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INTRODUCCION

En Meéxico hay una gran variabilidad de cultivos como frutales, hortalizas,
ornamentales, industriales, forrajeros entre otros, los cuales presentan problemas con
plagas de insectos, nematodos, acaros, dentro del complejo de acaros plaga, por su
agresividad y gran diversidad de cultivos hospederos atacados la arana de dos manchas
(Tetranychus urticae) esta catalogada como una especie que mas problemas ocasionan a la
agricultura. Su alto potencial reproductivo le permite incrementar su poblacion
rapidamente, de tal manera que en un corto tiempo puede rebasar el umbral econdmico si
no se toman medidas de control adecuadas (Gould, 1987). Referente al control de esta
plaga, se han utilizado una serie de métodos, de los cuales, el control quimico se ha usado
en forma irracional, con el fin de mantener las poblaciones por debajo de los umbrales
econdmicos, debido a este uso indiscriminado de acaricidas se ha tenido en poco tiempo
una alta presion de seleccion y con ello un incremento en las dosis comerciales que aunado
a la constante aplicacion de un solo producto, hace que el acaro desarrolle mecanismos de
desintoxicacion a la molécula acaricida expresando asi la resistencia a los productos

quimicos.

Diversas investigaciones indican que esta especie es una de las que mas casos de
resistencia ha presentado (Hussey y Parr, citados por Gould, 1987) siendo el dicofol uno de

ellos.

En México, existe una propuesta original para el manejo de resistencia en los

acaricidas, que consiste en una clasificacién con base en los mecanismos de resistencia que



cada toxico promueve (Lagunes y Rodriguez, 1989). Este sistema propone seleccionar el
plaguicida tomando en cuenta el efecto que su aplicacion tenga sobre la poblacidn plaga, de
acuerdo con la historia de uso del producto en la region, las caracteristicas bioldgicas de la
especie y el patron de cultivos. A pesar de que esta estrategia tiene un buen sustento
racional, su adopcién como herramienta global de manejo se ha visto limitada debido a la
falta de mayor difusion del bioensayo como un procedimiento para determinar, en cualidad

o grado, el desarrollo de poblaciones resistentes a plaguicidas.

Por lo anterior expuesto se ha planteado esta investigacion, que pretende dar
herramientas que conlleven la implementacion de bioensayos para productos acaricidas, de
manera que el interesado pueda establecerlos con alguna de las metodologias descritas para
el tetraniquido de interés. con el fin de implementar estrategias de manejo de toxicidad de
estos productos, siendo mas confiables para los productores Coahuilenses. Es por ello que
el objetivo de esta investigacion es Determinar el método de bioensayo mas confiable y

versatil para determinar la susceptibilidad de Tetranychus urticae.



REVISION DE LITERATURA

Bioensayo

Finney (1971) se refiere a el como ensayo bioldgico, y lo define como la medicion
de la potencia de cualquier estimulo fisico, quimico, bioldgico, fisiolégico o psicoldgico,
por medio de las reacciones que este produce sobre la materia viva. Por su parte Hubert
(1980) lo consigna como un conjunto de procedimientos en el que se determina la cantidad

o fuerza de un agente o estimulo mediante la respuesta de un sujeto.

Lagunes y Villanueva (1994) dicen que el bioensayo, es cualquier método por
medio del cual alguna propiedad de una sustancia o material, es medida en términos de la
respuesta bioldgica que produce, se emplea para determinar la toxicidad de las sustancias

quimicas con supuestas propiedades toxicas.

Bénki (1978), sefiala al bioensayo como un procedimiento experimental en el que se
pretende determinar la efectividad biologica de un plaguicida. Por su parte, Busvine (1971)
menciona que el termino bioensayo, en el sentido amplio, cubre todos los experimentos en
los que la potencia de un insecticida se mide con referencia a una colonia estandarizada de
insectos, y agrega que el termino también cubre a aquellos casos en los que el insecto se usa
como una herramienta para medir pequenas cantidades de insecticida, sobre un sustrato

dado.



