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RESUMEN

ABSTRACT

Bajo condiciones de laboratorio se evalué el efecto del biopreparado de
Bacillus thuringiensis Berliner cepa-13 sobre la mortalidad y desarrollo
de las larvas y de la pupa del depredador Chrysopa exterior Navas, por
el método de inmersion del alimento de huevos de Corcyra cephalonica
Stainton, en una suspension a base de Bt cepa-13 a concentraciones
de 5 x 10" y 5 x 10° esporas/mL. Para el grupo control se utilizé6 agua
destilada. La mortalidad se registré diariamente hasta los cuatro dias
de exposicion de las larvas al alimento contaminado, y para determinar
la duracién de la fase de la larva y la pupa se realizaron observaciones
diarias de cada uno de los estadios de desarrollo del depredador. Se
encontro que la mortalidad de las larvas causada por la aplicacién de
Bt cepa-13 a las concentraciones de 5 x 107 y 5 x 10° esporas/mL no
presento diferencias significativas respecto al testigo; sin embargo, se
clasifica de ligeramente téxico para la concentracion de 5 x 10°. El pe-
riodo de desarrollo de la larva presenté diferencia significativa entre el
testigo y los tratamientos, cinco dias en el testigo y 6 y 6,3 dias, respec-
tivamente en cada uno de los tratamientos. Para el periodo de la pupa
no se observo diferencia estadistica entre el testigo y los tratamientos.
Por lo anterior se concluyé que el biopreparado tiene efectos sobre
C. exterior en condiciones de laboratorio en cuanto a la mortalidad de
las larvas y en el periodo de desarrollo de la larva.

Palabras claves: Bacillus thuringiensis, plaguicidas bacterianos, Chry-
sopa exterior

The strain effect of Bacillus thuringiensis Berliner strain-13 on Chrysopa
exterior Navas larval mortality and larval and pupae development period,
was evaluated under laboratory conditions by the food immersion method
of Corcyra cephalonica Stainton eggs in a Bt strain-13 suspension at
concentrations of 5 x 107 and 5 x 10° espores/mL, control group was
treated with distilled water. Mortality was recorded daily till four days
of larvae exposure to Bt. strain-13 in contaminated food. The length of
predator stages development was determined by daily observations.
Larvae mortality caused by Bt. strain-13 applications at concentrations
of 5 x 107 and 5 x 10° spores/mL did not showed significant difference
respect to the control; however the suspension concentration of 5 x 10°
spores/mL was classified as slightly toxic. Larvae development period
was significantly different between control with 5 days, and treatments
with 6 and 6.3 days, respectively. No significant differences were ob-
served in pupae stage. Therefore, it was conclude that Bt. strain has
effects on C. exterior larval mortality and larval development duration
under laboratory conditions.

Key word: Bacillus thuringiensis, bacterian pesticidess, Chrysopa exte-
rior, enemigos naturales

INTRODUCCION

Una de las estrategias fitosanitarias mas utilizadas
en la actualidad en la agricultura para contrarrestar
el impacto adverso de las plagas sobre la produccién
agricola lo constituye el control biolégico con el uso
de entoméfagos y entomopatégenos [Massé y Gomez,

2008].

No obstante, segun Hajek y Goettel (2000), citados
por Pérez et al. (2007), la introduccién de cualquier
organismo en el ambiente es a menudo un paso irrever-
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sible, por lo que debe hacerse con cautela para evitar
que se convierta en una plaga por si misma, interfiera
con el funcionamiento natural de otros agentes de
control de plagas o cause problemas en las especies
no blanco, incluidos al hombre y a otros organismos.

La complejidad de las interacciones entre los distintos
niveles tréficos de la cadena alimenticia (las plantas,
las plagas asociadas, sus enemigos naturales y otros
artrépodos no diana) hace necesario evaluar caso por
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caso los efectos potenciales directos o indirectos de los
bioplaguicidas [Romeis et al., 2006; Icoz y Stotzky,
2008; Perry et al., 2010].

La bacteria Bacillus thuringiensis presenta cualidades
insecticidas muy utilizadas hoy en la agricultura como
una herramienta segura y efectiva para el control de
plagas, lo que constituye una alternativa al uso de
los plaguicidas sintéticos. Esta bacteria posee una
toxicidad selectiva alta debido a su estrecho rango
de especificidad, y gracias a ello es que genera en el
ambiente un impacto muy bajo [Sauka y Benintende,
2008]. No obstante, un depredador puede ser expues-
to al bioproducto no solo por contacto directo, sino
también por la ingestién de una presa contaminada o
incluso de liquidos procedentes de las plantas tratadas

[Croft, 1990].

