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COMPARACION DE METODOS DE BIOENSAYO EN LA DETERMINACION DE
TOXICIDAD DE INSECTICIDAS SINTETICOS EN EL GORGOJO DEL FRIJOL
Zabrotes subfasciatus (Boheman, 1833) (COLEOPTERA: BRUCHIDAE)

Adrian Negrete Navarro, M.C
Colegio de Postgraduados, 2014
RESUMEN

Se realizé comparacion de cuatro métodos de bioensayo para determinar la toxicidad
de seis insecticidas: paration metilico, clorpirifos etil, malation, metomilo, permetrina y
fenvalerato contra adultos hembras y machos del gorgojo del frijol, Zabrotes
subfasciatus (Boheman). Los métodos empleados fueron residual (frascos de vidrio y
papel filtro), aspersion y aplicacion tdpica. Los resultados indicaron precision aceptable
con el empleo de todos los métodos. Con el método de aspersién se obtuvieron los
valores de CLso y CLos mas bajos en todos los insecticidas evaluados. El insecticida
més toxico fue clorpirifos etil, mientras que la menor toxicidad se obtuvo con
permetrina. La poblacion de Z. subfasciatus resultd susceptible y homogénea en

cuanto a respuesta de toxicidad con los insecticidas evaluados.

PALABRAS CLAVE: Métodos de bioensayo, toxicidad y Zabrotes.



Comparison of bioassay methods for determining toxicity of synthetic
insecticides in bean weevil, Zabrotes subfasciatus (Boheman, 1833) (Coleoptera:
Bruchidae)

Adrian Negrete Navarro, M.Sc.

Colegio de Postgraduados, 2014

ABSTRACT

Comparison of four bioassay methods was conducted to determine the toxicity of the
following synthetic insecticides: parathion methyl, chlorpyrifos ethyl, malathion,
methomyl, permethrin, and fenvalerate; There were used against adult females and
males bean weevil, Zabrotes subfasciatus (Boheman). The used methods were residual
(glass jars and paper filter), spray, and topical application. The results indicated
acceptable precision with the use of all methods. With the spraying method were
obtained the LCso and LCogs with lower values in all insecticides tested. The most toxic
insecticide was chlorpyrifos ethyl, while lower toxicity was obtained with permethrin. The
Z. subfasciatus population was susceptible and homogeneous in its toxicity response to

all evaluated insecticides.

KEYWORDS: Bioassay methods, insecticides toxicity and Zabrotes.
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1. INTRODUCCION

La familia Bruchidae, también conocidos como “gorgojos” o “escarabajos de las
semillas”, son coleodpteros cuyas larvas se alimentan de semillas, principalmente de
leguminosas. Los adultos ovipositan en las semillas hospederas y las larvas penetran y
se alimentan dentro donde ocurre la pupacién, emergiendo posteriormente el adulto
(Romero-Napoles, 2002). Un miembro de esta familia, el gorgojo del frijol Zabrotes
subfasciatus (Boheman), es una de las principales plagas de los granos almacenados,
causando pérdidas cualitativa y cuantitativas en granos y semillas, principalmente en

las regiones mas calidas del mundo (Dendy y Credland, 1991).

La evaluacion de insecticidas en laboratorio es una herramienta util en la basqueda de
nuevas moléculas con propiedades insecticidas, asi como en la deteccion y evaluacion
periédica de la resistencia (Rodriguez et al., 2009). Lagunes y Villanueva (1994)
definen al bioensayo como cualquier método por medio del cual alguna propiedad de
una sustancia o un material se miden en términos de la respuesta biolégica que
produce. Su utilidad nos permite la comparacion de toxicidad de varios insecticidas
contra una poblacién de insectos, o comparar la respuesta de varias poblaciones a un

insecticida.

De acuerdo a la base de datos sobre resistencia a insecticidas del IRAC

(http://www.pesticideresistance.com/search.php), hasta noviembre del 2014, se

contaban registrados ocho casos de resistencia a insecticidas dentro de la familia
Bruchidae. Para Zabrotes subfasciatus se reportaron tres casos de resistencia a nivel
mundial, todos ellos para BHC (lindano); en Uganda (Evans, 1985), Colombia y México
(Tyler-and Evans, 1981).

Consecuentemente, el presente trabajo tuvo como principal objetivo comparar la
utilizacién de cuatro métodos de bioensayo en la determinacion de toxicidad de seis

insecticidas convencionales en adultos machos y hembras de Z. subfasciatus.


http://www.pesticideresistance.com/search.php

2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Descripcion de Zabrotes subfasciatus Boheman.

La especie de Z. subfasciatus pertenece a la familia Bruchidae del orden
Coleoptera. Esta familia agrupa a insectos estructuralmente cercanos a los
crisomélidos, difiriendo en cabeza proyectada hacia abajo en un pico ancho y muy
corto. Los adultos miden menos de 6 mm de largo, son de color opaco, ovales y
presentan dimorfismo sexual; el macho es de color café pardo, en comparacion con la
hembra que es negra con manchas blancas amarillentas. El fémur posterior es liso y la
tibia presenta dos espinas largas color rojizo. La hembra generalmente pesa 1.5 veces
mas que el macho y generalmente tienen una longitud de 2 a 3 mm, siendo la hembra

con frecuencia de mayor tamafio que el macho (Lindblad, 1986).

