el almacenamiento exitoso de granos y sub-
productos del cereal. Los métodos de control pueden ser preventivos o curativos, fisicos,
quimicos, bioldgicos o el control integrado. Las estrategias de control de plagas se deben
enfocar principalmente en la combinacion de técnicas que sean efectivas, econémicas y
que se acentten en la prevencion de la contaminacién del producto alimenticio (Shadia
& Aziz, 2011).

1.4.1 Control quimico

El método mas simple, rapido y econdmico para el control de insectos en los
productos almacenados es el uso de insecticidas, frecuentemente en la forma de
fumigantes (White & Leesch, 1996). Los fumigantes son sustancias volatiles (liquidos o
polvos) que se vaporizan bajo condiciones ambientales, y los vapores o gases se
distribuyen entre los granos de los almacenes o silos. Su efecto insecticida es el resultado
de la toxicidad inhalatoria de estos productos, que ingresan al insecto a través de los
espiraculos, alcanzando las traqueas y traqueolas (Hill, 2003).

Actualmente, existen dos fumigantes principales utilizados para la proteccion de
granos almacenados (Rajendran & Sriranjini, 2008): la fosfina y el bromuro de metilo,
siendo la fosfina el fumigante mas ampliamente utilizado en el mundo (Rajendran, 2001).
El bromuro de metilo, un fumigante de amplio espectro, ha sido declarado como una
sustancia destructora de la capa de ozono y, por lo tanto, su uso ha sido limitado
completamente (Shadia & Aziz, 2011). Por otro lado, los insecticidas quimicos de sintesis
organica mas empleados, que se adicionan directamente al grano en el momento del
almacenamiento son: bioresmetrin, bromofos, carbaryl, clorpirifos-metil, diclorvos,
fenitrotion, malation, pirimifos-methyl, piperonil butoxide y las priretrinas (White &
Leesch, 1996). En Argentina, los mas utilizados son los organofosforados como DDVP,
mercaptotion, clorpirifos metil y pirimifos metil, los piretroides como deltametrina y el
fumigante fosfina (Santa Juliana, 2013).

Todos los insecticidas usados en o cerca de alimentos almacenados deben cumplir
con ciertos requisitos: matar rapidamente a la plaga sin dafiar al hombre ni al ambiente,
tener baja actividad residual, ser econdmico y facil de manipular y preparar (White &
Leesch, 1996). Sin embargo, la gran mayoria de insecticidas quimicos convencionales no
cumplen con todos estos requisitos, provocando dafios colaterales a la salud del hombre,

los animales y al ambiente.
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Costos e impacto ambiental ocasionados por los insecticidas quimicos

tradicionales (Coscaron & Stock, 1994).

1.

Desarrollo de resistencia en las poblaciones de insectos plaga. Desde el
comienzo del uso de insecticidas de sintesis quimica (1950’s), se ha observado
gue numerosas especies plaga se han vuelto insensibles a estos productos. Esto
conduce a los productores a incrementar las dosis de aplicacion, con el
consecuente aumento de los costos de produccion y la contaminacién ambiental.
Algunos estudios han mostrado que la resistencia a la fosfina es comun en distintas
especies de insectos plaga de los productos almacenados, en diferentes
poblaciones y regiones del mundo (Chaudhry, 1997), en particular las especies
Rhyzopertha dominica y Tribolium castaneum (Rajendran, 2001)

Efecto de los insecticidas sobre las especies benéficas.

Resurgimiento de las plagas. El uso de insecticidas de amplio espectro puede
producir el resurgimiento de una plaga, alcanzando muchas veces niveles de
densidad de poblacion superiores que los previos al tratamiento. Esto ocurre
porque las poblaciones de organismos benéficos, que controlan naturalmente a la
plaga, son diezmadas por el insecticida y su recuperacion es mas lenta que la de
las plagas.

Surgimiento de nuevas plagas. La destruccion de las poblaciones de enemigos
naturales de las plagas a través de los insecticidas de amplio espectro puede dar
como resultado que una especie inicialmente no perjudicial (plaga potencial)
reemplace a la que motivo la aplicacion. Este tipo de plaga resulta en algunos
casos mas destructiva y dificil de controlar que la plaga original.

Concentracion de residuos toxicos a lo largo de la cadena alimentaria. Los
insecticidas liposolubles, por ejemplo los clorados, transitan a través de la cadena
alimentaria sufriendo un proceso de bioacumulacion, ya que son quimicamente
estables y el organismo los elimina muy lentamente.

Impacto directo sobre la vida silvestre, los animales domésticos y las
poblaciones humanas. Los pesticidas pueden causar mortalidad de animales
silvestres y domésticos que habitan areas préximas a las parcelas de cultivo.
Asimismo, pueden ocasionar serios trastornos para la salud humana. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio, alrededor de
200.000 personas mueren a causa de envenenamiento con pesticidas, siendo

este nmero mayor en paises en vias de desarrollo (Benzi, 2013)
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En vista a los problemas ocasionados por los insecticidas quimicos actuales, existe
un interés global en las estrategias alternativas que incluyan el desarrollo de sustitutos

quimicos con menor impacto para la salud y el medio ambiente.

1.4.2 Manejo Integrado de Plagas (MIP)

El MIP se desarroll6 como resultado de las iniciativas tomadas para reducir la
completa dependencia de los pesticidas sintéticos para el manejo de plagas. Se define a
esta estrategia como “un sistema de manejo de plagas que en el contexto asociado y la
dinamica poblacional de la especie plaga, utiliza técnicas apropiadas y métodos de la
forma méas compatible posible manteniendo la poblacién de la plaga por debajo de los
niveles que causan dafio econdmico” (Dent, 2000). Esos métodos deben ser integrados a
la produccién agropecuaria de modo que la prioridad mas alta sea la proteccion de la salud
humana y del ambiente (Sholler et al., 1997). EI MIP propone el uso combinado de
técnicas preventivas, biologicas, fisicas, quimicas, entre otras, de modo que mejoren el
control del complejo de plagas que afecta a un cultivo o a productos almacenados.
Diferentes técnicas podrian ser mas efectivas que otras en determinado momento a lo
largo del periodo de almacenamiento.

En el contexto bioracional del MIP, los insecticidas nuevos tendran que cumplir
con estandares completamente diferentes a los de los insecticidas tradicionales. Deben ser
especificos para la plaga, no fitotdxicos, no tdxicos para mamiferos, amigables con el
ambiente, menos propensos al desarrollo de resistencia, mas econémicos y localmente
disponibles (Rajashekar et al., 2012). Sin embargo, los insecticidas sintéticos de contacto
y los fumigantes, en particular la fosfina, continuaran siendo herramientas importantes en
los sistemas de productos almacenados (Phillips, 2010); en particular, en paises en
desarrollo donde las técnicas alternativas son caras, no estan disponibles o no pueden ser
adoptadas rapidamente (Chaudhry, 1997; Rajendran, 2001)

1.4.3 Control fisico

Los insectos de productos almacenados han sido controlados a través de técnicas
fisicas desde hace ya miles de afios, antes del uso intensivo y extensivo de quimicos
sintéticos y fumigantes (Banks & Fields, 1995). Sin embargo, debido a los problemas
ocasionados por los pesticidas organicos de sintesis quimica se espera un resurgimiento
de estas técnicas de control descriptas en la literatura como “ancestrales”.

