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Resumen

El uso indiscriminado de insecticidas sintéticos incrementa los riesgos de contaminacién al
ambiente, dafios a la salud y reduccion de poblaciones de organismos benéficos, ademas de
seleccion de resistencia de las plagas a esos productos. Ante este escenario, Se requieren
alternativas eficientes y menos nocivas para el humano y los organismos no blanco. En esta
investigacion se evalud la toxicidad aguda del insecticida-acaricida botanico BIODIe® (a base de
extractos vegetales de higuerilla, chicalote y berberis) sobre dos polinizadores -abejas y abejorros-
y sobre los depredadores Chrysoperla carnea y Orius insidiosus, se usaron tres metodologias de
exposicion: contacto directo, contacto residual y toxicidad oral. El insecticida botanico fue
ligeramente toxico para los polinizadores y depredadores estudiados, y se clasificd en la categoria
1 de la organizacién internacional de control biol6gico (IOBC) debido a la baja mortalidad (<25%).
Esto sugiere que este producto representa riesgos bajos para organismos no blanco en su
implementacién en el manejo integrado de plagas.
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Introduccion

Los insecticidas a base de extractos botanicos se utilizan para el control de una amplia diversidad
de plagas y representan una alternativa para sustituir o reducir aplicaciones con insecticidas
organosintéticos (Baldin et al. 2007; Descamps et al., 2008; Ateyyat et al., 2009; Franca et al.,
2009; Perales et al., 2015). El principio de estos insecticidas se basa en la capacidad de algunas
plantas para producir toxicidad, repelencia o dificultar el crecimiento de organismos plaga, también
pueden afectar su alimentacion o disuadir la oviposicion, ademas de presentar baja toxicidad sobre
mamiferos (Reddy y Guerrero, 2004; Stefanazzi et al., 2006; Bleeker et al., 2009) y degradarse
mas rapido en el ambiente (Schmutterer, 1990).

Diversas investigaciones sugieren la importancia en la seleccion del producto con base en el tipo
de plaga y cultivo, ademas del impacto sobre enemigos naturales y polinizadores (Horowitz et al.,
2009; Gonzalez-Maldonado, 2012). Estos Gltimos son un grupo relevante en agroecosistemas
(Gallai et al., 2009) y ecosistemas naturales (Kwak et al., 1998) los polinizadores de mayor
importancia econdmica son las abejas y abejorros, se estima que 75% de la produccion de frutas,
verduras y semillas dependen de la polinizacion de estos himenopteros (Cutler et al., 2014), por lo
que 35% de la produccion agricola y alimentaria mundial requieren de ellos (Klein et al., 2007), lo
que representa un valor anual mundial de 153 mil millones de euros (Gallai et al., 2009).

A pesar de la importancia de los polinizadores, el impacto de las acciones humanas ha reducido
45% las poblaciones de abejas tan sélo en Estados Unidos de Ameérica, durante los dltimos 60
afios (NAS, 2007). La mayor parte de estas pérdidas, entre 1966 y 1979, se atribuyeron al uso de
insecticidas organoclorados, carbamatos, organofosforados y a piretroides (Atkins y Kellum,
1986). Aunque los plaguicidas quimicos desempefian un papel importante en la agricultura
moderna, no siempre son compatibles con los polinizadores, parasitoides o depredadores de
plagas agricolas ya que estos suelen ser méas sensibles a la intoxicacion que las plagas objetivo
(Johansen, 1977).

El peligro de intoxicacion por plaguicidas para las abejas e insectos entomo6fagos no sélo es por
contacto directo, sino también de la ingesta de néctar contaminado, polen y agua, los cuales trasportan
y pueden afectar a la colmena (Thomazoni et al., 2009). Debido a la presumible baja toxicidad en
mamiferos de algunos insecticidas botanicos (Stefanazzi et al., 2006; Bleeker et al., 2009), asi como
su degradacion mas rapida en el ambiente (Schmutterer, 1990), se deben documentar los efectos de
algunos de esos productos sobre los organismos no blanco y considerar su posible inclusion en
propuestas de manejo de plagas. Por ello, el objetivo de esta investigacion fue determinar la toxicidad
aguda de un insecticida botanico a dos polinizadores, Bombus impatiens Cresson y Apis mellifera L.
y los depredadores Chrysoperla carnea (Stephens) y Orius insidiosus (Say).