Eesa y Cutkomp (1984) lo definen como la determinaciéon de los efectos de
productos quimicos en pruebas de organismos vivos y sefialan que el termino también se
utiliza para denotar un método para la determinacion de residuos de insecticidas,
empleando graficas dosis-mortalidad previamente establecidas para un cierto compuesto y

un determinado organismo de prueba.

Objetivo del bioensayo

» Determinacion de la eficiencia de varios toxicos contra una poblacion de insectos o
acaros.

» Determinacion de la susceptibilidad de diferentes razas o especies de artropodos a
un toxico.

» Determinacion de la cantidad de un toxico a un sustrato. Estimacion del nivel de
estimulo necesario para obtener respuesta en determinada proporcion de individuos

(Hubert, 1980).

La relacion dosis-respuesta

Esta constituida por dos componentes: el estimulo y el sujeto. El estimulo se aplica

al sujeto como una dosis (una intensidad especificada en unidades de concentracion, peso, u

otra unidad apropiada) administrada bajo condiciones ambientales tan controlables como



sea posible. Como resultado de ello, el sujeto manifiesta una respuesta (desarrollo, cambio
de color, debilidad, etc.) que en caso de ser cualitativa, su ocurrencia o ausencia dependera

de la intensidad del estimulo (Finney, 1971).

Loomis (sin fecha) menciona que la base de la relacion dosis-respuesta radica en la
determinacion experimental del intervalo de concentraciones de sustancia quimica en el
que se da un efecto gradual entre el extremo en el que la dosis es tan pequefia que no
produce efecto, hasta aquel en el que es tan alta, que produce la muerte de todos los

organismos.

Los datos que resultan de un bioensayo cualitativo son: dosis empleada, nimero de
individuos tratados y niimero de individuos que responden al tratamiento. Si se grafica la
proporcidon de organismos que corresponden contra la dosis con que fueron tratados, se
obtiene una curva que generalmente presenta una forma sigmoidal asimétrica. Tal asimetria
ha sido explicada empiricamente desde 1879, cuando Galton (citado por Busvine, 1971)
observd que la variacion en los seres vivos frecuentemente muestra una distribucion

geométrica y no aritmética.

Del mismo modo, la ley de Weber-Fechner declara que el minimo incremento en la
estimulacion en los 6rganos en los sentidos, es proporcional a la magnitud del estimulo; lo
que indica que la sensitividad es una fusion del logaritmo del estimulo (Busvine, 1971). Si
ahora se grafica la proporcion de organismos que corresponden contra el logaritmo de la
dosis con que fueron tratados, obtenemos una curva sigmoidal simétrica. La cohesion de los

valores de dosis a logaritmos, provoca una reduccion progresiva del eje de las abscisas, de



tal manera que el punto de inflexion de la curva sigmoide resultante coincide con el valor
de 50% en el eje de las ordenadas (Hewlett y Plackett, 1979).

Se puede entender mejor que la DLsy es un parametro representativo, si construimos
un histograma de frecuencias con los datos de un bioensayo, graficando la frecuencia de
mortalidad (el nimero de individuos que responden a una dosis menos el nimero que
responde a una dosis menor) contra la dosis (clases). Observamos que las respuestas

cualitativas exhiben una distribucion similar a la normal.

Tipos de bioensayo

Bioensayo directo.- consiste en la aplicacion de una dosis Unica a un organismo, o
en el incremento del estimulo en un periodo de tiempo. Involucra la medicion de la
cantidad exacta de toxico que produce un determinado nivel de intoxicacion en un

individuo; en este tipo de pruebas la variable de interés es la dosis.

Bioensayo indirecto.- Consiste en la aplicacion de una dosis a una muestra
representativa de la poblacion, de manera que los resultados son atribuidos a la poblacion

de donde se extrajo la muestra.



Métodos de bioensayo

Aplicacion topica.- consiste en la aplicacion de una cantidad conocida del toxico

sobre el cuerpo del organismo

Fumigacion.- se refiere a la confinacion del organismo en un contenedor cerrado

donde se libera un toxico que ejerce accidn toxica en su fase de vapor.