El control fisico consiste en la manipulacion del ambiente por medios fisicos para

hacerlo mas hostil o inaccesible a los insectos plagas (Banks, 1976). Los metodos fisicos
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son: la higiene y exclusiéon (como medidas preventivas, mediante la limpieza y creacién
de barreras fisicas a la entrada de insectos), el control de la temperatura (temperaturas
altas o bajas fuera de los valores 6ptimos de desarrollo del insecto plaga, y la radiacion
infrarroja y microondas), las atmdsferas controladas y modificadas (variacion en la
concentracion de gases atmosféricos -O2, CO2, NO2- desde valores tolerables a toxicos),
el control de la humedad relativa (inferior al 50% el insecto plaga no sobrevive), la
desecacion (por medio de polvos inertes y abrasivos, como la tierra de diatomeas), el
impacto mecanico y la remocion fisica (movimiento de la masa de granos desde un
compartimiento a otro y la posterior remocién del material roto), la radiacion ionizante
(radiacion gamma y beta), la luz y el sonido, entre otros (Banks, 1976; Fields & Muir,
1995; Banks & Fields, 1995; Rajendran, 2001; Phillips & Throne, 2009; Shadia & Aziz,
2011)

1.4.4 Control bioldgico

Se denomina control bioldgico al empleo de parasitos, predadores y patdgenos
para mantener la densidad poblacional de las plagas a un nivel inferior al que se registraria
en ausencia de ellos (Coscarén & Stock, 1994). Estos agentes son llamados enemigos
naturales, presentes en el proceso de control natural de las plagas. En el ecosistema de los
granos almacenados, los principales organismos que controlan a los insectos plaga
incluyen a parasitoides pertenecientes al orden Himenoptera y predadores de los 6rdenes
Hemiptera y Acari (Stefanazzi, 2010). El antocorido Xylocoris flavipes (Hemiptera:
Anthocoridae) es un importante predador de T. castaneum (H.) (Aziz, 2007). En general,
el control bioldgico actia lentamente ya que solo uno o unos pocos estadios de desarrollo
del insecto plaga son atacados (Scholler, 2010).

Por otro lado, agentes microbianos patégenos de insectos, altamente especificos,
tales como los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae y la bacteria
Bacillus thuringiensis (Bt), estan disponibles comercialmente y son empleados para el
control de insectos de granos almacenados. Bt ha mostrado ser efectivo para el control de
T. castaneum (H.) (Moore et al., 2000). Este método puede ser utilizado en conjunto con
otros insecticidas, como la tierra de diatomeas que hace que el insecto resulte mas
susceptible al patdgeno (Phillips, 2010). Sin embargo, la eficacia sigue siendo baja en

comparacion con los insecticidas convencionales.
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1.45 Métodos bioracionales

Alternativas biologicas a los insecticidas quimicos sintéticos para el control de

granos almacenados, como componentes del MIP.

1.

Feromonas y otros semioquimicos: las feromonas son compuestos quimicos
segregados por los insectos que actlan como sefiales quimicas intra-
especificas. En los ultimos 40 afios han sido identificadas diferentes
feromonas para méas de 40 especies de insectos de productos almacenados
(Phillips, 2010). Existen distintos tipos de feromonas con diferente funcion
(De los Mozos Pascual, 1997): Las feromonas sexuales liberadas por las
hembras para atraer a los machos, como en algunos lepidépteros, y las
feromonas de agregacion, que son producidas por los machos y atraen a
ambos sexos, como en el caso de algunos coledpteros de los granos
almacenados. Estas feromonas estan comercialmente disponibles para
aproximadamente 20 especies de insectos plaga de productos almacenados
(Phillips, 2010), entre ellos las mas comunmente utilizadas son de P.
interpunctella, Lasioderma serricorne, Tribolium castaneum and T.
confusum y Trogoderma variabile. Las feromonas sintéticas son utilizadas
principalmente para el monitoreo de insectos en programas de manejo de
plagas, permitiendo el seguimiento y el control.

Insecticidas botanicos: extractos de plantas con propiedades insecticidas que
actian como repelentes, deterrentes de la alimentacion, toxicos, protectores
naturales de los granos, inhibidores de la reproduccion e inhibidores del
desarrollo y crecimiento de insectos (Rajashekar et al., 2012). EI Pyrethrum
es quiza el insecticida botanico mas exitoso, en particular, para plagas de
productos almacenados (Phillips, 2010).

Reguladores de crecimiento de insectos: Los reguladores de crecimiento
(que se encuentran en la bibliografia internacional como “IGR”) son quimicos
que imitan a las hormonas reguladoras de la muda, provocando un desbalance
hormonal en el insecto, interrumpiendo su normal desarrollo (Shadia & Aziz,
2007). Los IGRs mas utilizados en productos almacenados son analogos de
la hormona juvenil, como methoprene, hydroprene, y pyriproxyfen. La
toxicidad de los IGR es baja para mamiferos y en general, representan una

técnica efectiva para el control de plagas, aunque su costo es muy elevado.
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4. Cultivos resistentes: Variedades de cultivos que expresan resistencia, con
atributos ~ fisicos o bioquimicos que modifican las respuestas
comportamentales o perjudican el desarrollo o supervivencia de la especie de

insecto plaga (Throne et al., 2000)

1.5 POLVOS INSECTICIDAS

1.5.1 Historiay descripcion

Los polvos inertes (PI), también Ilamados polvos inorgéanicos, incluyen a todos
los polvos secos de origenes diferentes que son quimicamente no reactivos en la
naturaleza (Subramanyam & Roesli, 2000). Estos polvos han sido utilizados
tradicionalmente para la proteccion de granos almacenados. Las arcillas fueron usadas
como insecticidas por pueblos aborigenes en América del Norte y Africa hace miles de
afios atras (Fields & Muir, 1995). Sin embargo, sélo en las Gltimas décadas se ha intentado
comercializar estos materiales para su uso en la tecnologia moderna de proteccion de
granos de cereal (Golob, 1997).

Los PI poseen un mecanismo de accion basado en fendmenos fisicos en lugar de
bioguimicos-toxicoldgicos como los que son propios de los insecticidas orgéanicos de
sintesis. Estos polvos exhiben caracteristicas deseables como insecticidas, tales como:
especificidad, baja toxicidad para el hombre y para los organismos benéficos, bajo costo

y baja probabilidad de generar resistencia (Stadler et al., 2010b).

1.5.2 Tipos de polvos inertes

Existen 4 tipos basicos de polvos inertes (Banks & Fields, 1995), los cuales
pueden ser diferenciados por su composicion quimica, su nivel de actividad, o el tamafio
de la particula:

= Arcillas, arena vy tierra. Insecticidas tradicionales utilizados para la

proteccion de granos almacenados. Este grupo incluye también al caolin,
cenizas de cascaras de arroz, cenizas de madera y cenizas volcanicas
(Subrammanyan & Roesli, 2000). Para que estos materiales tengan efecto, se
requieren grandes cantidades, superior al 5% por peso (Golob, 1997).

