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Prélogo

El reciente hallazgo de nanomateriales con propiedades insecticidas, de
baja toxicidad para el hombre y el ambiente, abre nuevas fronteras para la
sustitucion de pesticidas convencionales por tecnologias innovadoras y de bajo
riesgo. Estos productos con base nanotecnolbgica poseen un alto potencial para
ser utilizados para el control de plagas en el marco de proyectos de agricultura
sustentable, en la industria y en programas para el control de vectores de
enfermedades que afectan la salud humana y animal.

Desde el afio 2010, a partir del descubrimiento del efecto insecticida de la
alumina nanoestructurada (NSA), el grupo de trabajo del Laboratorio de
Toxicologia Ambiental (IMBECU, CONICET, CCT-Mendoza) intensifico las
investigaciones sobre el espectro de accién de la NSA, sus efectos sub-letales y
su mecanismo de accién insecticida. Por otra parte, en colaboracién con el
Departamento de Ingenieria Mecénica e Industrial de la Universidad de Montana
EEUU (Montana State University — Bozeman USA), fue posible introducir algunas
variantes en el proceso de sintesis y caracterizacion de la NSA, que contribuyeron
a mejorar la performance de este nuevo insecticida.

Historicamente, el descubrimiento de un nuevo principio activo siempre
estuvo asociado a un largo proceso de investigacion y desarrollo. Del mismo modo
la NSA se encuentra sometida actualmente a un proceso de evaluacion intensiva y
extensiva, con la finalidad de dilucidar las diferentes variables de las que depende
su mecanismo de accion, el espectro de especies plaga susceptibles a la NSA y
su grado de susceptibilidad, las diferentes alternativas para formular y aplicar el
producto, asi como la identificacion de la clase toxicoldgica y ecotoxicoldgica a la
que pertenece la NSA. Actualmente, todos estos estudios se encuentran en
desarrollo y sus resultados son esenciales para la aprobacion del producto por las
autoridades regulatorias, su correcto uso y optimizacion. En presente trabajo de
tesis doctoral presenta nuevos resultados sobre la eficacia de la NSA en insectos
plaga de los granos almacenados, que incluyen ademas de la toxicidad por
contacto, efectos complementarios como la toxicidad por ingestién, efectos sobre
la produccion de progenie (F1) y efectos antixendticos como la “excitorrepelencia”



y la fagodisuasién; cuyos resultados representan un aporte sustancial al proyecto

general de evaluacion de este nuevo principio activo.

Actividad insecticida, eficacia y propiedades antixenoéticas de la alumina
nanoestructurada (NSA) sobre Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae),
plaga primaria de granos almacenados

Resumen

En el presente trabajo de tesis doctoral se evalu6 las toxicidades agudas
por contacto y por ingestién de la alumina nanoestructurada (NSA), asi como los
efectos sub-letales de este nuevo principio activo, como efectos sobre la progenie,
efecto excitorrepelente y fagodisuasivo de la NSA, en bioensayos sobre adultos
del gorgojo del arroz, Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) bajo
condiciones de laboratorio. Sitophilus oryzae fue seleccionado como modelo
experimental para los bioensayos, debido a que se trata de una de las especies
plaga més importante y de distribucion mundial, que infesta un amplio espectro de
cereales y productos derivados, causando danos de hasta el 50% del total de la
produccién de granos almacenados.

Los resultados de los bioensayos de exposicién por contacto de Sitophilus
oryzae a trigo tratado con NSA, muestran que luego de 7 dias de exposicion
continua, el efecto insecticida de la NSA fue mayor que el obtenido con los dos
polvos inertes evaluados con fines comparativos (Protect-It® y DiatomiD). La
eficacia insecticida de la NSA queda en evidencia a partir de los valores de
concentracion letal media obtenidos. Estos fueron CLsp= 97 (90-104) ppm para
NSA, ClLso= 152 (140-165) ppm para Protect-It® y CLso= 324 (289-371) ppm para
DiatomiD®.

La toxicidad por ingestién de la NSA para Sitophilus oryzae fue evaluada en
laboratorio mediante bioensayos de alimentacion utilizando discos de harina
(alimento artificial), para lo cual fue necesario disenar y validar previamente una
técnica para ensayos con polvos inertes. Para estos bioensayos se prepararon
suspensiones de 500, 350, 250, 125, 75 y 36 ppm de NSA en harina de trigo y
agua. El mismo procedimiento se repitié con tierra de diatomeas (DE). Los discos
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de harina para los controles fueron preparados con agua y harina. Después de 35
dias de exposicion al alimento tratado, los valores de concentracién letal media
(CLsp) calculados fueron: CLsp= 200 (186-216) ppm para NSA, ClLso= 232 (214-
251) ppm para Protect-lt® y Clso= 535 (480-615) ppm DiatomiD®. Estos
resultados revelaron que la mortalidad por ingestion es un factor secundario pero
relevante, que en principio ocurre durante la exposicion de los insectos al sustrato
tratado.

La eficacia de la NSA en condiciones de laboratorio en pequenos silos fue
evaluada en el marco de la exposicion de Sitophilus oryzae a trigo tratado vs trigo
control. La supervivencia parental, el dafno producido en granos (peso del grano-
producciéon de frass) y la produccidn de progenie (efectos transgeneracionales)
fueron medidos a concentraciones de 250 ppm y 500 ppm y contrastados con DE
(DiatomiD® y Protect-It®.) Los ensayos de eficacia fueron conducidos en
recipientes de 400 ml de chapa de hierro galvanizada (silos pequeinos), un modelo
experimental utilizado por primera vez con nanoinsecticidas como la NSA. La
supervivencia parental obtenida fue alta en los controles (no tratados), seguidos
en orden decreciente por DiatomiD®, Protect-It® y NSA. Los tratamientos con
NSA, Protect-lt® y DiatomiD® redujeron la pérdida de peso del grano y la
produccién de frass en el trigo infestado de modo estadisticamente significativo.
Hubo un efecto significativo de los tratamientos con polvos insecticidas sobre el
consumo de trigo por Sitophilus oryzae al dia 21 (F= 194,5; g.l.= 6,28, P<0.0001)
asi como también en el frass producido (F= 74.93; g.l.= 6, 28; P<0.0001). La
produccién mas baja de frass se obtuvo en el trigo tratado con NSA. Se observé
una relacion directa entre la supresion de la progenie (F1) con el producto y el
tratamiento. La F1 se redujo significativamente en el trigo tratado con NSA (F=
456.,4; g.l.= 6, 28; P<0.0001).

Las propiedades antixendticas (excitorrepelencia y fagodisuasiéon) fueron
estudiadas. La excitorrepelencia se evaludé en bioensayos de laboratorio con un
nuevo método adaptado para polvos inertes y los datos obtenidos fueron
analizados usando la ecuacion para el porcentaje de excitorrepelencia (PER %).
Los resultados indican que la NSA asi como el DiatomiD® y Protect-lt® utilizados



en el estudio no provocan excitorrepelencia. Ademas, se observo una respuesta
de "acoplamiento” o aumento de la interaccion de los insectos con la superficie
tratada con NSA. La ausencia del fenébmeno de excitorrepelencia se debe, en
principio, al origen inorganico de la NSA (Al, O3) y a que se trata de una sustancia
no reactiva, no volatil e insoluble. La ausencia del efecto excitorrepelente
contribuye a prolongar el tiempo de contacto del insecto con la NSA, optimizando
su eficacia en los bioensayos de exposicion por contacto.

El efecto fagodisuasivo de la NSA fue evaluado a través de bioensayos de
preferencia con posibilidad de eleccién, basado en el calculo del indice
fagodisuasivo (IF%) El IF calculado mostr6 que tanto la NSA como DE poseen una
fuerte accién fagodisuasiva sobre los insectos [NSA (IF) = 125 ppm = 44,01; 250
ppm = 83,06; 500 ppm = 96,21], [Protect-It® (IF) = 125 ppm = 45,89; 250 ppm =
85,11; 500 ppm = 92,57], [DiatomiD® (IF) = 125 ppm = 36,93; 250 ppm = 55,28;
500 ppm = 86,80]. Los resultados sefalan el alto potencial de la NSA para la
proteccion de granos almacenados. Ademas, el efecto subletal de la NSA puede
tener un considerable impacto sobre la alimentacidn mediante restricciones
mecdanicas en los érganos de alimentacion y eficiencia alimentaria, afectando el
acceso Y la asimilacién de los nutrientes.

Los resultados de los bioensayos de laboratorio por exposicién, por
ingestion, excitorrepelencia y fagodisuasion, asi como los de eficacia en silos
(supervivencia parental, dafio en granos, produccion de progenie) revelan el gran
potencial de la NSA para el control de plagas de granos almacenados, incluso a
concentraciones subletales. Los resultados obtenidos, justifican futuras
investigaciones sobre el desarrollo de nuevas variantes del nanoinsecticida NSA
mediante la introduccidon de modificaciones en el proceso de sintesis para lograr
mayor eficacia insecticida, asi como en la busqueda de potenciales aplicaciones
de la NSA en diferentes ambitos.

Palabras clave: Nanoinsecticidas. Plagas. Grano almacenado. Sitophilus oryzae.
Eficacia insecticida. Excitorrepelencia. Fagodisuasion.



Insecticide activity, efficacy and antixenotic properties of nanostructured
alumina (NSA) on Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae), a primary
stored grain insect pest

Abstract

The acute exposure toxicity and intake toxicity of nanostructured alumina
(NSA), sub-lethal effects, effects on the progeny, excitorepellency and feeding
deterrence effect was assessed using the adult rice weevil Sitophilus oryzae
(Coleoptera: Curculionidae), in laboratory bioassays. The rice weevil was selected
as model insect for these studies because its worldwide economic importance in
stored product management. This insect pest species damages a broad spectrum
of cereals and derivates, causing losses of up to 50% of the total grain production
worldwide.

The results of contact exposure bioassays using Sitophilus oryzae adults
exposed to NSA-treated wheat kernels, show after 7 days of continuous exposure
a higher efficacy of NSA contrasting two commercial inert dust pesticides Protect-
It® y DiatomiD®. The median lethal concentration values (LCso) obtained were
LCs0= 97 (90-104) ppm for NSA, LCso= 152 (140-165) ppm for Protect-It® and LC=
324 (289-371) ppm for DiatomiD®.

The intake toxicity of the NSA for Sitophilus oryzae, was assessed in
laboratory through feeding bioassay using flour disc (artificial food), for this, was
necessary to design and validate a new technique adapted for inert dusts. For
these bioassays were prepared suspensions of 500, 350, 250, 125, 75 and 36 ppm
of NSA into wheat flour and water. The same procedure was repeated for
diatomaceous earth (DE); the controls were prepared with wheat flour and water.
After 35 days of exposure to the treated food, the median lethal concentration
(LCso) value calculated were CLso= 200 (186-216) ppm for NSA, Protect-It® CLso=
232 (214-251) and DiatomiD® ClLso= 535 ppm (480-615) ppm. These results
revealed that mortality by ingestion is a significant secondary factor, which, in
principle, occur during exposure of the insects at treated substrate.

The efficacy of NSA in small metal silos under laboratory conditions was
measured in the framework of exposure of Sitophilus oryzae to treated wheat grain

5



vs control. Parental survival, grain damage (grain weight - frass production) and
progeny production (transgenerational effects) were measured at concentrations of
250 ppm and 500 ppm, contrasting with DE (DiatomiD® and Protect-Iit®). The tests
were conducted in 400mL galvanized steel jars (smaller silos), an experimental
model used for the first time with nanoinsecticides as NSA. Parental survival
obtained was highest in the untreated controls, followed in order by DiatomiD®,
Protect-It® and NSA. Treatments with NSA, Protect-It® and DiatomiD® reduced
weight loss and frass production in wheat infested at statistically significant way.
There was a significant insecticide treatment effect with inert dust on wheat
consumed by S.oryzae at day 21 (F= 194,5; d.f.= 6,28, P<0.0001) as well as in
produced frass (F= 74.93; d.f.= 6, 28; P<0.0001). The lowest frass production was
attained in wheat treated with NSA. The degree of progeny suppression was
directly related to the product and treatment rate, progeny being significantly
suppressed by NSA in wheat (F= 456,4; d.f.= 6, 28; P<0.0001).

Antixenotic properties (excitorepellency and feeding deterrence) were
tested. Excitorepellency was assessed by a new method adapted for inert dusts
and the obtained data were analyzed using the formula for excitorepellence
percentage (ERP %). Results indicated that NSA as well as DiatomiD and Protect-
It used in study, are not excitorepellent to Sitophilus oryzae. In addition, an
“‘engagement” response was observed or increased interaction of the insects with
the NSA treated surface. The absence of repellency phenomenon it is due, in
principle, to the inorganic origin of NSA (Al, Os), because it is a non-reactive
substance, non-volatile and insoluble. The absence of excitorepellent effect of NSA
contribute to increase contact exposure time of insects with NSA, optimizing its
effectiveness by exposure.

The feeding deterrence effect of NSA on insects was evaluated through
preference bioassays with possibility to choice based on the feeding deterrence
index (IF %). The calculated FI showed that NSA as DE had strong feeding
deterrent action [NSA (FI) = 125 ppm = 44,01; 250 ppm = 83,06; 500 ppm = 96,21],
[Protect-t® (FI) = 125 ppm = 45,89 ; 250 ppm = 85,11 ; 500 ppm = 92,57 ],
[DiatomiD® (FI) = 125 ppm = 36,93 ; 250 ppm = 55,28; 500 ppm = 86,80]. The



results show the high potential of NSA for stored grain protection. Furthermore, the
sub-lethal effect of NSA could have a considerable impact on feeding insects
through the mechanicals constraints on insect feeding organs and feeding
efficiency, affecting the access and assimilation of nutrients.

The results of exposure laboratory bioassays, by intake, excitorepellence
activity and feeding deterrence, as well as efficacy in small silos (parental survival,
grain damage and progeny production) reveal the great potential of NSA as
nanoinsecticide for the control of stored grain pest, even in sub-lethal
concentrations. Results obtained justify further research on development of the
new kind of NSA, through process modifications in the synthesis to achieve greater
insecticide effectiveness, as well as in the search for potential application of NSA in

different topic areas.

Key words: Nanoinsecticide. Pests. Stored grain. Insecticide efficacy.

Excitorepellency. Antifeedant.
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Capitulo 1

Introduccion general
Plagas agricolas y plaguicidas

La practica de la agricultura y de la ganaderia ha sido, sin lugar a dudas, el
cambio mas drastico de la especie humana en toda su historia evolutiva. Estas
practicas dieron lugar a los asentamientos humanos con elevada densidad
poblacional y su a posterior desarrollo sociocultural. Para garantizar la estabilidad
de los asentamientos humanos, el hombre desarrolldo técnicas eficientes de
produccién de alimentos, como la domesticacién de animales y el cultivo de
especies vegetales, asegurando asi cierta independencia del medio natural. Sin
embargo, la consecuencia del uso de la tierra y los recursos, fue la proliferacién de
enfermedades animales y plagas agricolas. Adicionalmente, para garantizar el
suministro de alimentos en épocas de escasez, el hombre desarroll6 técnicas de
almacenamiento y conservacién en postcosecha. Esto trajo como consecuencia
directa un nuevo problema: la proliferacion de las plagas de productos
almacenados, que compiten con el hombre por el mismo recurso, debido a su
rapido desarrollo poblacional y altas tasas de reproduccién (De los Mozos
Pascual, 1997; Benzi, 2013).

La produccién de alimentos y el control de las enfermedades son y seran
dos de los mayores desafios asociados al aumento de la poblacion mundial que la
humanidad enfrenta desde principios del siglo XX. El incremento exponencial de la
poblacion conduce al aumento de la demanda de alimentos, poniendo en riesgo
los recursos para las generaciones futuras (Godfray et al., 2010). La poblacion
mundial crece 1,3% por dia, superd los 7200 millones de habitantes en 2014, y se
estima que crecera hasta los 9000 millones de habitantes para el afo 2070
(Fischetti, 2015). Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAQO), en los proximos 20 afios se necesitaran
anualmente alrededor de 1.000 millones de toneladas de cereales para satisfacer
la demanda mundial de alimentos (FAO, 2010, 2012; Vessuri & de Montevideo,
2016).
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En este contexto mundial, tanto en pre como en postcosecha, la presencia
de plagas y enfermedades de los cultivos tienen serias repercusiones, afectando
la produccidén agricola mundial entre un 20 y un 40% (FAO, 2012, 2016). Las
plagas agricolas son una de las mayores amenazas a las que se enfrentan los
paises productores y exportadores de cereales, siendo los insectos los principales
responsables de las pérdidas econdmicas, tanto en cultivos como en productos
almacenados (FAO, 2010; INTA, 2012).

Desde principios de la revolucion agricola, las principales herramientas para
el control de plagas, en general, fueron y continuan siendo los insecticidas de
sintesis organica, a pesar de su perfil toxicoldégico y sus efectos ambientales
indeseables. Los plaguicidas son omnipresentes debido a que se utilizan en la
agricultura, ganaderia y se encuentran en trazas en muchos de nuestros
alimentos. Menos obvio es el hecho de que muchas personas utilizan pesticidas
en sus hogares e incluso sobre su piel (repelentes). De acuerdo con el NIH
(National Institute of Environmental Health Sciences), los efectos asociados a la
utilizacion y contaminacion con plaguicidas incluyen cancer y dafo en los sistemas
nervioso, endocrino y reproductivo, ademas de diabetes y efectos neuroldgicos
(https://www.niehs.nih.gov/health/topics/agents/pesticides/ [revisado el
1/02/2017]).

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA), los
plaguicidas son la manera mas efectiva para controlar a las plagas
(http://www.epa.gov/oecaagct/ag101/pestbenefits.html [revisado el 1/02/2017]) y
COmO consecuencia, su uso esta arraigado de manera rutinaria en la vida de las
personas. Los consumidores obtienen beneficios del uso de pesticidas a traves de
la reduccién de los costos en la produccion, sanidad de los alimentos y
prolongacién de la vida media de éstos, debido a que las poblaciones de plagas se
mantienen controladas. Ademas, los pesticidas permiten el control de poblaciones
de insectos y roedores transmisores de enfermedades. Los plaguicidas también
son necesarios para la proteccion de infraestructuras (casas, edificios, etc.) de los
dafos estructurales causados por insectos, como por ejemplo termitas y hormigas

carpinteras.
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A pesar de los multiples beneficios que aportan los pesticidas
convencionales a la agricultura, la economia y al control de vectores de
enfermedades, estos productos poseen una faceta negativa de gran relevancia
(Cooper & Dobson, 2007; Aktar et al, 2009). Compuestos tales como
organofosforados, carbamatos, piretroides y sulfonilureas son responsables de
intoxicaciones agudas, frecuentes en personas relacionadas con la aplicacion de
estos productos. Los efectos de la exposicion a largo plazo a pequefias cantidades
de estos plaguicidas aun estan en discusion, pero los estudios disponibles los
relacionan con una amplia variedad de enfermedades como diabetes, cancer y
defectos neurolégicos. Especificamente, los carbamatos y los organofosforados
afectan el sistema nervioso interrumpiendo la transmision del impulso nervioso
(http://www.epa.gov/pesticides/health/numan.htm [revisado el 1/02/2017]).

Otros estudios han demostrado que la exposicidén crénica a dosis bajas de
plaguicidas aumenta el riesgo de deterioro cognitivo y enfermedades como
Alzheimer y Parkinson (Kamel, 2013). Un estudio en mas de 30.000 aplicadores
vinculd la exposicidn a siete plaguicidas que contienen compuestos clorados
(incluyendo dos herbicidas, dos insecticidas organofosforados y dos
organoclorados) a un mayor riesgo de desarrollar diabetes. La exposicion a los
plaguicidas también se correlaciona con el aumento de infertilidad en mujeres y
problemas de desarrollo en nifios (Sanborn et al., 2007; http://www.niehs.nih.gov/
news/newsroom/releases/2008/june04/ [revisado 1/02/2017]; Lepori et al., 2013)

Afortunadamente, el uso de plaguicidas es monitoreado y regulado por
agencias gubernamentales y organizaciones internacionales como la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud). Asimismo en las dultimas décadas, la
inocuidad y calidad de los alimentos se ha transformado en el requisito principal de
los mercados a nivel internacional y entre los consumidores. La progresiva
imposicion de restricciones en los limites maximos de residuos de insecticidas de
sintesis en alimentos es cada vez mayor, de modo que el numero de productos
disponibles para tal fin se ve proporcionalmente limitado. Sobre la base de estos
antecedentes, los cientificos y la industria han enfocado su atencion en el
desarrollo de nuevos pesticidas mas amigables con la salud y el medio ambiente,
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como productos a base de extractos vegetales, aceites esenciales y/o polvos
inorganicos (http://npic.orst.edu/reg/intreg.es.html; Liu & Ho, 1999; Altieri &
Nicholls, 2000; Lorini & Beckel, 2006; Stadler et al., 2010a; Stefanazzi, 2011;
Frederick & Subramanyam, 2016). Es deseable entonces que estos esfuerzos se
conviertan en parte de la solucion permanente hacia una agricultura de menor

impacto para la salud y el ambiente.

Plagas de granos y productos almacenados

Los granos almacenados constituyen un ecosistema de postcosecha o
agroecosistema complejo, que soporta multiples niveles tréficos debido a las
interacciones entre semillas, luz, temperatura, humedad y agentes bi6ticos como
insectos y hongos. La mayoria de las plagas se alimentan directamente de las
semillas o de las mezclas de desechos de grano y hongos, y estas a su vez
sostienen a poblaciones de artrépodos parasitos y predadores. Finalmente, los
roedores y aves plagas estan presentes de manera oportunista. El grano
almacenado proporciona un ambiente protegido, unico con alimento abundante y
nutritivo para las especies adecuadamente adaptadas y también, proporciona el
potencial para la dispersion local y global de especies plaga a través del transporte
y las redes de comercializacién. El Argentina, el grano normalmente se almacena
durante 6 meses o mas (Bragachini et al., 2003), periodos suficientemente largos
como para que los productos almacenados sean afectados por diferentes especies
de plagas y hongos (Flinn et al., 2010).