Materiales y métodos

La investigacion se realizé en el laboratorio de control biolégico del Colegio de Postgraduados
campus Montecillo, Texcoco, Estado de Mexico. Las abejas (A. mellifera) fueron obreras en
periodo de forrajeo activo (2-3 semanas de edad aproximadamente) obtenidas de una colonia
establecida en el mismo campus. Los abejorros (B. impatiens) tuvieron una edad de 2 a 5 dias de
edad y se adquirieron de una cria comercial en Querétaro, México (Koppert, México).
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Los depredadores O. insidiosus y C. carnea se adquirieron de las empresas -Koppert México y
Organismos Benéficos para la Agricultura, SA de CV respectivamente. Para los experimentos se
utilizaron adultos de O. insidiosus y larvas Ill de C. carnea, ya que son los estados de desarrollo
que se utilizan cominmente en programas de control biolégico.

Insecticidas y métodos de exposicion

El insecticida Biodie® pertenece al grupo quimico de los carboxilos, tiene aplicacion insecticida-
acaricida y se integra de cuatro compuestos: argemonina (Chicalote, Argemone mexicana L.),
berberina (berberis, Berberis sp.) ricinina (higuerilla, Ricinus communis L.) y a-Terthienyl. Este
producto se evalud sobre las cuatro especies, a una dosis de 5 mL L™ de agua, mediante tres
métodos de exposicion: contacto directo, contacto residual y toxicidad oral (alimento
contaminado). En los dos primeros métodos se utilizd la torre de Potter, incorporando en ambos
Inex-A (1 mL L. En la exposicion de alimento contaminado se mezcld insecticida con miel
(50:50) y se proporciono en un frasco con una mecha de algodon. La cantidad de insecticida varié
dependiendo del tipo de aplicacion y en todos los casos existio un testigo con aplicacion de agua
destilada. Cada tratamiento y testigo tuvieron cinco réplicas; todos los organismos expuestos se
mantuvieron en cdmara bioclimética (25 £2 °C, 60% RH y 12:12 L: O), alimentados con agua y
miel y se realizaron observaciones en los intervalos de 4, 24, 48, 72 y 96 h. Se considerd insecto
muerto al individuo que no presenté movimiento o que tenia vuelo erratico y ninguna oportunidad
de realizar sus actividades normales.

En abejas y abejorros se siguieron los procedimientos emitidos para evaluacion sobre polinizadores
emitidos por la United States Environmental Protection Agency’s (USEPA), con la excepcion de
utilizar 20 insectos como unidad experimental, con una mortalidad tolerada en el testigo de 10%,
en lugar de 25 organismos y 20% de mortalidad. El peso de estos himendpteros se registrd antes y
después de la aplicacion (USEPA, 2012). En el caso de los depredadores, se realizaron
metodologias reconocidas para insectos depredadores (Hassan, 1994; 2009; Vifiuela et al., 2001;
Schneider et al., 2003; Rimoldi et al., 2008; Fogel et al., 2009), utilizando como unidad
experimental a 10 individuos de cada especie por repeticion.