2.1.1. Importancia econémica

El gorgojo del frijol, Z. subfaciatus es una de las plagas mas importantes que
afecta econémicamente la produccion del frijol (Phaseolus vulgaris L.) almacenado
(Espinal et al. 2004, Cardenas-Morales et al. 2008). Credland y Dendy, 1992
mencionan que las hembras llegan a depositar alrededor de 35 a 50 huevos por grano
y las pérdidas ocasionadas por este insecto pueden variar entre 35-40%, de acuerdo a
la regién geografica. Ospina (1979) indica que en México las pérdidas econdémicas
causadas por el ataque de insectos en frijol almacenado son de alrededor del 20%.



2.2. Evaluacioén de toxicidad de insecticidas.

La toxicidad de los insecticidas o de cualquier téxico a un organismo, se expresa
usualmente en términos de DLso (dosis letal media); este valor representa la cantidad
de toxico por unidad de peso que mata al 50% de los animales empleados en la
prueba. La DLso comUnmente se expresa en mg por kg y ocasionalmente en mg por

animal (Lagunes y Villanueva, 1994).

Cuando no se conoce la cantidad de toxico que entra en contacto con el insecto, pero
si se sabe cudl es la cantidad de insecticida que rodea al organismo, se usa el término
CLso (concentracion letal media). El termino TLso (tiempo letal medio) se usa cuando los
organismos se exponen a una misma dosis o dosificacion, pero las evaluaciones de

mortalidad se realizan a diferentes tiempos.

Existen diversas formas de administrar insecticidas (tipos de bioensayo) para evaluar
toxicidad. EI método usualmente empleado para insectos es mediante aplicacion
topica, en la cual el insecticida se disuelve en un solvente volatil como la acetona; y
posteriormente se coloca en una parte conocida del insecto, usualmente en el protorax.
Aunque este método brinda una indicacion segura de la toxicidad relativa, no indica la
cantidad exacta del toxico que entra al cuerpo; para tal propésito se emplea el método

de inyeccién (Lagunes y Villanueva, 1994).

El método de contacto o de exposicion residual, es otra forma de dejar al insecto
expuesto al insecticida. El toxico se aplica al ambiente donde se encuentra el
organismo de prueba. El sustrato puede ser una hoja, una caja Petri, un vial de vidrio o
un vaso con una cantidad conocida de agua, entre otros (Rodriguez et al., 2009). En
este caso se desconoce con exactitud la cantidad de solucidon que se pone en contacto

con el insecto, por lo que el método es menos preciso que el de aplicacion topica.

En la aplicacion por aspersion, el insecticida se disuelve en agua, acetona o benceno y

se aplica con un dispositivo especial conocido como Torre de Potter (Potter, 1952). Con



este dispositivo se controla la presion de salida del insecticida preparado, la cantidad
de la solucién liberada, el tamafio de gota y el tiempo de exposicion, entre otros
(Rodriguez et al., 2009).

2.2.1. Linealidad dosis-probit.

Para expresar la susceptibilidad de cualquier poblacion de insectos a cualquier toxico,
se grafican las unidades Probit del porcentaje de mortalidad, contra una escala
logaritmica de la dosis (Lagunes y Vazquez-Navarro, 1994); pues de acuerdo con la
Ley de Weber y Fechner, “El cambio en magnitud o intensidad de una respuesta

biolégica, es proporcional no al cambio aritmético en el estimulo, sino a su logaritmo”.

Para obtener una linea recta al construir las lineas Log dosis-Probit (Ldp), es necesario
gue exista una distribucion normal de la respuesta al toxico. En ocasiones, no se
obtienen lineas Ldp rectas, debido a que la poblacion es bimodal; obteniéndose lineas
Ldp con escalones, lo cual significa que es posible la presencia de dos poblaciones
mezcladas, una susceptible y una resistente, correspondiendo el escalon, en ese caso,

a la respuesta combinada de las dos poblaciones.

2.2.2. Propiedades de lineas Ldp.

2.2.2.1. Posicion.

La posicion de la linea Log dosis-Probit (Ldp), indica la toxicidad del compuesto
usado. Esta toxicidad usualmente se expresa en términos de la dosis, concentracion o
el tiempo necesario para matar el 50% de la poblacién, es decir DLso, CLso 0 TLso,

respectivamente.

En la comparacion de dos lineas Ldp, la linea que se encuentre a la izquierda de la
gréfica corresponde a la sustancia mas toxica debido a que se requiere de menos dosis

para matar al mismo porcentaje de individuos de prueba, a reserva de que los limites



fiduciales se traslapen, pues en ese caso quiere decir que estas dos lineas no son

significativamente diferentes.

2.2.2.2. Pendiente.

Se refiere a la proporcion o tasa de cambio en la mortalidad, con respecto al
cambio unitario en la dosis. Generalmente se representa por la letra “b” (Lagunes y
Villanueva, 1994).

A mayor pendiente, la linea Ldp serd mas vertical; indicando también que hay menor
variabilidad en la respuesta al insecticida, es decir que en un rango de concentraciones

muy pequefio se encuentra el cero y el 100% de respuesta (Rodriguez et al., 2009).

2.3. Modo y Mecanismo de accion de insecticidas.

2.3.1. Organofosforados.

Los insecticidas organofosforados son compuestos derivados del acido fosférico
o del &cido fosfonico. La mayoria de ellos actian como insecticidas de contacto,
fumigantes y de accion estomacal, pero también se encuentran materiales de accion
sistémica. Dentro de este grupo existe un intervalo muy amplio de toxicidad, lo cual

permite también un amplio espectro de uso como insecticida.