Al menos 1900 especies de artropodos se desarrollan en granos
almacenados o se asocian con alimentos a base de grano, y docenas de éstos
afectan directamente la calidad de los productos y sub-productos a nivel global
(Hagstrum & Subramanyam 2009). Segun algunos autores, estas plagas son
clasificadas de acuerdo con su ciclo de vida. Las especies cuyas larvas se
desarrollan dentro de la semilla (Hagstrum et al., 2012), causando dafios fisicos
significativos en el grano, son consideradas las plagas mas destructivas y son
llamadas primarias. Las mismas estan representadas por unas pocas especies
como Sitophilus oryzae Linneaus 1763 (Curculionidae), Sitophilus zeamais
Motschulsky, 1855 (Curculionidae), Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792)

21



(Bostrichidae) y Sitotroga cerealella Olivier, 1789 (Gelechiidae). Las plagas
secundarias incluyen decenas de especies de colebpteros, acaros y lepidépteros
(Hagstrum et al., 2012). Sus larvas y adultos se alimentan de granos rotos, polvo
de grano, harina, esporas y micelios de hongos. Entre las plagas secundarias
importantes se encuentran Tribolium castaneum (Herbst, 1797) y Tribolium
confusum Jaquelin Du Val, 1863 (Tenebrionidae), Cryptolestes ferrugineus
Stephens, 1830 (Laemophloeidae). También otras especies como Oryzaephilus
surinamensis (Linneaus, 1758) (Silvanidae), Prostephanus truncatus (Horn, 1878)
(Bostrichidae), Tenebrio molitor Linneaus, 1758 (Tenebrionidae), Trogoderma
granarium Everts, 1899 (Dermestidae) y Lasioderma serricorne (Fabricius, 1792)
(Anobiidae), son relevantes y presentan una amplia distribucién (De los Mozos
Pascual, 1997; Kalinovic et al., 2002; Rees, 2004; Pascual-Villalobos, 2006; Sahaf
et al., 2008). El trigo y otros cereales son infestados durante o después de la
cosecha por insectos presentes en cosechadoras, camiones, contenedores o
elevadores, atravesando asi el sistema de comercializacién y no hay evidencia
publicada que asegure que las infestaciones por S. oryzae y R. dominica se
desarrollen en el campo antes de la cosecha (Hagstrum et al., 2010).

En Estados Unidos por ejemplo, la comercializacion del trigo se realiza
sobre la base de la densidad aparente del grano, los niveles de material fino o
frass (residuo compuesto por aserrin proveniente de la alimentacion y excreciones
de los insectos), la ausencia de insectos vivos perjudiciales y la proporcion de
granos dafnados, entre otros factores. Por lo tanto, las plagas secundarias como T.
castaneumy C. ferrugineus y las primarias mas comunes como R. dominicay S.
oryzae, han sido el foco de muchas investigaciones recientes para refinar
estrategias de manejo de plagas clave del cereal almacenado (Hagstrum et al.,
2010). En Argentina, segun Descamps (2002), las especies plaga de los granos

almacenados mas relevantes son S. oryzae y T. castaneum.

Dafos ocasionados por plagas de productos almacenados y su impacto
economico
Se estima que, en todo el mundo, las pérdidas anuales en postcosecha

rondan el 20%, del cual el 10% corresponde al dafo ocasionado por insectos y el
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resto a aves, roedores y microorganismos (Gillott, 2005). En paises desarrollados,
las pérdidas por insectos rondan de 5 a 10%, mientras que en paises emergentes
pueden alcanzar el 30% (Vilchez & Miller, 2006; INTA, 2008). En Argentina las
pérdidas ocasionadas por insectos y/o acaros asociados a granos almacenados y
productos derivados, rondan el 10% de la produccidn total (Viale, 1996; INTA,
2012; http://www.cosechaypostcosecha.org/data/articulos/postcosecha/Control
PlagasGranosAlmacenados.asp / [revisado 1/02/2017]).

Control de insectos plaga de productos almacenados

Entre las primeras medidas documentadas para la protecciéon de productos
almacenados, se citan la utilizacién de carbonato sdédico, grasas, cenizas de
excrementos animales para aplicar sobre las paredes de los silos y la fumigacion
con inciensos preparados a base de resinas, gomas y especias (Levinson &
Levinson, 1989). A partir del advenimiento de los insecticidas quimicos de sintesis
organica, la mayoria de estas técnicas cayeron en desuso y fueron reemplazadas
por otras practicas como:

1. Control quimico

En la actualidad, las medidas de control de plagas se basan principalmente
en la aplicacion de insecticidas de sintesis quimica (Dal Bello & Padin, 2006;
Sahaf et al., 2008). En Argentina y en gran parte del mundo, los mas utilizados son
los insecticidas convencionales como organofosforados (diclorvos, malatién, metil-
clorpirifés, metilpirimifés), piretroides (deltametrina) y piretrinas (Perez-Mendoza,
1999; CASAFE, 2005; Alleoni & Ferreira, 2006; Fields, 2006). Por otra parte, se
utilizan fumigantes como el bromuro de metilo, fosfina y el fluoruro sulfurico
(Ducom et al., 2002; Navarro, 2006). A pesar de tratarse de tecnologias de bajo
costo y facil aplicacién, éstas son perjudiciales para la salud y el ambiente,
ademas son dificilmente sustentables debido al fendbmeno de la resistencia.

La presiéon de seleccion ejercida con los insecticidas de sintesis organica
sobre las poblaciones de insectos plaga, conduce a la aparicion de fendmenos de
resistencia que llevan a la pérdida de su eficacia (Pacheco et al., 1990; Corréa et
al., 2006; Araujo et al., 2006; Sousa et al., 2009; Spark & Nauen, 2015). Por
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ejemplo, a mediados de los afios noventa, ya se habian registrado 550 especies
resistentes a insecticidas sintéticos (Metcalf, 1994), llegando a 586 especies
resistentes en 2014 (Spark & Nauen, 2015). La Figura 1 muestra claramente el
“circulo vicioso” de los plaguicidas, en el que el fendmeno de resistencia impulsa a
que la industria desarrolle nuevos productos insecticidas, que a su vez pierden
eficacia debido al desarrollo de resistencia. Este fenébmeno se ve potenciado
porque una especie plaga puede desarrollar resistencia a uno 0 mas principios
activos. En la Figura 1 (a) se observa que existen 586 especies plaga que han
desarrollado resistencia y en la Figura 1 (b) se observa que hay 325 tipos de
insecticidas disponibles (Spark & Nauen, 2015).
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Figura 1. Modificado de Sparks & Nauen, 2015. Numero acumulativo de
insecticidas y especies resistentes.

En la Argentina, el primer caso de resistencia en insectos plaga de granos
almacenados fue detectado en poblaciones de T. castaneumy S. oryzae en 1985
(Picollo de Villar et al., 1985), hallazgos que posteriormente se generalizaron
(Ferrero, 1988; Picollo de Villar et al., 1992; Descamps, 2002; Stadler et al., 2003).
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2. Control fisico por atmdésferas controladas y radiaciones ionizantes

El control fisico de insectos a través de atmésferas modificadas (AM) forma
parte de las renovadas tecnologias utilizadas para el control de plagas en
productos almacenados. Si bien este método ha sido utilizado durante siglos,
actualmente el empleo de AM combinadas con altas temperaturas forma parte de
las nuevas técnicas que han permitido reemplazar con gran éxito a los fumigantes
convencionales (Soderstrom et al., 1992; Bell & Conyers, 2002; Navarro, 2006).
Otros métodos fisicos efectivos pero mas costosos son las radiaciones ionizantes
y el almacenamiento hermético. Por otro lado, otros métodos fisicos como el uso
de sustancias inorganicas o “polvos inertes” han adquirido nuevamente auge en
los ultimos afos (Mansour & Al-Blacheer, 1995; Subramanyam & Roesli, 2000;
Adler et al., 2000; Fields, 2006; Korunic & Fields, 2006; Lorini & Beckel, 2006;
Ignatowicz & Olejarski, 2008; Korunic, 2013).

3. Control biolégico

El control biolégico de plagas de granos almacenados ha sido propuesto
por varios autores, y se basa en la utilizacién de enemigos naturales para reducir
la densidad de poblacién de las plagas. Los enemigos naturales utilizados en el
control de plagas de grano almacenado incluyen parasitoides del orden
Hymenoptera y predadores de los érdenes Coleoptera, Hemiptera y Acari (Collatz
et al.,, 2007). Otro grupo interesante de enemigos naturales son los hongos
entomopatdgenos (de Conte Carvalho de Alencar et al., 2008). Sin embargo, hasta
el momento, el control biolégico de plagas de granos almacenados no fue llevado

a la practica.

4. Otros métodos alternativos para el control de plagas en granos almacenados

La gama de practicas para el control de plagas en granos almacenados y
las alternativas al uso de insecticidas convencionales es amplia. Ademas de los
métodos fisicos como los polvos inertes y el control bioldgico, también fueron
evaluados extractos vegetales, aceites escenciales, feromonas y reguladores de
crecimiento (IGRs), entre otros. Sin embargo, estas alternativas aun no fueron

llevadas a la practica como consecuencia de la complejidad de su implementacion,
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en contraste con el bajo costo y simplicidad de las aplicaciones de insecticidas
convencionales. Actualmente, a partir de la concientizacién del publico y de las
autoridades fitosanitarias acerca de los peligros que representan los insecticidas
convencionales para la salud humana y el medio ambiente, surgié una rapida
revalorizacion de tecnologias y productos que habian sido desechados por costo y
complejidad. A pesar de ello, la transicion desde el uso de paquetes tecnolbégicos
basados en el empleo de productos fitosanitarios convencionales a métodos
sustentables representa un cambio sustancial de mentalidad a la hora del manejo
y control de plagas (Butenandt et al., 1959; de Fluiter, 1964; Jacobson, 1966;
Butler, 1967; Caltagirone, 1981; Gooding, 1990; Thacker, 2002; Van Driesche &
Simberloff, 2016).

Polvos inertes con actividad insecticida

Los polvos minerales o polvos inertes (Pls) con propiedades insecticidas
son productos que reunen muchas de las caracteristicas del insecticida ideal
(Coats, 1982) tales como baja toxicidad para el hombre y el ambiente, bajo costo y
baja probabilidad de causar resistencia en los insectos (Ebeling 1971; Banks &
Fields 1995; D'Atonio, 1997; Golob, 1997; Subramanyam & Roesli, 2000). Los
polvos insecticidas, sin embargo, a pesar de poseer cualidades como agentes
para el control de plagas, estan asociados a practicas agricolas ancestrales y de
baja tecnologia (Glenn & Puterka, 2005). Los primeros casos documentados del
uso de Pls datan de 2000 a.C. y se refieren al control de plagas con tierra de
diatomeas (Kieselguhr) en China (Allen, 1972). Las cenizas y el carbonato de
sodio fueron utilizados en el antiguo Egipto (1500 a.C.), y su tecnologia de
aplicacién quedd en forma de recomendaciones escritas (Panagiotakopulu et al.,
1995).

La utilizacion de polvos insecticidas inorganicos como tierra de diatomeas
(DE) y cenizas para controlar plagas en productos almacenados posee varias
ventajas. Por un lado, la baja toxicidad para el hombre los hace seguros para los
aplicadores en las areas de almacenamiento (Bridgeman, 2000), en contraste con
los pesticidas altamente téxicos como fosfina y bromuro de metilo, que requieren

medidas y equipamiento especiales de proteccion. A diferencia de los fumigantes
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como fosfina (PH3), los Pls no controlan los insectos de manera eficiente en
granos humedos (Le Patourel, 1986; Aldryhim, 1993), pero proporcionan una
proteccién duradera (White et al., 1966) en comparaciéon con los insecticidas
convencionales (fosfina, organofosforados, etc) que disipan y se degradan
rapidamente (Afridi et al., 2001).

Clasificacion de los Pls

Los Pls utilizados para la proteccibn de granos almacenados fueron
inicialmente clasificados en cuatro grupos (Figura 2) (Banks & Fields, 1995): En el
primero se encuentran las arcillas, arenas, cenizas provenientes de material
vegetal y cenizas volcanicas. Estos materiales son efectivos contra las plagas de
productos almacenados a altas concentraciones (>10 g/kg o 10.000 ppm), salvo la
ceniza volcanica, que puede ser eficaz en un rango de concentraciones de 5000
ppm a 10000 ppm (Subramanyam & Roesli, 2000; Buteler et al., 2011). La mayoria
de estos polvos han sido utilizados en paises en desarrollo y en economias de
subsistencia, pero debido a las altas concentraciones utilizadas, no son aceptables
para los estandares modernos (Golob & Webley 1980; Subramanyam & Roesli,
2000).

El segundo grupo consiste en minerales tales como dolomita, magnesita,
oxicloruro de cobre, roca fosférica y tierra de azufre, cal (hidroxido de calcio),
piedra caliza (carbonato de calcio), y cloruro de sodio o sal comun (Golob, 1997).
Estos minerales han sido evaluados experimentalmente y parecen ofrecer cierta
proteccidén a los granos almacenados, a concentraciones superiores a 10 g/kg o
10.000 ppm (Jenkins, 1940; Parkin, 1944; Subramanyam & Roesli, 2000).

El tercer grupo abarca los polvos que contienen silice natural, tal como la
tierra de diatomeas (DE) compuesta por esqueletos fosilizados de algas
unicelulares (diatomeas) que se obtienen de yacimientos de diatomito de espesor
y profundidad variables, que son explotados en diferentes partes del mundo. El
mineral crudo es extraido, molido, secado a bajas temperaturas y refinado. La DE
estd compuesta principalmente por dioxido de silicio (SiOp) o silice amorfa,
también contiene éxidos de aluminio, calcio, hierro, magnesio, entre otros. La DE

protege los granos almacenados del ataque de insectos a concentraciones de
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500ppm a 5000ppm, en comparacion con las cenizas de residuos vegetales y
otros polvos minerales antes mencionados que utilizan concentraciones mayores a
10.000 ppm (Quarles, 1992; Subramanyam & Roesli, 2000).

El cuarto grupo incluye a los Pls que contienen una mezcla de DE con
silicagel (silice sintética (S102)). El silicagel es un material ligero e higroscépico,
fabricado a partir de la evaporacion de una solucién acuosa de silicato de sodio.
Las silices producidas sintéticamente son microparticuladas y se componen de
99,5% de dioxido de silicio (Quarles, 1992). En la actualidad, el silicagel se agrega
para mejorar la eficacia de las DE naturales y reducir la dosificacién a un rango de
los 300 ppm a los 750 ppm, manteniendo la eficacia (Quarles, 1992;
Subramanyam & Roesli, 2000; Arthur, 2002). Ejemplos de esto son las
formulaciones comerciales Protect-It® y Dryacide®.

A partir del descubrimiento de los nanoinsecticidas se ha agregado un
quinto grupo (Figura 2) a estos cuatro tipos tradicionales de Pls (Stadler, 2016).
Por el momento se incluyen en este nuevo grupo la Nanoaliumina, Nanosilica y
Nanoplata a los cuales probablemente se agreguen nuevos nanoinsecticidas en
funcion de los rapidos progresos en el desarrollo de la nanotecnologia y productos
nanoformulados (Stadler et al., 2010a; Stadler et al., 2010b; Debnath et al., 2011;
Arjunan et al., 2012; Stadler et al., 2012; Kah & Hofmann, 2014; Buteler et al.,
2015).

Polvos inertes con actividad insecticida

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Arcillas, Dolomita, Silice Silice Nanoalumina
arenas, magnesita, natural, sintética
ceniza de oxicloruro tierra de (Si02) AI203
cascarilla de de cobre, diatomeas N -

" anosilica
arroz, roca (DE). Silica gel. S102
cenizas de fosférica,
madera y tierra de “Nanoplata
cenizas azufre, cal Ag*”

Figura 2. Clasificacion de polvos inertes (Pls) (Stadler, 2016).
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Mecanismo de accion insecticida de los Pls
1. Actividad insecticida por contacto de los Pls (fenémenos de superficie)

A principios de la década de 1920, se emplearon los Pls como carriers de
insecticidas tales como el arseniato de plomo (polvos mojables) y se obtuvieron
niveles de control de plagas mas elevados que los alcanzados con el principio
activo solamente (Mote et al., 1926). Los insectos tratados con estos formulados
mostraron comportamientos inusuales, como las reacciones de “autolimpieza”
(self-cleaning behavior) previos a la muerte por ingestion del producto (Mote et al.,
1926). Sobre la base de estas observaciones, Hockenyos (1933) postulé que
estos polvos minerales poseen propiedades “desecantes”, fenbmeno que mas
tarde fue considerado el principal mecanismo de accidon insecticida de los Pls
(Maxwell, 1937). Asimismo, Chiu (1939 b) observd una correlacién inversa entre el
tamano de particula y la toxicidad del polvo.

Un relevante aporte al estudio del mecanismo de accién de los Pls surge
del trabajo de Briscoe (1943), quién demostré que los Pls provocan deshidratacién
y muerte por desecacion. Luego, Alexander et al. (1944a, b) sefnalaron que el
fendmeno de desecacion de los insectos por accion de Pls se debe a la “absorcion
de la epicuticula” o a la “penetracion de los Pls en la misma”, esta accién es
independiente de la composicién quimica del Pl y de su reactividad. Ademas,
demostr6 que la mortalidad de insectos expuestos a Pls se correlaciona
inversamente con el tamafo de particula, con la estructura angular de la misma y
con el incremento de la dureza intrinseca del material. Este autor también observé
que bajos porcentajes de mortalidad en insectos expuestos a Pls se encuentran
asociados con altos valores de humedad relativa en el medio de ensayo
(Alexander et al., 1944a, b). Finalmente, el mecanismo de accién insecticida fue
definido como la suma de fendmenos de abrasién y absorcion de las ceras
epicuticulares, que conducen a la desecacién de los insectos (Kalmus, 1944;
Wigglesworth, 1944), mientras que la eficacia de los diferentes Pls correlaciona
con las propiedades fisicas del polvo (tamafio de particula, densidad, superficie
especifica, dureza) y factores exégenos como la humedad relativa (Alexander et
al., 1944a, b; David & Gardiner, 1950).
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A partir del desarrollo de técnicas para cuantificar la capacidad de los Pls
para absorber y remover las ceras de la cuticula de insectos, se comprob6 que los
Pls no abrasivos como montmorillonita (hidroxisilicato de magnesio y aluminio) y
atapulgita (silicato de aluminio y magnesio hidratados) remueven la capa de cera
de la cuticula de termitas (Ebeling & Wagner, 1959). Ebeling (1961) comprobé que
las particulas 220 A absorben moléculas de ceras cuticulares con cadenas de mas
de C30, presentes en la cuticula de la mayoria de las especies de insectos.

Por otro lado, Cook et al. (2008) demostraron el efecto secuestrante de
lipidos cuticulares que poseen las particulas de las formulaciones (Silico-Sec®,
Protect-1t®, Dryacide®) utilizando acaros como modelo biolégico. Estos autores
pudieron cuantificar tridecano y lipidos de cadena larga (C23 y C25) provenientes
de las particulas que permanecieron en contacto con los acaros, después de 72 h
de exposicién a los Pls. También verificaron la presencia de acidos grasos de
cadena media como acido palmitico, estearico, oleico y linoleico, que fueron
detectados en DE a la que fueron expuestos gorgojos de los géneros
Callosobruchus y Acanthoscelides después de 6,5 horas de exposicion (Cook et
al., 2008).

Sobre la base de estos antecedentes, Stadler et al (2010a, 2010 b, 2012 y
2017) demostraron que, en general, los Pls no ejercen su accién insecticida a
través de mecanismos bioquimicos, como sucede con los pesticidas de sintesis
organica, sino a través de fendmenos fisicos como la abrasidén, adsorcién de
hidrocarburos cuticulares y desecacion. La actividad insecticida de los Pls,
incluyendo la nanoalimina, se encuentra estrechamente relacionada con la
superficie especifica del material, que aumenta en funcién de la reduccion del
tamano de la particula. Las particulas ultrafinas son en general mas toxicas que
sus equivalentes de mayor tamafo, como consecuencia de la correlacion directa
entre la relacién superficie/volumen por unidad de peso y la energia de superficie
de la particula, de la que depende directamente su actividad biolégica (Paull &
Lyons, 2008).

Ademas del tamafo de particula, existen otras variables corresponsables
de la actividad insecticida de los polvos inorganicos. La forma y la estructura de
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las particulas (amorfa, acicular, cilindrica, placa, etc.) que afectan directamente la
cinética de la deposicion, el ingreso y la translocacion de las mismas dentro de un
organismo (Jia et al., 2005). La composicion quimica de las particulas y la
presencia de distintos elementos o sus diferentes combinaciones afecta su
actividad biolégica (sustancias simples o compuestas como 6xidos, sales, etc.).
Sin embargo, una de las variables mas relevantes que contribuyen a la eficacia de
los polvos insecticidas es la carga electroestatica de las particulas (cargas
elementales de ambos tipos y dipolos), cuyo origen es el proceso de combustidn
(Karasev et al., 2004; Stadler et al., 2010b) en el caso de los nanomateriales
sintéticos y el fendbmeno de emision termoidnica a altas temperaturas para las

nanoparticulas provenientes de erupciones volcanicas (Buteler et al., 2011).

2. Efectos complementarios a la toxicidad por contacto de los Pls

Chiu (19394, b) postulé que la mortalidad en insectos por accion de Pls se
debia principalmente a la actividad de superficie (desecacion), a la que se suman
fendmenos o efectos como la intoxicacidn por ingestidn, reacciones quimicas a
nivel de la cuticula del insecto y accidon mecéanica directa, entre otros efectos. Por
otro lado, distintos autores sugieren la existencia de fendmenos complementarios
a la toxicidad por contacto, por ejemplo, el efecto repelente de algunos Pls como
el caolin, sobre el comportamiento de busqueda del insecto o reconocimiento de
plantas hospederas (Golob, 1997). A este fenbmeno, que puede llamarse
antixendtico, se suma el efecto sobre la alimentacién llamado fagodisuasién
(comportamientos de rechazo o no preferencia por el alimento). Por otro lado, los
autores sugieren efectos subletales como la toxicidad por ingestién causada por
las particulas de polvo (Wille & Fuentes, 1975; Edwards & Schwartz, 1981; Buteler
et al., 2011). Estos antecedentes dejan en evidencia que ademas del principal
mecanismo de accidén de desecacion, derivado del efecto insecticida por contacto
(Hockenyos, 1933; Briscoe, 1943; Alexander et al., 1944a, b; Cook et al., 2008),
los Pls presentan aparentemente efectos secundarios como la fagodisuasion, la
repelencia y subletales como la toxicidad por ingestién, que probablemente
desempefien un papel relevante en el marco de la actividad insecticida de los Pls.
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Hacia el reemplazo de los insecticidas convencionales de sintesis organica
por productos biorracionales

A nivel internacional, existe una marcada tendencia hacia la reduccién del
uso de insecticidas de sintesis organica y su reemplazo por sustancias
biorracionales selectivas y de baja toxicidad para mamiferos. Esta tendencia
surge, en parte, de la necesidad de encontrar nuevas alternativas a los
insecticidas convencionales, debido al desarrollo de resistencia por parte de los
insectos (Picollo de Villar et al., 1992; Descamps, 2002; Stadler et al., 2003), asi
como de la preocupacion de los consumidores y entes reguladores sobre los
residuos de pesticidas en los alimentos. Esto ha llevado a la prohibicion, en
algunos paises, de ciertos productos considerados de alta toxicidad y con un alto
grado de impacto ambiental, como por ejemplo el bromuro de metilo (Quarles &
Winn, 1996; Korunic & Ormesher, 1996; https://web.archive.org/web/20091017
081855/http://www.epa.gov:80/spdpublc/mbr/ [revisado el 12/02/2017]). Entre las
alternativas posibles a los insecticidas de sintesis organica, existe gran interés en
evaluar el uso de extractos vegetales y aceites esenciales (Broussalis et al., 1999;
Procopio et al., 2003; Lorini & Beckel, 2006; Stefanazzi et al., 2011; Ogendo et al.,
2008; Stefanazzi, 2011), asi como Pls para el control de insectos plaga del grano
almacenado, tales como DE, el caolin y los nanoinsecticidas, lo cual queda en
evidencia en los trabajos cientificos publicados sobre este tema (Ebeling, 1971;
Golob, 1997; Kavallieratos et al., 2005; Athanassiou et al., 2007; Vardeman et al.,
2007; Stadler et al., 2010 a,b).