Toxicidad por contacto directo

Los bioensayos con polinizadores se realizaron con base en la guia ‘Ecological Effects Test
Guidelines OCSPP 850.3020: Honey Bee Acute Contact Toxicity Test’ (USEPA, 2012), Los
himenopteros se sedaron con COz y mantuvieron en una caja Petri de vidrio (6=15 c¢cm), con un
disco de papel filtro en la base. Se aplic6 3 mL de la solucion, insecticida- agua destilada-adherente,
a 25 Ib de presion. La variable respuesta fue la mortalidad posterior a la aplicacion de insecticida.
Las larvas de C. carnea se sometieron a 3°C durante 15 min para inmovilizarlas y luego se
colocaron en cajas Petri de vidrio (6= 9 cm) con un disco de papel filtro en su base. El insecticida
se aplicd a una presion de 20 1b y cada larva se aislo, para evitar canibalismo, en recipientes (6=
2.5 cm x a= 1.2 cm) con malla organza en la tapa para favorecer ventilacion. En O. insidiosus se
siguio la misma metodologia con la variante de mantener a 10 adultos (3-4 dias) por caja Petri (6=
5cm x a= 1.5 cm), cada una con una mecha de algodén para proporcionar agua mezclada con miel
al 10%. Ambas especies fueron alimentadas at libitum con huevos de Sitotroga cerealella Olivier
(Lepidoptera: Gelechiidae).
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Toxicidad por contacto residual

Se utilizé la metodologia descrita en ‘Ecological Effects Test Guidelines OCSPP 850.3030:
Honey Bee Toxicity of Residues on Foliage’ propuesta por la United States Environmental
Protection Agency’s (USEPA, 2012), con algunas modificaciones. Los himendpteros se
anestesiaron con CO3, durante 10 s, después se introdujeron en las cajas Petri previamente
contaminadas con 10 mL de la solucién. En el caso de los depredadores se utilizaron tubos de
ensayo (0=1 cm x a= 10 cm) impregnados con 1 mL de la solucion de insecticida, los cuales se
agitaron manualmente durante 20 s y luego se retird la solucién sobrante y se mantuvieron a
temperatura ambiente por 1 h para la evaporacion de los residuos. Posteriormente se
introdujeron los insectos previamente anestesiados. Las crisopas se colocaron individualmente
por tubo para evitar canibalismos mientras que los hemipteros se introdujeron en grupos de 10
individuos.

Toxicidad oral

Se utilizo el procedimiento descrito en la Guidelines for the testing of chemicals, Honeybees
acute oral toxicity test (USEPA, 2012), con algunas modificaciones. Los insectos de este
experimento se mantuvieron en ayuno de 2 h dentro de recipientes plasticos de 25x14x13 cm.
El insecticida se prepar6 a una dosis de 5 mL del producto disuelto en 1 L de agua con miel
(50:50), esta mezcla se ofrecié durante 3 h y posteriormente se substituyé por alimento sin
contaminantes. En el caso de los depredadores, primero se contaminaron huevos de S.
cerealella, los cuales se adhirieron a tiras de plastico (0.7 cm por 0.5 cm) con pegamento blanco
comercial y se sumergieron durante 10 s en la solucion de insecticida, dejandose durante una
hora a temperatura ambiente para evaporar el excedente y se colocaron en cajas Petri (6 =2.5
cm x a=1.2 cm). Los depredadores, con previo ayuno de 2 h, se colocaron en estos recipientes.
Las larvas de C. carnea se introdujeron individualmente por recipiente y los hemipteros se
colocaron en grupos de 10 individuos.

Analisis estadistico

En todos los casos se compar6 el nimero de insectos muertos entre tratamientos a las 4, 24, 48,
72y 96 h posteriores a la aplicacion de insecticida; debido a que los datos no cumplieron los
supuestos de normalidad se utiliz6 una prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para
comparar las mortalidades entre el tratamiento contra el testigo. En el caso de los polinizadores,
se registrd su peso antes y después de la aplicacion de insecticidas y se comparé mediante una
prueba de t-student. Todos los analisis se realizaron con el programa estadistico SPSS.