Exposicion residual.- el organismo se expone a un ambiente contaminado con
cierta concentracion del toxico. Busvine (1971) menciona que este tipo de exposicion
puede realizarse mediante diversos experimentos: inmersion del organismo en soluciones
del toxico, aspersion de insecticida sobre substratos o alimento o pintado de superficies con
soluciones toxicas. Al respecto Champ y Dyte (1976) sefalan que el empleo de pruebas con
grano impregnados con polvo y la aspersion sobre insectos plante a dificultades con
respecto a la repetibilidad de dosis de aplicacion y a la captacion uniforme de insecticida
por los organismos de prueba, sefialan ademas, que la aplicacion topica y la exposicion a
peliculas residuales son procedimientos con mejores caracteristicas que las anteriores. Los
citados investigadores afiaden que, a pesar de lo laborioso del procedimiento, la aplicacion

topica es el método mas empleado para detectar resistencia.

Factores que afectan los resultados del bioensayo



La respuesta de un organismo a un toxico es caracteristicamente especifica, y puede
variar entre razas, estados y sexos dentro de una misma especie, y ser afectada por el

procedimiento experimental o el método empleado para medir la respuesta.

Factores inherentes al organismo de prueba

Champ y Dyte (1976) mencionan que algunas caracteristicas inherentes a la
biologia del 4caro o al insecto como fase de desarrollo, edad, peso y sexo de los individuos

de prueba influyen definitivamente sobre la respuesta de los organismos en el bioensayo.

Edad y estado de desarrollo.- En farmacologia se acepta de manera general que
entre mas peso tenga un organismo requerira mayor dosis de un toxico para producir cierto
efecto (Matthews, 1984). Las diferencias en susceptibilidad a insecticidas de los estados
sucesivos del ciclo vital de los acaros o insectos, se deben presumiblemente a los cambios
en anatomia, fisiologia y tamafio por los que pasan. Por esta razon, las diferencias en
susceptibilidad se manifiestan mas en individuos con metamorfosi completa que los que

presentan metamorfosis parcial.

Del mismo modo la susceptibilidad en cada etapa en la vida del acaro o el insecto
esta afectada por diferentes causas: desarrollo y cambios asociados a la muda en larvas y
ninfas; reorganizacion anatomica y cambios en el metabolismo en huevecillos y pupas vy,

cambios en el habito alimenticio, madures sexual y edad del adulto (Busvine, 1971).



Champ y Dyte (1976) sefialan que los estados de reposo metabolico, afectan la respuesta de
los 4caros e insectos a los toxicos. La seleccion en larva produce mayor resistencia que la
seleccion en adulto debido a que, en general la larva tiene mayor capacidad metabolica

(Lagunes y Villanueva, 1994)

Sexo.- De manera general en &caros e insectos los machos son mas susceptibles a
insecticidas que las hembras.

Factores inherentes al procedimiento experimental

El protocolo para cada bioensayo contiene una serie de especificaciones que indican
el tratamiento que se dard al organismo durante el desarrollo del experimento y después de
este. La combinacion de tales factores repercuten directamente en los resultados del ensayo

y caracterizan a cada procedimiento.

Factores ambientales y alimentacion.- Matthews (1984)consigna que la mayoria
de los insecticidas hay una correlacion positiva entre la toxicidad y la temperatura, pero en

casos como el DDT y algunos piretroides es inversa.

Busvine (1971) menciona que la iluminacién puede modificar el comportamiento
del acaro o insecto, lo que puede influir en la sobre vivencia directamente al afectar la tasa
metabolica, o bien influir indirectamente en los bioensayos en que el individuo incremente
la dosificacion recibida al desplazarse sobre una superficie tratada. Con respecto a la dieta

el citado autor sefiala la cantidad y calidad de esta puede afectar el tamafio y la capacidad



de sobre vivencia del adcaro. Ademas de que puede existir una diferencia en la tolerancia

entre individuos recién alimentados y aquellos que se han alimentado por un tiempo.