= Tierra_de diatomeas (TD). Son restos fdsiles de diatomeas, algas

microscopicas, unicelulares que poseen un esqueleto fino de silice natural
amorfa (SiO2+nH20). Los esqueletos de diatomeas se han depositado en

fondos de lagunas o mares hace millones de afios atras, y en algunos lugares
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los depdsitos pueden alcanzar los cientos de metros de espesor. Aunque el
constituyente principal de estos depdsitos es la silice (dioxido de silicio- SiO2)
aproximadamente en un 90%, también existen pequefias cantidades de otros
minerales: aluminio, éxido de hierro, cal, magnesio y sodio (Banks & Fields,
1995). Existen varios polvos de TD registrados en todo el mundo. En
Argentina, uno de los productos comercialmente disponibles es el
DiatomiD® (98% tierra de diatomeas).

= Silices _sintéticas. Silices producidas a través de sintesis quimica (por

ejemplo, silicofosfatos) o geles de silice formados por un 99.5% de silice. Los
geles de silice son polvos finos con particulas menores de 3 micrones, con
alta capacidad de absorcion de liquidos y aceites, y por lo tanto son
insecticidas mas efectivos que la tierra de diatomeas. Los geles de silice son
utilizados actualmente en combinacion con TD, siendo uno de los polvos mas
efectivos el Protect-1t®, registrado en Estados Unidos y en otros paises, donde
se encuentra comercialmente disponible.

= Polvos minerales sin silice. Este grupo incluye la dolomita, magnesita,

oxicloruro de cobre, katelsous (fosfato de roca y azufre del suelo), cal
(hidroxido de calcio), piedra caliza (carbonato de calcio), y la sal comdn
(cloruro de sodio) (Subrammanyan & Roesli, 2000).

1.5.3 Mecanismo de accidn insecticida de los polvos inertes

Para comprender el modo de accion de los polvos inertes, es necesario hacer
referencia, en primer lugar, a las caracteristicas de la cuticula de los insectos. El
tegumento es la capa mas externa del cuerpo de los insectos, y esta formado por una sola
capa de células ectodérmicas (epidermis), la cual esta cubierta por la cuticula, una matriz
extracelular apical quitinosa segregada por la epidermis (Chapman, 2013).

La cuticula se compone de tres capas distintas (Fig. 3): la epicuticula, la
exocuticula y la endocuticula. La exo- y endocuticula son referidas como la procuticula.
La epicuticula y la procuticula difieren en su composicion. Mientras que la procuticula es
una estructura quitinosa, la epicuticula no contiene cantidades significativas de quitina.
La epicuticula, la parte mas externa del tegumento con un espesor entre 1-4 um, esta

compuesta primariamente por lipidos, proteinas y lipoproteinas.
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Fig. 3. Generalizacion esquematica de la estructura del tegumento de los insectos. Imagen
extraida de: http://www.asturnatura.com/articulos/artropodos/cargen.php

Desde el punto de vista evolutivo, los artrépodos y en particular los insectos, han
logrado independizarse del medio acudtico a través de la impermeabilizacion. Los
insectos secretan de modo continuo una capa lipidica epicuticular para evitar la pérdida
de agua corporal por evaporacion. La conservacion de liquidos en los insectos se relaciona
directamente con su superficie especifica, de modo que los insectos mas pequefios, con
un &rea superficial mayor respecto a su volumen, resultan mas susceptibles a la
deshidrataciéon. La composicion de esta capa lipidica varia ampliamente entre los
diferentes taxones, tanto cualitativa- como cuantitativamente, en funcion del ambiente y
la forma de vida del insecto. El estrés ambiental, como las temperaturas altas o bajas, los
insecticidas sintéticos o los polvos inertes pueden alterar los perfiles de hidrocarburos
cuticulares, y el grado de alteracion podria variar con la especie y el estado del ciclo de
vida expuesto (Subramanyam & Roesli, 2000).

Se han propuesto diferentes teorias para explicar el mecanismo de accién de los
polvos inertes en los insectos (Subramanyam& Roesli, 2000):

1) Los polvos inertes bloquean los espiraculos y los insectos mueren por asfixia.

2) Los polvos se alojan entre los segmentos corporales y aceleran la pérdida de

agua por medio de la abrasion de la cuticula.

3) Los polvos absorben el agua desde la cuticula del insecto.

4) Los insectos mueren por intoxicacion al ingerir las particulas de polvo.

5) Los polvos absorben los lipidos epicuticulares de los artropodos llevandolos

a la pérdida excesiva de agua a través de la cuticula.
Diferentes estudios se han llevado a cabo para comprender el mecanismo de

accion correcto de los polvos inertes. La explicacion mas ampliamente aceptada es que
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los PI actian removiendo o absorbiendo los lipidos epicuticulares de los insectos

causando la pérdida excesiva de agua a través de la cuticula, lo que lleva a la muerte del

insecto por deshidratacion (Stadler et al., 2010b).

1.5.4 Principales factores que afectan la eficacia insecticida de los Pl

Subramanyam & Roesli (2000) describen los factores mas significativos que

afectan la actividad de los polvos inertes, en particular de la TD.

1.

Propiedades fisicas de los P1: el tamafio, la densidad, superficie especifica,
dureza, forma y estructura de las particulas (amorfa, acicular, cilindrica). El
valor de la superficie especifica del Pl aumenta en funcion de la reduccion
del tamafio de la particula. Las particulas ultra finas poseen mayor efecto
insecticida que sus equivalentes de mayor tamafio e igual composicion
quimica, como consecuencia de la correlacion directa entre la relacion
superficie/volumen por unidad de peso, y la energia de superficie de la
particula, de la que depende directamente su actividad bioldgica (Buteler et
al., 2011).

Diferencias entre especies: la eficacia de los Pl esta relacionada con
caracteristicas propias de cada especie de insecto plaga: la relacion entre el
area superficial y el volumen (los insectos méas pequefios, son mas
susceptibles a los P1 ya que tienden a perder humedad a una tasa mas rapida);
el espesor de la capa de cera cuticular (a mayor espesor, menor susceptibilidad
del insecto al PI); la cantidad de pelos en el cuerpo (los insectos con mas pelos
son menos susceptibles, ya que el pelo evita que las particulas del Pl entren
en contacto con la cuticula del insecto); la capacidad de movimiento en los
granos tratados (a mayor contacto del insecto con el insecticida, mayor
susceptibilidad al producto) y la capacidad de obtener agua desde los granos.
R. dominica y T. castaneum son las especies mas tolerantes a los Pl y en
particular a la TD en comparacion con otros insectos (Subramanyam &
Roesli, 2000).

Acceso a la comida: los insectos alimentados son menos susceptibles que los
ayunados.

Retencion de polvos de la masa de granos: a mayor tasa de retencion mayor

eficacia.
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5. Temperaturadel granoy humedad: los Pl son mas efectivos a temperaturas
mas altas y con un contenido de humedad mas bajo del grano. Sin embargo,
para TD, T. castaneum es mas susceptible a temperaturas mas bajas.

6. Humedad relativa: por encima del 70% de HR, la actividad insecticida del
polvo disminuye. Esto sugiere que la muerte de los insectos por la accién de
los P1 se debe a la desecacion.