Resultados y discusion

Los himenopteros evaluados presentaron escasa variacion de peso intra taxon, el peso menor de
las abejas respecto a los abejorros se considera una cuestién intrinseca a la especie. No existieron
diferencias entre en el peso de cada grupo de insectos por tipo de tratamiento con relacion al testigo
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Peso de abejas y abejorros utilizados en los bioensayos en tres métodos de exposicion
a Biodie®.
Tratamiento Peso promedio (g £ EE)
Contacto directo Contacto residual Alimento contaminado
Abejas Abejorros Abejas Abejorros Abejas Abejorros

Biodie® 0.034 +0.001 0.059 +0.004 0.031 +0.002 0.044 +0.001 0.028 +0.001 0.038 +0.001

Testigo 0.033 £0.001 0.056 +0.004 0.028 +0.001 0.044 +0.001 0.031 £0.001 0.039 +0.001
Estadisticos ~ t=1.15 t=0.36 t=1.15 t=0.2 t=1.68 t=0.15
p=0.88 p=0.72 p=0.27 p=0.84 p=0.13 p=0.88

EE= error estandar; en todos los experimentos n= 20.

En los abejorros no se presentd mortalidad en ninguna forma de exposicion al extracto vegetal
(Biodie®) durante los tiempos de evaluacion. Mientras que en las abejas existié mortalidad en las
tres formas de exposicion, registrando un aumento gradual con mayores valores en el periodo 72 a
96 h en los métodos de contacto directo y contaminacion del alimento. Sin embargo, ninguno
rebasé 25% de mortalidad, sugerida por la organizacion internacional de control biol6gico (I0BC)
como limite méximo para catalogar al producto en la categoria “ligeramente toxico” sobre insectos
benéficos (Hassan, 1994). El testigo no superd 7% de mortalidad en ninguno de los casos (Cuadro
2), esta mortalidad se atribuyo, en parte, al vuelo y choque dentro de los recipientes experimentales
y probablemente por realizar el bioensayo en condiciones de luminosidad, ya que se recomienda
que este tipo de experimentos se mantengan en oscuridad. El experimento se disefi6 de esta forma
para asegurar mayor actividad de las abejas, y una condicion experimental mas cercana a lo que
podria pasar en realidad.

Cuadro 2. Porcentaje de mortalidad de abejas en bioensayos por distintos métodos de exposicion.

: : v
Tipo de exposicién/tratamiento Porcentaje de mortalidad (media + EE)

48 h 72 h 96 h

Contacto directo

Biodie® 2.5 +0.83 10.5+2.03 21.5 +3.41

Testigo 1+0.66 4+1 7+15

Estadisticos” W*=90, p=0.28 W*'=76, p=0.03 W"=68.5 p<0.005
Contacto residual

Biodie® 13+1.5 19+2.2 23 +2

Testigo 1.5+0.76 5#1 713

Estadisticos” W*=58, p<0.001 W"=60, p<0.001 W*"=56, p<0.001
Contaminacion de alimento

Biodie® 35+2.1 11.5+3.5 23.5+3.1

Testigo 0.5+0.5 5+1 851

Estadisticos” W*=94, p=0.44 W*'=90, p=0.28 W*=59, p<0.001

*=alas 4y 24 h la mortalidad fue nula 0 muy baja por eso no aparece en el cuadro. W* valor del estadistico de la
prueba de los rangos con signo de Wilcoxon.

La mortalidad de larvas de crisopas no super6 11% en el testigo ni en los tratamientos, por lo que
se sugiere que existe tolerancia al insecticida en las tres metodologias que se evaluaron (Cuadro
3). Los adultos de O. insidiosus expuestos al insecticida presentaron mortalidad <13% en cualquier
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tiempo de observacion y tratamiento. La mortalidad en estos hemipteros inicio a partir de las 24 h,
registrando su mayor valor a las 48 h sin variaciones en las siguientes evaluaciones. Solo el
tratamiento de contacto directo difirio respecto al testigo, aunque no super6 9% (Cuadro 4).