Método de exposicion.- Champ y Dyte (1976) recomiendan seleccionar una fase
apropiada del ciclo biologico del acaro a tratar y elegir un tipo apropiado de bioensayo para
medir la respuesta. El bioensayo mas satisfactorio es aquel que ofrezca en los resultados la

menor heterogeneidad, la pendiente mas pronunciada y el menor valor de DLs.

Criterio de mortalidad.- la eleccion de la respuesta a medir en un bioensayo es
discrecional, tiene la Unica condicion de que este relacionada con la medicion de la
tolerancia al toxico. Entre los criterios empleados podemos encontrar: ausencia de
movimiento, derribo (Knockdown) definido por Champ y Dyte (1976) como la incapacidad
de desplazarse al menos una distancia equivalente a la longitud de su cuerpo (Magaro y
Edelson, 1990), respuestas tan exoticas como el habito tejedor en arafias (Samu y Vollrath,

1992) o tan complejas como un sistema de clasificacion asociado.

Tiempo de evaluacion.- el tiempo que transcurre entre el inicio de la exposiciéon o
tratamiento, y la evaluacion de la respuesta influye en el tipo y grado de esta ultima. La
exposicion al plaguicida puede ser continua o puede establecerse un periodo limitado de
exposicion seguido de un periodo de recuperacion que tiene una duracion suficiente para
que se estabilice la respuesta (Champ y Dyte, 1976). El tiempo de exposicion depende del

tipo de bioensayo y también de las caracteristicas de la accion del plaguicida.

Solventes.- para establecer un vehiculo mediante el cual se aplicara el toxico, o se
impregnara una superficie, el plaguicida debe mezclarse con un solvente, este puede ser de
naturaleza no volatil como el aceite de olivo o el aceite Risella; o bien, volatil como la

acetona, el metil-etil-cetona o el xileno.



Busvine (1971) sefiala que a pesar de que la mayoria de las especies pueden sobrevivir a la
asfixia por varias h, algunos liquidos pueden penetrar el sistema traqueal con consecuencias
funestas. El mismo autor indica que los hidrocarburos insaturados, solventes clorinados y
acidos grasos libres, parecen poseer toxicidad farmacologica, cuya accion se acelera si
penetran al sistema traqueal del insecto. Debido a su alta volatilidad, facilidad de
adquisicion y capacidad para disolver a la mayoria de los plaguicidas, la Sociedad
Americana de Entomologia (ESA, por sus siglas en ingles) recomienda el uso de acetona
como solvente universal para las pruebas de deteccion de resistencia. Champ y Dyte
(1976)mencionan que la utilidad del aceite Risella, como solvente en la impregnacion del
papel, reside en que resulta inocuo a la mayoria de los insectos, presenta buenas

caracteristicas de solubilidad con respecto a muchas insecticidas y es de facil obtencion.

Tamaifio De Muestra.- Robertson e/ al. (1984) consideran que para obtener una

estimacion confiable en una regresion dosis-mortalidad se requiere de una muestra con un

minimo de 120 individuos, y sefalan que una muestra de 240 organismos o mas,

aumentaba considerablemente la precision.

Uso de bioensayos en el orden acarina

Inmersion en portaobjetos (FAO, 1974).

Propuso este método estandarizado para la deteccidon de resistencia en adultos de

los acaros Tetranychus spp. Y Panonychus ulmi (Tetranychidae). En este procedimiento, se



pega una tira de cinta adhesiva, sobre un portaobjetos y con la ayuda de un pincel, se
colocan dorsalmente acaros hembra adultos sobre la cinta, procurando hacerlo en 5 hileras
de 10 individuos y evitando los 0.65 cm del extremo del portaobjetos. Posteriormente este
debe introducirse en un recipiente con solucioén acaricida (producto técnico en acetona-
agua, mas humectante), de tal manera que los acaros queden sumergidos en la solucion;
enseguida debera agitarse suavemente por 5 s, para después retirarlo del recipiente y

colocarlo de canto sobre un material absorbente.