La toxicidad de los organofosforados en insectos y mamiferos, esta asociada con la
inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (ACE). Esta esterasa cataliza la hidrdlisis de
la acetilcolina (AC, transmisor quimico sinaptico) a colina y acido acético, a gran

velocidad.



2.3.2. Carbamatos.

Los insecticidas carbamicos se distinguen por su carécter de selectividad, ya que
pequefias modificaciones en su estructura hacen que el producto tenga actividad contra
algunas especies de insectos. Otra caracteristica, es la falta de correlacion que existe
entre la actividad toxica sobre diversos insectos y la toxicidad en mamiferos. Esta
particularidad también los distingue de los insecticidas fosféricos, en los cuales la

correlacion es mas estrecha.

Los carbamatos son inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (ACE), se comportan
de manera semejante a los insecticidas fosforicos cuando actian en sistemas
biolégicos (Fukuto, 1974). La toxicidad aguda de los carbamatos, por lo general es
mayor que los insecticidas organofosforados; sin embargo, en estos ultimos la duracion
de la inhibicion de la ACE es mas extensa, por lo que se les considera de mayor peligro

para mamiferos.

Los insecticidas carbamicos se metabolizan por medio de dos mecanismos basicos, los
cuales implican la descomposicion del enlace éter-carbamato; estos mecanismos
comprenden un ataque de esterasas directo, o por medio de la degradacion oxidativa a
través de la funcion oxidativa mixta (FOM), la cual es la reaccion mas importante en el
metabolismo de los carbamatos (Fukuto y Metcalf, 1969), seguida de un rompimiento

hidrolitico de un intermediario inestable.

El principal mecanismo de resistencia metabolica a carbamatos, son las oxidasas de
funcién mixta, en tanto que el no metabdlico se presenta por insensibilidad de la ACE
(la cual no necesariamente confiere resistencia a insecticidas fosfdoricos), una
penetracion reducida del insecticida y una mayor excrecion (Lagunes y Villanueva,
1994).



2.3.3. Piretroides.

Los piretroides afectan tanto al sistema nervioso central como al periférico de los
insectos tratados, lo cual ocasiona descargas repetidas, seguidas de convulsiones.
Ejercen su accion neurotdxica modificando la funcion normal de los canales de sodio
de la membrana neuronal, los cuales son altamente sensitivos a cambios en el voltaje,
que alteran la transmision del impulso nervioso (Hassall, 1969). En las membranas
neuronales existe un equilibrio de los iones de Na+ y de K+ que sirven para transmitir el
impulso nervioso. Los piretroides prolongan selectivamente la conductividad del Na+ en
transito, ocasionada por la activacion de los canales de sodio dependientes del voltaje
(Soderlund et al., 1989), lo cual se traduce en un cambio en la permeabilidad de la
membrana nerviosa a los iones Na+ y K+, trayendo consigo la disfunciéon con
descargas repetitivas en la transmision de los mensajes neuronales. La aplicacion de
concentraciones mayores de piretroides, da como resultado el blogueo total de la

transmision (Lagunes y Villanueva, 1994).

Los principales mecanismos de resistencia a piretroides son por insensibilidad en el
sitio de accién, también llamado kdr, penetracién reducida del piretroide y debido a

mayor metabolismo del insecticida por oxidasas y esterasas.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cria de los insectos tratados.

La cria del gorgojo se inici6 con adultos de Zabrotes subfasciatus obtenidos de
una colonia previamente establecida y libre de presion de seleccién a insecticidas,
proveniente del Area de Ecologia de Insectos del Programa de Entomologia del
Colegio de Postgraduados, y se mantuvo en una camara de cria acondicionada a una
temperatura de 27 + 2 °C, humedad relativa de 50 + 5 % y un fotoperiodo de 12:12 h de

luz: oscuridad en Chapingo, México.

En un frasco de plastico de 2 L de capacidad se coloc6 0.5 kg de frijol negro comercial,
como sustrato de oviposicion; se infesté con aproximadamente 400 adultos de Z.
subfasciatus, en una proporcidbn sexual 1:1. Los insectos se mantuvieron en
confinamiento en el frasco y a los 30-35 dias posteriores a la infestacion emergio la
generacion F1. Se seleccionaron adultos de la primera generacién para infestar otros
frascos con grano de frijol. Este proceso de cria se realizé en forma periddica para
incrementar la poblacién en todos los estados bioldgicos y obtener adultos hembras y
machos en cantidad suficiente para llevar a cabo los bioensayos. Los bioensayos se

realizaron con adultos de 1 a 3 dias de emergencia.

3.2. Insecticidas.

Se prepararon dosis decrecientes logaritmicamente (exploratorias) para
determinar un rango de 0 a 100 % de mortalidad (ventana de respuesta biol6gica),
definiendo con ello para cada insecticida un intervalo de cinco a ocho concentraciones

intermedias a ensayar.



En el Cuadro 1 se muestra la relacion de los insecticidas convencionales evaluados

mediante cuatro métodos de bioensayo para determinar la toxicidad contra adultos de

Zabrotes subfasciatus.