Cuadro 3. Porcentaje de mortalidad en larvas de Chrysoperla carnea a diferentes tiempos después
de ser expuestas a Biodie® en tres métodos de aplicacion.

Tipo de Porcentaje de mortalidad (media + EE)
exposicion/tratamiento 24 h 48 h 72 h 96 h
Contacto directo

Biodie® 3+3 343 3+3 343

Testigo 4+16 4+16 4+16 4+1.6

Estadisticos” W'=85,p=0.14 W'=92,p=0.35 W'=92,p=035 W"'=92 p=0.35
Contacto residual

Biodie® 913.1 10 £3 11+2.8 11428

Testigo 1+1 1+1 1+1 1+1

Estadisticos W*™=79,p=0.05 W'=74,p=0.02 W*'=69, p=0.005 W"=69, p=0.005
Alimento contaminado

Biodie® 5+1.7 7x15 8+£1.3 8+1.3

Testigo 2+1.3 4422 4422 4422

Estadisticos W*™=975,p=0.58 W'=93,p=0.39 W"'=93,p=0.39 W*'=93,p=0.39

"= alas 4 y 24 h la mortalidad fue nula o muy baja por eso no aparece en el cuadro; W*= valor del estadistico de la
prueba de los rangos con signo de Wilcoxon.

Cuadro 4. Porcentaje de mortalidad de adultos de Orius insidiosus a diferentes tiempos después
de ser expuestas a Biodie® en tres diferentes métodos de exposicion.

Tipo de  exposicion/ Porcentaje de mortalidad (media + error estandar)
tratamiento 24 h 48 h 72 h 96 h
Contacto directo
Biodie® 6+2.2 9423 9+2.3 9+2.3
Testigo 2+1.3 2+1.3 2+1.3 2+1.3
Estadisticos W*'=89,p=0.25 W'=78,p=0.04 W'=78,p=0.04 W'=78, p=0.04
Contacto residual
Biodie® 3+15 4+1.6 4+1.6 4+1.6
Testigo 1+1 1+1 1+1 1+1
Estadisticos W*'=95,p=0.49 W'=90,p=0.28 W'=90, p=0.28 W"=90, p=0.28
Alimento contaminado
Biodie® 5+2.2 13 +3.7 13 +3.7 13 +3.7
Testigo 35 3%15 3%15 3%15
Estadisticos W*=98.5, p=0.63 W'=79, p=0.05 W'=79, p=0.05 W'=79, p=0.05

*=alas 4 y 24 h la mortalidad fue nula 0 muy baja por eso no aparece en el cuadro; W* valor del estadistico de la
prueba de los rangos con signo de Wilcoxon.
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Discusion

En Europa y América del Norte inicid el uso de plaguicidas de origen botanico 150 afios antes de
la aparicion de los plaguicidas sintéticos (organoclorados, organofosforados, carbamatos y
piretroides). No obstante, los productos sintéticos relegaron rapidamente a los de origen botanico
a pesar de los posibles efectos negativos innerentes a su uso (Perry et al., 1998; Johnson et al.,
2010). Actualmente, algunos extractos botanicos pueden representar una posible alternativa a los
plaguicidas sintéticos; no obstante, se necesitan de ensayos de toxicidad sobre organismos no
blanco y no solo sobre los insectos plaga (ROmbke et al., 2006). La principal utilidad de emplear a
los organismos no blanco como bioindicadores es la de mostrar los efectos del toxico a nivel
individual, y asi inferir los efectos a nivel poblacional (lannacone y Alvarifio, 2005).