Ya secos, los portaobjetos se trasladan a una cdmara a 27°C y 95 % de humedad
relativa (HR), donde son confinados por 24 h. Al examinar los acaros bajo estereoscopio, se
considera muertos a aquellos que sean incapaces de responder con movimientos de las

patas, después de haber sido estimulados ligeramente con un pincel fino (Anénimo, 1974).

El método de inmersion en portaobjetos ha sido reproducido con varias especies,
Riedl y Hoying (1983)lo emplearon con Tetranychus urticae (Tetranichidae), mientras que
Iftner y Hall (1983), lo utilizaron con T. urticae y P. ulmi. Por otra parte, Knowles et al.
(1988) hicieron lo propio con Rhizoglyphus eechinopus (Acaridae). En experimentos con
este ultimo acaro, Osborne y Petitt (1985) realizaron bioensayos con adultos y huevecillos,
utilizando también el método de la FAO, para determinar susceptibilidad a soluciones de
jabon formulado. En el caso de huevecillos, colocaron de 15 a 20 huevecillos por
portaobjetos y evaluaron el porcentaje de eclosion en los tratamientos a 144 h después de la

inmersion.



Inmersion en hoja (FAO, 1974).

Royalty y Perring (1987) determinaron la susceptibilidad de Acolops lycopersici
(Eriophydae) a varios acaricidas. El método consistié en confinar, con dispositivos de
acrilico a grupos de 10 4caros hembra sobre hojas de tomate tratadas por inmersion en una
mezcla de solucion acuosa de acaricida formulado y 0.25 ml de soluciéon de humectante
(Tritén al 50% ). La evaluacién de la respuesta la llevaron a cabo 48 h después del
tratamiento, conservando vivos a aquellos acaros que, el ser estimulados con un pincel,

moviesen patas o abdomen.

Welty et al (1988) compararon dos bioensayos para detectar poblaciones resistentes
de P. ulmi a cihexatin. Uno de los ensayos era una modificacion del método previamente
descrito para detectar resistencia a dicofol en Tetranychus spp (Dennhey et al., 1987). La
modificacion consistia en agregar, la caja ya tratada, una esponja de celulosa (10 mm de
didmetro x 6 mm) y 4 gotas de agua. En el otro método emplearon una caja petri con una
hoja de manzano tratada por inmersion, la cual descansaba sobre una almohadilla de
algodon hiimedo; una tira de algodon hiimedo colocada a lo largo de cada lado de la hoja,
confinada a los acaros en este ensayo. La mortalidad se evalud en el primer método a las

24 hyalas 72 h en el segundo.

Pelicula residual en caja petri (FAO, 1974).



Dennhey et al. (1987) evaluaron la utilidad de un método rapido de bioensayo para
detectar resistencia a dicofol en Tetranychus spp. Ese ensayo consistia en tratar una caja
petri de plastico (50 mm de didmetro x 9 mm) con 1 ml de solucién de dicofol formulado
en etanol. Después de agregar el acaricida la caja se tapaba y se giraba en todas direcciones
durante 5 s, para luego descartar el exceso de solucion y dejar abierta la caja por 15 minutos
para que secara. Posteriormente se colocaba en ella un grupo de 20 acaros hembra con
ayuda de un pincel. La evaluacion de los tratamientos se llevaba a cabo a 24 h de
confinamiento, considerando muertos a aquellos &acaros que fueran incapaces de
desplazarse al menos una longitud similar a la de su cuerpo al ser ligeramente estimulados
con la punta de un pincel. Los citados investigadores validaron esta técnica comprobando
con otros métodos de bioensayo y llegaron a determinar una concentracion discriminante de
56.2 ppm. Esta misma metodologia fue evaluada por Grafton-Cardwell et al. (1989) para la
deteccion de resistencia a Propargite en el mismo genero, en este caso la concentracion

discriminante fue de 1000 ppm.

Pelicula residual en hoja (FAO, 1974).

Reséndiz (1988) evalto la respuesta de 7. urticae a Stirrup-M® (Alquenol-
Multimetil) solo y mezclado con acaricidas, confinando a los acaros sobre hojas tratadas

con soluciones acuosas en una camara de observacion.