7. Condicién del grano: mayor eficacia del P1 en granos limpios que en granos

rotos o en harina.

1.6 NANOINSECTICIDAS: NUEVAS PERSPECTIVAS PARA EL CONTROL
DE INSECTOS PLAGA

1.6.1 La nanotecnologia en la agricultura, una ciencia de rapido avance

La nanotecnologia es una amplia area de investigacién, desarrollo y actividad
industrial que ha crecido rapidamente en la Gltima década. Se trata de una ciencia
enfocada en lo “ultra-pequefio” [desde 1 a 100 nanémetros (10°m)], una escala en la cual
los materiales exhiben nuevas propiedades. Sobre la base del paradigma “lo mismo pero
diferente”, los nanomateriales manufacturados difieren de las sustancias con idéntica
estructura y composicion quimica en propiedades como: reactividad, area especifica,
efectos cuanticos, carga eléctrica, etc. Estas nuevas propiedades surgen a partir de la
reduccion del tamafio de la particula hacia el rango nanométrico, y se amplia asi el
espectro de aplicaciones del compuesto a diferentes productos industriales, agricolas,
electrénicos, vestimenta, pinturas, alimentos, cosméticos, medicamentos, entre otros
(Stadler et al., 2010b)

Los nanoplaguicidas, o nanoproductos para la proteccién de cultivos, representan
un desarrollo tecnoldgico reciente que, en relacion al uso de los plaguicidas actuales,
podrian ofrecer un rango de beneficios, entre ellos un aumento en la eficacia y en la
residualidad del producto, y una reduccién en las cantidades de ingredientes activos que
se necesitan para ser utilizados (Kookana et al., 2014). La nanotecnologia aplicada a la
agricultura dio lugar a la incorporacion de productos formulados a partir de ingredientes
organicos (polimeros) y/o ingredientes inorganicos (metales, oxidos de metales y
nanoarcillas) en diferentes formas (hnanoemulsiones, nanocéapsulas y nanoparticulas)
(Ragaei & Sabri, 2014). Las nanocapsulas o liposomas ya han sido incorporados en el

desarrollo y formulacion de agroquimicos, por ejemplo herbicidas nanoencapsulados con
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polimeros que se liberan sélo cuando alcanzan la maleza, permitiendo la utilizacién de
menores dosis de producto (Pérez de Luque & Rubiales, 2009). Por otro lado,
nanoparticulas de 6xido de aluminio y de silicio, mas amigables para el ambiente, han
mostrado tener actividad insecticida contra principales insectos plagas de granos de cereal
almacenados (Stadler et al., 2010a, 2012; Debnath et al., 2011).

Kah & Hofmann (2014) realizaron un andlisis exhaustivo del estado cientifico
actual en el que se encuentran los nanoplaguicidas, identificando y priorizando la
necesidad de mayores investigaciones, entre ellas el mecanismo de accion asociado, la
biodisponibilidad y durabilidad de los productos y la evaluacion del impacto ambiental y
en la salud humana de estos nanomateriales, de modo que pueda facilitarse el desarrollo

de enfoques regulatorios, actualmente inexistentes.
1.6.2 Alumina nanoestructurada (NSA)

1.6.2.1 Definicion y caracterizacion

Descubierto recientemente (Stadler et al., 2010a), la alimina nanoestructurada
(NSA) es un polvo insecticida caracterizado por particulas de 6xido de aluminio (Al>O3)
de 40-60 nm que forman grandes agregados de tamafio micrométrico (Fig. 4) con una
superficie especifica de 14 m?/g (Mimani & Patil, 2001; Toniolo et al., 2005; Stadler et
al., 2012). El 6xido de aluminio es una sustancia omnipresente en la naturaleza que, junto
con el éxido de silicio, constituye uno de los principales ingredientes de las arcillas
presentes en todos los suelos (Hurlbut & Klein, 1985). A diferencia de la alimina natural,
la NSA es el resultado de una sintesis quimica por combustion (Mimani & Patil, 2001;
Toniolo et al., 2005), cuyo producto final es un polvo homogéneo y de alto grado de
pureza con caracteristicas uniformes y propiedades fisico-quimicas especificas. Estas
caracteristicas son el resultado del proceso de fabricacién y son el factor determinante de
la actividad insecticida de la NSA (Stadler et al., 2010a).

1.6.2.2 Mecanismo de accion

El mecanismo de accion de la nanoalimina aiin no ha sido totalmente esclarecido.
En principio, actia sobre la base de la carga electroestatica de las particulas, de los
fendmenos de triboelectrificacion propios del cuerpo de los insectos, y de la sorcion de
ceras cuticulares (Stadler et al., 2010b). Los agregados de NSA estan formados por
nanoparticulas cargadas positivamente y otras negativamente y en algunos casos son

dipolos (Karasev et al., 2004). Los insectos, por otro lado, poseen una carga eléctrica
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neta producida por el contacto con varias superficies o por friccion, fendmeno
denominado triboelectrificacion (Mc Gonigle et al., 2002). Asi, en aquellos insectos que
exhiben cargas eléctricas, los agregados de NSA se adhieren firmemente a la superficie
corporal (Fig. 5b; 6b) y las ceras cuticulares son “adsorbidas” - debido a la alta superficie
especifica (14m?/g) de la NSA, y absorbidas en los aglomerados debido al fenémeno de
capilaridad. De esta manera, la capa de cera que recubre al insecto se ve estructuralmente
alterada, provocando la pérdida de agua corporal incontrolable e irreversible que lleva a

la muerte del insecto por deshidratacion (Cook et al., 2008).

Fig. 4. Micrografia MEB de agregados de NSA. Alimina nanoestructurada, a partir de
nanoparticulas de 40-60ym. (Stadler et al., 2010b).
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Fig. 5. Gorgojo del grano almacenado (Oryzaephylus surinamensis); a. Insecto expuesto a una
superficie no tratada (CONTROL); b. Insecto expuesto a una superficie tratada con NSA. Se
observan las particulas adheridas al cuerpo del insecto. (Micrografia MEB-Jeol 100X).

Fig.6. Antenito distal de Sitophilus oryzae (micrografia MEB 700x). a, Insecto sin tratamiento
(control); b, Insecto tratado con NSA; p = particulas de NSA. (Stadler et al. 2010b).

1.6.2.3 Evaluacion de la actividad insecticida de la NSA en diferentes insectos plagas
de granos almacenados

En vista a la importancia de los insectos plagas en los granos y productos
almacenados, y del uso de los PI como una alternativa de control efectiva y de baja
toxicidad, la alimina nanoestructurada ha sido evaluada por Stadler et al. (2012) en dos
especies de insecto plaga primarias de los granos almacenados: el escarabajo del arroz,
Sitophilus oryzae (L.), y al pequefio barrenador de los granos, Rhyzopertha dominica (F.),
en forma comparativa con Protect-1t®, uno de los Pl mas efectivos para el control de estas
plaga. En estos ensayos, poblaciones de adultos de S. oryzae y R. dominica mantenidas

en condiciones de laboratorio, fueron expuestas a granos de trigo tratados con NSA y
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Protect-It® a diferentes concentraciones, intervalos de tiempo y humedad relativa del
ambiente. Los resultados obtenidos mostraron una mortalidad superior en individuos de
S. oryzae expuestos a NSA que aquellos que fueron expuestos a Protect-It®, mientras que
en adultos de R. dominica ambos productos tuvieron similar efecto téxico (Stadler et al.,
2012).

