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TERAPEUTICA

Evaluacion de la toxicidad por ingestion de cuatro insecticidas y
el colorante Floxin-B en larvas y adultos de Chrysoperla carnea
(Stephens) (Neuroptera: Chrysopidae)

A. HUERTA, P. MEDINA, F. BUDIA, E. VIRUELA

Se estudié la toxicidad del imidacloprid, piretrinas naturales+PBO, triflumuron y el
colorante floxin-B a dosis mdxima de campo en adultos y larvas de Chrysoperla carnea
(Stephens) mediante ensayos de ingestién. Los adultos ingirieron los insecticidas disuel-
tos en el agua de los bebederos, mientras que las larvas de segundo estadio se alimenta-
ron de huevos tratados con la Torre de Potter de E. kuehniella o bien de larvas de segun-
do estadio de S. littoralis tratadas tépicamente con un microaplicador, ofreciéndoles a la
vez larvas tratadas y no tratadas.

El imidacloprid produjo mortalidad directa en los adultos (hasta el 91,7% tras cuatro
dias de ingestién consecutiva) sin alterar los procesos reproductivos. El triflumuron inhi-
bi6 la fertilidad de los adultos directamente tratados y redujo la emergencia de los adul-
tos cuando fueron las larvas las tratadas. C. carnea, mostré preferencia por las larvas tra-
tadas de S. littoralis que habian sido afectadas por imidacloprid y piretrinas naturales.
Las larvas del depredador alimentadas con presas tratadas con imidacloprid murieron
antes de 24 horas y con triflumuron solo hubo un 5% de emergencia de adultos.
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INTRODUCCION

La utilizacién de enemigos naturales para
ayudar a mantener las poblaciones plaga
dentro de umbrales econémicamente renta-
bles permite reducir el uso de insecticidas y,
por tanto, los efectos indeseables de los mis-
mos, siendo éste uno de los pilares funda-
mentales en la produccién integrada (Hok-
KANEN, 2001). Por lo tanto, en el marco de
una estrategia de proteccién de cultivos res-
petuosa con el ambiente, los insecticidas
deben ser compatibles con los agentes del
control bioldgico. El conocimiento de la

actividad de los insecticidas, no sélo en las
plagas sino también en los enemigos natura-
les, se convierte en una necesidad (MEDINA
et al., 2002b).

Chrysoperla carnea (Stephens) es uno de
los enemigos naturales seleccionados como
especie a evaluar con fines de registro en la
Unién Europea debido a su distribucién cos-
mopolita, su importancia como depredador
en muchos cultivos, su uso en control biolé-
gico en condiciones de invernadero, asi
como la facilidad de cria en grandes cantida-
des (CANDOLFI et al., 2001). Aunque la infor-
macién disponible sobre los efectos secun- -
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darios de insecticidas en este depredador es
amplia (MEDINA et al., 2001, 2003a, 2003b,
2004; HUERTA et al., 2003), la aparicién de
nuevos compuestos en el mercado hace
necesario continuar los estudios, existiendo
ademds interés en investigar otras vias de
contaminacién diferentes a la residual en la
que trabaja la Organizacién Internacional de
Lucha Biol6gica (OILB) en su grupo “Pla-
guicidas y Organismos Beneficiosos”, pues
los modernos insecticidas no actian funda-
mentalmente por contacto.

Los compuestos seleccionados para su
evaluacion fueron el imidacloprid, las pire-
trinas naturales mds el sinergista butéxido de
piperonilo (PBO) en la tnica formulacién
registrada en nuestro pais, el triflumuron y
un colorante, el floxin-B. La azadiractina
también se utiliz6 en aquellos ensayos en los
que no habia datos previos, considerdndose
como control positivo. Imidacloprid es un
insecticida altamente efectivo para el control
de insectos chupadores siendo su toxicidad
sobre insectos beneficiosos muy dependien-
te de las especies, estado de desarrollo y
exposicién al insecticida (ELBERT et al.,
1998). Las piretrinas naturales son mezclas
de ésteres obtenidos de las flores del Chry-
santhemum spp., que poseen excelentes
caracteristicas debido a su rdpido efecto de
choque y a su baja toxicidad en mamiferos
(PHILOGENE et al., 2002). El triflumuron es
un regulador del crecimiento que impide la
correcta formacién de la quitina en la cuticu-
la de los insectos, produciendo su muerte al
no poder formar un nuevo tegumento
(SENIOR et al., 1998). La azadiractina, insec-
ticida extraido del drbol del neem, actiia por
contacto e ingestién alterando los niveles de
ecdisona y hormona juvenil. Tiene un efecto
antiapetitivo y regulador del crecimiento de
artrépodos (MORDUE y BLACKWELL, 1993).
Floxin-B es un colorante fotoactivo con
potencial insecticida, que se activa en pre-
sencia de luz una vez que es ingerido (SCH-
RODER et al., 2001).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la
actividad de los insecticidas al ser ingeridos
por larvas y adultos de C. carnea; asi como