Insecticidas con base nanotecnoldgica

La nanotecnologia es una ciencia en rapido desarrollo enfocada en lo “ultra-
pequefio” (1 a 100 nandmetros), una escala en la cual los materiales exhiben
nuevas propiedades, tales como la conductividad eléctrica, actividad de superficie
y reactividad. Estas nuevas propiedades surgen a partir de la reduccion del
tamano de particula hacia el rango nanométrico, ampliando asi su espectro de
aplicaciones (Kah & Hofmann, 2014; Athanassiou et al., 2017).

Durante la Gltima década se produjo un aumento exponencial del interés por

los nanomateriales en el ambito académico e industrial. La rapida incorporacion de
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la nanotecnologia en diversos ambitos como la medicina, ingenieria, electrénica y
la agroindustria es la prueba de su enorme potencial para el desarrollo de nuevos
productos. La investigacién sobre la aplicacion de nanotecnologia para el uso de
la agricultura tiene cada vez mas desarrollo y se orienta principalmente hacia los
nanosensores, fertilizantes y nanopesticidas (Kah & Hofmann, 2014; Athanassiou
et al.,, 2017; Sinha et al.,, 2017). La nanotecnologia se presenta como una
herramienta muy prometedora para el control de plagas, aunque su desarrollo se
encuentra en su etapa inicial (Pérez de Luque & Rubiales, 2009; Parr-Vasquez et
al., 2010; Stadler et al., 2010a, Stadler et al., 2010b; Sinha et al., 2017).

Nanomateriales para la formulacién de insecticidas

1. Nanoemulsiones

Las nanoemulsiones son dispersiones homogéneas de liquidos inmiscibles
cuya fase dispersa se compone de particulas de tamano nanométrico. Por
ejemplo, las nanoemulsiones de permetrina mostraron mayor eficacia que el
ingrediente activo puro y una reduccion de los efectos sobre organismos no blanco
(Anjali et al., 2010).

2. Insecticidas nanoformulados

Los nanoinsecticidas formulados a base de polimeros como el
polietilenglicol (PEG) (Shakil et al., 2010), permiten la liberacién lenta del
ingrediente activo en comparacion con las formulaciones convencionales, para
una variedad de principios activos (Adak et al., 2012; Sarkar et al., 2012; Pankaj et
al., 2012; Kaushik et al., 2013; Loha et al., 2011; Athanassiou et al., 2017; Sinha et
al., 2017).

Formulaciones a base de nanoesferas y nanogeles: Cumplen con los estandares
de la agricultura ecolégica al ser utilizados para la liberaciéon lenta de principios
activos y la proteccion contra la degradacion en condiciones ambientales (Yin et
al., 2012; Bhagat et al., 2013).

Nanofibras: El electrospinning o “electrohilado”, produce fibras a escala

nanométrica a partir de la interaccién de cargas eléctricas de polimeros que
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permiten la distribucion homogénea de un principio activo como insecticidas o
feromonas en una matriz polimérica (Xiang et al., 2013; Hellman et al., 2011).

Nanoformulaciones hibridas: Se obtienen a partir de nanoparticulas lipidicas
solidas o liposomas recubiertos y también pueden ser utilizadas como sistemas de
liberacién lenta y proteccion del principio activo a altas temperaturas y
fotodegradacion (Pardeshi et al., 2012; Nguyen et al., 2012; Bang et al., 2009;
Hwang et al., 2011; Kang et al., 2012; Athanassiou et al., 2017; Sinha et al., 2017).

Carrier poroso: Un tipo de nanoformulacién ampliamente difundida es el empleo
de nanoparticulas inorganicas como soporte o carrier poroso, asociados a
ingredientes activos organicos, lo que permite la liberacién lenta del principio
activo (Kah et al., 2013; Qian et al., 2011; Song et al., 2012; Mingming et al., 2012;
Athanassiou et al., 2017).

Nanomateriales con actividad insecticida: nanoinsecticidas

Como ejemplos conocidos de nanoparticulas como ingredientes activos se
destacan la nanoplata, el cobre y el didxido de titanio por sus propiedades
antimicrobianas (Kim et al., 2012). Arjunan et al. (2012) describen la actividad
insecticida de la nanoplata sobre larvas de Aedes aegypti, Anopheles stephensi, y
Culex quinquefasciatus, vectores de malaria, filariasis y dengue. Stadler et al.
(2010a) describen la eficacia de la nanoalumina para el control de plagas de
granos almacenados y luego Debnath et al. (2011) desarrolla un trabajo similar
con la nanosilica. El hallazgo del efecto insecticida de los Pls con base
nanotecnoldgica dio lugar al desarrollo de una serie de investigaciones para
desentranar el mecanismo de accién de la alimina nanoestructurada (Stadler et
al., 2010a, 2010b, 2012, Buteler et al., 2015; Stadler et al., 2017).

Mecanismo de accion de nanoinsecticidas particulados
1. Mecanismo de accidn insecticida de la Nanosilica

Al igual que la NSA, la Nanosilica posee un mecanismo de accién basado
en fendmenos fisicos. Los resultados de Debnath et al. (2011) y Rouhani et al.
(2012) revelaron que el mecanismo de accion de la nanosilica se basa en las
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propiedades de abrasion y sorcion de ceras cuticulares del exoesqueleto. Estos
autores concluyeron que las nanoparticulas de silicio poseen una alta superficie
especifica en comparacién con su contraparte micrométrica, causando un mayor
dano en el exoesqueleto de los insectos. La barrera cuticular formada por
hidrocarburos cuticulares (ceras) cuya funcion es evitar la pérdida de agua del
cuerpo del insecto, queda deteriorada y estos comienzan con un proceso de

deshidratacion o desecacion que termina con la muerte del insecto.

2. Mecanismo de accion insecticida de la alumina nanoestructurada

A diferencia de los insecticidas convencionales, la alimina
nanoestructurada (NSA) posee un mecanismo de accién basado en fendmenos
fisicos en lugar de bioquimicos-toxicolégicos como los que son propios de
insecticidas organicos de sintesis (Stadler et al. 2017). En principio, la actividad
insecticida de este nanomaterial depende de la carga electrostatica de las
particulas y de la carga triboeléctrica de los insectos. En aquellos insectos que
exhiben cargas electrostaticas generadas por triboelectrificacién (McGonigle et al.,
2002) los agregados de NSA de carga opuesta se adhieren firmemente a la
superficie corporal y la capa de cera de la cuticula del insecto es adsorbida
“secuestrada” por la NSA, como consecuencia de su alta superficie especifica
(14m2.g"; Mimani & Patil, 2001), fenémeno que conduce a la muerte del insecto
por deshidratacién (Stadler et al., 2010). Los fendmenos que dan lugar a este

novedoso mecanismo de accion son:

Carga electroestatica de las particulas del nanoinsecticida: En los nanomateriales

obtenidos a partir de sintesis por oxidacién de metales, como por ejemplo la NSA,
las particulas resultantes poseen cargas eléctricas fijas (Chacén, 2007) que
promueven la formaciédn de agregados con resistencia a las fuerzas de

disociacion.

Triboelectrificacién en insectos: Diferentes autores han demostrado que los

insectos pueden acumular carga electroestatica de diferentes formas: 1) por
friccion durante el vuelo, 2) por desplazamiento sobre una superficie, 3) por
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induccion a través de un campo eléctrico, 4) por transferencia i6nica a través de la
cuticula via glandulas dermales, canaliculos o poros; 5) por union o fijacién de
particulas cargadas a la cuticula (McGonigle & Jackson, 2002).

Las cargas eléctricas son transferidas de una superficie a otra por contacto
o friccion, fendbmeno que ocurre cuando un insecto se desplaza sobre una
superficie. La acumulacién de cargas en el cuerpo del insecto es en general
positiva y directamente proporcional a la distancia recorrida, como consecuencia la
tasa de acumulacién de carga esta directamente relacionada con la marcha del
insecto. Cuando un insecto se encuentra en reposo o el movimiento es minimo
(Figura 3), la ganancia de carga es minima en comparacion con las de un insecto
activamente en movimiento, que alcanza un nivel de saturacion de cargas (Figura
4). En este caso, el incremento de la carga es exponencial en funcién del numero
de pasos, hasta alcanzar un plateau propio para cada especie de insecto y tipo de
sustrato (McGonigle et al., 2002; Jackson & McGonigle, 2005).

Carga (pC) 6 0

rd
L
o]

e )

Numero de pasos

Figura 3. Cargas eléctricas acumuladas (expresadas en picocoloumb, pC) en
insectos en reposo y en movimiento (tomado de McGonigle et al., 2002).
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Figura 4. Cargas acumuladas por un insecto en movimiento (tomado de
McGonigle et al., 2002).

Adsorcion de las particulas de NSA sobre la cuticula del insecto: La Figura 5 b

muestra el fendmeno de adsorcion de las particulas de NSA al cuerpo del insecto
como consecuencia de la diferencia en el signo de las cargas electrostaticas de
las particulas y del cuerpo del insecto.
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Figura 5. Insecto control (a). Insecto expuesto a trigo tratado con NSA (b).
(Tomado de Stadler & Buteler, 2016).

El efecto “secuestrante” de la NSA sobre las ceras cuticulares del insecto: El

mecanismo de accion insecticida de la NSA inicia con la adherencia de las
particulas de NSA (con carga electrostatica de signo opuesto a la del cuerpo del
insecto) a la cuticula del insecto cargado por triboelectrificacién (Figura 5b). Las
microparticulas ensambladas por nanoparticulas le confieren a la NSA un alto
valor absoluto de superficie especifica (14m2.g™”), los aglomerados conformados
por las nanoparticulas “secuestran” las ceras de la cuticula del insecto a través de
fenébmenos de adsorcién y absorcion (sorcion). La remocion de las ceras
cuticulares de la superficie corporal del insecto lo exponen a la evaporacion y
finalmente a la muerte por deshidratacién (Stadler et al., 2017).

A pesar de los importantes avances realizados en el estudio de la eficacia y
mecanismo de accion de la NSA en insectos, quedan aun por explorar otros
fendbmenos que contribuyen a dicha eficacia, tales como los efectos
complementarios (toxicidad por ingestién) y sub-letales y antixendticos
(“repelencia” y fagodisuasion), como asi también, desarrollar la metodologia para
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estudiar dichos efectos en insecticidas solidos inorganicos insolubles, como los
Pls, considerando que practicamente la totalidad de la bibliografia sobre
“repelencia” y fagodisuasién se basa en bioensayos con sustancias organicas
solubles como insecticidas de sintesis organica, extractos vegetales y aceites
esenciales (Mc Donald et al., 1970; Talukder & Howse, 1993; Stefanazzi, 2011).
Otro tema hasta el momento inexplorado es el efecto de la NSA sobre la
produccién de progenie (F1) de los insectos expuestos al nanoinsecticida, asi
como también la cuantificacién del dafo que provoca Sitophilus oryzae en granos
almacenados tratados con NSA, considerando el tiempo que transcurre entre la
exposicién al producto y el efecto.

Fendmenos como la toxicidad por ingestion, los efectos sobre la progenie,
asi como la repelencia y la fagodisuasién, son considerados efectos secundarios a
la actividad insecticida por contacto de la NSA, pero representan un importante
complemento a la eficacia del nanoinsecticida. El estudio de estos fendmenos, en
el marco de la presente tesis representa un aporte fundamental al conocimiento
del mecanismo de accion de un nuevo ingrediente activo. A partir de los
antecedentes presentados, el objetivo e hipdtesis generales propuestos en el
presente trabajo de tesis doctoral son los siguientes:

Objetivo general de la tesis

Evaluar la actividad insecticida, efectos poblacionales, sub-letales y antixenoticos
de la alumina nanoestructurada (NSA), en forma comparativa con otros polvos
minerales insecticidas de referencia (Protect-It® y DiatomiD®), utilizando adultos
de Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) como organismo modelo, con la
finalidad de aportar informacién acerca de la eficacia y mecanismo de accion de

este nuevo insecticida.
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Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad insecticida de la NSA sobre adultos de Sitophilus oryzae, a
traves de bioensayos de exposicidon por contacto a trigo tratado, en forma
comparativa con otros Pls de referencia (Protect-It® y DiatomiD®), en condiciones
controladas de laboratorio.

2. Desarrollar y validar una técnica experimental especifica (bioensayo) que
permita determinar la actividad insecticida por ingestién de la NSA, independiente
de los efectos de la exposicidn por contacto a insecticidas sélidos (Pls), en
insectos plaga de granos almacenados

3. Evaluar la actividad insecticida por ingestion de la NSA, en forma comparativa
con otros Pls de referencia (Protect-It® y DiatomiD®) en adultos de Sitophilus
oryzae, a través de un bioensayo especifico para insecticidas solidos, basado en
la ingestion de alimento artificial tratado y sin tratar.

4. Evaluar los efectos de la NSA sobre Sitophilus oryzae en forma comparativa
con otros Pls de referencia (Protect-It® y DiatomiD®), en un modelo experimental
de mayores dimensiones que el método de bioensayo tradicional, con la finalidad
de cuantificar la supervivencia parental, el dafio en granos y el efecto sobre el
desarrollo poblacional (progenie o F1).

5. Desarrollar y validar una técnica experimental especifica (bioensayo) para
determinar el efecto excitorrepelente de la NSA, independientemente de la
toxicidad por contacto y otros posibles efectos antixenéticos como la

fagodisuasion.

6. Estudiar el efecto excitorrepelente de la NSA, en forma comparativa con otros
Pls de referencia (Protect-It® y DiatomiD®), en adultos de Sitophilus oryzae a
través de un bioensayo de exitorrepelencia en condiciones controladas de
laboratorio.
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7. Disenar, desarrollar y validar una técnica experimental especifica (bioensayo)
para determinar cuali-cuantitativamente el efecto fagodisuasivo de la NSA,
independientemente de los efectos toxicos por contacto y de otros posibles efectos

antixenoéticos como la exitorrepelencia.

8. Estudiar la actividad fagodisuasiva de la NSA, en forma comparativa con otros
Pls de referencia (Protect-t® y DiatomiD®) en adultos de Sitophilus oryzae, a
través de un bioensayo especifico de “preferencia de alimento con posibilidad de

eleccion” basado en la oferta de alimento artificial tratado y sin tratar.

Hipétesis general de la tesis

La alumina nanoestructurada (NSA) posee actividad insecticida, provoca efectos
poblacionales, sub-letales y antixendticos en Sitophilus oryzae (Coleoptera:
Curculionidae), con una eficacia mayor a la de Protect-It® y DiatomiD®, para el

control de esta plaga primaria.
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Capitulo 2

Descripcion de los materiales generales utilizados en los bioensayos

1. Material biolégico
Sitophilus Oryzae (Linnaeus, 1763)

Con 4600 géneros y mas de 51.000 especies, los curculiénidos se
encuentran en un amplio rango de habitats, la mayoria son fitéfagos y muchas
especies son importantes plagas de la agricultura, horticultura y forestales. Los
miembros del género Sitophilus son las plagas mas importantes en grano
almacenado, por ejemplo: S. oryzae, S. zeamais, Sitophilus granarius, Sitophilus
linearis, entre otros (Larrain, 1994; Hill, 2002; Rees, 2004, Anderson & Marvaldi,
2014). Los adultos de Sitophilus oryzae que se utilizaron como modelo biolégico
en los bioensayos, fueron obtenidos de la cria de insectos disponible en el
Laboratorio de Toxicologia Ambiental IMBECU CONICET CCT-Mendoza. El
laboratorio cuenta con una cria de insectos plagas de granos y productos
almacenados con fines experimentales, desde el afno 2008. Asimismo, previo al
inicio de los bioensayos, se reconfirmo la especie por la Dra. Adriana Marvaldi del
Laboratorio de Entomologia perteneciente al IADIZA CONICET CCT-Mendoza.

Clasificacion Taxonomica (Anderson & Marvaldi, 2014)
Phylum Arthropoda
Clase Insecta
Orden Coleoptera
Suborden Polyphaga
Serie Cucujiformia
Superfamilia Curculionoidea
Familia Curculionidae
Subfamilia Dryophthorinae
Tribu Rhynchophorini
Subtribu Litosomina
Género Sitophilus Schoenherr, 1838
Especie Sitophilus oryzae (Linnaeus, 1763)
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Caracteristicas morfoldgicas distintivas de la especie

Sitophilus oryzae presenta el disco del pronoto con puntuaciones en su
mayoria subcirculares, las estrias de los élitros en su mayoria aparecen tan
anchas o mayores que los intervalos sobre el disco; metepisternum posee al
menos dos filas de puntuaciones, tan amplio como el intervalo lateral elitral
adyacente; alas bien desarrolladas. Longitud, excluyendo la cabeza y rostro,
usualmente menos de 3 mm (Figura 6). El dorso del aedeagus es igualmente
convexo en su seccién transversal, liso en su superficie dorsal, sin sulci
longitudinal dorsal y de color rojizo (Zimmerman, 1993).

Descripcion de los estados de desarrollo

e Adulto: De color marrén oscuro, mide entre 2,5 y 4 mm, dependiendo del
tamano de la semilla de la cual emerja. Posee un par de manchas oblicuas
anaranjadas en cada élitro (Figura 6). La determinacion del sexo se realiza
facilmente mediante caracteristicas externas. Las hembras poseen un
rostrum mas delgado y largo, con puntuaciones de distribucion regular, en
tanto que en los machos el rostrum es mas corto, robusto y las
puntuaciones presentan una distribucidn irregular (Halstead, 1963; Rees,
2004).

g

Figura 6. Adulto de Sitophilus oryzae. Extraido de http://www.padil.gov.au
/pests-and-diseases/pest/main/135846
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e Huevos: de color blanco, ovales y depositados en el interior del grano a
través de un pequenio orificio realizado por la hembra.

e Llarvas: apodas, robustas y de coloraciéon blanquecina (Figura 7). Se
desarrollan en el interior del grano. En este estado es muy frecuente el

canibalismo.

Figura 7. Larvas de Sitophilus oryzae, extraida del interior de grano de trigo.
Tomado de http://www.nbair.res.in/Insectpests/Sitophilus-oryzae.php
e Pupa: esta se desarrolla dentro del grano después del cuarto estadio larval,

la pupa es de tipo libre y de color amarillo pélido.

Ciclo de vida

La hembra produce hasta 150 huevos y ovipone durante toda su vida
adulta, aunque el 50% de los mismos son colocados en las primeras 4 a 5
semanas. Los huevos son introducidos individualmente en pequenos orificios
perforados por la hembra en los granos de cereales, siendo estos sellados con
una secrecién serosa, de modo que el huevo queda protegido dentro de la semilla.
La duracion de este estado es de aproximadamente 6 dias a 25 °C. La oviposicién
es posible en un rango de temperatura de 15° a 35 °C, con una humedad
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intrinseca del grano de mas del 10%. La tasa de oviposicién desciende por debajo
de los 20 °C o por sobre los 32 °C, y por debajo de 12% de humedad del grano
(Birch, 1944).

Tras la eclosidén, la larva comienza a alimentarse en el interior del grano,
ahuecandolo. El desarrollo larval comprende cuatro estadios en un lapso de 25 a
30 dias en condiciones de laboratorio (Figura 8). Otros factores que pueden influir
en el tiempo de desarrollo del estado larval son la variedad, tipo y calidad del grano
infestado (Birch, 1944; Howe, 1952). La pupacion se produce 35 dias después de
la eclosion y el estado de pupa puede durar entre 4 a 6 dias en condiciones
favorables hasta alcanzar el estado adulto. Luego, el adulto que emerge del
pupario, perfora y abandona la semilla dejando un orificio de salida caracteristico.
En funcién de la temperatura y de la humedad, el tiempo de desarrollo varia de 35
dias en condiciones éptimas, a mas de 110 dias en condiciones desfavorables.
Segun Birch (1944), los adultos son longevos y pueden vivir de 3 hasta 6 meses
como maximo. No obstante, otros autores sugieren una longevidad de machos y
hembras de 114 y 120 dias (Adetunji, 1990; Bhuiyan, et al., 1990) (Figura 8).

Pupa

Figura 8. Ciclo de vida de Sitophilus oryzae en condiciones de laboratorio (27 +
1°C y a 70% de HR).
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Status de plaga, distribucion geografica e importancia economica de
Sitophilus oryzae
S. oryzae es la plaga primaria de granos almacenados mas destructiva en

todo el mundo (Hill, 2002), ocasionando pérdidas de hasta 20 % a nivel mundial
(Eyidozehi et al., 2014). Es un insecto cosmopolita que se encuentra en todas las
regiones calidas y tropicales del mundo, aunque también se lo puede encontrar en
los climas templados (Figura 9). S. oryzae, es la principal plaga del arroz y trigo,
pudiendo atacar otros productos almacenados. Las infestaciones pueden provocar
grandes dafnos y producir pérdida consecuente de la calidad del grano, por lo que
es considerada una plaga de infestacidén primaria (Larrain, 1994; Hill, 2002; Rees,
2004).
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Figura 9. Distribucién mundial por pais de Sitophilus oryzae. Adaptado de Invasive Species
Compendium. Datasheets, maps, images, abstracts and full text on invasive species of the
world. http://www.cabi.org/isc/datasheet/10887.
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Dafnos provocados por Sitophilus oryzae en cereales y productos
almacenados

La alimentacién de los adultos y de las larvas de esta especie es la principal
causa de los dafos externos e internos de los granos de cereal (Figura 10). El
dano provocado por S.oryzae favorece el ataque de plagas secundarias y el
desarrollo de hongos por el aumento de temperatura y humedad dentro del silo. S.
oryzae también puede danar otros productos almacenados, especialmente cuando
los adultos se desplazan desde los granos a otros productos derivados que se
encuentran en el mismo ambiente (Larrain, 1994; Hill, 2002; Rees, 2004; Hill,
2008).