La familia Chrysopidae es la mas importante del orden
Neuroptera al ser considerados sus miembros como
agentes biolégicos decisivos para el control de insectos
plagas, cuya utilizacién se ha difundido en los cultivos
comerciales, invernaderos y jardines [Nufiez, 1988].

En su fase de larva Chrysopa exterior Navas es depre-
dadora muy voraz, se alimenta de insectos de cuerpos
blandos, huevos y larvas pequefias, de ahi sus habitos
oé6fagos y larvifagos [Fonseca et al., 2000]. Esta re-
gistrada ademas como un controlador efectivo de los

acaros tetraniquidos [Hagley y Miles, 1987].

El conocimiento del efecto de los bioplaguicidas sobre
la fauna benéfica, y en especial sobre sus diferentes
estados de desarrollo, permitiria evitar el uso de aque-
llos con consecuencias negativas y fomentar el uso
de los que causen un menor impacto ecotoxicolégico

[lannacone y Lamas, 2002].

Existe muy poca informacién sobre el efecto que
provoca Bt cepa-13 a C. exterior. De este modo el
desarrollo de una estrategia de manejo efectiva, en la
cual estos agentes de control sean integrados, requiere
en primera instancia de un profundo conocimiento de
sus interacciones. En esta investigacion se evaluaron
tres aspectos de la interaccion entre el Bt cepa-13 y el
depredador C. exterior en condiciones de laboratorio,
en cuanto al efecto sobre la mortalidad y el periodo
de desarrollo de las larvas y de la pupa.

MATERIALES Y METODOS

Los bioensayos se realizaron en el laboratorio de cria

de artrépodos benéficos del Grupo de Trabajo de
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Tecnologias de Reproduccion de Medios Biolégicos y
Artropodos Benéficos, perteneciente al Instituto de In-
vestigaciones de Sanidad Vegetal. Se seleccionaron larvas
del primer instar de C. exterior, especie que cumple con
los parametros de calidad establecidos en su reproduccion
masiva. Las suspensiones de B. thuringiensis cepa-13
fueron preparadas con agua destilada y Tween 80 a las
concentraciones de 5 x 107 y 5 x 10° esporas/mL. Las con-
diciones ambientales fueron a una temperatura de 25 *
1°Cy 80 £ 2 % de humedad relativa. El método utilizado
para el estudio de la mortalidad de las larvas fue mediante
inmersion del alimento (huevos de Corcyra cephalonica
Stainton, orden Lepid6ptera) en una suspensién a base
de B. thuringiensis cepa-13 a concentraciones de 5 x 10’
esporas/mL para el tratamiento 1, y 5 x 10®esporas/mL
para el tratamiento 2. En el caso del testigo se utiliz6 agua
destilada. Para desarrollar este bioensayo se colocaron
0,05 g de huevos del lepidéptero en 90 pequefios potes
plasticos, con una capacidad de 5 mL y provistos de una
fina malla en el fondo, que se sumergieron con el alimento
en su interior en las soluciones correspondientes a cada
tratamiento durante 5 s; luego se colocé el alimento sobre
papel de filtro para absorber el exceso de liquido y per-
mitir el secado ambiental; posteriormente en el interior
de cada uno se situdé una larva. Las caracteristicas del
ensayo por incorporacion en la dieta sigui6 el protocolo
indicado por Iannacone y Lamas (2002). Se utilizaron
tres repeticiones de 10 larvas cada una por tratamiento.

La mortalidad se registré a las 24,48, 72y 96 h de ex-
posicion de las larvas al alimento tratado, y se utilizé
como criterio la carencia de movilidad [Iannacone y

Lamas, 2002].

Parala determinacién de la duracién de la fase de larva
y pupa se utilizaron 20 larvas en cada tratamiento y el
testigo, un total de 60 que sobrevivieron del experimen-
to anterior. La evaluacién consistié en observaciones
diarias de cada uno de los estadios de desarrollo del
depredador hasta la emergencia del adulto.

Se evaluo el efecto del biopreparado en la mortalidad
de las larvas, periodo de desarrollo de la larva y de
pupa, los datos se sometieron a un analisis de varianza
simple (ANOVA), y en caso de existir diferencia signi-
ficativa entre los tratamientos se realizé una prueba
de comparacion de media segin Tukey con un nivel
de significaciéon del 5 % (p < 0,05) por el programa
estadistico Statistica version 6 (1998).

La toxicidad del biopreparado se comparé mediante la
escala aplicada porla Organizacion Internacional para el
Control Biolégico e Integrado de los Animales y Plantas
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Perjudiciales para los Cultivos (OILB) [Vifiuela et al.,
1993] en ensayos residuales de laboratorio para determi-
nar el efecto de los porcentajes de mortalidad.