Actualmente, en el laboratorio de Toxicologia Ambiental de IMBECU, se estan
Ilevando a cabo diferentes estudios con S. oryzae, tales como ensayos de toxicidad por
ingestion de alimento tratado con NSA, ensayos de repelencia y ensayos para evaluacion
de efectos trans-generacionales, cuyos resultados sugieren que la NSA podria tener mas
de un mecanismo de accion debido a que se ha observado, por ejemplo, mortalidad en
aquellos individuos expuestos a alimento tratado respecto al control. Ademas de los
ensayos comparativos entre NSA y Protect-1t®, también se estd evaluando a la NSA
comparativamente con DiatomiD®, un polvo insecticida comercial a nivel nacional,

cuyos resultados han mostrado una menor eficacia de este producto respecto a NSA.

1.6.2.4 Evaluacion de la toxicidad de la NSA en mamiferos

Los ensayos preliminares de toxicidad aguda y subcronica en ratas realizados en
el IMBECU no han mostrado diferencias significativas entre los animales tratados con
NSA respecto al control (Stadler et al., 2008). Para los estudios se utilizaron los
protocolos toxicoldgicos internacionales OECD para la evaluacion de medicamentos y

cosmeéticos.

1.6.2.5 Importancia de la NSA para el control de plagas y perspectivas acerca de
posibles desarrollos futuros

Los estudios desarrollados hasta el momento con la NSA, han mostrado que este
insecticida es una alternativa promisoria para el control de plagas de insectos, por tratarse
de un producto natural (en cuanto a su composicion quimica), eficaz (por la baja
dosificacién), seguro para el hombre y el ambiente (desde el punto de vista de su escasa
reactividad quimica), con reducidas probabilidades de provocar resistencia a corto o
mediano plazo (debido a su mecanismo de accion basado en fendémenos fisicos y no
bioquimicos).

El descubrimiento reciente de los nanoinsecticidas esta asociado con la demanda
de la generacion de conocimiento cientifico a través de evaluaciones experimentales
exhaustivas acerca de su efecto sobre diferentes insectos perjudiciales para la agricultura,

la ganaderia, asi como vectores de enfermedades humanas, que ain no han sido evaluados
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intensivamente. Por ejemplo, insectos de granos almacenados: Oryzaephilus surinamensi,
Tribolium castaneum, Lasioderma sp; insectos vectores (Triatoma infestans-vinchuca);
hormigas cortadoras (Acromyrmex sp.) y el piojo humano (Pediculus humanus). Por estos
motivos, el presente trabajo tiene como objetivo aportar nuevos conocimientos sobre la
NSA, a través del estudio del efecto de este producto en insectos adultos y larvas de
Tribolium castaneum, plaga secundaria de importancia econdmica internacional de

granos y productos almacenados.
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2 HIPOTESIS

Hipotesis 1

La actividad insecticida de la alimina nanoestructurada es mayor o igual que la
de DiatomiD® y Protect-1t®, en adultos de Tribolium castaneum, en ensayos de
laboratorio por exposicién a sustrato tratado.
Hipotesis 2

La actividad insecticida de la alimina nanoestructurada es mayor que la de
DiatomiD® en larvas de Tribolium castaneum, en ensayos de laboratorio por exposicion

a alimento tratado.

3 OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad insecticida de la alumina nanoestructurada NSA en Tribolium
castaneum en ensayos por exposicion en adultos y larvas, con la finalidad de aportar
informacién sobre la eficacia y el espectro de accion de este producto en una de las
principales plagas secundarias del grano almacenado.
Objetivos especificos

1. Evaluar la toxicidad de la NSA en adultos de T. castaneum a través de
bioensayos de exposicidn sobre sustrato tratado, en el marco de los protocolos
internacionales (FAO, 1992), en forma comparativa con “tierra de diatomeas”
(DiatomiD® y Protect-1t®).

2. Evaluar la toxicidad de la NSA en larvas de T. castaneum, a través de
bioensayos de exposicion a alimento tratado, en el marco de los protocolos
internacionales (FAO, 1992), en forma comparativa con “tierra de diatomeas”
(DiatomiD®).
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO UTILIZADO PARA LOS BIOENSAYOS

Se utilizaron larvas y adultos de Tribolium castaneum (L.) (Coleoptera:
Tenebrionidae), plaga secundaria de granos almacenados, como modelo experimental.
Los insectos fueron criados en condiciones de laboratorio en envases de vidrio con
alimento, mezclado con aserrin para incrementar la ventilacion y evitar la formacion de
hongos. Como alimento se utilizo harina de trigo (Triticum aestivum) 0000 con
granulometria estimada en 300 a 500y, y mani sin tostar triturado. Los insectos fueron
mantenidos en una camara a 27° = 1°C y a 70% * 5% de HR en oscuridad, en el
Laboratorio de Toxicologia Ambiental, IMBECU CONICET CCT- Mendoza. Para los
bioensayos se utilizaron adultos de edad y género no determinado y larvas de 2 mm de

longitud.

4.2 INSECTICIDAS UTILIZADOS PARA LOS BIOENSAYOS

e Alumina nanoestructurada (NSA)

La alumina nanoestructurada (Al203) fue obtenida del Laboratorio de Toxicologia
Ambiental (IMBECU) donde fue sintetizada en colaboracion con el Dto. de Ingenieria 'y
Mecanica Industrial de Montana State University — Bozeman EEUU, por combustion
glicina-nitrato utilizando una mezcla rédox, con glicina (NH2CH>COOH) como
combustible y nitrato de aluminio [AI(NO3)s] como oxidante (Toniolo et al., 2005,
modificada; Mimani & Patil, 2001). La combustion glicina-nitrato da como producto
aglomerados de nanoparticulas de Oxido de aluminio de 40-60nm, con una superficie
especifica de 14m?/g y una densidad del polvo de 0, 108g/cm?.

e Protect-1t®

Obtenido desde Hedley Technologies Ltd. (Grand Junction CO, USA), consiste
en una mezcla de tierra de diatomeas (TD) con un 10 % de silica aerogel (Korunic &
Fields, 1998) cuya composicion es: 87% de didxido de silicio amorfo (SiO.), 3% de 6xido
de aluminio (Al203), 1% de 6xido férrico (Fe203), menos de 1% de CaO, MgO, TiO,
P>03, y de 3 a 6% de agua. La granulometria media es de 5,4 um y el rango de particulas
entre 3 y 6um con una densidad de 0,20g/cm? (Korunic et al., 1996).

e DiatomiD®
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DiatomiD® es tierra de diatomeas natural obtenido de depdsitos sedimentarios
fosilizados de microalgas unicelulares (diatomeas) de San Juan, Argentina, el cual
contiene méas de 85% de SiO2 amorfo; aproximadamente 4% Al203; 1% de Fe203; 1%
de CaO y 2-4% de agua. El tamafio medio de las particulas es de 10 um, y el rango de las
particulas varia de 1 a 50 um. La densidad es de 0,54g/cm? (Bilbao et al., 2007).