conocer el comportamiento de las larvas de
C. carnea al poder elegir entre larvas de Spo-
doptera littoralis Boisduval (Lep.: Noctui-
dae) tratadas y no tratadas con los insectici-
das antes mencionados.

MATERIALES Y METODOS

Cria del insecto.

Los insectos utilizados en estos ensayos
proceden de la cria continua que se mantiene
en el laboratorio de la Unidad de Proteccién
de Cultivos tanto de C. carnea como de S.
littoralis. Las larvas del depredador se ali-
mentaron con huevos de Sitotroga cerealella
Oliver “ad libitum” . A los adultos se les oftre-
cié agua y dieta artificial para adultos (VOGT
et al., 2000). Las larvas de S. littoralis fueron
alimentadas con la dieta artificial ligeramen-
te modificada de la propuesta por POITOUT y
Bugs (1974). Las condiciones de cria y rea-
lizacién de los ensayos fueron de 25 £+ 2 C
de temperatura, 75 £ 5% y 16:8 (L:0O).

Insecticidas

Se utilizaron los insecticidas: azadiractina
3,2%; triflumuron 25%; imidacloprid 20%;
piretrinas 4% + PBO 16%; asi como el colo-
rante floxin-B 90%; a las dosis mdximas
recomendadas en campo (azadiractina 150
ml p.c./hl; triflumuron 60 g p.c./hl; imida-
cloprid 75 ml p.c/hl; piretrina+PBO 200 ml
p.c./hl) en el caso de los registrados en Espa-
fia (LINAN, 2004) y ala de 1000 mg i.a./l para
el floxin-B.

Ensayos

Ingestion en adultos. Todos los compues-
tos registrados y el colorante se disolvieron en
agua destilada y se ofrecieron a los adultos en
los bebederos, que consistian en pequefios
frascos de vidrio con una capacidad de 2 ml y
una bayeta (BUDIA y VINUELA, 1996). Se
introdujeron tres parejas de adultos de menos
de 24 horas de edad en una caja de plastico de
11 cm de didmetro y 5 cm de altura cuya tapa
que lleva un orificio de 5 cm de didmetro de
malla de tela y aprisiona una gasa que sirve
como sustrato de oviposicién. La dieta de
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adultos se aplic6 con un pincel en el lateral de
las cajas. Cada una de estas cajas constituye
una unidad experimental o repeticién.

Los pardmetros evaluados fueron la mor-
talidad a las 24,48 y 72 horas, la fecundidad
(nimero medio de huevos por hembra y dia)
durante un periodo de 7 dias a partir de la
primera puesta y la fertilidad (porcentaje de
larvas neonatas emergidas) en los dias pri-
mero y quinto desde que comenzé la ovipo-
sicién. Se realizaron 4 repeticiones por trata-
miento.

Ingestion de huevos tratados Se trataron
huevos de Ephestia kuehniella (Zeller) en
una Torre de Potter con todos los compues-
tos, incluyendo la azadiractina como testigo
positivo, aplicando 1 ml de las soluciones
correspondientes sobre los huevos a la dosis
maxima de campo. El residuo aplicado fue
de 1,6 mg/cm2. El PIEC (concentracién
ambiental inicial predecible de un plaguici-
da) (BARRET et al., 1994) utilizado fue de 6
(azadiractina); 3 (imidacloprid); 2,4 (triflu-
muron); 8 (piretrinas) y 4 (floxin-B).