- ¥ oy

Figura 10. Dafo en semillas producido por Sitophilus oryzae (Tomado de Agro
Link http://www.agrolink.com.br/agrolinkfito/secure/ProblemaDetalhe.aspx?p
=1909)

Cria de Sitophilus oryzae en condiciones de laboratorio

Consiste en la utilizacion de recipientes mantenidos en la cdmara de cria
del Laboratorio de Toxicologia Ambiental IMBECU CONICET CCT-Mendoza, en
condiciones de 27% + 1°C y a 70 + 5% de HR y en oscuridad (Figura 11). En cada
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recipiente de cria se colocaron 50 insectos adultos sin sexar, de edad indefinida,
de la especie S. oryzae como poblacién inicial. La seleccion de los insectos
adultos (machos y hembras) fue al azar, con el fin de aproximarse a las
condiciones reales de las poblaciones naturales de S.oryzae en los silos. En cada
recipiente de cria, se agregaron 200 gramos de trigo NIDERA variedad baguette
501 para proporcionar sustrato y alimento a los insectos.

Para todos los bioensayos del presente trabajo de tesis doctoral, se
utilizaron adultos de S.oryzae procedentes de la cria mantenida en el Laboratorio
de Toxicologia Ambiental IMBECU CONICET CCT-Mendoza. La HR deseada se
mantuvo con una solucién saturada de cloruro de sodio en agua (Winston & Bates,
1960). Todos los bioensayos se llevaron a cabo en las mismas condiciones de
temperatura y humedad (27 £ 1°C y a 70 + 5% de HR)

Figura 11. Recipientes de cria con Sitophilus oryzae sobre granos de trigo
variedad baguette 501 (NIDERA). Camara de cria del Laboratorio de Toxicologia
Ambiental IMBECU CONICET CCT-Mendoza.
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2. Sustancias insecticidas utilizados en los bioensayos

En la siguiente descripcidén de materiales insecticidas, pueden apreciarse
las diferencias en las caracteristicas fisico-quimicas, morfoldgicas y de tamaro de
particulas de los Pls utilizados en los distintos bioensayos a lo largo de la presente
tesis doctoral.

DiatomiD® (Tierra de Diatomeas)

DiatomiD®, es un polvo insecticida comercial obtenido de canteras en San
Juan, Argentina, cuyo ingrediente activo es diatomito (98%) secado y molido. En
términos generales, la DE es un insecticida que se utiliza para la proteccion de
granos almacenados, para controlar plagas domiciliarias, de jardin y en cultivos
organicos (Quarles, 1992; Subramanyam & Roesli, 2000). La DE es obtenida de
yacimientos de diatomita, una roca sedimentaria silicea depositada durante la era
Cenozoica y formada por microfésiles de algas unicelulares que secretan un
esqueleto siliceo (diatomeas). Los yacimientos de diatomito pueden variar en
profundidad, espesor y contenido de materia organica, etc. (Quarles, 1992;
Subramanyam & Roesli, 2000). Las caracteristicas fisico-quimicas mencionadas a
continuacién corresponden a DE en general, no se disponen de las caracteristicas
especificas de DiatomiD®, debido a que la DE es un producto obtenido por un
proceso industrial, por lo que cada lote o partida tiene sus propias caracteristicas
dependiendo de la cantera donde fue obtenida, de su profundidad, impurezas,
especies de diatomeas dominantes y del proceso de molienda utilizado.

Caracteristicas fisico- quimicas de la tierra de diatomeas

Densidad de 0,54g/cm® y pH de 9,4. Las tecas de las diatomeas son
porosas, caracteristica que le confieren un alto valor de superficie especifica, el
cual esta ligado a su actividad insecticida (Ebeling, 1971; Le Patourel, 1986;
Aldryhim, 1990; Banks & Fields, 1995; Golob, 1997; Korunic, 1998). Desde el
punto de vista quimico, la DE esta compuesta por silice amorfa (SiO..n.H20), y
contiene impurezas como 6xidos de Al, Ca, Fe y Mg (Harries-Rees, 1994) (Figura
12).
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algas fésiles unicelulares. Magnificacion: 1100X.

Tamaiio de particula y morfologia

Segun Subramanyam & Roesli (2000), el rango de granulometria de la tierra
de diatomeas es variable, entre 1 a 50 um (Figura 13). La tierra de diatomeas es el
producto de un proceso industrial, por lo que cada partida tiene sus propias
caracteristicas dependiendo de la cantera donde fue obtenida y del proceso de
molienda utilizado. La morfologia de las particulas depende de la especie de
diatomea mayoritariamente en esa cantera y del impacto de la molienda sobre la
estructura de las tecas.
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Figura 13. Distribucion de tamano de particulas de DE, utilizando el analisis dinamico de
imagenes (DIA) y el andlisis dindmico de dispersion de luz (DLS) (tomado de
http://www.eposters.net/pdfs/complete-size-characterization-of-diatomaceous-earth.pdf).

Protect-It®

Protect-It®, es una formulacion que contiene tierra de diatomeas (DE) y
silica gel, obtenido de Hedley Technologies Ltd. (Grand Junction CO, USA). Es
una mezcla de DE con 10% de silica gel (Korunic & Fields, 1998; Subramanyam &
Roesli, 2000).

Caracteristicas fisico- quimicas de Protect-It®

Densidad de 0,20g/cm® y pH de 5,7 (Korunic et al., 1996; Subramanyam & Roesli,
2000). Contiene 87% de didxido de silicio amorfo (SiO,), 3% de 6xido de aluminio
(Al2O3), 1% de 6xido férrico (Fe-Os), menos de 1% de CaO, MgO, TiO,, P,0s, y de
3 a 6% de agua (Figura 14).
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Figura 14. Micrografia MEB de Protect-It® (tierra de diatomeas y 10% de silica
gel). 1000X.
Tamaio de particula y morfologia

La granulometria media de Protect-It® es de 5,4 ym (Korunic et al., 1996;
Subramanyam & Roesli, 2000). La mayoria de las particulas tienen
aproximadamente un diametro de 3 a 6 ym y poseen una distribucién bi-modal de
las particulas (1,1 um y 200 nm), que sirve para incrementar la superficie de area
total del polvo. El analisis de tamafo de particula en la Figura 15, también muestra
la alta carga volumétrica de las particulas cercanas a los 5 pm, con una

distribucién de particulas pequenas alcanzando los 700 nm.
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Figura 15. Distribucion de tamano de particulas de Protect-It®, dispersion en agua con
polimetacrilato de amonio como dispersante, Zetasizer Nano ZS. Grafico superior en
escala linear e histogramas en escala logaritmica (tomado de Stadler et al., 2012).

Alumina nanoestructurada (NSA)
Sintesis de la NSA

La NSA fue obtenida a través de la técnica de sintesis por combustion de
Toniolo et al. (2005), un proceso sencillo, seguro y rapido para producir polvos
homogéneos de alta pureza (Sousa et al., 1999; Kiminami, 2001; Toniolo et al.,
2005). La combustién glicina-nitrato produce N,, H.O y CO, como productos
gaseosos y C, H y Al como elementos reducidos. La alimina nanoestructurada
utilizada para el desarrollo de los bioensayos realizados en el marco de la
presente tesis fue sintetizada en el Laboratorio de Toxicologia Ambiental
(IMBECU).
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Caracteristicas fisico-quimicas de la NSA

En cuanto a su composicién quimica, es 6xido de aluminio (Al2O3) y la
densidad de la aliimina se midié en 0,108 g/cm?.

El anasilis de superficie de area fue llevado a cabo sobre polvo calcinado y
polvo disperso (Particle Technology Labs, Downers Grove, IL). La NSA se

caracteriza por la formacion de aglomerados de particulas (Figura 16) y por una

alta superficie especifica de 14m2.g™" (Toniolo et al., 2005; Stadler et al., 2012).

Figura 16. Micrografia MEB de agregados de Alumina nanoestructurada, a partir de
nanoparticulas de 40-60nm. Alta Tension Extra (EHT): 1KV. Distancia de trabajo (WD): 5
mm. Magnificacion: 13.06 KX.
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Volumen %

Tamaiio de particulas y morfologia

La alumina nanoestructurada mostr6 una diferencia en morfologia en
comparacién con Protect-1It®. Mientras que las particulas parecen mas densas, el
tamano es sustancialmente menor y es evidente la formacién de nanoestructuras
de 45 nm de espesor, en el caso de la NSA. El analisis de tamafo de particulas
indica también una distribucion bi-modal (Figura 17), debida a la morfologia que
presenta de formacion de placas o nanoestructuras y a las condiciones utilizadas
en el analisis. La mayor carga volumétrica de particulas grandes es indicada a los

1,5 ym con una distribucion de particulas mas pequefias de 350 nm) (Stadler et
al., 2012).
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Figura 17. Distribucion de tamafo de particulas de NSA, dispersién en agua con
polimetacrilato de amonio como dispersante, Zetasizer Nano ZS. Gréfico superior

en escala linear e histogramas en escala logaritmica (tomado de Stadler et al.,
2012)
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Capitulo 3

Evaluacion de la actividad insecticida por exposicion a trigo tratado con
NSA, sobre adultos de Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) en
condiciones de laboratorio

Introduccion

Durante los ultimos 60 afos, el uso de insecticidas convencionales de
sintesis organica destinados a la proteccion de cultivos, combatir vectores de
enfermedades humanas y animales, se ha incrementado progresivamente. A
pesar de esto, existe un creciente interés en el desarrollo de nuevas alternativas a
los pesticidas convencionales, debido al aumento de casos de resistencia a
insecticidas por parte de plagas (Ferrero, 1988; Picollo de Villar et al., 1992;
Descamps, 2002; Stadler et al., 2003), a la preocupacion por la salud humana y a
los efectos sobre el ambiente (Edwars, 1973; Pimentel et al., 1992; Gevao et al.,
2000; Kamrin, 2010; Silva & Beauvais, 2010; Goullson, 2013; Byard et al., 2015;
Sapozhnikova & Lehotay, 2015 ). Por otro lado, la demanda por una agricultura de
bajo impacto ha impulsado a los investigadores y a la industria a trabajar en el
desarrollo de pesticidas alternativos, menos toxicos y ecoldégicamente aceptables.
Consecuentemente, se ha intensificado la busqueda de productos por fuera de la
sintesis organica, explorando diferentes sustancias de origen natural como
extractos vegetales, aceites e insecticidas inorganicos sélidos como polvos inertes
(Pls) (Liu & Ho, 1999; Altieri & Nicholls, 2000; Stadler et al., 2010a; Stefanazzi,
2011; Conway & Barbier, 2013).

Los productos naturales con propiedades insecticidas, especialmente los
Pls como la tierra de diatomeas (DE) y el caolin, exhiben caracteristicas deseables
tales como: baja toxicidad para mamiferos, bajo impacto ambiental, bajo costo y
baja probabilidad de generar resistencia (Banks & Fields, 1995; D’Antonio, 1997;
Golob, 1997; Subramanyam & Roesli, 2000). En particular, existe gran interés en
los Pls para el control de insectos plaga, lo cual se evidencia por el creciente
namero de trabajos cientificos publicados sobre este tema (Ebeling, 1971; Golob
1997; Arthur, 2002; Kavallieratos et al., 2005; Athanassiou et al., 2007; Vardeman
et al. 2007; Debnath et al., 2011, Buteler, 2015; Frederick & Subramanyam, 2016),
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dando lugar a nuevos usos y productos comerciales. A diferencia de la mayoria de
los insecticidas de sintesis organica, que poseen mecanismos de accién
bioquimicos para un sitio de accion especifico (Kramer & Schirmer, 2007), la
actividad insecticida de los Pls esta ligada a fendmenos muy diversos como:
repelencia, intoxicacidbn por ingestion, disuasion de la oviposicion, efectos
fagodisuasivos, incertidumbre durante el reconocimiento de la planta hospedera,
interferencias en la sujecion al hospedero y mortalidad por contacto directo
(Chiu,1939a,b; Puterka et al., 2000).

Como se menciond en la introduccidn general, la eficacia insecticida de los
Pls depende de la capacidad de estos de adsorber las ceras cuticulares de la
superficie del exoesqueleto del insecto, por contacto directo con las particulas.
También esta relacionada con el valor absoluto de la superficie especifica del Pl
(metros cuadrados por gramo), la humedad y temperatura ambiente, la especie de
insecto y la formulacién (Ebeling, 1961; Fields & Korunic, 2000; Subramanyam &
Roesli, 2000; Vardeman et al., 2007, Korunic, 2013). La mayoria de los Pls que se
encuentran en el mercado contienen silice natural (S1O,), tal como es el caso de la
DE. También se encuentran polvos formulados a base de silice sintética (silicagel),
que son mas eficaces que las DE naturales (Quarles, 1992; Subramanyam &
Roesli, 2000; Korunic, 2013). Otro tipo de aluminosilicatos como la caolinita
(AlsSiO1o [OH] ), controla plagas de cultivos agricolas, actuando como repelente
y/o barrera fisica (Glenn et al., 1999). Las particulas de caolinita depositadas
sobre la superficie foliar, acttan como barrera contra el ataque de los insectos
haciendo que la planta hospedera resulte irreconocible para el insecto, afectando
asi su reproduccién y supervivencia (Puterka et al., 2000; Cottrell et al., 2002;
Wyss & Daniel, 2004).

Los Pls a base de silice natural como DE tienen una alta eficacia contra
Sitophilus oryzae, si se los utiliza a concentraciones mayores de 1,5 g/kg (1500
ppm), obteniendo entre el 90 y 100% de mortalidad a los 7 y 8 dias de exposicion
al trigo tratado (Subramanyam & Roesli, 2000). Lorini & Beckel (2006), obtuvieron
una eficacia del 100% de mortalidad, después de 20 dias de exposicion a trigo
tratado con 1000 ppm de DE. Otros autores sugieren concentraciones de 2000
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ppm, 3500 ppm y 5000 ppm, para la proteccién de los granos almacenados
(Quarles, 1992). En el caso de formulaciones con Silicagel (Protect-It®), se utilizan
concentraciones de 0,3 g/kg (300 ppm), 0,5 g/kg (500 ppm) y 0,75 g/kg (750 ppm)
(Quarles, 1992; Korunic & Ormesher 2000; Subramanyam & Roesli, 2000; Arthur,
2002).

El descubrimiento de la actividad insecticida de la alimina nanoestructurada
(NSA) gener6 nuevas perspectivas en el manejo de plagas con Pls a base de
nanomateriales, debido a las bajas concentraciones requeridas (125 ppm y 250
ppm), que resultaron suficientes para obtener un 80% y 95% de mortalidad sobre
S. oryzae y un 70 y 95% de mortalidad en Rhyzopertha dominica después de 9
dias de exposicion a trigo tratado (Stadler et al., 2010a). La eficacia de la NSA fue
mayor a la obtenida con los polvos insecticidas disponibles en el mercado a base
de DE. Asimismo, los resultados obtenidos en bioensayos por contacto con
diferentes niveles de humedad relativa, después de 15 dias de exposicion de S.
oryzae a trigo tratado, aportaron informacién relevante sobre las variables que
pueden afectar la actividad insecticida de la NSA e interferir en su mecanismo de
accion (Stadler et al., 2012).

Por otra parte, Debnath et al. (2011), utilizaron nanoparticulas de silice en
un rango de 15 a 30 nm y concentraciones de 500 ppm, 1000 ppm y 2000 ppm.
Los autores registraron una mayor mortalidad de S.oryzae expuesto a granos
tratados con nanosilica, en comparacion con los insectos expuestos a semillas
tratadas con tierra de diatomeas en un rango de 100-400 nm. Estos autores
demostraron que la eficacia del SiO, aumenta en funcién de la reduccién del
tamafo de particula.

Sobre la base de los antecedentes presentados y considerando que la
nanotecnologia representa una herramienta prometedora para el control de
plagas, que aun se encuentra en vias de desarrollo (Pérez de Luque & Rubiales,
2009; Parr-Vasquez et al, 2010; Stadler et al., 2010b), el objetivo e hipbtesis

propuestos en el presente capitulo son:
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Objetivo especifico

Evaluar la actividad insecticida de la NSA sobre adultos de Sitophilus oryzae, a
través de bioensayos de exposicidbn por contacto a trigo tratado, en forma
comparativa con otros Pls de referencia (Protect-It® y DiatomiD®), en condiciones
controladas de laboratorio.

Hipotesis

La actividad insecticida por exposicion a trigo tratado con NSA, es mayor que la
obtenida con otros Pls de referencia como Protect-It® y DiatomiD®, para el control
de Sitophilus oryzae, en bioensayos de toxicidad por contacto bajo condiciones

controladas de laboratorio.

Materiales y Métodos

1. Material biologico

Sitophilus oryzae

Se utilizé el mismo material bioldgico y método de cria descritos en el capitulo 2,
pagina 42 a 48.

2. Sustancias insecticidas utilizados en los bioensayos

Se utilizaron los mismos materiales insecticidas descritos en el capitulo 2, pagina
49 a 55.

Bioensayos de exposicion a trigo tratado en condiciones de laboratorio
(toxicidad por contacto)

Se llevaron a cabo bioensayos de laboratorio para evaluar la actividad
insecticida por contacto de la NSA, Protect-It® y DiatomiD®. Los Pls fueron
dosificados a concentraciones de 500 ppm, 250 ppm, 125 ppm y 62,5 ppm por
cada 20 gramos de trigo respectivamente y homogeneizados agitando
enérgicamente durante un minuto segun la metodologia de Stadler et. al. (2010a).
Se utilizaron placas de Petri de PVC de 9,5 cm de diametro para contener los
granos tratados, separados de los granos controles sin tratamiento. Por placa, se
colocaron 20 insectos adultos sin sexar de 1 a 2 semanas de edad y se realizaron
10 réplicas por concentracidbn para cada tratamiento (Figura 18 y 19). Las
condiciones de los bioensayos fueron controladas en camara oscura a 27 £ 1°C y
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a 70 + 5% de HR. En todos los tratamientos la mortalidad fue evaluada a los 7
dias de comenzados los bioensayos.

Figura 18. Placa de Petri con trigo tratado con NSA, utilizadas para contener 20
adultos de Sitophilus oryzae, en bioensayo de toxicidad por contacto.

Figura1 9. Aspecto general de los bioensayos de toxicidad por contacto
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Analisis de datos

Los resultados obtenidos se analizaron mediante la prueba de la varianza
ANOVA para modelos mixtos PROC MIXED (SAS 9.3 2011), con la mortalidad
como variable respuesta y concentracion, tratamientos e interacciones como
efectos principales. Las réplicas de las placas de Petri fueron incluidas como un
factor aleatorio. La comparacion de medias se realiz6 con test de Tukey.

La concentracion letal CLsg y ClLgs (ppm) con 95% de limite de confianza
(CLs95) fueron calculados con el andlisis Probit (SAS 9.6 2011) después de 7 dias
de exposicion continua al sustrato (trigo tratado y trigo sin tratar). EI P valor chi
cuadrado se utilizé para medir la bondad de ajuste de la regresion lineal de Probit.

Resultados
Del analisis de los resultados se obtiene que la NSA, Protect-lt® vy
DiatomiD® producen mortalidad en adultos de S.oryzae después de 7 dias de

exposicidn a trigo tratado en placas de Petri (Figura 20).
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Figura 20. Porcentaje de mortalidad obtenido con adultos de Sitophilus oryzae
después de 7 dias de exposicidén a trigo tratado con los Pls, en bioensayo de
toxicidad por contacto en condiciones de laboratorio. Para las concentraciones de
62,5 ppm, 125 ppm, 250 ppm y 500 ppm, de los tres productos ensayados.
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El porcentaje de mortalidad en S.oryzae aumentd en funcién del incremento de las
concentraciones de NSA, Protect-It® y DiatomiD® en trigo (F= 1231,14; g.l = 3;
P<0,0001). La actividad insecticida por exposicién (toxicidad por contacto) de los
Pls evaluados en condiciones de laboratorio, queda expresada en el valor del
porcentaje de mortalidad, que para la NSA es mayor que el calculado para
DiatomiD® en todas las concentraciones (de 62,5 ppm a 500 ppm) y mayor que el
calculado para Protect-It® en las concentraciones de 62,5 ppm, 125 ppm, 250
ppm, pero similar para 500 ppm (Figura 20, tabla 1). No se registr6 mortalidad en
los controles después de 7 dias de exposicion (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad insecticida por exposicién (toxicidad por contacto) a trigo tratado
comparada de los tres Pls sobre Sitophilus oryzae: resultados del analisis de la
varianza para modelos mixtos (SAS 9.3 2011). Tratamientos con la misma letra no
difieren significativamente (Tukey-Kramer, P <0,05).

Tratamiento Concentracion Mortalidad media CI;_::E:
NSA 500 100 A
NSA 250 97,68 A
Protect-It® 500 96,93 A
Protect-It® 250 84,51 B
DiatomiD® 500 83,91 B
NSA 125 80,28 B
Protect-It® 125 61,80 C
DiatomiD® 250 57,64 C
NSA 62,5 48,36 D
DiatomiD® 125 42,25 E
Protect-It® 62,5 38,99 E
DiatomiD® 62,5 28,84 F
Control 0 0 G

Las diferencias en la actividad insecticida por exposicion (toxicidad por
contacto) de los Pls evaluados resultaron significativas estadisticamente
(F=595,53; g.I=2; P<0,0001), también se observaron diferencias significativas en la
interaccién productos-concentraciones (F= 30,26; g.I=6; P<0,0001). La toxicidad
de la NSA es mayor, en comparacion con Protect-It® y DiatomiD®. Los resultados
obtenidos del analisis Probit, muestran valores de CLsy y CLgs menores en valor
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absoluto para la NSA (CLso- 97 ppm, CLg5-250 ppm) y mayores para Protect-It®
(CLso- 152 ppm, CLgs- 584 ppm) y DiatomiD® (CLsp- 324 ppm, CLgs- 1901 ppm),
dejando en evidencia la mayor eficacia del nanoinsecticida (Tabla 2).