Cuadro 1. Relacion de insecticidas evaluados mediante cuatro meéetodos de
bioensayo.
Nombre Nombre Concentraciéon | Grupo Formulacién Registro Sanitario
comercial comun quimico
Malathion 50% CE | malation 515g dei.a. L OF Concentrado RSCO-INAC-0143-005-009-050
emulsionable
Lorsban 480 EM clorpirifos 480gi.a. L? OF concentrado RSCO-INAC-0115-004-009-044
etil emulsionable
Paration metilico paration 800gi.a.L? OF Grado tecnico | RSCO-INAC-0155-308-018-080
80% metilico
Lannate 90% metomilo 900g i.a. Kg* CB polvo soluble RSCO-INAC-0146-003-003-090
Perkill 50% CE permetrina 500g dei.aL? PT Concentrado RSCO-INAC-0156-337-009-048
emulsionable
Fenkill 10% CE fenvalerato 100 gi.a. L? PT Concentrado RSCO-INAC-0133-320-009-011

emulsionable

OF= organofosforado, CB= carbamato, PT=piretroide

Para diluir la solucién-insecticida a las concentraciones evaluadas en los ensayos de

los métodos de aplicacion residual y de aplicacién topica se utiliz6 como solvente la

acetona, y para el método de aspersion se utiliz6 agua destilada.

Se realizaron cinco repeticiones y en cada repeticién se incluy6é un testigo sin tratar.

Cuando la mortalidad en el testigo sin tratar fue <10% se corrigié con la formula de
Abbott (Abbott, 1925).




3.3. Métodos de bioensayo

3.3.1. Exposicion Residual en Frascos.

Se utilizaron frascos viales de capacidad de 30 mL, con una superficie interna
estimada de 37.76 cm?. Mediante una pipeta se aplicé 1 mL de la solucién insecticida-
acetona de cada una de las concentraciones a ensayar, inmediatamente se
mantuvieron en rotacidbn mecanica para impregnar la superficie interna del frasco (con
rotador provisto de tubos cromados, marca “Star”, Modelo 30-C Medidas: 60x53x31),
hasta lograr la evaporacion del solvente; posteriormente se procedié a colocar por

separado 20 adultos machos y 20 adultos hembras de Z. subfasciatus por frasco.

3.3.2. Aspersion con equipo tipo Torre de Potter.

Para este experimento, la aplicacion de los insecticidas se realiz6 con un equipo
de aspersion tipo Torre de Potter, el cual fue disefiado y adaptado por investigadores
del area de Toxicologia del Colegio de Postgraduados. Este equipo de aspersion de
forma cilindrica estd provisto de material acrilico de 0.5 cm de grosor y tiene
dimensiones de 40 cm de altura y 24.7 cm de didmetro interno, acondicionado en la
parte superior con una boquilla de acero inoxidable modelo Air Atom 1/4-JSS (Spraying
Systems Co.), el cual fue accionado a través de la alimentacion de aire a una presiéon
de 60 psi por medio de un compresor de aire de 24L (Marca Shimge, Modelo
SGFL9131).

La alimentacién del equipo de aspersion con las soluciones insecticidas se realizé con
puntas plasticas de pipeta de 0.5-5 ml (Marca: Plastibrand ®), inyectando 1 mL de la
solucion insecticida en base agua con un tiempo de aspersion de aproximadamente 2.5

segundos.

Para la aplicacion se emplearon de 20 a 25 insectos (machos y hembras de manera

separada) colocados en cajas Petri (85 mm de diametro x 10 mm de altura); concluida
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la aspersion se coloco la tapa a la caja y se dispusieron en la camara de cria durante
24 horas.

3.3.3. Aplicacion topica.

Se aplico la cantidad de 0.2 pl de la solucidon acetona-insecticida (acetona en
grado analitico) por insecto con el apoyo de una jeringa Hamilton® para cromatografia
de 10 pl, acoplada a un microaplicador manual de repeticion Hamilton®, la aplicacion

de a gota se colocé directamente en la region dorsal del torax.

Para cada dosis se usaron por separado 20 adultos machos y 20 adultos hembras y se
realizaron cinco repeticiones. Cada repeticion incluyd un testigo al cual sélo se le aplico
acetona. Los gorgojos tratados se colocaron en frascos viales, sin dieta y cerrados con

tapa plastica y se mantuvieron al interior de la camara de cria durante 24 h.

3.3.4. Exposicion Residual en papel filtro.

En este estudio se empled el método propuesto por la FAO (1974), al cual se
realizaron algunas modificaciones; se utilizaron circulos de papel filtro de 70 mm de
diametro marca Whatman No. 1 y fueron impregnados con 1 ml de solucién de
acetona-insecticida a través de una micropipeta Transferpette®, sostenidos éstos sobre
tres puntas finas enclavadas sobre una plataforma. Una vez impregnado el papel filtro
se dejo secar durante un minuto y luego se colocé sobre una charola de plastico, en
donde se colocaron entre 20 y 30 insectos adultos machos o hembras,
respectivamente, cubriéndolos con un vaso de plastico en posicién invertida (70 mm de

didmetro x 30 mm de altura).

3.4. Tiempo y criterios de evaluacion.

En todos los casos, después de las 24 h de exposicion al insecticida se determind

el porcentaje de mortalidad, considerando muerto a aquel insecto que no respondia al
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estimulo de un pincel para moverse, desplazarse, o cambiar de posicion cuando se

ejercido movimiento sobre él (FAO, 1984).

3.5. Andlisis estadistico.

Los resultados de los ensayos biologicos se analizaron mediante PROC PROBIT
(SAS Institute, 1997) para obtener los valores de CLso, y ClLos, con limites de confianza
al 95 %. Para determinar diferencias significativas, tanto en hembras como en machos,
en la respuesta a nivel de CLso 0 de CLgs, se compararon los limites de confianza. La
respuesta no fue estadisticamente diferente cuando sus limites de confianza al 95 % se

traslaparon, conforme a lo referido por Robertson y Preisler (1992).