Una vez seco el residuo, se ofrecieron los
huevos a larvas L, de crisopa hasta pupacién.
Se eligi6é esta edad por razones de manejo,
teniendo en cuenta que es a partir de este
estadio cuando la larva se alimenta en mayor
cantidad (CANARD y VoLCOVICH, 2001). Se
seleccionaron 30 larvas L, que acababan de
mudar por insecticida y testigo y se indivi-
dualizaron en cajas multipocillos, con el pro-
pésito de evitar el canibalismo entre ellas.
Diariamente se hicieron observaciones para
registrar la mortalidad de larvas y posibles
efectos en el desarrollo. De los adultos que
emergieron para cada insecticida se forma-
ron tres parejas por unidad experimental y se
introdujeron en las cajas de oviposicién des-
critas en los ensayos de ingestion con adul-
tos. Se estudiaron los pardmetros reproducti-
vos como la fecundidad y fertilidad, efec-
tudndose cuatro repeticiones por tratamiento
y testigo.

Ingestion de larvas de S. littoralis trata-
das y no tratadas Larvas de segundo estadio
de S. lirtoralis fueron tratadas tépicamente
con la ayuda de un microaplicador manual

(Burkard UK), sobre el dorso tordcico con
0,25 pl de las soluciones preparadas con los
insecticidas y acetona como solvente. Los
testigos fueron tratados con acetona sola-
mente. La eleccién de este estadio se debe a
que son lo bastante grandes como para ser
tratadas topicamente y lo suficientemente
pequefias como para poder ser consumidas
por larvas L, de C. carnea.

Pruebas preliminares demostraron que
para lograr que las larvas tratadas no murie-
ran al menos durante las primeras 24 horas y
asi poder ser ofrecidas vivas al depredador,
las concentraciones del triflumuron, la aza-
diractina y el floxin-B podian ser las maxi-
mas de campo; sin embargo, la piretrina se
utilizé a la mitad de la dosis recomendada
(100 ml p.c/hl) y el imidacloprid a 40 ml
p-c/hl.

En cajas de plastico de 3 cm de didmetro
por 1,5 cm de alto, se introdujeron 8 larvas
de S. littoralis, 4 larvas tratadas y 4 no trata-
das, asf como 3 larvas L, del depredador tras
12 horas de ayuno. En cada caja se introdujo
un pequeifio trozo uniforme de 0,5 cm3 de
dieta artificial para alimentar las larvas de S.
littoralis. Para poder diferenciar las larvas
tratadas de las no tratadas, las primeras se
marcaron con tinta de rotulador indeleble en
la parte dorsal tordcica. El nimero de larvas
consumidas por C. carnea se evalug alas 6y
18 horas respectivamente desde el momento
en que se inicié el ensayo. Se incluyeron
como testigo larvas marcadas tratadas con
acetona tnicamente y las no marcadas no
recibieron tratamiento de ninguna clase. Las
larvas del depredador supervivientes se man-
tuvieron hasta evaluar el porcentaje de emer-
gencia de adultos.

Analisis estadistico.

Los datos obtenidos se sometieron al ana-
lisis de varianza (ANOVA). Cuando encon-
tramos diferencias significativas (P<0,05) se
aplicé el test de comparacién de medias
LSD, utilizando para ello el programa esta-
distico STSC (1987). Cuando no se cumplié
alguna de las premisas de normalidad y/o
homocedasticidad, se recurrté a hacer un
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Figura 1. Mortalidad de adultos de Chrysoperla carnea cuando fueron tratados por ingestion con imidacloprid durante
cuatro dias consecutivos.

cambio de variable con la transformacién y =
arcsen vX . Si con el cambio de variable
seguia sin cumplirse alguna de las premisas
mencionadas anteriormente, se recurrio a un
test no paramétrico como el Kruskal-Wallis.

RESULTADOS

Ingesticn en adulros. La ingestién de imi-
dacloprid causé un 58,3% de mortalidad en
los adultos de C. carnea a las 24 horas, hasta
llegar aun 91,7 % en el cuarto dia (Figura 1).
En este mismo periodo de tiempo no se con-
tabilizaron individuos muertos para el resto
de los insecticidas.