Tabla 2. Analisis Probit de los datos de mortalidad de Sitophilus oryzae expuesto a
trigo tratado con NSA, Protect-It® y DiatomiD®. Tiempo de exposicion = 7 dias; n
= 20; sustrato = granos de trigo tratados.

Bondad de ajuste

Tratamiento CLso (ppm) CLgs (ppm) Pendiente  Chi-cuadrado/ P-
95% LC 95% LC (EE) valor
NSA 97 (90-104) 250 (222-288)  4,01(0,27) 0,39/0,99
Protect-lt® 152 (140-165) 584 (498-712)  2,81(0,17) 0,41/0,99
DiatomiD® 324 (289-371) 1901 (1407-2837) 2,14(0,16) 0,42/0,99

LC (Limite de confianza del 95%). EE (Error estandar)

Discusion

De los resultados obtenidos en el presente estudio se obtiene que la NSA
posee mayor eficacia insecticida que Protect-lIt® y DiatomiD® para el control de
S.oryzae, después de 7 dias de exposicidon a trigo tratado en bioensayos de
exposicion por contacto, en condiciones de laboratorio (Tabla 2). Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Stadler (2010a), no obstante, se observa una
concentracion letal (CL) menor, que puede deberse a diferencias en la
susceptibilidad de las diferentes cepas de S.oryzae y/o a diferencias en la
variedad de trigo utilizado para los bioensayos.

Los resultados obtenidos ponen en evidencia el potencial de la NSA, cuya
actividad insecticida por exposicion en S.oryzae es, en principio, mayor que la
obtenida con los Pls a base de silice disponibles comercialmente. Las
concentraciones efectivas de NSA (entre 125 ppm y 250 ppm) son menores que
las recomendadas para la DE (DiatomiD®) (entre 500 ppm y 5000 ppm) y para
formulaciones de DE con silica gel (Protect-1t®) (de 300 ppm a 750ppm) (Cotton &
Frankenfeld, 1949; Quarles, 1992; Subramanyam & Roesli, 2000; Arthur, 2002;
Lorini & Beckel, 2006; Stadler et al., 2010a).

Los Pls ejercen su accién insecticida a través de fenédmenos fisicos como la
abrasién y adsorcion de hidrocarburos cuticulares, provocando deshidratacién y la
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muerte del insecto (Subramanyam & Roesli, 2000). Principalmente, el tamano de
particula de los Pls es la caracteristica clave que se correlaciona de modo inverso
con la toxicidad en insectos. El rango de tamarfo de las nanoparticulas que forman
los aglomerados de NSA se encuentra entre 40-60 nm (Stadler, 2010a), mientras
que el rango de tamano de las microparticulas de DiatomiD®, se encuentra entre
1-50 uym (Subramanyam & Roesli, 2000) y en el caso de Protect-It® el tamano
medio es de 5,4 ym (Korunic et al., 1996). EI menor tamafo de particulas, explica
la mayor toxicidad de la NSA y de los nanoinsecticidas en general, como por
ejemplo la nanosilica (Debnath et al., 2011), en comparacion con los Pls
micrométricos utilizados regularmente.

Los resultados de los bioensayos del presente estudio sugieren que la NSA
es una alternativa promisoria para el control de plagas de granos almacenados,
por tratarse de un producto inerte en cuanto a su composicién quimica, eficaz por
su baja dosificacion y con reducidas probabilidades de provocar resistencia a corto
o mediano plazo; debido a que su mecanismo de accién esta basado en
fenémenos fisicos.

La hipotesis se verifica, la actividad insecticida por exposicion a trigo tratado
con NSA es mayor que la obtenida con otros Pls de referencia como Protect-I® y
DiatomiD®, en bioensayos de exposicion por contacto, bajo condiciones de
laboratorio y dentro de plazos aceptables para el manejo de plagas de granos

almacenados.

Conclusiones del capitulo 3

1) La actividad insecticida por exposicion a trigo tratado con NSA, en bioensayos
de toxicidad por contacto con Sitophilus oryzae, es mayor que la obtenida con los

Pls de referencia contrastados (DiatomiD® y Protect-Ii®).

2) En bioensayos de toxicidad por contacto en condiciones controladas de
laboratorio, luego de 7 dias de exposicién a trigo tratado con 250 ppm de NSA, se
obtiene el 100% de mortalidad en adultos de Sitophilus oryzae.
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Capitulo 4

Evaluacion de la actividad insecticida por ingestion de la NSA en adultos de
Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) en condiciones de laboratorio

Introduccion

Los trabajos de investigacidn sobre toxicidad por ingestion de productos
quimicos en insectos fueron desarrollados mayoritariamente para sustancias
liqguidas, hidrosolubles/liposolubles, como insecticidas de sintesis orgéanica,
extractos vegetales, aceites esenciales y metabolitos bacterianos (Talukder &
Howse, 1993; Xie et al., 1996, Gols et al., 1996; Bowen et al., 1998; Novo et al.,
1998; Betz et al., 2000; Hooper-Bui & Rust, 2000; Bailey et al., 2005; Isman, 2006;
Stefanazzi et al., 2011). Por ejemplo, algunos investigadores evaluaron en
bioensayos de laboratorio, la toxicidad por ingestién del extracto de neem
(Azadirachta indica) en plagas de granos almacenados (Xie et al., 1996). Prates
et al. (1998) estudiaron aceites esenciales como el eucalyptol en Rhyzopertha
dominica y Tribolium castaneum. Asimismo, Stefanazzi et al. (2011) evaluaron la
toxicidad por ingestibn de extractos de Tagetes terniflora (Asteraceae) y
Cymbopogon citratus (Poaceae), sobre S.oryzae y T. castaneum. De manera
similar, Taghizadeh & Mohammadkhani (2016), evaluaron los extractos vegetales
de Berberis thunbergii (Berberidaceae) y Alhagi maurorum (Fabaceae), sobre T.
castaneum.

De la bibliografia disponible puede dilucidarse que las sustancias evaluadas
en cuanto a su toxicidad por ingestion (toxicidad oral o alimentaria), tanto en
plagas de granos almacenados como de la agricultura son, en general, sustancias
solubles y que los métodos de bioensayo utilizados son especificos para las
mismas. En cambio, la evaluaciéon de la toxicidad en insectos de sustancias
insolubles como los Pls, se basa en ensayos por contacto, por exposicion a
superficies tratadas (ej. granos almacenados). A través de este tipo de bioensayo
no es posible comprobar si junto con la toxicidad por contacto (fendbmenos de
superficie sobre la cuticula del insecto) se presenta algun efecto adicional, como la
toxicidad oral o alimentaria. Un dilema similar surge de publicaciones sobre

“toxicidad alimentaria” en las que el autor utiliza bioensayos en los que expone
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insectos a un sustrato preparado a partir de la mezcla de harina y Pls (Shostak,
2014). En estos casos tampoco es posible discriminar entre los fenémenos de
toxicidad por contacto y por ingestion.

Por otra parte, como se mencion6 en el capitulo 1, algunos autores citan
posibles efectos o fenbmenos complementarios al principal mecanismo de accién
de sorcion/abrasién de ceras cuticulares de los Pls, tales como efectos sobre la
alimentacion y/o la interrupcion de la actividad digestiva a causa de la ingestiéon de
particulas (Wille & Fuentes, 1975; Edwards & Schwartz, 1981; Buteler et al.,
2011). Otros, consideran que la actividad por contacto no seria el Unico
mecanismo responsable de la accion insecticida de los Pls, ya que la exposicion a
concentraciones sub-letales afectan la supervivencia y el desarrollo en diferentes
especies de insectos de distinta manera (Chiu 1939 a, b; Subramanyam & Roesli,
2000; Kabir et al., 2011; Fernandez-Ahrex et al., 2013; Buteler et al., 2014). Sin
embargo, estas referencias son subjetivas, ya que en la bibliografia disponible no
se encuentran antecedentes sobre técnicas de bioensayo especificas para la
evaluacion de la toxicidad por exposicidén a alimento tratado con Pls en insectos.

Para evaluar cuali-cuantitativamente los posibles efectos de la actividad
insecticida por ingestion de Pls en insectos, resulta indispensable en primer lugar,
desarrollar técnicas especificas para evaluar la toxicidad por ingestién y diferenciar
este fenomeno de la toxicidad por contacto cuando los insectos son expuestos a
semillas tratadas con Pls.

Objetivos especificos

1. Desarrollar y validar una técnica experimental especifica (bioensayo) que
permita determinar la actividad insecticida por ingestién de la NSA, independiente
de los efectos de la toxicidad por contacto a insecticidas sélidos (Pls), en insectos
plaga de granos almacenados

2. Evaluar la actividad insecticida por ingestion de la NSA, en forma comparativa
con otros Pls de referencia (Protect-It® y DiatomiD®) en adultos de Sitophilus
oryzae, a través de un bioensayo especifico para insecticidas solidos, basado en
la ingestion de alimento artificial tratado y sin tratar.
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Hipotesis
La NSA, asi como los Pls de referencia (Protect-It® y DiatomiD®) resultan téxicos

por ingestidon para adultos de Sitophilus oryzae.

Materiales y Métodos
1. Material biolégico

Sitophilus oryzae

Se utilizé el mismo material biolégico y método de cria descritos en el capitulo 2,
pagina 42 a 48.

2. Sustancias insecticidas utilizados en los bioensayos
Se utilizaron los mismos materiales insecticidas descritos en el capitulo 2, pagina
49 a 55.

La toxicidad por ingestién de Pls en S. oryzae se determiné a través de
bioensayos de alimentacion (Xie et al., 1996) adaptados para polvos minerales
insecticidas, utilizando discos de alimento artificial. Los discos control se
prepararon con harina de trigo y agua, mientras que los discos tratados se
prepararon incorporando los polvos insecticidas a la mezcla de harina y agua

respectivamente.

Preparacion del alimento artifical

Los discos tratados se prepararon como una suspension de 500 ppm de
NSA, harina de trigo y agua mQ. En un vaso de precipitado de vidrio de 250 mL se
mezclaron 99,959 de harina de trigo (000), 50 mg del insecticida y 150 mL de agua
destilada (calidad MQ). La mezcla fue homogeneizada mediante un agitador
magnético utilizando una microbarra recubierta con teflon. Cinco suspensiones de
350 ppm, 250 ppm, 125 ppm, 75 ppm y 36 ppm de NSA fueron preparadas
utilizando el mismo procedimiento. El control se preparé a partir de una mezcla de
harina y agua. La técnica se repitié con Protect-It® y DiatomiD®. Alicuotas de 100
a 200 mL de las suspensiones fueron aplicadas secuencialmente sobre una placa
de vidrio a intervalos de 1cm. La placa se mantuvo a temperatura ambiente

durante 24h para el secado de los discos de harina tratados y control. Finalmente,
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los discos se colocaron en camara de incubaciéon a 27° £ 1°C y 70 + 5% de HR
durante 24 h para estabilizar su contenido de humedad. El peso de los discos de
harina tratado y control estuvo en un rango de 80 a 170 mg. La variabilidad en el
peso de los discos de harina se debid a la utilizacion de alicuotas de 100 a 200

mL.

Bioensayo de toxicidad por ingestion con alimento artificial

Placas de Petri de 9,5 cm de didmetro fueron utilizadas como arena para el
ensayo y en cada una se coloc6 un disco de alimento. En cada placa, se
colocaron 20 adultos de S.oryzae sin sexar de 1 a 2 semanas de edad. Las
concentraciones utilizadas para NSA, Protect-It® y DiatomiD®, fueron 36 ppm, 75
ppm, 125 ppm, 250 ppm, 350 ppm y 500 ppm, ademas del alimento artificial sin
tratamiento (control). Se realizaron 5 réplicas por tratamiento, se midié la
mortalidad a partir de los 7 dias y el punto final del ensayo se establecié a los 35
dias, después de alcanzar el 100% de mortalidad con la maxima concentracion de
NSA (500 ppm). Previo a la realizacion de los bioensayos de actividad insecticida
por ingestion, se desarrollaron ensayos preliminares (“screening”) con adultos de
S. oryzae, para determinar el inicio de la mortalidad de los insectos luego de
ingerir el alimento artificial tratado, ademas de establecer el punto final del
bioensayo. Simultanéame, se llevdo a cabo un ensayo de inanicion, donde se
corrobor6é que los adultos de S.oryzae sobreviven hasta 9 dias sin alimentarse.
Esta informacion permiti6 independizarse de medir el consumo del alimento
mediante el peso de los discos al final del ensayo, porque la sobrevivencia de los
insectos superd los 9 dias en presencia de los discos de alimento. Confirmando de

manera indirecta el consumo de alimento.

Andlisis de datos

Los resultados de los ensayos se analizaron mediante la prueba de la
varianza ANOVA para modelos mixtos PROC MIXED (SAS 9.3 2011) con la
mortalidad producida por la actividad insecticida por ingestion (toxicidad oral),
como variable respuesta y la concentracion, tratamiento y su interaccion como
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efectos principales. La concentracion letal (CLsg y ClLgs) fue calculada para el
punto final del ensayo (35 dias) utilizando el analisis Probit (SAS 9.6 2011).

Resultados

Una vez iniciado el bioensayo de toxicidad por ingestién, los primeros casos
de mortalidad se presentaron a partir de los 7 dias de exposicién al alimento
tratado con la maxima concentracion de NSA y Protect-It®. Mientras que los
primeros casos de mortalidad con el alimento tratado con la maxima concentracion
de DiatomiD®, se presentaron a partir de los 15 dias de exposicion (Figura 21). El
100% de mortalidad se obtuvo con la maxima concentracién de 500 ppm, en el
tratamiento con NSA, a los 35 dias de iniciado el bioensayo. Mientras que con
Protect-It® la mortalidad fue del 93% con la concentracion de 500ppm. La
mortalidad de S. oryzae por exposicion al alimento tratado con DiatomiD®, a los
35 dias de exposicion y con la maxima concentracion de 500 ppm fue de 38%
(Figura 21). Los resultados de los bioensayos de alimentacion con alimento
artificial, mostraron que la mortalidad por ingestibn en S. oryzae es dosis-
dependiente. La NSA provocé un 100% de mortalidad con la concentraciéon de 500
ppm, seguido por un 92%, 64%, 27%, 15% y 6% de mortalidad correspondiente a
las concentraciones de 350 ppm, 250 ppm, 125 ppm, 75 ppm y 36 ppm, a los 35
dias de iniciado el ensayo (Figura 22). Los tratamientos con Protect-It®,
alcanzaron el 93% y 79% de mortalidad con las concentraciones de 500ppm y 350
ppm, seguido de un 58% con la concentracion de 250ppm a los 35 dias de
exposicion. Mientras que con concentraciones de 125 ppm, 75 ppm y 36 ppm la
mortalidad alcanzada fue de 29%, 18% y 4% después de 35 dias de exposicion,
respectivamente (Figura 23). La eficacia de los tratamientos con DiatomiD® fue

menor, en comparacion con los otros Pls evaluados (Figura 24).
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Figura 21. Porcentaje de mortalidad hasta los 35 dias de exposicién a alimento tratado con

500 ppm y control en bioensayos de alimentacion (toxicidad por ingestién) en condiciones de
laboratorio con adultos de Sitophilus oryzae.
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Figura 22. Porcentaje de mortalidad hasta los 35 dias de exposicion a alimento
tratado con 36 ppm, 75 ppm, 125 ppm, 250 ppm, 350 ppm y 500 ppm de NSA en
bioensayos de alimentacion (toxicidad por ingestion) en condiciones de laboratorio

con adultos de Sitophilus oryzae.
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Figura 23. Porcentaje de mortalidad hasta los 35 dias de exposicion a alimento
tratado con 36 ppm, 75 ppm, 125 ppm, 250 ppm, 350 ppm y 500 ppm de Protect-It®
en bioensayos de alimentacion (toxicidad por ingestidn) en condiciones de laboratorio
con adultos de Sitophilus oryzae.
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Figura 24. Porcentaje de mortalidad hasta los 35 dias de exposicion a alimento tratado con
36 ppm, 75 ppm, 125 ppm, 250 ppm, 350 ppm y 500 ppm de DiatomiD® en bioensayos de
alimentacion (toxicidad por ingestion) en condiciones de laboratorio con adultos de Sitophilus
oryzae.
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Las diferencias entre los tratamientos, que consistieron en alimento a base de
harina tratados con Pls, fueron estadisticamente significativas (F=316,13; g.I=3;
P<0,0001). También se observaron diferencias significativas en la interaccion
entre productos y las concentraciones (F= 23,30; g.I=11; P<0,0001). La actividad
insecticida por ingestion producida por la NSA es mayor, en comparacion con
Protect-It® y DiatomiD®. Los resultados obtenidos del analisis Probit, expusieron
una concentracién letal para el 50% y 95% de la poblacion (CLso y ClLgs) menor en

valores absolutos para NSA y mayor para Protect-It® y DiatomiD® (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis Probit de los datos de mortalidad de Sitophilus oryzae expuesto a
alimento artificial tratado con NSA, DiatomiD ® y Protect-It®. Valores de la
concentracion letal (CL) y parametros de la curva de regresion. Tiempo de
exposicién = 35 dias; n=20.

CLso (ppm) CLos (ppm) Pendiente  |ntercepto
95% CL 95% CL (EE) (EE)

NSA 200 (186-216) 381 (353-418) 0,016(0,001) -3,27(0,22)

)
Protect-It® 232 (214-251) 484 (445-533) 0,011(0,0008) -2,71(0,19)
DiatomiD® 535 (480-615) 1044(904-1260)  0,005(0,0007) -3,09(0,22)

LC (Limite de confianza del 95%). EE (Error estandar)
Discusion

Segun la bibliografia disponible sobre eficacia y mecanismo de acciéon de
los Pls, el principal factor de mortalidad de los insectos en ensayos de exposicion
por contacto es la deshidratacion (Ebeling, 1971; Quarles, 1992; Golob 1997,
Subramanyam & Roesli, 2000; Kavallieratos et al., 2005; Athanassiou et al., 2007;
Vardeman et al., 2007; Cook et al.,2008; Stadler et al., 2010a, b; Debnath et al.,
2011; Stadler et al., 2012; Kah & Hoffman, 2014). Sin embargo, aunque este es el
principal factor de mortalidad, no parece ser el unico efecto de los Pls (Wille &
Fuentes, 1975; Edwards & Schwartz, 1981; Subramanyam & Roesli, 2000; Kabir et
al., 2011; Buteler et al., 2011; Fernandez-Ahrex et al., 2013; Buteler et al., 2014).

Con la finalidad de disponer de un modelo experimental apropiado para
alcanzar los objetivos planteados en el presente estudio, se disefi6 y validé una
técnica especifica para evaluar la actividad insecticida por ingestién de Pls en
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insectos, que permite independizar por completo el fendmeno de toxicidad por
ingestion del de toxicidad por contacto.

Los resultados del presente bioensayo muestran los efectos de la toxicidad
por ingestion producida por los Pls y corroboran lo mencionado por otros autores,
que sugieren la existencia de posibles efectos complementarios como la toxicidad
por ingestion (Chiu 1939 a, b; Wille & Fuentes, 1975; Edwards & Schwartz, 1981;
Subramanyam & Roesli, 2000; Buteler et al., 2011; Kabir et al., 2011; Fernandez-
Ahrex et al., 2013; Buteler et al.,, 2014). Por otro lado, los resultados también
indican que la actividad insecticida por ingestion de los Pls es dosis-dependiente
(Figuras 21, 22, 23 y 24).

Los insecticidas suelen tener varios sitios de accion, primarios (aquel a
través del cual ejercen su principal efecto) y secundarios. Por ejemplo, el sitio de
accion primario de los fosforados y carbamatos es la acetilcolinesterasa de la
sinapsis, pero ademas inhiben otras esterasas en el organismo. En el caso de los
piretroides, el sitio de accion primario son los canales de sodio dependientes de
voltaje, pero también pueden afectar otros canales idnicos. La mayoria de los
insecticidas restantes actuan directamente sobre receptores neuronales y/o
canales i6nicos, provocando sintomas de intoxicacién (Casida, 2009). Por
consiguiente, cuando se aplican con frecuencia productos que suelen tener un
unico sitio de accidén primario en poblaciones de plagas con un elevado niumero de
individuos y alta tasa reproductiva, el riesgo de desarrollo de resistencia sera
mayor que con los plaguicidas que actuan sobre varios sitios de accién en el
insecto (Narahashi et al., 2007; FAO, 2012). De aqui se desprende que la
coexistencia de un mecanismo de accion principal (toxicidad por contacto) en Pls,
acompanado por la ahora comprobada toxicidad por ingestién, incidiria de un
modo diferente en la aparicién de fendbmenos de resistencia por parte de insectos,
al no poseer un unico sitio de accién primario.

A partir de los resultados del presente estudio, queda demostrado que la
actividad insecticida por ingestién (toxicidad oral o alimentaria) de los Pls, en
insectos es un factor de mortalidad relevante y complementaria a la mortalidad
producida por la toxicidad por contacto (estudiada y verificada en el capitulo 3).
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La hipotesis se verifica, la NSA asi como los Pls de referencia (Protect-It® y

DiatomiD®) son tdxicos por ingestion para los adultos de S. oryzae.

Conclusiones del capitulo 4

1) La nueva técnica disefiada para determinar la actividad insecticida por ingestién
de la NSA en laboratorio es especifica, reproducible y apropiada para la
evaluacion de insecticidas minerales sdlidos a base de nanoparticulas y

microparticulas (PIs).

2) Los Pls estudiados, tanto los nanoestructurados (NSA) como los
microparticulados (Protect-It® y DiatomiD®) resultan toxicos por ingestidén para los
adultos de Sitophilus oryzae en bioensayos de laboratorio, a partir de los 7 dias de

exposicién al alimento.
3) La actividad insecticida por ingestién de los Pls puede ser considerada como un
fenémeno complementario y simultaneo a la toxicidad por contacto provocada por

la exposicidn de los insectos a semillas tratadas con NSA.

4) La toxicidad por ingestion de los Pls puede considerarse como un factor de

mortalidad secundario.
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Capitulo 5

Evaluacion del efecto insecticida de la NSA sobre la poblacion parental, la
produccién de progenie (F1) y el dafho provocado por Sitophilus oryzae
(Coleoptera: Curculionidae) en grano almacenado en condiciones de
laboratorio

Introduccion

En el periodo de postcosecha los insectos causan importantes danos en los
granos almacenados en silos, estos se traducen en pérdida de masa, generacion
de calor metabdlico y aumento de la humedad en granos. Estas condiciones
favorecen el desarrollo microbiano, el deterioro de las propiedades organolépticas
de las semillas y la reduccion del poder germinativo. La expansién del dafo en las
semillas, depende de la voracidad de cada especie de insecto y de la velocidad en
el incremento de la densidad poblacional (Ebeling, 1971; Fields & Korunic, 2000;
Subramanyam & Roesli, 2000; Korunic, 2013).