Asimismo, se realiz6 comparacion de medias de las CLso mediante pruebas de
Tukey para definir diferencias estadisticamente significativas entre los insecticidas
evaluados por cada método de bioensayo empleado, y de manera similar, determinar la
existencia de diferencia significativa entre los métodos de bioensayo para cada

insecticida evaluado.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de ClLso y CLos se calcularon con los datos de la mortalidad
registrada después de 24 h de exposicién para cada insecticida en cada uno de los
métodos empleados, los cuales se muestran en la Cuadro 2 y Cuadro 3, para hembras

y machos adultos de Z. subfasciatus, respectivamente.
4.1. Método de aplicacion topica.

Con respecto a la dosis letal media de los insecticidas evaluados, para los adultos
hembras de Z. subfasciatus se presenté mayor toxicidad en los insecticidas fenvalerato

y clorpirifos etil, con una DLso de 0.006 y 0.008 pg i.a./insecto, respectivamente;
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seguido por paration metilico con una DLso de 0.017 pg i.a./insecto. En tanto que para
los insecticidas metomilo y malation se obtuvo una respuesta igual en toxicidad con un
valor de DLso de 0.032 pg i.a./insecto. Con respecto al insecticida permetrina se obtuvo
un valor de DLso de 0.042 ug i.a./insecto; lo cual correspondio a siete veces el valor de

DLso del insecticida con mayor toxicidad (fenvalerato) (Figura 1).

En el caso de adultos machos se obtuvo un orden similar de toxicidad de los
insecticidas evaluados; siendo éste igual (en algunos casos) o ligeramente mayor con
respecto al obtenido en adultos hembras. Los valores mas bajos de DLso se obtuvieron
con los insecticidas clorpirifos etil y fenvalerato (0.005 y 0.006 pg i.a./insecto,
respectivamente), mientras que permetrina siguié siendo el insecticida con menor

toxicidad con una DLso de 0.038 pg i.a./insecto (Figura 2).

4.2. Método de aspersion.

La mayor toxicidad en adultos hembras se presentd con paration metilico y
clorpirifos etil, con valores de ClLso de 0.002 pg i.a./cm? y de 0.003 pg i.a./cm?
respectivamente, en orden decreciente de toxicidad continué fenvalerato con un valor
de ClLso de 0.013 pg i.a./cm?, los insecticidas malation y metomilo presentaron una
toxicidad estadisticamente no diferente entre si con valores de CLso 0.033 pg i.a./cm?y
0.037 ug i.a./cm?, mientras que permetrina fue el insecticida con menor toxicidad, con
un valor de CLso de 0.052 ug i.a./cm? ; 26 veces el valor de la CLso del insecticida con

mayor toxicidad, (Figura 3).

En adultos machos la susceptibilidad a los insecticidas evaluados fue mayor que en

adultos hembras y se mantuvo en el mismo orden de toxicidad, (Figura 4).
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CUADRO 2. TOXICIDAD DE SEIS INSECTICIDAS CONTRA ADULTOS HEMBRAS DE Zabrotes subfasciatus, OBTENIDA POR CUATRO METODOS DE BIOENSAYO.

CLso pgi.a. cm™

CLss en pgi.a. cm?

INSECTICIDA METODO n b + EE (IC, 95%) (IC, 95%) X2 Pr>x?
RESIDUAL (FRASCOS) 1080 | 4.95 % 0.27 0.065 (0.062-0.068) 0.140 (0.129-0.155) 2.82 0.90
MALATION ASPERSION 685 | 5.56 * 0.35 0.033 (0.031-0.034) 0.065 (0.059-0.072) 3.01 0.56
TOPICAL* 644 | 5.08 + 0.30 0.032 (0.030-0.034) 0.067 (0.061-0.075) 0.57 0.90
RESIDUAL (PAPEL FILTRO) 971 | 3.04 + 0.16 2.85 (2.62-3.09) 9.90 (8.68-11.55) 4.70 0.70
RESIDUAL (FRASCOS) 840 | 3.41 + 0.21 0.090 (0.084-0.097) 0.27 (0.24-0.32) 1.42 0.92
PERMETRINA ASPERSION 724 | 8.88 * 0.66 0.052 (0.049-0.054) 0.079 (0.074-0.086) 0.54 0.97
TOPICAL* 643 | 5.57  0.35 0.042 (0.040-0.045) 0.084 (0.077-0.093) 0.53 0.97
RESIDUAL (PAPEL FILTRO) 774 | 2.41 % 0.15 5.55 (4.98-6.17) 26.76 (22.39-33.27) 2.02 0.85
RESIDUAL (FRASCOS) 820 | 4.07 + 0.24 0.064 (0.060-0.069) 0.163 (0.146-0.186) 2.55 0.77
FENVALERATO ASPERSION 824 | 3.15 + 0.17 0.013 (0.012-0.015) 0.045 (0.039-0.052) 2.39 0.79
TOPICAL* 739 | 3.59 + 0.21 0.0061 (0.0057-0.0066) | 0.018 (0.016-0.021) 1.54 0.91
RESIDUAL (PAPEL FILTRO) 659 | 3.15 * 0.20 4.96 (4.52-5.43) 16.50 (14.26-19.76) 0.49 0.97
RESIDUAL (FRASCOS) 1120| 2.77 + 0.14 0.14 (0.13-0.15) 0.54 (0.47-0.65) 3.60 0.83
METOMILO ASPERSION 882 | 3.82 + 0.22 0.037 (0.034-0.039) 0.099 (0.089-0.113) 2.98 0.56
TOPICAL* 751 | 7.47 + 0.45 0.031 (0.030-0.033) 0.052 (0.049-0.056) 1.42 0.84
RESIDUAL (PAPEL FILTRO) 676 | 3.14 + 0.19 28.50 (25.88-31.45) 95.39 (80.94-116.64) 1.88 0.76
RESIDUAL (FRASCOS) 981 | 2.57 + 0.13 0.044 (0.040-0.048) 0.19 (0.16-0.23) 4.68 0.59
PARATION METILICO  |ASPERSION 790 | 2.92 * 0.17 0.0018 (0.0016-0.0020) | 0.0066 (0.0057-0.0079) 2.85 0.72
TOPICAL 644 | 4.57 *+ 0.29 0.017 (0.016-0.018) 0.039 (0.035-0.045) 0.29 0.99
RESIDUAL (PAPEL FILTRO) 933 | 2.04 + 0.12 0.113 (0.100-0.127) 0.72 (0.59-0.92) 2.47 0.87
RESIDUAL (FRASCOS) 607 | 6.72 + 0.45 0.012 (0.011-0.013) 0.021 (0.019-0.023) 0.65 0.96
CLORPIRIFOS ETiL ASPERSION 975 | 4.50 + 0.24 0.0029 (0.0027-0.0031) | 0.0068 (0.0062-0.0075) 8.49 0.20
TOPICAL* 763 | 9.35 % 0.60 0.0083 (0.0080-0.0085) | 0.0124 (0.0118-0.0133) 4.07 0.54
RESIDUAL (PAPEL FILTRO) 800 | 2.84 + 0.17 0.049 (0.045-0.054) 0.18 (0.16-0.22) 0.98 0.96