Categoria 1 Inocuo (< 30 %)

Categoria 2 Ligeramente toxico (30-79 %)
Categoria 3 Moderadamente téxico (80-99 %)
Categoria 4 Téxico (> 99 %)

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observaron larvas muertas en los tres tratamientos;
sin embargo, el porcentaje mas alto de mortalidad se

obtuvo con concentraciones de 5 x 10® esporas/mlL,
aunque en el analisis de varianza no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos y el testigo (p = 0,007).

Por los resultados se puede clasificar a Bt cepa-13
con la concentraciéon de 5 x 107 esporas/mL en ca-
tegoria I (< 30 %) inocuo, y a una concentracién
5 x 10% esporas/mL en la categoria II (30-79 %) de
ligeramente téxico segun la escala de toxicidad de

la OILB (Tabla I).

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad de las larvas de C. exterior y toxicidad a los tratamientos aplicados

con suspensiones de B. thuringiensis cepa-13 a concentraciones de 5 x 10" y 5 x 10® esporas/mL

Tratamiento Concenitracion ni(;?:rit_agzii Escala Toxicidad*
Bt. cepa-13 5x 107 e/mL 26,6 + 30,5 <30 % Inocuo
Bt. cepa-13 5 x 10% e/mL, 46,6 £ 5,7 30-79 % Ligeramente téxico
Testigo sin tratar - 10 £10 - -

* Segiin escala de la OILB.

**SD: Desviacién estandar.

Al evaluar la mortalidad a las 24, 48, 72 y 96 h de
exposicion al alimento sumergido en Bt se observé
un efecto de mortalidad del 3 % sobre las larvas de
primer estadio de C. externa a las 24 h, del 5 % a las

48 h y del 18,6 % a las 96 h para la concentracién
5 x 107. En la concentracién 5 x 10®se observé a las
24hell3 %,alas48 hel 14,6 % y alas 72 h el 20 %
de mortalidad (Fig.).
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Mortalidad de larvas de C. exterior de primer instar a las 24, 48, 72y 96 h.
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Aunque dentro del analisis planteado se esperaba que
la concentraciéon del Bt no tuviera efecto en la morta-
lidad del depredador, se encontré que la aplicacion del
biopreparado a una concentracién de 5 x 10 ocasioné
una mayor mortalidad; ademas, todos los casos de
muertes se presentaron en las larvas tratadas después
de las 24 h hasta las 96 h. En el caso de las larvas
muertas del grupo control, hay que tener en cuenta
que manipular larvas del primer estadio es complicado
debido a su pequefio tamaifio [Medina et al., 2002].
Pérez et al. (2007) plantean que un indicativo de la
muerte del depredador se puede producir por una
accion fisica del biopreparado, ya que se ha observado
que requieren de un tiempo de entre tres y siete dias
para ejercer su accion.

Las diferencias de mortalidad entre el testigo y
los tratamientos donde se aplicé el biopreparado
pueden deberse a efectos de corto y mediano plazo
desencadenados por el entomopatégeno durante su
proceso de infecciéon de la dieta. En el corto plazo
(las primeras 24 h de aplicacién) es posible que haya
habido una disminucién del consumo de alimento
por C. exterior que puede atribuirse a un efecto de
repelencia del depredador por el alimento tratado
con el biopreparado. Dicho efecto se debe entender
como una alteracién fisiolégica en el insecto que
se da como resultado del contacto directo con el
plaguicida o con volatiles derivados, y donde esta
implicada una evaluacién sensorial del insecto
entomoéfago sobre el alimento tratado [Avé, 1995].
Este tipo de efectos sobre el comportamiento de
los insectos ha sido registrado para algunas for-
mulaciones de bioplaguicidas a base de Bacillus
thuringiensis, y para los hongos entomopatégenos
Bauveria bassiana y Metarhizium anisopliae Metsch
[Avé 1995; Staples y Milner 2000]. En el mediano
plazo el aumento de la mortalidad podria deberse
a una combinacién del efecto de repelencia y a la
pérdida del reconocimiento que hace el depredador
sobre sus presas debido a las alteraciones fisicas y
fisiol6gicas que ejercen los entomopatdgenos sobre
sus hospederos.

A finales de la década de los noventa del pasado siglo
una serie de experiencias de laboratorios demos-
traron un aumento significativo en la mortalidad y
una reduccién del crecimiento en neurépteros de la
especie de Chrysopa carnea Stphen al ser alimentadas
con presas que habian consumido dietas con toxinas

CrylAb [Hilbeck et al., 1998]; sin embargo, Pilcher et
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al. (2005) plantean que en ensayos posteriores no se
ha encontrado diferencia en la abundancia in situ de
C. carnea en cultivos Bt y no Bt.