4.3 BIOENSAYOS

4.3.1 Bioensayos de toxicidad por exposicion en adultos de T. castaneum

Los bioensayos fueron realizados en cajas de Petri de PVVC de 9,5 cm de diametro
y constan de diez repeticiones de siete tratamientos y un control para cada producto
evaluado. Se expusieron 20 individuos adultos de T. castaneum (Fig. 7) a 20g de trigo
(NIDERA variedad Baguette 501) tratado con NSA, Protec-It® y DiatomiD® a
concentraciones de: 500ppm, 700ppm, 1000ppm, 1500ppm, 2000ppm, 2500ppm y
3000ppm respectivamente, mas una placa control con semillas sin tratar, segin la
metodologia empleada por Stadler et al. (2010a). A cada placa se le agregaron 100 mg
de harina como alimento, ya que las semillas de trigo cumplen la funcidn de sustrato. Las
condiciones de humedad y temperatura fueron las mismas utilizadas durante la cria (27°
+ 1°C ya 70% % 5% de HR). La mortalidad fue evaluada a los 7, 10 y 12 dias del inicio
del ensayo para NSA y Protect-It, mientras que para DiatomiD® las evaluaciones fueron
realizadas los dias 7, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 35 y 40, dando por finalizado el ensayo el dia
40 de exposicion, cuando la mortalidad alcanza aproximadamente el 100% .

Unidad de ensayo
T. castaneum

CONTROL " TRATADO

Sustrato: 20 g de granos de trigo (por

placa Petri) 20 individuos adultos

+ producto insecticida (tratado) o

de edad y sexo
indefinidos

sin producto insecticida (control)

Fig. 7. Metodologia empleada para bioensayo de toxicidad por exposicién en adultos segin
protocolos internacionales (FAO, 1992). A cada tratamiento (control y tratado a distintas
concentraciones de producto) se le adicion6 20 individuos adultos de T. castaneum por placa
Petri.
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4.3.2 Bioensayos de toxicidad por exposicion en larvas de T. castaneum

Para los bioensayos se utilizaron 30 larvas de 2mm de longitud expuestas de forma
individual en placas de cultivo de 24 pocillos
(www.tpp.ch/page/produkte/09_zellkultur_testplatte.php) para evitar mortalidad por
canibalismo. Como alimento se agregé harina de trigo 0000, tratada con NSA y
DiatomiD®: 500ppm, 700ppm, 1000ppm, 1500ppm, 2000ppm y 2500ppm
respectivamente, mas un control con harina sin tratar. Las larvas fueron trasferidas a los
pocillos utilizando un pincel para evitar dafios fisicos. Los individuos fueron
seleccionados por su largo corporal bajo el microscopio estereoscopico. Los bioensayos
se desarrollaron a 27° £ 1°C y 70% * 5% de HR. Se observd la mortalidad de larvas cada
7 dias, y se siguio el ensayo hasta que todos los individuos alcanzaron el estadio adulto

en el control.

4.4 ANALISIS DE DATOS

Los datos obtenidos de los ensayos de toxicidad por exposicion en adultos fueron
analizados mediante analisis de varianza de doble via seguidos por el test de Bonferroni
para comparacion de las medias. Para la comparacion de medias de los resultados de todos
los tratamientos para un solo producto se utiliz6 andlisis de varianza de una via, seguido
por el test de Dunnett para multiples comparaciones. Todos los datos fueron analizados
con el programa de analisis estadistico GraphPadPrism versién 6.00 para Windows,

www.graphpad.com. La mortalidad fue la variable respuesta y la concentracion,

producto, dia de observacion y su interaccion los efectos principales. La mortalidad del
control fue corregida utilizando la formula Abbott,
www.ehabsoft.com/ldpline/onlinecontrol. Los célculos de concentracion letal (CL) (la

concentracion de producto requerida para matar una proporcion determinada de insectos),
los limites de confianza de 95%, los valores de la pendiente y el error fueron calculados
usando el anélisis Probit con el programa estadistico de Chou & Chou (1987).

Para el ensayo por exposicion de larvas, se realizo analisis de la varianza ya que
las variables fueron dos: el producto (NSA y DiatomiD®) y la concentracion (de 500 a
2500ppm), seguido por el test de Bonferroni.

Los resultados fueron expresados como la media + desviacion estandar, ya que se
pretendié conocer cual fue la variabilidad de los valores individuales (n=20; n=30)
respecto a la media. Los valores de P<0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA DE LA NSA EN CONTRASTE CON
PROTECT- IT® Y DIATOMID® EN ADULTOS T. CASTANEUM

Todos los productos evaluados (NSA, DiatomiD® y Protect-1t®) provocaron
mortalidad de T. castaneum, ain en las concentraciones mas bajas utilizadas. Sin
embargo, la NSA y Protect-It® mostraron mayor eficacia respecto a la observada con
DiatomiD®.

En los ensayos por exposicion a NSA y Protect-1t®, la mortalidad de T. castaneum
aumentd en funcion de la concentracion y del tiempo (Fig. 8). La interaccion entre la
concentracion y el tipo de producto, y entre producto y tiempo de exposicion fue
significativa sobre los valores de mortalidad (P<0.05). Ambos productos provocaron
100% de mortalidad en las concentraciones superiores (2500 y 3000 ppm) a los 7 dias de
exposicion; en cambio, a menor concentracion resultaron més evidentes las diferencias
en la eficacia entre ambos insecticidas. A 500 ppm la NSA resulté mas efectiva que
Protect-1t® (P<0.005) luego de 7, 10 y 12 dias de exposicion (Fig. 8A, By C; Fig. 9A),
alcanzando valores de mortalidad de 20 a 35% superiores a Protect-It® (Fig. 8A),
mientras que Protect-1t® fue un 15 a 20% mas efectivo que la NSA a 700ppm, luego de
10 dias de exposicion (P=0.01) (Fig. 8B; Fig. 9B) y a 1500 ppm al dia 7 (Fig. 9D).

Los resultados de los bioensayos con DiatomiD® también mostraron un
incremento de la mortalidad de los insectos expuestos en funcion de la concentracion y el
tiempo de exposicion (Fig. 8; Fig. 10). Sin embargo, en comparacion con NSA 'y Protect-
It®, DiatomiD® requirié de un tiempo de exposicién mas prolongado para alcanzar
similares valores de mortalidad (Fig. 8; Fig. 10). Al séptimo dia de exposicion no hubo
diferencias significativas en la mortalidad con las concentraciones entre 500 y 2500 ppm
respecto al tratamiento control (P>0.05) (Fig. 8A). La diferencia en la respuesta fue
significativa a los 10 y 12 dias para concentraciones superiores a 2000 ppm (Fig. 8B, 8C).
Mientras que la NSA y Protect-It® produjeron un 50% de mortalidad al dia 7 en las
concentraciones mas bajas, DiatomiD® mostrd similar efecto al dia 15 en las
concentraciones mas altas (Fig. 10). Al dia 40, la mortalidad por exposiciéon a DiatomiD®
fue superior al 95% a la concentracion mayor (3000 ppm) (Fig. 10).
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Fig. 8. Porcentaje de mortalidad de adultos de T. castaneum en funcién de la
concentracion para NSA (rojo), Protect-1t® (azul) y DiatomiD® (verde) a los 7 (A), 10
(B) y 12 (C) dias de iniciados los ensayos. Los valores en cada punto de concentracion
representan la media (n=20), y las barras de error indican la desviacion estandar. Los
asteriscos indican la diferencia significativa entre las medias de NSA y Protect-1t®:

*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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Fig. 9. Porcentaje de mortalidad de adultos de T. castaneum en funcién del tiempo de
exposicion, evaluada a las concentraciones de 500 ppm (A), 700 ppm (B), 1000 ppm
(C), 1500 ppm (D), 2000 ppm (E) y 2500 ppm (F) para NSA (rojo) y Protect-It®
(azul).Los valores en cada punto del dia evaluado representan la media (n=20) y las

barras verticales

la desviacion estandar.