n: nimero de adultos hembras tratados; b: pendiente; EE: error estandar de la pendiente.

CLso: Concentracion letal al 50 % de la poblacion en estudio, expresado en ug i.a. cm, calculado con un limite de confianza al 95%.
CLgs: Concentracion letal al 95 % de la poblacion en estudio, expresado en pg i.a. cm, calculado con un limite de confianza al 95%.

X?2: ji-cuadrada; Pr > x2 Probabilidad mayor a ji-cuadrada.

(*): Valores referidos a DLsp y DLgs; dosis letal al 50% y 95% de la poblacién en estudio, respectivamente, expresado en pg i.a./insecto, calculado con un limite de confianza al 95%.
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CUADRO 3. TOXICIDAD DE SEIS INSECTICIDAS CONTRA ADULTOS MACHOS DE Zabrotes subfasciatus, OBTENIDA POR CUATRO METODOS DE BIOENSAYO.

CLso ug i.a. cm™

CLss en pgi.a. cm™

NSECTICIDA METODO n b + EE (IC, 95%) (IC, 95%) xz Pr> xz
RESIDUAL (FRASCOS) 960 497 + 0.27 0.055 (0.052-0.058) 0.118 (0.109-0.129) 1.24 0.97
MALATION ASPERSION 828 531 % 032 0.027 (0.026-0.028) 0.055 (0.050-0.061) 2.45 0.78
TOPICAL* 635 385 = 024 0.024 (0.022-0.026) 0.063 (0.056-0.073) 0.34 0.95
RESIDUAL (PAPEL FILTRO) 874 214 + 0.13 1.37 (1.21-1.53) 8.05 (6.64-10.20) 0.49 1.00
RESIDUAL (FRASCOS) 840 351 * 021 0.074 (0.069-0.080) 0.22 (0.19-0.25) 0.36 1.00
PERMETRINA ASPERSION 672 827 + 0.56 0.044 (0.043-0.046) 0.070 (0.066-0.076) 5.05 0.28
TOPICAL* 635 498 + 0.34 0.038 (0.036-0.040) 0.082 (0.074-0.092) 1.73 0.79
RESIDUAL (PAPEL FILTRO) 653 234 * 0.14 3.18 (2.81-3.59) 16.06 (13.18-20.44) 0.18 1.00
RESIDUAL (FRASCOS) 720 442 + 033 0.053 (0.050-0.056) 0.125 (0.112-0.144) 0.70 0.95
FENVALERATO ASPERSION 761 292 + 0.19 0.0069 (0.0063-0.0075) 0.025 (0.022-0.031) 4.52 0.48
TOPICAL* 657 353 + 0.23 0.0058 (0.0053-0.0063) 0.017 (0.015-0.020) 1.19 0.88
RESIDUAL (PAPEL FILTRO) 666 268 * 0.18 3.64 (3.26-4.04) 14.95 (12.70-18.31) 4.04 0.40
RESIDUAL (FRASCOS) 800 314 * 0.17 0.064 (0.059-0.070) 0.21 (0.18-0.25) 0.96 0.97
METOMILO ASPERSION 930 413 = 0.23 0.022 (0.021-0.024) 0.056 (0.051-0.063) 5.35 0.25
TOPICAL* 651 565 * 035 0.023 (0.022-0.024) 0.045 (0.042-0.050) 0.73 0.95
RESIDUAL (PAPEL FILTRO) 779 311 * 0.18 24.15 (22.11-26.24) 81.50 (71.32-95.80) 0.59 0.99
RESIDUAL (FRASCOS) 882 264 * 0.16 0.030 (0.027-0.033) 0.12 (0.10-0.15) 1.24 0.97
PARATION METILICO  [ASPERSION 799 290 * 0.17 0.0014 (0.0013-0.0016) 0.0053 (0.0046-0.0063) 1.92 0.86
TOPICAL* 625 460 = 0.30 0.0119 (0.0112-0.0127) 0.027 (0.024-0.031) 1.72 0.79
RESIDUAL (PAPEL FILTRO) 747 187 + 0.13 0.083 (0.071-0.095) 0.62 (0.50-0.83) 0.61 0.99
RESIDUAL (FRASCOS) 540 6.09 * 045 0.0095 (0.0091-0.010) 0.018 (0.016-0.020) 2.64 0.45
CLORPIRIFOS ETIL ASPERSION 743 467 £ 0.30 0.0021 (0.0019-0.0022) 0.0047 (0.0042-0.0054) 1.16 0.88
TOPICAL* 545 996 = 0.72 0.0053 (0.0051-0.0055) 0.0077 (0.0074-0.0083) 3.40 0.33
RESIDUAL (PAPEL FILTRO) 661 3.01 % 0.23 0.043 (0.039-0.047) 0.15 (0.13-0.18) 0.43 0.98