Cuando se estudié la fecundidad de los
adultos tratados con insecticidas que no cau-
saron mortalidad, no se observaron efectos
deletéreos para ninguno en los 7 dias evalua-
dos. La fecundidad media de las hembras
testigo y las procedentes del tratamiento con
los insecticidas oscilé entre los 20 y 30 hue-
vos por hembra y dia, no detectdndose dife-
rencias significativas (P>(0,05 para todos los
dias estudiados).

Los ensayos con floxin-B y piretrina +
PBO no tuvieron efecto sobre la fertilidad de
C. carnea (Figura 2A), ya que, en el primer

dia, el porcentaje de huevos eclosados fue
84,5 % para el floxin-B y 833 % para las
piretrinas + PBO, no significativamente dife-
rentes en comparacion con el testigo que fue
84,5%. En el quinto dia la fertilidad en el tra-
tamiento con floxin-B fue 719 % y 804 %
en las piretrinas + PBO, valores muy simila-
res al del testigo que fue 78,3%. Por el con-
trario, el triflumuron inhibié completamente
la fertilidad a las 24 horas contadas desde el
comienzo del ensayo (F=72,7; df=3,12;
P<0,001). Al quinto dia la eclosién de hue-
vos se incrementd hasta un 44.2% (K=8.86;
P<0,001). Los huevos procedentes de hem-
bras tratadas con triflumuron tienen una
tonalidad muy oscura debido a la muerte del
embrion dentro del corion (Figura 2B).
Ingestion de huevos tratados Las larvas
de C. carnea que se alimentaron con los hue-
vos de E. kuehniella tratados con los dife-
rentes insecticidas, se desarrollaron normal-
mente hasta pupar, con excepcién de aque-
llos que habian ingerido huevos tratados con
triflumuron e imidacloprid, donde se obser-
varon algunas larvas muertas, aunque los
datos no fueron significativamente diferen-
tes. La emergencia de los adultos se efectud
con normalidad, con la excepcién del triflu-
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Figura 2. Ensayo de ingestion en adultos. (A) Fertilidad de adultos de Chrysoperla carnea que han ingerido los insec-
ticidas en el agua de beber durante cuatro dias consecutivos, antes de comenzar la oviposicién. (B) Efecto del triflu-
muron en la fertilidad de huevos de C. carnea.
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Figura 3. Emergencia de adultos de Chrysoperla carnea procedentes de larvas alimentadas con huevos tratados de
Ephestia kuehniella

muron, donde hubo una reduccién del 50%
en comparacién con el testigo (F=9.8;
df=5,12; P<0,001) (Figura 3). Por otro lado,
los pardmetros reproductivos de los adultos
emergidos de las larvas tratadas no fueron
significativamente diferentes de los testigos,
ya que la fecundidad media de todos los tra-
tamientos, incluyendo el testigo, estuvo
entre 20 y 30 huevos/hembra/dia (F=0,66;
df=5,12; P=0,65). El porcentaje de huevos
eclosados oscilé entre el 75 y el 80%
(F=1,65; df=5,12; P=0,22).

Ingestion de larvas de S. littoralis trata-
das y no tratadas Cuando las larvas tratadas
y no tratadas de S. littoralis fueron ofrecidas
a larvas de C. carnea se observaron diferen-
cias significativas entre los tratamientos y el
testigo desde las primeras 6 horas de exposi-
cion, periodo de la primera medicién del
nimero de presas consumidas (K=434;
P<0,001) (Figura 4A). Las diferencias mds
notorias se produjeron cuando las larvas del
noctuido habian sido tratadas con piretrinas
e imidacloprid. En el primer caso, las larvas
de C. carnea consumieron el 75% de las lar-
vas de S. littoralis, mientras que las larvas no
tratadas se consumieron sélo en un 10,7%.
Cuando las larvas de §. littoralis fueron tra-
tadas con imidacloprid, un 69,7% fue consu-
mida, en contraste con las 3,6% de las no tra-

tadas. Con el resto de los insecticidas las
diferencias no fueron tan marcadas como en
estos casos. A las 18 horas continué la
misma tendencia, magnificindose en el caso
de larvas de S. lirtoralis tratadas con piretri-
nas, ya que el porcentaje de larvas consumi-
das paso a ser del 85,7%, contra un 17,9% de
las larvas no tratadas (Figura 4B). En el tra-
tamiento con imidacloprid no hubo variacién
en el consumo de larvas de S. litroralis con
respecto a las 6 horas, porque las larvas de C.
carnea comenzaron a mostrar sintomas de
intoxicacion por el insecticida, que termina-
ba produciéndoles la muerte (Figura 4C). En
el resto de los tratamientos y en el testigo se
observé un mayor consumo de larvas trata-
das (F=821; df=11,72; P<0,001) El porcen-
taje de emergencia de adultos procedentes de
larvas supervivientes de los tratamientos
(Figura 5) fue significativamente diferente
en los casos de imidacloprid y triflumuron (0
y 5% respectivamente) (F=374; df=524;
P<0,001).