Los asteriscos

indican la diferencia

significativa entre las medias de ambos productos: *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001,

****p<0.0001.
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Fig. 10. Porcentaje de mortalidad de adultos de T. castaneum expuestos a DiatomiD® en
funcion del tiempo. Las valores en cada punto representan la media (n=20) + desviacion
estandar (barras de error mostradas sélo por encima de cada valor de la media).

5.2 CALCULO DE LA CONCENTRACION LETAL (CL50 Y CL99) A TRAVES DE ENSAYOS
DE TOXICIDAD POR EXPOSICION EN ADULTOS DE T. CASTANEUM

Los resultados del analisis probit de los bioensayos de toxicidad con NSA vy
Protect-1t® mostraron que la concentracion necesaria para matar al 50% (CL50) y 99%
(CL99) de la poblacion de adultos de T. castaneum fue similar para ambos productos,
tanto para el dia 7 como para el dia 12 de exposicién (Tabla 2). Los valores de la pendiente
fueron semejantes, lo que explica por qué a altas concentraciones no hubo diferencias
significativas entre ambos productos. Por otro lado, los valores de la CL50 para
DiatomiD® fueron similares a NSA y Protect-1t® para un tiempo de exposicion mucho
mayor (40 dias).

Tabla 2. Andlisis Probit de los datos de mortalidad de individuos adultos de T.
castaneum, expuestos a NSA, Protect-It® y DiatomiD®. CL50 y CL99:
Concentracion letal 50 y 99, respectivamente.Cl: Intervalo de confianza.

Dia de .
Producto exposicion CL50 (CI) (ppm) CL99 (ppm) Pendiente R
NSA 7 793.82 (779.69, 796.72) 2037.86 4.88 0.80
12 556.29 (539.69, 559.04) 1189.51 6.05 0.95
Protect-1t® 7 844.30 (829.72, 847.23) 2123.68 4.98 0.89
12 642.49 (626.91, 645.30) 1470.77 5.55 0.95
DiatomiD® 40 716.44 (708.40, 719.29 >3000 2.81 0.95

32



Evaluacion de la eficacia de la alimina nanoestructurada en Tribolium castaneum | Melisa A. Suans

5.3 RESULTADOS DE LOS ENSAYOS DE TOXICIDAD DE NSA Y DIATOMID® EN
LARVAS DE T. CASTANEUM
Los resultados de los ensayos en larvas por exposicion a sustrato tratado con NSA

y DiatomiD® respectivamente, no mostraron diferencias significativas en la mortalidad
con respecto al control. Sin embargo, se observaron efectos sub-letales (en larvas) a largo
plazo, ya que a concentraciones de 500, 1000, 2000 y 2500 ppm del 15 al 20% de las
larvas expuestas a NSA no completaron su desarrollo ontogénico hasta el estadio adulto,
a diferencia del control y del tratamiento con DiatomiD® (Tabla 3). El porcentaje total
de adultos sobrevivientes al final del ensayo no varié con el incremento en las
concentraciones (P=0.79) para ambos productos, pero el analisis de varianza mostré que

hubo diferencias significativas (P=0.01) entre los productos (Fig. 11).

Tabla 3. Individuos sobrevivientes de la poblacion inicial de larvas expuestas a NSA

y DiatomiD® al dia 80 de exposicion

» Nro. de individuos vivos en cada
Poblacién

Producto  Tratamiento e estadio del desarrollo
inicial Larvas Pupas Adultos
Control 0 2 26
500 ppm 6 4 20
700 ppm 0 2 24
NSA 1000 ppm N=30 larvas 6 2 18
1500 ppm 2 2 22
2000 ppm 5 2 21
2500 ppm 4 0 23
Control 0 1 27
500 ppm 0 1 28
700 ppm 2 0 25
DiatomiD® 1000 ppm N=30 larvas 0 0 28
1500 ppm 0 2 27
2000 ppm 0 0 29
2500 ppm 0 2 28
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Fig. 11. Porcentaje de individuos que alcanzan el estadio adulto en cada concentracion
ensayada (una sola muestra con un n=30) al final del ensayo de exposicién con larvas.
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6 DISCUSION

Los insecticidas organicos de sintesis quimica han sido utilizados desde los afios
50’ para la proteccion de granos y productos almacenados (Subramanyan & Hagstrum,
1995). A pesar de los reconocidos beneficios de estos productos para la agricultura, su
empleo tiene consecuencias no deseadas, tales como su toxicidad para los mamiferos, los
residuos en los alimentos y el incremento de poblaciones de insectos resistentes, que
impacta negativamente sobre la eficacia del producto insecticida. Estas limitaciones,
sumadas al avance de la agricultura organica, han dado un nuevo impulso a la evaluacion
y el uso de métodos alternativos de control, como insecticidas botanicos, reguladores de
crecimiento, control bioldgico, y los polvos inorganicos (Athanassiou et al., 2005).

Los insecticidas a base de polvos inertes han experimentado sustanciales avances
a partir del auge de la nanotecnologia y el descubrimiento de la actividad insecticida de
la nanoalimina (Stadler et al., 2010a) y la nanosilica (Debnath et al., 2011). Debido a su
descubrimiento relativamente reciente, la eficacia de los nanoinsecticidas para el control
de diferentes especies plaga y sus posibles aplicaciones requieren de una evaluacion
experimental intensiva, a la cual contribuye el presente trabajo.

Los resultados obtenidos del presente trabajo mostraron que la alimina
nanoestructurada (NSA) posee actividad insecticida por exposicién a sustrato tratado en
poblaciones de adultos de T. castaneum, con una eficacia similar a la de Protect-It® y
superior a DiatomiD®, en condiciones de laboratorio (Fig. 8). Por otra parte, tanto la NSA
como DiatomiD® no afectaron la supervivencia de las larvas de T. castaneum, aunque se
observaron efectos sub-letales de la NSA sobre el desarrollo post-larval del insecto hasta
el estadio adulto (Tabla 3, Fig. 11).