n: numero de adultos machos tratados; b: pendiente; EE: error estandar de la pendiente
CL50: Concentracion letal al 50 % de la poblacién en estudio, expresado en pg i.a. cm-2,
CL95: Concentracion letal al 95 % de la poblacion en estudio, expresado en g i.a. cm-2,

¥ ji-cuadrada; Pr > x% Probabilidad mayor a ji-cuadrada.

(*): Valores referidos a DLsp y DLgs; dosis letal al 50% y 95% de la poblacién en estudio,

calculado con un limite de confianza al 95%.
calculado con un limite de confianza al 95%.

respectivamente, expresado en pg i.a./insecto, calculado con un limite de confianza al 95%.
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Figura 1. Lineas de respuesta dosis-mortalidad de seis insecticidas en adultos hembras de Zabrotes

subfasciatus (Boheman), obtenidas mediante aplicacion tépica.
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4.3. Método Residual en Frascos.

Mediante este método se obtuvo una mayor toxicidad contra adultos hembras con
los insecticidas clorpirifos etil y paration metilico, con valores de concentracion letal
media de CLs50=0.012 y CLs0=0.044 pg i.a. cm? respectivamente; seguidos por
fenvalerato y malation con valores estadisticamente iguales de CLso de 0.06 y 0.064 g
i.a./cm2. Con permetrina se obtuvo un valor de CLso de 0.09 g i.a./cm? que represento
7.5 veces el valor de la CLso del insecticida mas toxico (clorpirifos etil), en tanto el
metomilo fue el insecticida con el valor mas alto de CLso (0.14 ug i.a. cm™), 11.6 veces
el valor de la CLso de clorpirifos etil, lo cual significd que la tolerancia del insecto a este
insecticida fue mayor, (Figura 5).

La susceptibilidad de adultos machos fue mayor con respecto a adultos hembras
para cada uno de los insecticidas evaluados, el valor mas bajo de CLso se obtuvo con
clorpirifos etil (0.010 pg i.a. cm™?) en tanto que el insecticida con menor toxicidad fue

permetrina con un valor de la CLso de 0.055 pg de i.a./cm (Figura 6).
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Figura 5. Lineas de respuesta dosis-mortalidad de seis insecticidas en adultos hembras de Zabrotes
subfasciatus (Boheman), obtenidas mediante exposicion residual en frascos.
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4.4. Método Residual en Papel Filtro.

Con este método de evaluacion se obtuvieron valores mas altos de CLso con
respecto a los otros métodos, pero conservando en general la tendencia en el orden de
toxicidad. La toxicidad mayor en adultos hembras de Z. subfasciatus se obtuvo con
clorpirifos etil con una CLso de 0.05 pg i.a./cm?, seguido de paration metilico con valor
de CLso=0.113 pg i.a./ cm? mientras que para malatibn se obtuvo un valor de
CLs0=2.849, esto es 57 veces el valor de clorpirifos etil que fue el insecticida mas
toxico. Con los insecticidas piretroides fenvalerato y permetrina se obtuvo una
respuesta de toxicidad similar entre si con valores de CLso de 4.96 y 5.55 ug i.a./ cm?,
respectivamente; mas de 99 veces el valor de la CLso del insecticida mas toxico. Para
metomilo se obtuvo una CLso de 28.50 ug i.a./cm2 por lo que la tolerancia a este

insecticida fue mayor, (Figura 7).

El orden en la respuesta de toxicidad de los insecticidas evaluados obtenida en los
adultos machos (Figura 8) es similar a la de adultos hembras, sin embargo
comparativamente la susceptibilidad sigue siendo mayor; en este caso clorpirifos etil es
el insecticida mas toxico, con un valor de CLso de 0.043 pg i.a./ cm?, y metomilo el
insecticida menos toxico con un valor de CLso de 24.150 pg i.a./ cm?, (560 veces menos

con respecto al insecticida mas toxico).
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Figura 7. Lineas de respuesta dosis-mortalidad de seis insecticidas en adultos hembras de Zabrotes

subfasciatus (Boheman), obtenidas mediante exposicion residual en papel filtro.
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(Boheman), obtenidas mediante exposicion residual en papel filtro.
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4.5. Comparacion de la toxicidad de los insecticidas evaluados por método de

bioensayo.

En general, los valores mas altos de DLso y CLso para todos los métodos de
bioensayo se obtuvieron con los insecticidas metomilo y permetrina, por lo que su
toxicidad contra hembras y machos de Z. subfasciatus fue menor que el resto de los
insecticidas evaluados. Evans (1985), mediante metodologia diferente de evaluacién de
efectividad de insecticidas en laboratorio obtuvo que permetrina no fue efectivo en el

control de Z. subfasciatus.