La mayoria de los bioensayos para evaluar la eficacia de Pls, que se
encuentran en la literatura fueron realizados en condiciones de laboratorio y
algunos, como el caso de la tierra de diatomeas (DE) en condiciones de semi-
campo y campo. En estos se evalu6 la mortalidad de los insectos en diferentes
condiciones de temperatura y humedad, la produccién y supervivencia de F1,
pérdida de peso de los granos y produccién de polvo o frass (Ebeling,1971;
Quarles, 1992, 1997; Korunic & Mackay, 1999; Fields & Korunic, 2000;
Subramanyam & Roesli, 2000; Arthur, 2002; Kavallieratos et al., 2005,
Athanassiou et al., 2007; Chanbang et al., 2007; Vardeman et al., 2007; Korunic,
2013). En bioensayos con Pls nanoparticulados, como NSA y nanosilica, se
evalué la mortalidad de los insectos en condiciones de laboratorio bajo diferentes
humedades relativas (Stadler et al., 2010a; Debnath et al., 2011; Stadler et al.,
2012).

Las variables mas relevantes que afectan los resultados de los bioensayos
con Pis son el contenido de agua de las semillas y la humedad relativa en el
ambiente de ensayo; en todos los casos se observa que la mortalidad de los
insectos resulta inversamente proporcional a estas variables (Nair, 1957; Carlson
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& Ball, 1962; La Hue, 1965; Ebeling, 1971; Maceljski & Korunic, 1972;
Desmarchelier & Dines, 1987; Aldryhim, 1993; Fields & Korunic, 2000; Stadler et
al., 2012; Buteler et al., 2015).

Athanassiou et al. (2005) evaluaron la eficacia insecticida, el desarrollo
poblacional y los efectos transgeneracionales (desarrollos de progenie F1) en los
tratamientos con tierra de diatomeas (Silicosec®) en condiciones de laboratorio
sobre S. oryzae. Estos autores registraron que la emergencia de F1, se produjo
principalmente a los 22 °C. Tefera et al. (2011) llevaron a cabo bioensayos para
medir la densidad poblacional final de S. zeamais, el dafo en maiz y la produccion
de frass, luego de 60 dias de incubacion en recipientes cilindricos con 200 gramos
de maiz, en condiciones de 65% de H.R. y de 28 = 2 °C. Por otro lado, Arthur
(2002), estudié la supervivencia de S.oryzae y la produccién de F1, en trigo
tratado con Protect-It® a diferentes concentraciones, densidades poblacionales,
temperaturas y humedades relativas. El autor determiné que la produccién de
progenie de S. oryzae es significativamente menor en trigo tratado con Pls en
comparacién con el control. También demuestra que la produccion maxima de
progenie (F1), tiene lugar a los 27 °C y 75% HR, obteniendo una F1 de 200
individuos a partir de una poblacion parental de 20 insectos. Con respecto a la
produccién de progenie en trigo tratado con diferentes concentraciones de NSA,
Stadler et al. (2012) demostraron en bioensayos de laboratorio con placas de
Petri, que la NSA resulté mas eficaz para suprimir la F1 en S. oryzae, en
comparacién con Protect-It®.

Los resultados de los trabajos anteriormente mencionados muestran que la
produccién de progenie en S. oryzae y el dano en semillas (pérdida de peso y
produccién de frass) son criterios importantes de evaluacion, para medir a largo
plazo la eficacia insecticida de los Pls como la NSA.

Hasta el presente, la evaluacion de la eficacia de la NSA fue realizada
sobre la base de bioensayos de exposicion bajo condiciones de laboratorio,
usando pequenas cantidades de trigo (30 gramos) en placas de Petri de 90 mm de
didmetro (Stadler et al., 2010a; 2012). Para el presente estudio, se amplié el

tamano del modelo experimental incrementando la masa de trigo y el nimero de

76



insectos del grupo parental, con la finalidad de evaluar el efecto de la NSA sobre
la supervivencia de la generacion parental, la produccion de progenie (F1) y el
dafno ocasionado en semillas (pérdida de peso en trigo y produccidn de frass) por

S.oryzae.

Objetivo especifico

Evaluar los efectos de la NSA sobre Sitophilus oryzae en forma comparativa con
otros Pls de referencia (Protect-It® y DiatomiD®), en un modelo experimental de
mayores dimensiones que el método de bioensayo tradicional, con la finalidad de
cuantificar la supervivencia parental, el dafio en granos y el efecto sobre el

desarrollo poblacional (progenie o F1).

Hipotesis
El efecto de la NSA sobre la supervivencia parental, el dafio en granos y el
impacto sobre desarrollo poblacional (F1) de Sitophilus oryzae, es mayor que el

gue se obtenido con los Pls de referencia (Protect-It® y DiatomiD®)

Materiales y Métodos
1. Material biolégico

Sitophilus oryzae

Se utiliz6 el mismo material biol6gico y método de cria descritos en el capitulo 2,
pagina 42 a 48.

2. Sustancias insecticidas utilizados en los bioensayos
Se utilizaron los mismos materiales insecticidas descritos en el capitulo 2, pagina
49 a 55.
Bioensayos de eficacia en silos

Los polvos minerales (NSA), Protectt-I® y DiatomiD® fueron dosificados a
concentraciones de 250 ppm y 500 ppm, por cada 200 gramos de trigo
respectivamente y homogeneizados agitando enérgicamente durante tres minutos.
El grano fue colocado en recipientes cilindricos de chapa galvanizada (silos) de
1mm de espesor, 7 cm de didmetro y 12 cm de altura, con una capacidad de 400
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cm®, para contener los granos tratados y sin tratamientos (control)

respectivamente (Figura 25). Se colocaron 200 insectos adultos por silo y se
llevaron a cabo 5 réplicas por tratamiento, incluidos los controles. Los silos fueron
cubiertos en su parte superior mediante tul con la finalidad de bloquear la abertura,
permitiendo el intercambio de aire. Los silos fueron colocados en una camara
DBO, en oscuridad, a 27° + 1°C y a 75% * 5% de HR. Para todos los tratamientos
fue evaluada la supervivencia de la poblacién parental a los 7, 14 y 21 dias de
comenzado el bioensayo

Después de 21 dias de exposicion, los insectos de la poblacidén parental de
todos los tratamientos fueron removidos y fue evaluada la supervivencia. Los silos
fueron colocados nuevamente en la camara DBO hasta la emergencia de la
progenie (F1) (Figura 26). Con la finalidad de monitorear el ensayo en silos sin
causar disturbios en el desarrollo de las poblaciones, se preparé simultdneamente
una placa de Petri con 30 gramos de trigo y 100 individuos de S.oryzae de edad y
sexo indeterminado. La remocion de los insectos de los silos se realiz6 acorde con
la evolucién de la poblacién de la placa de Petri. La placa de Petri fue monitoreada
a intervalos de 48 horas hasta el pico de emergencia de insectos (F1), que se
produjo el dia 42, cuando se procedié a realizar el recuento de los individuos de la
F1 en todos los silos (Figura 26). La tasa de multiplicacion se calculé a través de la

siguiente formula:

TM = (N° de insectos de la F1 / N° de insectos parentales) 1/ n —1. Donde n =
3 semanas, es el tiempo en el que la generacion parental fue sometida al trigo
tratado y sin tratar.

Para cuantificar la produccibn de frass (residuo compuesto
mayoritariamente por excrementos de los insectos y aserrin proveniente de la
alimentacion) (Figura 27), después de 21 dias de exposicién, el contenido de cada
silo fue tamizado por una malla de 0,6 mm separando el trigo del frass para pesar
ambos por separado. El dafo se calculé a través de la diferencia de peso del
grano al inicio y al final del ensayo. El porcentaje de pérdida de peso, tanto en el

78



trigo tratado como en el control fue calculado usando la ecuacion: peso inicial -
peso final / peso inicial) x 100.

Figura 25. Recipiente cilindrico de hierro galvanizado (silo), utilizado en los
bioensayos. Medidas: 1mm de espesor por 7 cm de didmetro y 12 cm de altura.
Capacidad: 400 ml.

SILO ‘ - # ‘

1 ¥, 3 4 S

1: Inicio del ensayo, colocacién de insectos en silos (dia 1)

2: Recuento de insectos vivos y extraccion de muertos (7, 14 y 21 dias).
3: Extraccion del resto de insectos vivos a los 21 dias.

4: Evaluacion de dafio a los 21 dias.

5: Recuento de la progenie (F1) a los 42 dias

Figura 26. Esquema general de las etapas seguidas en la metodologia utilizada en
bioensayo de eficacia insecticida en silos.
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Figura 27. Residuo “Frass” compuesto por excrementos de insectos, aserrin
proveniente de la ingesta y restos de insectos muertos, en adicion a los restos de
semillas de trigo danadas por Sitophilus oryzae.

Analisis de datos

El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de la varianza ANOVA
para modelos mixtos PROC MIXED (SAS 9.3 2011), con la mortalidad de los
adultos como variable respuesta y concentracion, tratamientos y sus interacciones

como efectos principales. La comparacion de medias se realizé con test de Tukey.

Resultados
Evaluacion del dafo

En los tratamientos con NSA, Protect-It® y DiatomiD® se observé una
reduccion significativa de la pérdida de peso del grano y en la produccion de frass
en el trigo infestado con S. oryzae (Tabla 4). Después de 21 dias de exposicién,
el efecto sobre el consumo de trigo tratado por parte de los insectos fue
significativo en comparacion con el consumo en los controles (F= 194,5; g.l.= 6,
28; P<0.0001), asi como también en la produccion de frass (F= 74.93; g.l. = 6, 28;
P<0.0001). La produccién mas baja de frass fue alcanzada en el trigo tratado con
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500 ppm de NSA y Protect-It® respectivamente, seguidos por DiatomiD® y los
controles (Tabla 4). La reducciéon de peso del trigo fue similar en los tratamientos
con NSA y Protect-it® y significativamente menor en comparacién con los

tratamientos con DiatomiD®.

Tabla 4. Valores medios de pérdida de peso de trigo y producciéon de frass,
después de 21 dias de exposicion a granos tratados y sin tratar de la generacién
parental. Nimero de adultos de Sitophilus oryzae emergidos en F1 después de 42
dias de desarrollo a 27 + 1 °C y 75 + 5% HR. Tasa de multiplicacion obtenida y

promedio de mortalidad de la poblacién parental a los 7, 14 y 21 dias.

ot ket | o[ oaes [ RS oot
granos (%) (F1) 7dias | 14dias | 21 dias

CONTROL | 17,46 | 1,85(0,15) |2171 (49,1) 5,42 56(1,4) | 71(1,1) | 84
DRIomiD | 164 | 092(002) |1363(156)| 340 | 169(21) |38,8(1,1)|645(4.2)
Diaggg"iD 0,25 0,46(0,12) | 816 (47,2) 2,04 32,3(1,9) |62,6(3,3) | 82,7(2,1)
Pr%tsegt it 0,19 | 0,32(0,04) | 574 (41,3) 1,43 26,7(3,2) |62,1(3,6) | 82,0(0,9)
Pr%tggt it 023 | 0,27(0,05) | 434 (26,4) 1,08 33(6,9) |85,0(2,7)|97,8(1,0)
NSA 250 0,15 | 0,22(0,03) | 306 (14,6) 0,76  |64,02,7) 86,6(1,4)| 100(0)
NSA 500 0,12 | 0,13(0,002) | 214 (14,6) 0,53  |80,0(1,8)| 100(0) | 100(0)

Supervivencia parental

El porcentaje de mortalidad aument6 en el grupo parental en funciéon de los
tratamientos de NSA, Protect-It® y DiatomiD® en trigo (F= 135,72; g.l.= 2,78;
P<0.0001), en funcion del tiempo de exposicién (F=191,64; g.l.= 2,78; P<0.0001),
independientemente de cada Pls utilizado y en funcién de las concentraciones (F=
56,89; g.l.= 2, 78; P<0.0001) (Tablas 4 y 5). La supervivencia de la poblacién
parental fue alta en los controles, seguida en orden por los tratamientos con
DiatomiD®, Protect-it® y NSA. (Tabla 6).
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Tabla 5. N? promedio de individuos muertos/réplica obtenido en Sitophilus oryzae
después de 21 dias de exposicidn a trigo tratado vs trigo sin tratar (control) en
silos, bajo condiciones de laboratorio. Resultados del analisis de la varianza (SAS
9.3 2011), tratamientos con la misma letra no difieren significativamente (Tukey-
Kramer, P <0,05). N (n°® de réplicas) = 5.

Tratamientos Medias(n° de insectos) N Grupo letra

Control 16,8 5 A
DiatomiD® 250 129,2 5 B
Protectt-1® 250 164 5 C
DiatomiD® 500 165,4 5 C
Protectt-1® 500 195,6 5 D
NSA 250 200 5 D
NSA 500 200 5 D

Tabla 6. Porcentaje de supervivencia medio de la poblacion parental de adultos de
Sitophilus oryzae a los 7, 14 y 21 dias de exposicion.

Tratamientos % supervivencia parental (media) (E.E)

(ppm) 7 dias 14 dias 21 dias
CONTROL  94,4(1,3) 92,9(1,2) 91,6(0,8)
D'aztgg“D 83,1(2,1) 61,2(1,3) 35,5(4,1)
D'aggg“D 67,7(1,9) 37.4(28)  17.3(2,08)
Prztggt T 733@33) 37,936) 18(1,04)
Protect it
500 67(6,9) 15(2,7) 2,2(1,03)
NSA250  36(2,7) 13,4(1,4) 0 (0)
NSA 500  20(1,7) 0 (0) 0 (0)

Efectos de la NSA sobre la progenie de Sitophilus oryzae

Con las condiciones de bioensayo especificadas, con una poblacion
parental de 200 individuos, la poblacién inicial de S. oryzae produce luego de 21
dias de exposicién a trigo sin tratar (control) y 42 dias de incubacién una progenie
media de 2171 individuos; aproximadamente diez veces mas que la poblacion
parental inicial y significativamente mayor que la obtenida con el trigo tratado
(Tabla 4). Los resultados de los bioensayos muestran que la supresién de la
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progenie esta relacionada con la clase de Pls y la concentraciéon utilizada. El
namero de individuos de la F1 es significativamente menor en los tratamientos con
NSA, seguidos por Protect-it® y DiamotiD® (F= 456,4; g.l.= 6, 28; P<0.0001), en
comparacion con los controles. El mayor nivel de supresion de progenie en
S.oryzae se obtuvo en trigo tratado con 500 ppm de NSA, seguido por Protect-it®
y DiamotiD®. Estos resultados revelan el alto impacto de la NSA sobre la dinamica
de poblacional de la plaga en comparacién con Protect-it® y DiamotiD® (Tabla 4).

Discusion

Los resultados del presente estudio concuerdan con los obtenidos por
Stadler et al. (2010a, 2012), la NSA posee mayor eficacia insecticida que los Pls a
base de DE natural y silicagel (DiatomiD® y Protect-it®) (Tablas 4, 5 y 6). La baja
mortalidad registrada en trigo tratado con DE natural (DiatomiD®), puede deberse
a que las concentraciones de 250 ppm y 500 ppm son bajas para un Pls de estas
caracteristicas, teniendo en cuenta que las concentraciones habitualmente
utilizadas son mayores a 1000 ppm (Quarles, 1992; Subramanyam & Roesli 2000;
Lorini & Beckel, 2006).

Diversas investigaciones sugieren que la eficacia de los Pls depende de la
humedad del grano y de la H.R. (Nair, 1957; Carlson & Ball, 1962; Simons & Hare,
1965; Ebeling 1971; Desmarchelier & Dines, 1987; Aldryhim, 1993, Fields &
Korunic, 2000; Stadler et al., 2012, Buteler et al., 2015). En el caso del presente
estudio, la H.R. fue de 75% * 5% y la temperatura de 27 °C, las condiciones
Optimas para que S.oryzae se desarrolle (Arthur, 2002) y la mortalidad en los
controles se mantenga por debajo del 10%. Si bien, las condiciones controladas
mencionadas son las mismas que las presentes en los bioensayos de toxicidad
por contacto, en los que se utilizaron placas de Petri (materiales y métodos,
capitulo 3). En los bioensayos con recipientes cilindricos (silos), fueron necesarios
14 dias de exposicién para obtener el 100% de mortalidad de S.oryzae con una
concentracion maxima de 500 ppm de NSA, en comparacion con los 7 dias
necesarios en los bioensayos con placas de Petri. Esta diferencia de 7 dias en el
tiempo de exposicion, puede deberse a la utilizacion de la malla de tul en los silos
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que permiten la circulaciéon de aire himedo, incrementando la H.R en su interior y
la humedad intrinseca de los granos (las mejores condiciones para el desarrollo
S.oryzae 'y las mas dificiles el funcionamiento de un PI).

Los resultados del presente estudio, coinciden con lo postulado por diversos
autores que afirman que los Pls son eficaces en la reduccidn del dafio en semillas
(pérdida de peso de las semillas) y en la reduccién de la produccidon de frass
(Ebeling 1971, Quarles, 1992; Fields & Korunic, 2000; Subramanyam & Roesli,
2000; Arthur, 2002; Chanbang et al., 2007). Los tratamientos en el presente
bioensayo tuvieron una alta eficacia en la reduccion del dafo producido en trigo
por S.oryzae, luego de 21 dias de exposicidén (Tabla 4). El consumo de trigo en los
tratamientos con NSA y Protect-it® no difiere entre si, mientras que las diferencias
en el consumo de trigo tratado con DE natural (DiatomiD®) y con el control son
significativas. Del mismo modo, se produjo un efecto de los tratamientos sobre la
produccién de frass (Tabla 4).

A pesar que la mortalidad en la poblacién parental de S. oryzae expuesta a
NSA fue del 100%, la inhibicidén de la produccion de progenie no fue total, debido a
que el tiempo de exposicion (7 a 14 dias) fue suficiente para que algunos insectos
logren oviponer. Coincidiendo con Arthur (2002), la F1 obtenida de los controles
fue aproximadamente 10 veces mayor a la poblacion parental inicial en
condiciones de 27 + 1 °C y 75% * 5% H.R. A diferencia de los resultados
obtenidos por Tefera et al. (2011) donde la progenie resultante fue 3 veces mayor
a la poblacion parental en condiciones de 65% de H.R y de 28 £ 2 °C.

De manera similar a los resultados obtenidos por Stadler et al. (2012), en
bioensayos de laboratorio con placas de Petri, la NSA result6 eficaz para suprimir
la progenie (F1) de S. oryzae en condiciones controladas de almacenamiento,
utilizando granos de trigo en silos pequenos. La hipétesis se verifica, el efecto de
la NSA sobre la supervivencia parental, el dafo en granos y sobre la progenie (F1)
de S. oryzae es mayor que el obtenido con otros Pls de referencia a base de silice
(Protect-1t® y DiatomiD®).
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Conclusiones del capitulo 5

1) En condiciones controladas de almacenamiento de trigo en silos pequenos, la
NSA muestra mayor eficacia insecticida en comparacién con Protect-lt® vy
DiatomiD®, reduciendo la supervivencia de insectos adultos (poblacion
inicial/parental), el dafo en semillas (pérdida de peso en granos y produccion de
frass) y el desarrollo poblacional (F1).

2) En condiciones controladas de almacenamiento en silos con trigo tratado con
NSA, se observa una significativa reduccioén en el consumo de alimento por parte
de los adultos de Sitophilus oryzae en comparacion con el consumo de alimento

medido en los silos con trigo sin tratamiento (control).
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Capitulo 6

Evaluacion de los efectos antixenéticos de la NSA sobre Sitophilus oryzae
(Coleoptera: Curculionidae) en condiciones de laboratorio

Consideraciones generales

El comportamiento de los insectos, a diferencia de los vertebrados, esta
principalmente vinculado a sefales quimicas de su entorno y en menor medida a
sefnales visuales, tactiles y auditivas (Dahanukar et al., 2005, Champman, 2009).
Los quimiorreceptores (receptores moleculares) para el olfato y gusto se localizan
principalmente en antenas y tarsos, son responsables de la respuesta del insecto
a compuestos atrayentes y repelentes (Gillot, 2005; Gullan & Cranston, 2010). Por
otra parte, los mecanorreceptores diferenciados en externoceptores,
internoceptores y propioceptores (pelos tactiles, sensilias campaniformes,
sensilias tricoides, etc.), permiten al insecto percibir las sefiales mecanicas a partir
del contacto con objetos, vibraciones a través del aire y del sustrato. También le
permiten percibir distorsiones del cuerpo y de las extremidades, generadas por
cambios en la posicién del cuerpo, movimientos del insecto o por la misma
gravedad. Por lo tanto, los mecanorreceptores para los insectos son equivalentes
a los sentidos del tacto, del oido y del equilibrio (Champman, 2013).

En los insectos, las reacciones de aceptacidon y rechazo (antixenosis)
dependen de estimulos externos como el olor, color y textura, asi como del estado
interno del insecto. Los receptores olfatorios, gustativos, mecanicos y visuales
transmiten impulsos al sistema nervioso central, de manera que la respuesta de
los insectos esta modulada por la sumatoria de estimulos de diferente origen
(Dethier, 1982; Jackson, 1990; Champman, 2013). Los ejemplos que se
encuentran en la bibliografia acerca de las respuestas de antixenosis (no
preferencia o rechazo) y preferencia, por parte de insectos son muy diversos y
abarcan desde vegetales que poseen repelentes quimicos y fagodisuasivos que
inhiben la alimentacion, hasta aquellas plantas que contienen compuestos
atrayentes, colores, texturas y caracteristicas fisicas que afectan el
comportamiento de recoleccién de néctar y de la oviposicion (Derridj et al., 1989;
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Menzel & Backhaus,1989; Foster et al.,, 1997; Reza & Parween, 2006; Saldua,
2013).

El mecanismo de antixenosis o no preferencia, fue definido por Painter
(1951, 1958), como la capacidad de las plantas de no compatibilizar con el
insecto, evitando que éste las utilice para su alimentacion, oviposicion y refugio.
Segun Jackson (1990), existen tres formas generales de antixenosis, que estan
estrechamente asociadas al comportamiento del insecto:

1) La planta no es localizada por los insectos, porque estos simplemente no

pueden, o no tienen la capacidad para encontrarlas. Los insectos fallan en

la localizacién de la fuente de alimento porque ésta carece de ciertos
atrayentes. No existe el estimulo externo como el olor o el color (Jackson,

1990).