En comparacion con DiatomiD®, la NSA mostré mayor eficacia en el control de
adultos de T. castaneum. Mientras que la NSA redujo el 100% de la poblacion a una
concentracion de 2500ppm después de 7 dias de exposicion, DiatomiD® mostro el mismo
nivel de control a los 40 dias de exposicion, a la misma concentracion. Estos resultados
responden, en principio, a las caracteristicas de cada producto evaluado, y en especial al
tamanio de las particulas, ya que el valor absoluto de superficie especifica de una sustancia
es inversamente proporcional al tamafio de las particulas que la componen y cuanto mas
pequefias las particulas, mayor seré la toxicidad de la sustancia (Buzea et al., 2007) y por
lo tanto, mayor sera el efecto insecticida. Este principio justifica el efecto observado, ya
que la NSA estd compuesta por aglomerados de particulas de 40-60 nm (Stadler et al.,
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2010b) y el DiatomiD® por particulas de 1 a 50 um (Subramanyam & Roesli, 2000). Sin
embargo, el efecto insecticida de los Pl no radica Unicamente en el tamafio de las
particulas, ya que una combinacion de sustancias (como lo es Protect-1t®) puede
incrementar la toxicidad del producto formulado mas que su propia actividad de
superficie.

Los resultados obtenidos con TD son coincidentes con los de otros autores y
muestran que este Pl es eficaz para el control de insectos plaga de granos almacenados a
concentraciones altas y a tiempos de exposicion prolongados (Korunic & Fields, 1998).
Cabe destacar que el uso de altas concentraciones de TD afecta las propiedades fisicas de
la masa de granos y semillas, como su volumen y fluidez; deja residuos visibles dando al
grano un aspecto “calcareo”; provoca un mayor desgaste por abrasion en la maquinaria
utilizada para el manejo del grano durante el almacenamiento; y el polvo disperso en el
ambiente genera molestias a los trabajadores durante el tratamiento y movimiento de los
granos (Korunic & Fields, 1998). Estos efectos adversos que se deben principalmente a
las altas concentraciones de TD utilizadas para el control de plagas en el grano
almacenado se observan en menor medida durante el empleo de Protect-1t®, ya que se
utiliza en concentraciones menores que la TD, hecho que posiciona a este producto como
uno de los PI mas efectivos del mercado.

De los resultados de los bioensayos se desprende que a concentraciones altas, la
eficacia de la NSA es similar a la del Protect-1t® para el control de adultos de T.
castaneum (CL50 de NSA: 793.82 (779.69, 796.72) ppm, y CL50 de Protect-1t®: 844.30
(829.72, 847.23) ppm) (Fig. 8). Sin embargo, los valores de mortalidad obtenidos a
concentraciones bajas (500 ppm) fueron notablemente superiores en los ensayos con NSA
en comparacion con Protect-1t® (Fig. 9A), en los tiempos de exposicion evaluados. Este
resultado sefiala una diferencia significativa en la eficacia de ambos productos, que se
pone de manifiesto a concentraciones bajas.

El trabajo experimental con larvas de T. castaneum se redujo a un ensayo
preliminar en el que se utilizé harina de trigo como sustrato, ya que es el principal medio
en el cual las larvas se desarrollan naturalmente. De los resultados de los ensayos de
laboratorio se desprende que la NSA y DiatomiD® no afectan la supervivencia de las
larvas de T. castaneum. Sin embargo, a largo plazo, se observaron efectos sub-letales que
afectan el desarrollo ontogenético del insecto (Tabla 3). A pesar de la ausencia de efectos
agudos en las larvas, los efectos sub-letales durante la Gltima etapa del desarrollo tendrian

un relevante impacto sobre la dindmica poblacional de la plaga. Por otra parte, cabe
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sefialar que la ausencia de efectos agudos en larvas podria deberse a la metodologia y a
las condiciones de HR% y T°C utilizadas en el ensayo. La harina como sustrato y
alimento podria ayudar a las larvas a remover las particulas del P1 desde la cuticula, lo
que evitaria que el producto insecticida entre en contacto con el insecto. De este modo,
los efectos sub-letales observados en las larvas podrian ser causados por la ingestion del
producto.

Los resultados obtenidos a partir de los bioensayos de toxicidad en larvas no son
coincidentes con los de Shayesteh & Ziaee (2007), con tierra de diatomeas (SilicoSec).
Los autores encontraron que este polvo insecticida afect6 la supervivencia de las larvas
de T. castaneum de los primeros estadios de desarrollo, expuestas a una humedad relativa
inferior a la utilizada en este trabajo. Por otra parte, estos autores utilizaron granos de
trigo quebrados como sustrato en lugar de harina de trigo. Resultaria entonces de interés
reproducir los ensayos con larvas de T. castaneum utilizando diferentes sustratos.

Tribolium castaneum (H.) junto con Rhyzopertha dominica (F.), son las plagas de
productos almacenados con el mayor nimero de casos de resistencia a insecticidas, en
particular a la fosfina (Rajendran, 2001) y a la TD, (Fields & Muir, 1995; Subramanyam
& Roesli, 2000). Stadler et al. (2012) demostraron que la NSA y Protect-1t® afectan de
forma similar a las poblaciones de adultos de R. dominica, coincidentemente con lo
observado con T. castaneum a lo largo del presente trabajo. En comparacién con
Sitophilus oryzae, R. dominica y T. castaneum resultaron mas tolerantes a la NSA, de
acuerdo con los resultados de los ensayos realizados en condiciones similares y con el
mismo tiempo de exposicion. Como han demostrado otros autores (Korunic, 1994; Fields
& Korunic, 2000; Arnaud et al., 2005; Stadler et al., 2012; Kabir, 2013) R. dominicay T.
castaneum son en general las especies mas tolerantes a los PI.

La eficacia de los Pl puede verse afectada por varios factores, entre ellos, la
humedad y temperatura durante la exposicion de los insectos. A valores de humedad mas
bajos y temperaturas mas altas los Pl aumentan su actividad insecticida (Fields &
Korunic, 2000; Stadler et al., 2012). Asi, la eficacia de la NSA para el control de T.
castaneum podria alcanzar niveles mas altos variando las condiciones de HR% y T°C
dentro de los silos de acopio de grano. En el marco del Manejo Integrado de Plagas, los
métodos de control combinatorios son los ideales, ya que permiten utilizar menores dosis

de producto.
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7 CONCLUSIONES

= A bajas concentraciones (500 ppm), la NSA resulté significativamente mas eficaz
que Protect-1t® para el control de adultos de T. castaneum, en los dias de
exposicion evaluados: 7, 10 y 12 (Fig. 9A).

= Alaconcentracion de 700 ppm, Protect-1t® fue significativamente mas eficaz que
la NSA en los dias de exposicion 7 y 10 (Fig. 9B).

= A concentraciones superiores a 700 ppm, la NSA y Protect-It® mostraron valores
de toxicidad similares (Fig. 8C, D, E, F).

= DiatomiD® requirio tiempos de exposicion méas prolongados que la NSA y
Protect-It®, para alcanzar similares valores de mortalidad en adultos de T.
castaneum (Fig. 8, Fig 10).

= La NSA no afectd la supervivencia de las larvas de T. castaneum, pero se
observaron alteraciones a largo plazo en el desarrollo del insecto al alcanzar el
estadio adulto (Tabla 3).

= La NSA es un producto eficaz para el control de adultos del escarabajo rojo de la
harina, T. castaneum y la presencia de NSA en el grano almacenado puede afectar

la dindmica poblacional de esta especie plaga.
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