Otros investigadores han mostrado que los insecticidas organofosforados son
mucho mas efectivos que permetrina contra la mayoria de las plagas de granos
almacenados (Evans, 1985); lo cual es congruente con la respuesta obtenida en el
estudio, siendo clorpirifos etil y paration metilico los insecticidas mas toxicos mediante
exposicion residual; en tanto que con el método de aplicacién tdpica fenvalerato y

clorpirifos resultaron ser los mas toxicos.

Por otro lado, Busvine (1971), sefiala que los machos de la mayoria de las
especies de insectos son menos tolerantes al contacto con insecticidas que las

hembras, situacion que se corrobora con el presente estudio.

En cuanto a comparacion de los métodos residuales de bioensayo, con el método
de aspersion se obtuvieron las CLso mas bajas (en el Cuadro 4 se muestra la
comparacion de medias de CLso y DLso obtenidas en adultos hembras en cada uno de
los métodos de bioensayo empleados); al respecto Champ y Campbell-Brown (1970),
sefialan que un método satisfactorio es aquel donde a partir de un analisis de regresion
de datos se obtienen los valores mas bajos de CLso y DLso, ademas de la mayor

homogeneidad de la poblacion.
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En un andlisis similar de comparacion de medias de ClLso y DLso de cada
insecticida en relacion con los métodos de bioensayo empleados, obtenidas en adultos
hembras, (Cuadro 5), se muestra que para los seis insecticidas, con el método residual
en exposicion a través de papel filtro se obtuvieron los valores de CLso mas altos y
significativamente diferentes en comparacion al resto. Este método sin embargo
(Método No. 06), es el recomendado por el Insecticide Resistance Action Committee
para prueba de susceptibilidad a insecticidas en adultos de coledptera considerados
plaga de granos almacenados; basado en el Método No. 015 recomendado por la FAO.

Cuadro 4. Agrupacion de Tukey, en la comparacion de medias de CLso y DLso por

método de bioensayo, contra adultos hembras de Zabrotes subfasciatus.

Método Insecticida Media CLso Agrupamiento Tukey*
ug i.a. cm?

Aspersion Permetrina 0.052 A
Metomilo 0.038 B
Malation 0.033 C
Fenvalerato 0.013 D
Clorpirifos etil 0.0029 E
Paration metilico 0.0018 E

Residual en Metomilo 0.13 A

frascos Permetrina 0.086 B
Malation 0.065 C
Fenvalerato 0.065 CD
Paration metilico 0.045 D
Clorpirifos etil 0.012 E

Residual en Metomilo 28.58 A

papel filtro Permetrina 5.533 B
Fenvalerato 5.074 BC
Malation 2.869 C
Paration metilico 0.115 D
Clorpirifos etil 0.050 D

Media DLso

Topical Permetrina 0.042 A
Malation 0.033 B
Metomilo 0.032 B
Paration metilico 0.017 C
Clorpirifos etil 0.0083 D
Fenvalerato 0.0062 D

* Medias con la asignacion de la misma letra no son significativamente diferentes.

27




Cuadro 5. Agrupacion de Tukey, en la comparacion de medias de CLso y DLso por

insecticida contra método de bioensayo, en adultos hembras de Zabrotes

subfasciatus.

Insecticida Método Media CLso | Agrupamiento Tukey*
ug i.a. cm?
Residual en papel filtro 0.049 A
Clorpirifos etil Residual en frascos 0.011 B
Topical** 0.0083 B
Aspersion 0.0029 C
Residual en papel filtro 0.11 A
Paration metilico | Residual en frascos 0.045 B
Topical** 0.017 C
Aspersion 0.0018 C
Residual en papel filtro 28.58 A
Metomilo Residual en frascos 0.13 B
Aspersion 0.038 B
Topical** 0.031 B
Residual en papel filtro 5.074 A
Malation Residual en frascos 0.063 B
Aspersion 0.013 B
Topical** 0.0062 B
Residual en papel filtro 5.53 A
Fenvalerato Residual en frascos 0.090 B
aspersion 0.051 B
Topical** 0.042 B
Residual en papel filtro 2.87 A
Permetrina Residual en frascos 0.066 B
Aspersion 0.033 B
Topical** 0.032 B

* Medias con la asignacion de la misma letra no son significativamente diferentes.

** Topical, valores corresponden a DLs, dosis letal media, expresado en pg de i.a./insecto.
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5. CONCLUSIONES

Con los cuatro métodos de bioensayo utilizados se obtuvo precisibn en los

resultados, los cuales se ajustaron a una linea recta derivado de analisis de regresion.

Con el método de aspersion se obtuvieron las ClLso y ClLes mas bajas;
caracteristica deseable que debe tener un método de bioensayo segun Champ y
Campbell-Brown (1970).

La necesidad de metodologias simples, precisas y rapidas, que nos permitan
evaluar la efectividad de los insecticidas contra Z. subfasciatus hace recomendable,
ademas del método de aspersién y por su practicidad, el método residual en frascos..

De acuerdo con los valores de las pendientes y de ji-cuadradas obtenidas en los
cuatro métodos de bioensayo utilizados, se confirma que la poblacibn de Z.
subfasciatus es muy homogénea en cuanto a respuesta de toxicidad de los insecticidas

evaluados y que los adultos machos son menos tolerantes que las hembras.
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