DISCUSION

Los efectos que los distintos insecticidas
producen tras los tratamientos por ingestion
varfan en funcién del insecticida y/o tipo de
tratamiento. Cuando los adultos de C. car-
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Figura 4. Ensayo de ingestion de huevos tratados. (A) Porcentaje de larvas de Spodoptera lintoralis tratadas y no
tratadas consumidas por larvas de segundo estadio de Chrysoperla carnea tras 6 horas desde el inicio del ensayo. (B)
Porcentaje de larvas de de Spodoptera littoralis tratadas y no tratadas consumidas por larvas de segundo estadio de
Chrysoperla carnea tras 18 horas de exposicién. (C) Aspecto que presentan las larvas de Chrysoperla carnea, cuando
se alimentaron de larvas de Spodoprera lirtoralis tratadas con imidacloprid 18 horas después del tratamiento.
Tm=testigo marcado (tratado con acetona). Tnm= testigo no marcado (sin tratar). ()=tratado. (nt)=no tratado
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Figura 5. Emergencia de adultos de Chrysoperfa carnea a partir de larvas alimentadas con larvas de Spodoptera
linoralis tratadas.

nea ingirieron los insecticidas en el agua de
beber, el imidacloprid fue el tnico que dio
lugar a mortalidad directa de los mismos. El
imidacloprid es muy téxico para los adultos
del depredador, independientemente de la
via de contaminacién cuando se aplic a la
concentracion mdxima de campo. Asi, en
ensayos residuales, un 66,6% de los adultos
murieron tras 24 horas de exposicion (HUER-
TA et al., 2003) y cerca del 80% tras un tra-
tamiento tépico (HUERTA et al., 2004). Estu-
dios realizados en diversos depredadores
mostraron que a las concentraciones utiliza-
das en la prictica, coccinélidos, sirfidos y
crisopidos en distintos estados de desarrollo
sufren una reduccién en sus poblaciones de
hasta el 50% tras pulverizacién con imida-
cloprid (DARvas y PoLGAR, 1998). Segin
ELBERT y NAUEN (1998) imidacloprid pulve-
rizado en campo afectd a C. carnea, y a otros
depredadores como el estafilinido Philont-
hus sp. Asi como el imidacloprid mostré una
toxicidad similar en adultos independiente-
mente del tipo de tratamiento al que habian
sido sometidos, las piretrinas naturales, mds
téxicas que el imidacloprid en ensayo resi-
dual (HUERTA et al., 2003), no lo fueron tanto
en el ensayo tépico (entre el 40 y el 60% de
mortalidad a las 24, 48 y 72 horas) (HUERTA
et al., 2004) y resultaron inocuas en estos
ensayos por ingestién. Es posible que los