Pree et al. (1989), trabajando también con P. u/mi realizaron una comparacion
similar a la anteriormente descrita; en este caso compararon el método de Denney et al.
(1987), tal y como este lo describe, con un bioensayo con discos foliares tratados. En este
procedimiento asperjaron hojas de durazno con 5 mm de solucién de dicofol con una torre
Poter, de las mismas se obtuvieron discos de 1.5 cm de didmetro, que colocaron con el
envés hacia abajo, sobre algodon humedo. Posteriormente, confinaron a 10 hebras del acaro

en cada disco y revisaron mortalidad a las 48 h de exposicion.

Hoy y Conley (1989) evaluaron la resistencia de 7. pacificus a Propargite,
confinando de 25 a 30 hembras en discos foliares de frijol (3cm de didmetro) que
descansaban sobre algodon himedo sobre en un recipiente de plastico. Ya con los 4caros en
los dispositivos, los asperjaron por 5 s, con una solucién acuosa de propargite formulado,
empleando una maquina aspersora (Crown Spra-Tool) mantenida a 23 cm del sustrato;

evaluaron la mortalidad a 48 h después de la aspersion.

Ademas del bioensayo con inmersioén en portaobjetos, la FAO también recomienda
un ensayo ovo-larvicida. En este se trata una hoja o un disco foliar (2 cm de didmetro)
mediante inmersion en solucion acaricida, posteriormente se coloca sobre una almohadilla
de algodon hiimedo, o bien, se afiade un pequefio tubo con agua al peciolo de la hoja.
Luego se colocan de 5 a 10 4caros hembras sobre el haz o el envés de la hoja (de acuerdo
con la planta y la especie del acaro). También es posible trabajar con hojas sin desprender
de la planta y ensayar el efecto de la inmersion de esa parte de la planta sobre huevecillos y
neonatos. Para ello pueden adicionarse de 5 a 10 hembras a una hoja, las cuales se

remueven a la hoja al dia siguiente, realizando un conteo de huevecillos. Posteriormente la



hoja con huevecillos se introduce en la solucién acaricida por 5 s, con ligeros movimientos
de agitacion. El material tratado se mantiene en una camara hasta la eclosion del
tratamiento testigo, realizando la evaluacion cuando los acaros jovenes a alcanzado el
desarrollo deutoninfal. La evaluacion del efecto del acaricida involucra un conteo de: a)
huevecillos no eclosionados, b) acaros muertos (incluyendo larvas, fases en reposos
arrugadas y ninfas), ¢) acaros vivos (incluidas fases en reposos sanas). De ese modo, el
efecto puede calcularse en porcentaje de la siguiente manera: % Mortalidad ovo-larval =

(atb)(at+b+c)! (Andnimo, 1974).

Pelicula residual en papel filtro (FAO, 1974).

Blair (1989) evalu¢ el efecto de 53 plaguicidas sobre huevecillos y adultos de T.
evansi. En el ensayo con huevecillos se permitié que 10 a 12 hembras ovipositaran por 24 h
sobre tiras de hojas de tabaco (20 x 25 mm). Las tiras de hojas de tabaco habian sido
colocadas sobre tiras de papel filtro, que a su vez descansaban sobre un dispositivo de

acrilico con agua que suplia de humedad al papel por medio de tiras de algodon.

Las tiras con los huevecillos se encubaron por 24 h y se observaron bajo el
microscopio para eliminar huevecillos infértiles y dejar 12 o 13 huevecillos por tira. Las
tiras infestadas se sumergieron en una solucién de acaricida por 5 s y se dejaron escurrir

antes de ser colocadas nuevamente sobre las tiras de papel humedo.



Los dispositivos se cubrieron con un pabelléon de polietileno y se mantuvieron a 25
+ 2° C por 7 dias registrando el numero de huevecillos eclosionados al fin de ese periodo.
Para la evaluacion con adultos, se trataron por inmersion durante 5 s, 4 hojas de plantas de
tabaco desarrolladas en maceta, las hojas se dejaron secar y luego se les untd vaselina al
rededor del peciolo. Posteriormente se colocd en cada hoja tratada 25 acaros (no sexados).
El registro de mortalidad se llevo a cabo a 48 h después, repitiendo cada 24 h durante 8

dias.