En un estudio realizado por Montiel y Ruiz (2005)
sobre el efecto de B. thuringiensis var. Kustaki en la
entomofauna del olivar se detectaron cambios sig-
nificativos en la poblacién de los depredadores y los
parasitos de artrépodos en algunas zonas del estudio.
Dichos autores valoraron que la causa de dicha per-
turbacién no fue por intoxicacién directa por efecto
del Bt, sino que probablemente haya sido la respuesta
ecolégica a modificaciones en algunas poblaciones
afectadas directamente.

Hilbeck et al. (1999) han documentado que la toxina
Cryl Ab afecta adversamente al Chysoperla carnea que
ha depredado a larvas que se alimentaron de maiz Bt.
No se puede desconocer que la mortalidad causada por
B. thuringiensis sobre el huésped lleva un componen-
te bioquimico consistente en las toxinas [Claydon y
Grove, 1982], las que pueden producir la muerte del
hospedero [Kershaw et al., 1999].

El bioplaguicida Bt k es utilizado ampliamente en
Europa y Asia para el control de los lepidépteros
Lymantria spp., Malacosoma spp. y Choristoneura
spp-; tiene un impacto negativo sobre muchos de los
controles biolégicos y los organismos invertebrados

no diana [Muck et al., 1981].

Yang et al. (2005) demostraron que la densidad de la
poblacién de los parasitoides Trichogramma confusum,
Chrysopa chlorideae y Meteorus pulchriconis fueron
significativamente mas bajas en campos de algodén
Bt que en campos de algodén tradicional.

En las observaciones realizadas a las larvas que sobre-
vivieron al tratamiento se aprecia que el periodo de
desarrollo de larva se extendié con respecto al testigo
sin tratamiento. Las larvas expuestas al alimento
contaminado de Bt a una concentracién de 5 x 107
duraron un periodo de 6,0 dias, y las alimentadas en
la concentracién de 5 x 10® su periodo fue de 6,3 dias,
mientras que en el testigo fue de 5,0 dias hasta la
formacion de pupas, un dia mas en ambas concentra-
ciones en comparaciéon con el testigo sin tratamiento.
Con respecto a las pupas, estuvieron cubierta por el
capullo blanco de forma esférica todo el tiempo de
desarrollo hasta la emergencia del adulto, que en este
caso se extendié dos dias mas en las concentraciones

estudiadas de Bt con respecto al testigo, el cual fue de
ocho dias (Tabla 2).
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Tabla 2. Tiempo de desarrollo de las larvas y las pupas
de Chrysopa exterior alimentadas con huevos de Corcyra
cephalonica, tratados con Bi. cepa-13 en diferentes

concentraciones
Tiempo de desarrollo (dias)
Tratamientos
Larvas Pupas
Testigo S5a 8a
Bt cepa-13 5 x 107 6b 10 a
Bt cepa-13 5 x 10° 6,3b 10 a

Valores de la misma columna seguida por una misma letra
no mostraron diferencias significativas segiun Tukey (p < 0,05).

Un estudio realizado por Mohan et al. (2007) sobre la
interaccion entre dosis subletales de Bt y un enemigo
natural Campoletis chlorideae mostraron resultados
similares, donde el periodo embrionario y larval
fueron afectados, significativamente mayor cuando
el parasitoide se alimenté de larvas infestadas a una
mayor concentracién con Bt k que en el control; sin
embargo, el periodo de desarrollo pupal no experi-
ment6 diferencias significativas.

Algunos de los efectos subletales de Bt sobre los ene-
migos naturales incluyen el desarrollo prolongado,
reduccion del peso y altera el comportamiento con
respecto a la duracion del ciclo biol6gico. Dutton
et al. (2002) demostraron que cuando las larvas
de C. carnea fueron alimentadas con larvas de
lepidépteros infectadas con crylAb, el desarrollo
larval del depredador fue mas largo que en el caso
del control.

Los efectos del Bt sobre la fauna no diana pueden ser
de tipos directo, debido a la toxicidad de la proteina
insecticida adquirida directamente por la ingestién
de la presa contaminada, e indirecto al disminuir la
cantidad de las presas a depredar.

CONCLUSIONES

*  Bacillus thuringiensis cepa-13 mostré efecto en
la mortalidad de las larvas de Chrysopa, y fue
ligeramente téxico a una concentracién de 5 x 10
esporas/mL en condiciones de laboratorio.

* El biopreparado a concentraciones estudiadas
increment6 el periodo de desarrollo de la larva
en un dia, y el de la pupa en dos, y aumenté a su
vez el periodo total desde la larva hasta la emer-
gencia del adulto en tres dias mas con respecto
al testigo.
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