2) La planta es atractante a la distancia, pero carece de estimulos

especificos que permitan la aceptacion para la ovoposicidbn y/o

alimentacién. Esta caracteristica es determinante cuando el insecto toma

contacto con la planta (Jackson, 1990).

3) Los insectos rechazan las plantas debido a la presencia de sustancias

especificas fagodisuasivas y repelentes. Diferentes especies de plantas no

hospederas contienen repelentes o fagodisuasivos quimicos que previenen
la ovoposicion y la alimentacién de ciertas especies de insecto (Jackson,

1990).

Si bien, los ejemplos mencionados involucran vegetales, estas formas
generales de antixenosis o rechazo pueden ser aplicadas a cualquier posible
fuente de alimento, superficie y/o sustancia. Con la finalidad de evaluar los
posibles tipos de antixenosis o comportamientos de rechazo que podria provocar
la NSA en S. oryzae se procedio a evaluar el fendmeno de exitorrepelencia y de
fagodisuasion.
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1. Evaluacion del efecto excitorrepelente de la NSA en adultos de S. oryzae

Introduccion

El término “repelente” ha sido utilizado ampliamente para explicar diferentes
fenébmenos que se han catalogado como repelentes, como por ejemplo la
fagodisuasion y la excitorrepelencia; esto se debe a la flexibilidad del término
“repelencia” en la entomologia aplicada y a que histéricamente se los ha utilizado
para explicar una amplia variedad de fenomenos (White et al., 1966; Quarles,
1992; Rigaux et al., 2001; Moan & Fields, 2002; Obermayr, 2015; White & Moore,
2015). “Repelencia” se define como el desplazamiento del insecto orientado en
sentido opuesto a la fuente de estimulo. Los repelentes son sustancias que actuan
localmente o a distancia, disuadiendo a los insectos de aproximarse o de posarse
sobre la superficie que contiene el repelente (Schoonhoven, 1982; Blackwell et al.,
2003; Choochote et al.,, 2007; Nerio et al., 2009). Por lo tanto, se considera
repelentes a una extensa variedad de sustancias, desde compuestos volatiles
activos en fase gaseosa, hasta compuestos persistentes (Alzogaray et al., 2000).
Browne, 1977 defini6 el término repelente como un quimico que, actua en fase de
vapor y evita que un insecto alcance un objetivo al que de otra manera seria
atraido. Sin embargo, esta definicion y las anteriores no incluyen productos
qguimicos que no actuan a traves de la fase de vapor. Consecuentemente, Roberts,
1993 utilizé el término “excitorrepelencia” para definir el contacto por parte de los
tarsos de los insectos con una sustancia en fase no volatil. Diferenciandolo de la
“repelencia espacial”’ la cual definié como /a interaccion con un quimico en la fase
de vapor, que resulta en una reaccion de evitacion por parte del insecto. Ademas,
clasificé a las sustancias como irritantes cuando se requiere contacto con el tarso
y repelentes cuando no hay contacto con los tarsos. Teniendo en cuenta todas las
definiciones propuestas, resulta conveniente utilizar el término “excitorrepelencia”
en vez de “repelencia” para el caso de la NSA y los demas Pls utilizados en el
presente capitulo, debido a que estos productos no se encuentran en fase de
vapor. Sin embrago, es un concepto que deberia revisarse en trabajos futuros
para el caso de los Pls.
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Por otro lado, Schlyter et al. (2004) aplican el término “repelente” a la
respuesta olfatoria del insecto, mientras que el término “fagodisuasivo” lo aplican a
la respuesta gustativa del insecto, diferenciando ambos efectos.

La mayor parte de los estudios sobre el fenomeno de repelencia en insectos
fueron desarrollados sobre la base de bioensayos con productos como extractos
vegetales, aceites esenciales e insecticidas de sintesis organica (McCabe et al.,
1954; Mc Donald et al., 1970; Jilani & Su, 1983; Roberts, 1993; Talukder & Howse,
1993; Liu & Ho, 1999; Cosimi et al., 2009; Stefanazzi et al., 2011; Jahromi, et al.,
2014). Mientras, que la bibliografia disponible sobre el efecto “repelente” y/o
“excitorrepelente” producido por sustancias inorganicas es escasa y poco precisa.
Por ejemplo, algunos autores estudiaron un efecto “llamado repelente” de la tierra
de diatomeas (DE), utilizando semillas de trigo entero e incorporando el Pl en
harina, en bioensayos con Sitophilus granarius, Rhizopertha dominica y Tribolium
castaneum. Estos autores describieron a la DE como una sustancia “repelente”
(White et al., 1966; Quarles, 1992; Rigaux et al., 2001; Moan & Fields, 2002). Sin
embargo, a través del tipo de bioensayo utilizado, no es posible diferenciar entre
dos fendmenos diferentes que ocurren en forma simultanea (fagodisuasion y
repelencia), teniendo en cuenta la definicion de Schlyter et al. (2004). Cabe
sefalar, ademas que el término “repelente” no deberia ser usado en el contexto de
la fagodisuasion segun Schoonhoven (1982). Por otra parte, y de modo mas
preciso, Buteler et al. (2014) describen el efecto de otro tipo de polvo inorganico
(ceniza volcanica) a partir de bioensayos de laboratorio con ceniza mezclada con
el alimento de S. oryzae, describiéndolo como un efecto “fagodisuasivo”. Estos
autores también describen el efecto de la ceniza volcénica sobre la locomocién de
los insectos, observando que las particulas favorecen la sujecion de éstos a la
superficie tratada con ceniza, fenbmeno que podria considerarse opuesto al de
“exitorrepelencia” y que otros autores describen como “acoplamiento” (Miller et al.,
2009). Este término se aplica a la interaccion insecto-particulas y su efecto sobre
la locomocidén, a través de la interaccion con la fuente de estimulo o sustrato
(Miller et al., 2009). El “acoplamiento” estd mediado por receptores tactiles o
mecanorreceptores conocidos como externoceptores y propioceptores (pelos
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tactiles, sensilias tricoides, placas, sensilias camponiformes) que se encuentran en
la superficie del cuerpo, antenas y patas del insecto (Zill & Moran, 1981; Barth,
2004; Comer & Baba, 2011; Champman, 2013).

Sobre la base de estos antecedentes y considerando la exigua bibliografia
disponible sobre técnicas de bioensayos para la evaluacidon del efecto de
“exitorrepelencia” con sustancias en fase sélida como los Pls, resulta necesario el
desarrollo y la validacion de una técnica especifica que permita determinar y
cuantificar la “exitorrepelencia” en productos sélidos, como los Pls insecticidas.
Determinar la posible presencia de este fendmeno para la NSA permitira identificar
o descartar una variable que representa un sesgo en resultados con bioensayos

de toxicidad de insecticidas.

Objetivos especificos

1. Desarrollar y validar una técnica experimental especifica (bioensayo) para
determinar el efecto excitorrepelente de la NSA, independiente de la toxicidad por
contacto de la NSA y otros posibles efectos antixen6ticos como la fagodisuasién.

2. Estudiar el efecto excitorrepelente de la NSA, en forma comparativa con otros
Pls de referencia (Protect-It® y DiatomiD®), en adultos de Sitophilus oryzae a

través de un bioensayo en condiciones controladas de laboratorio.

Hipotesis
La NSA asi como otros Pls de referencia (Protect-It® y DiatomiD®) no provocan
excitorrepelencia en adultos de Sitophilus oryzae.

Materiales y Métodos

1. Material biolégico

Sitophilus oryzae

Se utilizé el mismo material biolégico y método de cria descritos en el capitulo 2,
pagina 42 a 48.

2. Sustancias insecticidas utilizados en los bioensayos
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Se utilizaron los mismos materiales insecticidas descritos en el capitulo 2, pagina
49 a 55.

Bioensayos de excitorrepelencia

Para la evaluacidn del efecto exitorrepelente de la NSA se utilizé el método
estandar N° 3 de McDonald et al. (1970) modificado y adaptado para insecticidas
sélidos y en ausencia de alimento. Los bioensayos se llevaron a cabo en arenas
de prueba disefiadas en el interior de placas de Petri de 9,5 cm de diametro,
divididas en dos secciones semicirculares equivalentes. La superficie de una de
las mitades se cubrié de forma homogénea con el material de ensayo y se utilizé
adhesivo vinilico para mantener las particulas adheridas a la superficie, mientras
que la otra mitad se mantuvo libre de particulas (Figura 28). Los tratamientos
utilizados fueron NSA, Protect-It® y DiatomiD® respectivamente. También se
realizd un control que consistié en una mitad cubierta con adhesivo y otra mitad
sin este. Antes de iniciar los ensayos, las placas de Petri tratadas fueron
colocadas en estufa a 40 °C durante 24 hs para eliminar el solvente del adhesivo
vinilico (acetato de polivinilo). Para descartar posibles fendmenos fagodisuasivos y
de toxicidad por contacto, antes de colocar los insectos se eliminaron todas
aquellas particulas que no estuviesen adheridas a la base de la de la arena a
través del adhesivo. Previo a la realizacion de los bioensayos de excitorrepelencia
se desarrollaron ensayos preliminares (“screening”) con adultos de S. oryzae. La
evaluacién se realizd contabilizando los insectos ubicados en cada sector de la
arena (tratado y sin tratar) luego de 2, 4, 6 y 8 horas de iniciado el ensayo.
Asimismo, se evalud la distribucion de los insectos en arenas sin ningun
tratamiento (controles) donde no se observaron diferencias significativas al
modificar la orientacion espacial de las cajas dentro de la camara de incubacion.
Se calcul6 el coeficiente de variacion (CV) como el cociente entre la desviacidén
estandar y la media aritmética para cada observacién (2, 4, 6 y 8 horas) con el fin
de seleccionar el tiempo de exposicion 6ptimo a las superficies tratadas.

Los bioensayos de exitorrepelencia se llevaron a cabo colocando en cada
arena 16 adultos de S. oryzae sin sexar, con una edad de 1 a 2 semanas, se
realizaron 5 réplicas por tratamiento. Las placas de Petri fueron mantenidas en

camara de cria a 27 °C y 75% HR y en oscuridad. Luego de 6 horas de exposicidén
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se observé y se cuantificd la distribucién de los insectos, en cada seccién
semicircular de todas las placas de Petri. A partir de los datos obtenidos se calculé
el porcentaje de exitorrepelencia (PER%) adaptado de Talukder & Howse (1993)

con la siguiente ecuacion:

PER (%)= 2 x (C — 50) donde C = es el porcentaje de insectos presentes en la
seccion control; 2 y 50 son constantes. Valores positivos de RP indican
“exitorrepelencia” y los valores negativos atractancia (Talukder & Howse, 1993).

Andlisis de datos

Los resultados obtenidos se analizaron mediante la prueba de la varianza
ANOVA para modelos mixtos PROC MIXED (SAS 9.3 2011) con el porcentaje de
exitorrepelencia como variable respuesta y los tratamientos como efectos

principales. La comparacion de medias se realizé por el test de Tukey.
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Figura 28. Placa de Petri utilizada para bioensayos de excitorrepelencia con dos
secciones semicirculares equivalentes. Una de las mitades se cubrié con el
material de ensayo, mientras que la otra mitad se mantuvo libre de particulas.

Resultados
De los resultados del screening se obtiene que el plazo de 6 horas resulta,
el mas representativo de los tiempos de exposicion evaluados, debido al menor

coeficiente de variacién obtenido (Tabla 7). La tabla 8 muestra los PER%

92



calculados, a partir de los datos de los bioensayos de excitorrepelencia con NSA,
Protect-It® y DiatomiD® en S.oryzae. La NSA, asi como los otros Pls evaluados,
arrojo valores negativos de PER% que prueban “atractancia” o preferencia, debido
a que los insectos prefieren desplazarse, sujetarse y/o permanecer sobre la
superficie tratada. A diferencia de los controles donde se desplazan de manera
homogénea en ambas mitades de las placas de Petri. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en los PER% entre los tratamientos con
NSA, Protect-It® y DiatomiD® para los adultos de S.oryzae (F=0, 68; g.I=3;
P<0,5787) (Tablas 7,8 y 9).

Tabla 7. Resultados del screening para el bioensayo de exitorrepelencia con NSA,
Protect-It® y DiatomiD® en Sitophilus oryzae. PER%= porcentaje de
exitorrepelencia. Hs= horas a partir del inicio del ensayo. R= niumero de réplicas.
CV=coeficiente de variacion (cociente entre desviacion estandar y promedio).
Numeros positivos indican excitorrepelencia, numeros negativos indican
atractancia. n (niumero de insectos por réplica)= 16

) Evaluacion PER%
Tratamiento N Hs R R2 | R3 Ra RS oV
1 | 2| -50 875 875  -87.5 75 |-0,21
NSA > [4| -625 625 625  -625  -875 |-0.16
3 [6| 875 100  -100 75 87,5 |-0,32
4 [8]| -625  -375 50 75 50 |-0,26
1 |2 | 375 75 375 875 50 |-0,39
orotectiie| 2 LA 50 37,5 25 100 62,5 |-0,52
3 [ 6| -625 125 875  -875 25 |-0,63
4 [8] -100  -875 0 375 50 |-0,72
1 |2 | -875 50 75 100 375 |-0,37
N > [a| -375 25 50 25 50 |-0,33
DiatomiD®| .~ 5 50 50 25 100 |-0.47
4 [8| -25 62,5 75 75 75 |-0,34
T |2 0 125 125 0 25 | 2.87
Contror > |a| 25 50 37,5 12,5 o |-323
3 |6 0 25 0 125  -125 |285
4 | 8| 125 0 25 875 25 | 21
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Tabla 8. Resultados de los bioensayos de exitorrepelencia con NSA, Protect-It® y
DiatomiD®. Numero de insectos por réplica =16. Tiempo de ensayo= 6hs. PER%
(porcentaje de excitorrepelencia) = 2 x (C-50). R = réplicas. (Numeros positivos
indican exitorrepelencia, numeros negativos indican atractancia). (F=0, 68; df=3;

P<0,5787).

Tratamiento

PER%

NSA

-37,5
-100
-100
-75
-87,5

Protect-It®

-62,5
-12,5
-87,5
-87,5
-25

DiatomiD®

-75
-50
-50
-25
-100

Control

a2 OOPRPON=2TOPR~ROND=2OR~OOND =D

0
25
0
12,5
-12,5

Tabla 9. Resultados del andlisis de la varianza para modelos mixtos (SAS 9.3
2011) del efecto excitorrepelente de NSA, Protect-t® y DiatomiD® sobre
Sitophilus oryzae. Tratamientos con la misma letra no difieren significativamente

(Tukey-Kramer, P <0,05).

Tratamiento

Medias E.E Grupo letra

NSA
Protect-It®
DiatomiD®
Control

-80,00

-60,00

-55,00
5

12,05
12,05
12,05
12,05

W > >

oo oz
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Discusion

Los resultados obtenidos sugieren que la NSA no provoca
“excitorrepelencia” (no irritante) en adultos de S. oryzae cuando estos son
expuestos a superficies o0 sustratos con las particulas del polvo firmemente
adheridas y en ausencia de alimento. La exposicion de los insectos a estas
superficies provoca un efecto de sujecion o “preferencia” (“atrayente”), opuesto al
efecto de “no preferencia o antixenosis” postulado por Jackson (1990). Resultados
similares se obtuvieron con los tratamientos de Protect-It® y DiatomiD® (Tablas 7-
9). Asimismo, los resultados coinciden con los obtenidos para otros polvos
inorganicos minerales, en condiciones experimentales similares, como por ejemplo
la ceniza volcanica (Buteler et. al. 2014).

Los resultados del presente estudio difieren de los obtenidos por otros
autores, que utilizaron la “técnica de dispersion directa” del polvo insecticida sobre
el alimento (semillas o harina), para evaluar el fendmeno llamado “repelencia” en
insectos (White et al., 1966; Quarles, 1992; Rigaux et al., 2001; Moan & Fields,
2002). Los autores de estos trabajos concluyeron que los Pls provocan un efecto
repelente (valores positivos de porcentaje de repelencia) en los insectos. Cabe
senalar, que esta diferencia surge a partir de una discrepancia metodolégica en
los trabajos citados. Los autores incorporan un sesgo en sus ensayos al utilizar la
técnica de dispersion directa en o sobre el alimento, la cual no permite discriminar
entre los fendbmenos de repelencia y fagodisuasion (Schoonhoven, 1982).
Ademas, de no poder discriminar entre fenébmenos de contacto y toxicidad por
ingestion, que pueden presentarse simultaneamente al utilizar la técnica de
dispersion.

Estos antecedentes justifican el desarrollo y la validacion de una técnica de
bioensayo que permita evaluar el fenédmeno de excitorrepelencia, en ausencia de
una fuente de alimento (harina y/o granos de trigo), con la finalidad de evitar la
interferencia de otros fendmenos, tales como fagodisuasién, toxicidad por
ingestién y por contacto, que puedan sesgar el resultado del bioensayo. Los
resultados obtenidos a partir de esta nueva técnica de bioensayo, proporcionan
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exclusivamente informacion sobre el efecto exitorrepelente de una sustancia
sélida, no volatil.

Los porcentajes de excitorrepelencia PER% calculados (Tablas 7, 8 y 9)
muestran valores con signo negativo, tipico de sustancias sin efecto
excitorrepelente. Sin embargo, de la evaluacion del comportamiento de los
insectos durante el bioensayo y de las propiedades fisico-quimicas de los Pls, se
desprende que este resultado puede estar relacionado con estimulos tactiles, a
partir del contacto con superficies tratadas (sustratos rugosos) propicios para la
sujecidn y el desplazamiento (Figura 23), en comparacion con superficies sin tratar
(sustratos lisos) (Miller et al., 2009; Buteler et al., 2014). Si bien, el
comportamiento de los artrépodos esta condicionado principalmente por sefales
quimicas (Dahanukar et al., 2005), en el caso del bioensayo desarrollado en el
presente estudio, los quimiorreceptores no deberian tener un papel significativo en
presencia de soélidos inertes, siendo los mecanorreceptores los responsables
aparentes de la respuesta de preferencia por el sustrato tratado rugoso (Zill &
Moran, 1981; Barth, 2004; Comer & Baba, 2011; Chapman, 2013).

La hipotesis se verifica, la NSA, asi como otros Pls de referencia (Protect-
It® y DiatomiD®), no producen un efecto “excitorrepelente” en adultos de
S.oryzae.
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Conclusiones del capitulo 6 (excitorrepelencia)

1) La técnica desarrollada para la evaluacion del efecto “excitorrepelente” de la
NSA en insectos, es especifica, reproducible y apropiada para el estudio de la
excitorrepelencia de insecticidas sélidos (nanoparticulados y microparticulados).

2) La NSA, asi como otros Pls evaluados (Protect-It® y DiatomiD®), no provocan
excitorrepelencia en adultos de Sitophilus oryzae.

3) La exposicién a superficies recubiertas con Pls provoca en los adultos de
Sitophilus oryzae provoca un efecto de preferencia hacia superficies rugosas. Se
trata de un comportamiento de “sujecidén” relacionado con estimulos tactiles
mediados por mecanorreceptores, responsables de la respuesta de preferencia
por este tipo de sustrato.
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2. Evaluacion del efecto fagodisuasivo de la NSA en adultos de S. oryzae

Introduccion

En general, la alimentacion en los insectos depende de una combinacion de
sefales quimicas, visuales y mecanicas que les permite localizar, seleccionar y
finalmente ingerir el alimento. Inicialmente, el insecto es atraido hacia la fuente de
alimento por sefales visuales u olfativas y posteriormente realiza el
reconocimiento del alimento a través de sus receptores gustativos. El proceso de
ingesta depende de estimulos sobre receptores presentes en la cavidad bucal,
palpos, antenas (Schoonhoven, 1982; Nation, 2002; Gillott, 2005) vy/o
quimiosensilias con receptores gustativos selectivos para sustancias
fagoestimulantes y fagodisuasivas (promotoras o inhibidoras de la alimentacion,
respectivamente) (Isman, 2002). Estas sustancias estimulan el sistema nervioso
de manera directa o indirecta a través del sistema digestivo (Giordano et al., 2000;
Cornell & Hawkins, 2003).

La fagodisuasion se define como “el efecto de una sustancia que reduce el
consumo de un alimento”. Es la modificacion del comportamiento del insecto,
mediado por una sustancia que actua sobre las quimiosensilias en general y sobre
receptores gustativos en particular, siendo responsable del fendmeno de
fagodisuasién (Isman, 1994). Asimismo, los compuestos fagodisuasivos también
pueden actuar durante la ingestion o durante el proceso de absorcién del alimento,
provocando un efecto toxico subletal en el insecto (Isman, 2002). Aquellas
sustancias (volatiles y no volatiles) fagodisuasivas que actuan a nivel preingestivo,
son también considerados compuestos antialimentarios por definicion (Mansson,
2005; Koul, 2008).

Son muchos los sindnimos de fagodisuasion que se encuentran en la
literatura, por ejemplo: efecto antialimentario, rechazo alimentario, efecto
fagodisuasivo (Munakata, 1975). Algunos autores utilizan el término
“antialimentario” o “deterrente alimentario” como sindnimo de sustancias que
previenen o interrumpen la alimentacion (Schoonhoven, 1982).

La mayoria de los estudios sobre el efecto fagodisuasivo de diferentes

sustancias quimicas en insectos fueron realizados sobre la base de bioensayos
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con productos como extractos vegetales, aceites esenciales e insecticidas de
sintesis organica (Talukder & Howse, 1993; Xie et al., 1996, Gols et al., 1996;
Novo et al., 1998; Isman, 2006; Stefanazzi et al., 2011). Mientras que el efecto
fagodisuasivo de Pls parece ser de origen fisico, debido a que las particulas
sblidas y quimicamente inertes (no reactivas) no deberian afectar a los
quimiorreceptores gustativos. Este fendmeno fue observado en adultos de
Plagiodera versicolora (Laicharting, 1781) (Coleoptera: Chrysomelidae), en larvas
de Chilo suppressalis Walker, 1863 (Lepidoptera: Crambidae) y de Spodoptera
exigua (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae) alimentados con plantas de arroz
con alto contenido de silice, con hojas de sauce y hojas de hierbas ricas en
oxalatos (CaC,04) (Shanks & Chase, 1981; Raupp 1985; Korth et al., 2006;
Bueteler et al.,, 2014). Es un hecho conocido que las barreras fisicas afectan
directamente el proceso de ingestibn en los insectos, limitandolos cuali-
cuantitativamente y restringiendo el acceso a nutrientes y su asimilacion (Raupp
1985; Clissold et al., 2006; Bueteler et al., 2014).