De acuerdo con la clasificacion de toxicidad de insecticidas sobre enemigos naturales para ensayos
de laboratorio, segun la IOBC (Hassan, 1992), los resultados del presente trabajo se incluyen dentro
de la primera categoria de toxicidad. (1= inofensivos, <30% mortalidad; la IOBC (Hassan, 1992)
sugiere que si se encuentra un insecticida que no es toxico para un determinado enemigo natural
en el laboratorio, es probable que no sea toxico al mismo insecto en el campo, y por lo tanto no
seran necesarias pruebas adicionales de semicampo o de campo. Para el caso de larvas de C. carnea,
en diversas investigaciones se ha documentado resistencia a un namero considerable de insecticidas
organosintéticos, entre ellos destacan cypermetrina y deltametrina (Ishaaya y Casida, 1981),
phosmet y carbaryl (Grafton y Hoy, 1986), ademas de diazinon (Hoy, 1994). Algunos extractos
acuosos de pira (Schinus molle) y lantana (Lantana camara) se reportan inofensivos para larvas de
primer instar de C. carnea (lannacone y Lamas, 2003).

Mientras que el jabon agricola y azadiractina no tuvieron efectos residuales dafiino sobre adultos
de O. insidiosus (Oetting y Latimer, 1995), ubicandose en la categoria 1 de la IOBC. Sobre esta
misma especie de hemiptero se evalud un insecticida botanico a base de Chenopodium, registrando
una mortalidad 26% en 48 h, y disminuyendo a las 72 h segun la dosis recomendada de 5 g i.a. por
L de agua (Bostanian et al., 2005). Con la informacion que se generd en este trabajo es posible
indicar que hay un riesgo bajo al usar el insecticida Biodie®, a base de extractos vegetales sobre
crisopas de tercer instar y adultos de chinche pirata.

Como se indicd anteriormente, en abejorros no se presentd mortalidad en ninguna forma de
exposicion al producto Biodie®. Mientras que en las abejas si existio en las tres formas de
exposicion, pero nunca se rebaso 25% de mortalidad por lo que se establecié como un insecticida
‘ligeramente toxico’, de acuerdo con la clasificacion de la IOBC (Hassan, 1994). Dentro de las
posibles explicaciones para esa diferencia entre especies tiene que sefialarse el tamafio y peso de
cada individuo, los abejorros tuvieron siempre un peso mayor al de las abejas; por tanto, las
probabilidades de alcanzar dosis letales de algin producto siempre seran diferentes; por otro lado,
también se ha demostrado diferente susceptibilidad a productos de origen botanico en diferentes
especies (lannacone y Lamas, 2003).

Es importante indicar que en este trabajo sdlo se evalué mortalidad directa; con algunos insecticidas

organosintéticos se ha demostrado que la exposicién de abejas a dosis subletales tiene
consecuencias graves, incluyendo la interrupcion de su capacidad de comunicar la ubicacion de las
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fuentes de néctar y polen, el agotamiento de las abejas, reduccion de sus ciclos de vida, mutaciones
en la descendencia, pérdida de peso y supresion del sistema inmune (Smirle, 1984; Schneider et
al., 2009; Sanchez et al., 2016).

Ese tipo de efectos deberian considerarse en trabajos futuros con insecticidas botanicos porque
algunos trabajos sugieren que las abejas pueden utilizarse con éxito en cultivos florecientes que
han sido tratados con extracto de neem, probablemente por su menor permanencia en el ambiente
(Melatophoulus et al., 2000) o porque en los productos botanicos no se ha demostrado el efecto
sistéemico de muchos insecticidas organosintéticos. Desde el punto de vista social y econdémico, la
identificacion de compuestos activos como candidatos potenciales para el desarrollo de nuevos
productos fitosanitarios brindara alternativas eficaces y ambientalmente seguras para la agricultura
(Pérez, 2012), por ello la importancia de continuar con este tipo de evaluaciones con productos de
origen botanico.

Conclusiones

El insecticida botanico fue ligeramente toxico para los polinizadores y depredadores estudiados, y
se clasifico en la categoria 1 de la organizacion internacional de control biologico (IOBC), debido
a la baja mortalidad (<25%). Esto sugiere que este producto representa riesgos bajos para
organismos no blanco (polinizadores y depredadores) en su implementacion en el manejo integrado
de plagas.
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