adultos de C. carnea tardaran varias horas en
beber agua, tiempo suficiente para que las
piretrinas hubiesen comenzado su descom-
posicién, al ser ficilmente degradables.
mientras que en el contacto residual, éste se
produce inmediatamente después al secado
del residuo, puesto que los adultos no tienen
mads opcion que posarse en las placas trata-
das. Triflumuron fue inocuo para los adultos,
pero inhibid la eclosién, sin alterar el nime-
ro de huevos puestos por las hembras trata-
das. Los mismos efectos han sido descritos
por SENIOR et al., (1998) tras someter a los
adultos a un tratamiento tépico y para otros
inhibidores de la sintesis de quitina, como el
diflubenzuron (MEDINA et al., 2002b).
Cuando las larvas del depredador se ali-
mentaron con huevos tratados de E. kuehnie-
lla mediante pulverizacién, no se observaron
efectos en la mortalidad ni en la reproduccién,
salvo en el caso del triflumuron. Dado el
peculiar sistema de alimentacion del depreda-
dor, que inserta una estuctura modificada de
las mandibulas y maxilas en sus presas para
bombear jugos digestivos desde el intestino y
absorber los fluidos de su presa (COHEN,
1995; 1998), es posible que las larvas no
entren en contacto con el insecticida a menos
que haya atravesado la barrera del corion del
lepidéptero, o bien, si han logrado atravesar el
corion, la cantidad de insecticida no es sufi-
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ciente para causar toxicidad, como se com-
probé en estudios realizados con azadiractina
como materia activa (MEDINA et al., 2002a).
La toxicidad del triflumuron, que inhibe la
emergencia de los adultos en un 50% cuando
las larvas se alimentaron de los huevos trata-
dos pero permite la muda del segundo al ter-
cer estadio, puede explicarse considerando
que serd probablemente en L3 cuando las lar-
vas de crisopa hayan ingerido suficiente can-
tidad de triflumuron como para que el efecto
se produzca en la muda a pupa y no en la
muda de L2 a L3. No olvidemos que mds del
80% de la ingestién de alimento se produce
en el dltimo estadio larvario de C. carnea.
Cuando se ofrecieron las larvas de S. lit-
toralis contaminadas, C. carnea se alimenté
preferentemente de las tratadas con imida-
cloprid y piretrinas naturales, lo que demues-
tra que las larvas del noctuido afectadas por
los dos insecticidas oponfan menor resisten-
cia al ataque de las larvas de C. carnea. Es
destacable la muerte de las larvas del depre-
dador al alimentarse de las larvas tratadas
con imidacloprid y el efecto posterior en la
fertilidad de los huevos de los adultos proce-
dentes de esas larvas de C. carnea que habi-
an ingerido triflumuron via larvas de S. litto-
ralis tratadas. En este caso se aprecia que el
efecto de los insecticidas puede manifestarse
a través de la cadena alimenticia. Estudios

ABSTRACT

realizados con ninfas de otro depredador,
Podisus maculiventris (Say), alimentado con
larvas del noctuido, Spodoptera exigua
(Hiibner) tratadas con el RCI piriproxifén
mostraron similares conclusiones (DE CLERQ
et al., 1995). Sin embargo, es mucho mds
dificil establecer cémo el insecticida llega al
depredador debido a la enorme variedad en
la cinética de los insecticidas, diferente en
depredador y presa, asi como en el compor-
tamiento y hdbitos alimenticios de ambos
(MEDINA et al., 2002a).

El colorante floxin-B fue inocuo en los
tres ensayos realizados, lo cual coincide con
otros trabajos efectuados con distintos esta-
dios de este depredador por contacto (DOWE-
EL, 1997; HUERTA et al., 2003, 2004).

Segun la metodologia propuesta por Has-
SAN (1998), aquellos insecticidas que en las
condiciones de laboratorio fueran téxicos,
deberian ser evaluados en semicampo y
campo.
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HUERTA A., P. MEDINA, F. Bubia, E. VINUELA. 2004. Toxicity via ingestion of four
insecticides and the dye floxin-B on larvae and adults of Chrysoperia carnea (Neuropte-

ra: Chrysopidae). Bol. San.Veg. Plagas, 30: 721-732.

Toxicity of imidacloprid, natural pyrethrins+PBO, triflumuron at the maximum field
recommended rate and the dye floxin-B at 1000 mg a.i./l were tested in adults and larvae
of Chrysoperla carnea Stephens by ingestion treatments. Adults fed on the insecticides
in drinking places whereas second instar larvae were fed E. kuehniella eggs treated under
the Potter Tower or second instar larvae of Spodoptera littoralis topically treated with a

hand microapplicator.

Imidacloprid killed adults (91.7% after four days running of ingestion) without alte-
ring reproduction. Triflumuron inhibited adult fertility of treated adults and reduced the
adult emergence when larvae were treated. C. carnea showed preference of S. littoralis
treated larvae that have been affected by imidacloprid and natural pyrethrins. Predatory
larvae fed on imidacloprid treated S. littoralis preys died before 24 hours, and when fed

on triflumuron, only 5% reached the adult stage.

Key words: Chrysoperla carnea, ingestion, phloxine-B, imidacloprid, triflumuron,

pyrethrins, azadirachtin.
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