Cabe senfalar que efectos similares han sido registrados en mamiferos
herbivoros que fueron alimentados con balanceado fabricado con partes vegetales
con un mayor contenido de compuestos abrasivos (Mdller et al., 2014). Por otro
lado, se produjo un efecto similar en animales que se alimentaron con pasturas
expuestas a ceniza volcanica (Caselli et al., 2010). En ambos estudios
mencionados, se concluye que el alto contenido de material abrasivo en el
alimento provocé el desgaste prematuro de la dentadura en los animales, en
adicion a los trastornos digestivos provocados por la acumulacién de ceniza en
sistema digestivo (Caselli et al., 2010; Mdller et al., 2014).

Las técnicas disponibles para bioensayos de fagodisuasion utilizando Pls
en insectos, son escasas y poco especificas. A partir aqui, es que surge la
necesidad de disenar, desarrollar y validar técnicas experimentales especificas,
que permitan identificar cuali-cuantitativamente el efecto fagodisuasivo de Pls en
insectos. Y de esta manera, poder distinguir el efecto fagodisuasivo del efecto
repelente, asi como de los fendmenos de superficie derivados de la exposicion por
contacto.
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Objetivos especificos

1. Disefar, desarrollar y validar una técnica experimental especifica (bioensayo)
para determinar cuali-cuantitativamente el efecto fagodisuasivo de la NSA,
independientemente de los efectos tdxicos por contacto y de otros posibles efectos

antixenoéticos como la excitorrepelencia.

2. Estudiar la actividad fagodisuasiva de la NSA, en forma comparativa con otros
Pls de referencia (Protect-It® y DiatomiD®) en adultos de Sitophilus oryzae, a
través de un bioensayo especifico de “preferencia de alimento con posibilidad de

eleccidon” basado en la oferta de alimento artificial tratado y sin tratar.

Hipotesis
La NSA asi como los Pls de referencia (Protect-t® y DiatomiD®) producen
fagodisuasién en adultos de Sitophilus oryzae.

Materiales y Métodos
1. Material biologico

Sitophilus oryzae
Se utilizé el mismo material biolégico y metodologia de cria descritos en el capitulo

2, pagina 42 a 48.

2. Sustancias insecticidas utilizados en los bioensayos

Se utilizaron los mismos materiales insecticidas descritos en el capitulo 2, pagina
49 a 55.

Con la finalidad de evaluar el efecto fagodisuasivo de la NSA sobre la ingesta de
los insectos, se desarrollé una técnica estandar basada en la exposicién de S.
oryzae a alimento artificial (control vs tratado), con el polvo nanoparticulado en

estudio y los Pls de referencia (Protect-It® y DiatomiD®).
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Preparacion del alimento artifical
Se utilizd el mismo método que el descripto en el capitulo 4, pagina 67. En
el presente bioensayo se utilizaron 3 concentraciones (125 ppm, 250 ppm y 500

ppm) para todos los Pls ensayados.

Bioensayos de fagodisuasion

Para evaluar el efecto fagodisuasivo de los Pls, se realizaron bioensayos de
preferencia con posibilidad de eleccién (“two choice test’, Schoonhoven, 1982; Xie
& Fields, 1996) modificado y adaptado para polvos minerales insecticidas. Esta
nueva técnica consiste en la utilizacion de arenas de ensayo circulares en el
interior de placas de Petri de 9,5 cm de diametro, en las que se colocaron 2 discos
de alimento artificial. Con el fin de mantener una distancia equivalente entre los
discos de harina (control y tratado) en todos los bioensayos y repeticiones, éstos
se colocaron dentro de un aro de aluminio de 2 cm de didmetro (Figura 29). En
cada arena, que contuvo un disco control y otro tratado, se colocaron 20 adultos
de S. oryzae. Se realizaron 5 réplicas por tratamiento. Las concentraciones
utilizadas para los discos de harina tratados fueron 125 ppm, 250 ppm, 500 ppm,
para NSA, Protect-It® y DiatomiD® respectivamente. Simultaneamente se realizé
un control con dos discos de harina sin tratar. Las diferentes concentraciones de
Pls utilizadas fueron seleccionadas a partir de un screening. Las placas de Petri
fueron mantenidas a 27° + 1°C y a 70 = 5% de HR en camara de cria, en
oscuridad. Se consideré el sexto dia como punto final del ensayo a partir de los
resultados obtenidos del screening correspondiente durante el cual se registré la
variacion de peso de los discos de alimento. A partir de los datos de consumo de
los bioensayos se calculd el Indice Fagodisuasivo IF% (Xie et al, 1996;
Stefanazzi, 2011)
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Figura 29. Ejemplo de la arena en placa de petri utilizada en bioensayos de
fagodisuasién (preferencia con posibilidad de eleccién), utilizando alimento
artificial control vs tratados con NSA, Protectt-I® y DiatomiD® respectivamente.
indice Fagodisuasivo =IF (%)= [(C-T)/C] x100
donde C= consumo de los discos en el control (mg) y T= consumo de los
discos tratados (mgQ).

Valores positivos de IF indican fagodisuasion y los valores negativos atractancia

Analisis de datos

Los resultados de los bioensayos se analizaron mediante la prueba de la
varianza ANOVA para modelos mixtos PROC MIXED (SAS 9.3 2011) con el indice
fagodisusivo como variable respuesta y la concentracion, tratamiento, y su
interaccion como efectos principales. La comparacion de medias se realizd con
test de Tukey.
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Resultados

Del analisis de los resultados se obtiene que la NSA, DiatomiD® y Protect-
It® producen fagodisuasién en adultos de S.oryzae. En todos los tratamientos se
observo una drastica reduccidn del peso de los discos de harina sin tratar (control)
en comparacion con los tratados. El efecto fagodisuasivo o antialimentario de los
Pls queda claramente expresado a través del valor absoluto del indice
fagodisuasivo (IF) obtenido. Este efecto fue mayor sobre S. oryzae, en funcién del
aumento de la concentracion de los Pls en el alimento (F= 60,59, g.| = 2,
P<0,0001).

El efecto fagodisuasivo producido por la NSA, es mayor que el calculado
para DiatomiD® y similar al calculado para Protect-lt®, en concentraciones de
125ppm y 250ppm (Tablas 10 y 11, figuras 30, 31, 32 y 33). Con la mayor
concentracion de 500ppm, no se observan diferencias significativas en IF% para
los tres Pls comparados (Tabla 12, figuras 32 y 33). No se observan diferencias
significativas en los valores de IF% de NSA y Protect-It®, sin embargo las
diferencias entre estos ultimos y DiatomiD® fueron significativas a bajas
concentraciones (F=9,61, g.1=2, P<0,0032) (Tablas 10 y 12, figuras 30 y 33).
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Tabla 10. Efecto fagodisuasivo en Sitophilus oryzae: consumo (mg de alimento) de
Sitophilus oryzae por tratamiento en bioensayos de preferencia. R = réplicas. C =
disco control. 125 ppm, 250 ppm y 500 ppm = discos tratados. IF (%) = Indice
Fagodisuasivo.

NSA Protect-It® DiatomiD®

R [C(mg)| 125ppm | IF |C(mg)| 125ppm | IF |C(mg)| 125ppm | IF
1 | 13,1 7,5 42,74 | 16,4 5,1 68,9 | 17,2 9,1 47,09
2 | 14,8 8,3 43,91 | 12 7,8 35 20,7 5,6 72,94
3 | 13,9 8,1 41,72 | 10,5 6,4 39,04 | 14,2 11 22,53
4 | 15,6 8,2 47,43 | 16,9 5,4 68,04 | 11 12,4 -12,7
5 ] 13,1 7,3 44,27 | 11,9 9,7 18,48 | 12,4 5,6 54,83
R [C(mg)| 250ppm IF | C(mg) | 250ppm IF | C(mg)| 250ppm IF
1| 16,8 3,1 81,54 | 16,4 3,5 78,65 | 16,7 8,8 47,3
2 | 15,8 2,9 81,64 | 17,9 2,4 86,59 | 16 6,4 60
3 | 16,7 2,5 85,02 | 18 2,5 86,11 | 15,9 7.4 53,45
4 | 16,2 2,6 83,95 | 21 2,5 88,09 | 124 5,1 58,87
51 17,2 2,9 83,13 | 15,1 2,1 86,09 | 15,5 6,7 56,77
R [C(mg)| 500ppm IF | C(mg)| 500ppm IF |C(mg)| 500ppm IF
1] 18,3 1 94,53 | 21,2 1,7 91,98 | 19,5 5 74,35
2 | 16,7 0,8 95,2 | 24,9 1,8 92,77 | 20,7 3,5 83,09
3 | 17,7 0,6 96,61 | 21,8 1,6 92,66 | 23,2 2,7 88,36
4 19 0 100 | 20,1 1,5 92,53 | 24,9 1,2 95,18
5| 189 1 94,7 | 18,3 1,3 92,89 | 23 1,6 93,04
R [C(mg)| C(mg) IF

1| 12,7 12,1 4,72

2 | 155 13,2 14,83

3 | 12,8 16,2 -26,56

4 | 145 13,9 4,13

5 ] 151 14,5 3,97
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Tabla 11. Efecto fagodisuasivo en Sitophilus oryzae: consumo medio (mg de
alimento) de Sitophilus oryzae por tratamiento en bioensayos de preferencia. C =
disco control. 125 ppm, 250 ppm y 500 ppm = discos tratados. IF (%) = Indice

Fagodisuasivo medio.

C(mg) | 125ppm | IF (%) |C(mg) | 250ppm | IF (%) [C(mg) | 500ppm | IF (%)
NSA 1410 | 7,88 | 4401 |1654| 2,80 |83,06|18,12| 0,68 | 96,21
Protect-It®| 13,54 | 6,88 | 4589 |17,68| 2,60 |8511|2126| 1,58 | 92,57
DiatomiD®| 15,10 | 8,74 | 36,93 | 1530 | 6,88 |5528 |2226| 280 | 86,80
Control C(mg) | C(mg) | IF (%)

14,12 | 13,98 | 0218

Tabla 12. Efecto fagodisuasivo de NSA, Protect-It® y NSA y DiatomiD® en
Sitophilus oryzae: resultados del andlisis de la varianza para modelos mixtos (SAS
9.3 2011). Tratamientos con la misma letra no difieren significativamente (Tukey-
Kramer, P <0,05).

Tratamiento | Conc.(ppm) | Estimacion E.E |Grupo letra
NSA 500 2,1649 0,018 A
Protect-It® 500 2,1540 0,018 A
Diatomid® 500 2,1354 0,018 A
Protect-It® 250 2,1305 0,018 A
NSA 250 2,1240 0,018 A
Diatomid® 250 2,0219 0,018 B
NSA 125 1,9731 0,025 BC
Protect-It® 125 1,9724 0,025 BC
Diatomid® 125 1,9059 0,025 C
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Figura 30.indice fagodisuasivo IF (%) obtenido para NSA, Protect-It® y DiatomiD®,
en bioensayos de preferencia con adultos de Sitophilus oryzae. Para una
concentracion de 125 ppm.
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Figura 31.indice fagodisuasivo IF (%) obtenido para NSA, Protect-It® y DiatomiD®,
en bioensayos de preferencia con adultos de Sitophilus oryzae. Para una
concentracion de 250 ppm.
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Figura 32. indice fagodisuasivo IF (%) obtenido para NSA, Protect-lt® y
DiatomiD®, en bioensayos de preferencia con adultos de Sitophilus oryzae. Para
una concentracion de 500 ppm.
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Figura 33. indices fagodisuasivo IF (%) por tratamiento, por producto y
concentracion, en bioensayos de preferencia con NSA, Protect-It® y DiatomiD® en
adultos de Sitophilus oryzae. Valores con la misma letra no difieren
significativamente (Tukey-Kramer, P <0,05).
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Discusion

De los resultados del presente bioensayo se obtiene que la NSA, asi como
los otros Pls estudiados (Protect-It® y DiatomiD®) producen un efecto
fagodisuasivo en S. oryzae (Tablas 10, figuras 30, 31, 32 y 33). Estos resultados,
coinciden con los obtenidos por otros autores para otros polvos inorganicos, como
por ejemplo la ceniza volcanica (Shanks & Chase, 1981; Raupp 1985; Buteler et
al. 2014), de modo que los Pls en general, pueden ser categorizados como
fagodisuasivos (Giordano et al., 2000; Jbilou et al., 2006). El efecto fagodisuasivo
estudiado, también llamado antialimentario, probablemente se encuentre asociado
a limitaciones fisicas (mecanicas) producidas en el proceso de ingestion del
alimento tratado (Raupp, 1985; Clissold et al., 2006; Korth et al., 2006; Buteler et
al. 2014). En este caso, las quimiosensilias con receptores gustativos (Isman,
2002) no tendrian un rol relevante.

En contraste con las sustancias volatiles fagodisuasivas, que actuan sobre
receptores gustativos en los insectos (Schoonhoven, 1982; Nation, 2002; Gillott,
2005), los Pls incluido la NSA, producen un efecto fagodisuasivo mediado por
caracteristicas abrasivas de las particulas que en consecuencia, podrian
potencialmente ocasionar un efecto sobre las mandibulas de los insectos, en
adicién a los posibles efectos adversos sobre el sistema digestivo, afectando
potencialmente el acceso a los nutrientes e impactando sobre el desarrollo,
reproduccidn y probablemente sobre la dindmica poblacional del insecto (Djamin &
Pathak, 1969; Raupp, 1985; Giordano et al., 2000; Cornell y Hawkins, 2003; Korth
et al., 2006).

Sobre esta base, es posible trazar una analogia con los efectos descritos
por diferentes autores, en insectos herbivoros que se alimentan de plantas ricas
en silice y oxalatos (Djamin & Pathak, 1969; Raupp, 1985; Korth et al., 2006), asi
como también con los efectos producidos en las dentaduras de animales
domésticos (bovinos, ovinos y caprinos) luego del consumo de pasturas
contaminadas con cenizas volcanicas o de alimentos con propiedades abrasivas
(Caselli et al., 2010; Mdller et al., 2014).

La hipétesis planteada se verifica, la NSA asi como otros Pls de referencia
(Protect-1t® y DiatomiD®) producen fagodisuasion en adultos de S. oryzae.
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Conclusiones del capitulo 6 (Fagodisuasion)
1) La nueva técnica especifica de bioensayo para determinar el efecto

fagodisuasivo con Pls en insectos, demostré reproducibilidad en laboratorio.

2) La nueva técnica desarrollada para la evaluacién del efecto fagodisuasivo de la
NSA en insectos, es especifica y apropiada para el estudio de dicho efecto con
insecticidas sdlidos no volatiles (nanoparticulas y microparticulas).

3) La NSA, asi como los Pls de referencia (Protect-It® y DiatomiD®) provocan
efecto fagodisuasivo en adultos de Sitophilus oryzae, cuando los insectos son
expuestos a alimento artificial tratado, en bioensayos de “preferencia de alimento

con posibilidad de eleccidon” para polvos inertes.

4) La fagodisuasion es un efecto antixenético complementario y simultaneo a la

toxicidad por contacto producida por la exposicion a semillas tratadas.

109



Capitulo 7

Conclusiones generales de la tesis

1) La actividad insecticida de la alimina nanoestructurada (NSA) es mayor que la
de otros polvos inertes comerciales utilizados de referencia (Protect-t® y
DiatomiD®), en bioensayos de exposicion a un sustrato tratado utilizando como
organismo modelo a Sitophilus oryzae.

2) La NSA posee una actividad insecticida por contacto y por ingestién, provoca
efectos sub-letales (antixendticos) como la fagodisuasion, asi como efectos
poblacionales (progenie/F1) en Sitophilus oryzae, con una eficacia mayor a la de

otros polvos inertes comerciales (Protect-It® y DiatomiD®).

3) Los efectos subletales, en este caso también Illamados antixendticos
(fagodisuasién) de la NSA pueden interpretarse como fendmenos
complementarios y simultaneos a la toxicidad por contacto, durante la exposicién a

sustrato tratado.

4) La NSA es una potencial alternativa y herramienta para el control de plagas de
los granos almacenados, que podria incidir de un modo diferente en la aparicion
de fendmenos de resistencia a corto o0 mediano plazo, debido a la coexistencia de
distintos fenémenos simultdneos como la toxicidad por ingestién y la fagodisuasién
que son complementarios al principal mecanismo de accién, la toxicidad por

contacto (sorcion de ceras cuticulares de la superficie corporal del insecto).

Recomendaciones y perspectivas futuras

Sobre la base de los resultados de investigaciones previas y del presente
trabajo de tesis, se recomienda el estudio de la actividad insecticida (toxicidad por
contacto e ingestion), eficacia, excitorrepelencia y fagodisuasién de la alumina
nanoestructurada (NSA) sobre otras especies plaga primarias y secundarias de
granos almacenados como Rhyzopertha dominica (Coleoptera: Bostrichidae),
Callosobruchus maculatus (Chrysomelidae), Tribolium castaneum (Coleoptera:
Tenebrionidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Oryzaephilus
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surinamensis (Silvanidae), Trogoderma granarium (Dermestidae), ademas de la
evaluacion del posible efecto larvicida y ovicida en plagas secundarias de los
granos almacenados. También se recomienda el estudio de los efectos sobre
otras plagas de la agricultura (horticolas, fruticolas, vitivinicolas y olivicolas) y
sobre la fauna llamada “benéfica” o de “enemigos naturales”, en condiciones de
laboratorio y en agroecosistemas.

Con fines préacticos, es recomendable escalar los ensayos de laboratorio a
ensayos de semi-campo y de campo, en las condiciones naturales de humedad y
temperatura que se establecen en los silos con granos almacenados de diferentes
especies vegetales. Ademas, de desarrollar y ensayar técnicas eficientes para la
aplicacibn homogénea de este tipo de polvos nanoparticulados a escalas de
campo, ya sea en silos o en cultivos agricolas.

En cuanto al mecanismo de accion, deberia profundizarse la investigacion
sobre la capacidad de sorcién y remocién de ceras cuticulares, tanto de la NSA
como de otros Pls en diferentes especies de insectos plaga. También deberian
realizarse avances en el estudio de fendmenos triboeléctricos, responsables de la
afinidad de las particulas de NSA con la superficie corporal del insecto. Estos
estudios ya fueron iniciados en el Laboratorio de Electroestatica y Materiales
Dieléctricos de la Universidad Tecnologica Nacional (UTN) sede Mendoza, en el
marco del convenio entre el Laboratorio de Toxicologia Ambiental CCT-Mendoza y
la UTN.

En cuanto a la toxicidad de la NSA, resultaria de gran interés ampliar los
escasos estudios existentes en mamiferos y de citoxicidad “in vitro” que se
encuentran en vias de desarrollo en el Laboratorio de Toxicologia Ambiental del
IMBECU, CONICET CCT-Mendoza.
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Aplicaciones y usos potenciales del nanoinsecticida (NSA)

1) Control de plagas de granos y productos almacenados en general (Stadler
2010a,b; Stadler et al.,2012; Kah & Hofmann, 2014; Buteler et al.,2015)

2) Control de hormigas cortadoras (Hymenoptera: Acromyrmex y Atta) (Buteler et
al., 2017)

3) Control de insectos de interés médico y veterinario, como por ejemplo, vinchuca
(Hemiptera: Triatoma infestans) y la mosca de los cuernos (Diptera: Haematobia
irritans) (Suarez, 2003; de ClLartigue & Rossanigo, 2004; Luz et al., 2012)

4) “Carriers” o soporte inerte para la diseminacion de entomopatégenos y
feromonas (Kah & Hofmann, 2014, Kitherian, 2017)
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Articulos publicados y presentaciones a congresos

Articulos publicados relacionados con el tema de tesis

Nanostructured alumina: biocidal properties and mechanism of action of a novel
insecticide powder. 1Stadler T., 1Lépez Garcia G. P., 2Gitto J.G., 3Buteler M.
Bulletin of Insectology 70, 2017.

Potential of nanostructured alumina for leaf-cutting ants Acromyrmex lobicornis
(Hymenoptera: Formicidae) management. 1Buteler M, 2Lépez Garcia G.P,
3Stadler T. Austral entomology 56, 2017.

Toxicity and sub-lethal effects of volcanic ash on chewing insects using Sitophilus
oryzae L. (Coleoptera: Curculionidae) as a model organism. 1Micaela Buteler,
2Guillermo P. Loépez Garcia, 2Aristides A. Pochettino,3 Natalia Stefanazzi,
3Adriana A. Ferrero and 2Teodoro Stadler. Ecologia Austral 24, 2014.

Insecticidal properties of ashes from the volcanic complex Puyehue-Caulle Range
and their possible environmental impact. 1Buteler Micaela, 1Teodoro Stadler,
1Guillermo P. Lépez Garcia, 2Maria S.Lassa , 3Dario Trombotto Liaudat , 4Paola
D’adamo y 5Valeria Fernandez. Sociedad Entomoldgica Argentina 70 (3-4), 2011.

Presentaciones a congresos relacionados con el tema de tesis

Assessment of nanomaterials for the control of insect pests and disease vectors.
Lépez Garcia Guillermo P.; Buteler M.; Stadler Teodoro. XXXIV Reunién Cientifica
Anual de la Sociedad de Biologia de Cuyo. Mendoza, 2016.

Nanotecnologia aplicada al desarrollo de nuevos insecticidas. Stadler Teodoro;
Buteler M; Lépez Garcia Guillermo P.; Gitto J.G. Aapresid, Rosario, Santa Fe,
2016.

Potential adverse effects of volcanic ash from Puyehue-Corddn Caulle Range on
Tenebrionid larvae. Lopez Garcia Guillermo P.; Buteler M.; Stadler Teodoro.
Fourth International Tenebrionoidea Symposium. Mendoza, Argentina, 2015.

Evaluacion de la actividad fagodisuasiva de la alimina nanoestructurada (NSA) en
adultos de Sitophilus oryzae. Lépez Garcia Guillermo P.; Buteler M.; Stadler T. IX
Congreso Argentino de Entomologia. Posadas, Misiones, 2015.

Evaluacion de la actividad repelente de la alimina nanoestructurada (NSA) en

adultos de Sitophilus oryzae. Lépez Garcia Guillermo P.; Buteler M.; Stadler T. IX
Congreso Argentino de Entomologia. Posadas, Misiones, 2015.
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