Keena et al. (1991) Evaluaron la respuesta de huevecillos de Tetranychus spp. Al
acaricida hexytianox, para ello confinaron 24 h a 5 hembras gravidas en discos foliares
(didmetro 2.1 cm) que descansaban sobre algodon empapado con agua. Luego, contaron los
huevecillos y desecharon los discos que tuviesen menos de 5. Posteriormente los discos se
trataron por inmersion en soluciones acuosas de hexythianox formulado. De manera
paralela realizaron otro procedimiento en el que los discos de trataron primero y
posteriormente se infestaron de la manera descrita. La evaluacion de la eclosion de los
huevecillos se llevo acabo después de mantener los discos a 29 £ 1° C y foto periodo 14:

10 durante 96 h.

Luna (1993), utilizo la técnica de inmersion, para determinar lineas de respuesta
dosis-mortalidad del acaro 7. urticae Koch a acaricidas en la zona fresera de Abasolo,

Guanajuato.



En 1993 Rosas utilizo foliolos de fresa con 25 acaros (Tetranychus urticae) cada
una, transferidos con la ayuda de un pincel fino, estos fueron colocados en cajas petri sobre
un circulo de papel Whattman (no. 4) humedecido, en las cuales realizo pruebas de
patogenicidad, determinando la Conidiogénesis de siete cepas de Hirsutella thompoaii
Fisher y una cepa de H nodulosa Petch en medios liquidos y sustratos solidos y su

agresividad frente a Tetranychus urticae Koch.

Couoh (2001), utilizo el método de pelicula residual en hoja. Utilizando discos de
hojas de frijol con lo que evaludé pardmetros poblacionales de 7. urticae Koch (Acari:

tetranychidae), expuestas a dosis subletales de Flufenoxuron.

Medina (2003) utilizo la técnica desarrollada por Ahmadi en 1983, donde transfiri6
acaros hacia porciones circulares de hoja de plantulas de frijol de 30 mm de didmetro
hechos con un sacabocados, manteniéndolas sobre su envés en cajas petri provistas de
algodon saturado de agua, el bioensayo le permitid determinar la CLsy de Tetranychus

urticae Koch (Acari: Tetranychidae) al acaricida Etoxazole.

En el mismo afo Ocampo utilizo el mismo método de bioensayo para determinar la

CLsy de un formulado a base de abamectina, piretro natural, azadiractina (Neem), contra

Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae).

Productos Utilizados



Dicofol

Fue introducido como acaricida en 1952. En 1986, su uso fue cancelado
temporalmente la EPA debido a las preocupaciones levantadas por los altos niveles de

contaminacion.

Sin embargo, fue reinstalado cuando demostraron que los procesos de fabricacion

modernos pueden producir dicofol técnico conteniendo menos de 0,1% de DDT.

En Meéxico es, solo puede utilizarse bajo supervision de personal autorizado
(CICOPLAFEST, 1991) es un acaricida de contacto e ingestion, que controla adultos

(machos y hembras), larvas y ninfas de arafitas en frutales, hortalizas, y ornamentales.

Su DLs oral en ratas es 575 a 960 mg/kg, en conejos, y en ratones es 420 a 675
mg/kg. La DLs, cutdnea en ratas es de 1000 a 5000 mg/kg, y en conejos estd entre 2000 y

5000 mg/kg.

Es un acaricida especifico, por lo que no tiene efecto sobre fauna benéfica como
abejas y es compatible con la mayoria de los insecticidas y funguicidas excepto con los de

fuerte reaccion alcalina.

Nombres comerciales: Ceckudifol, Decofol, Dicaron, Dicomite, Difol, Hilfol,

Kelthane, y Mitigan.



Aspecto: El dicofol puro es un sélido cristalino blanco. El dicofol técnico es un rojo

marron o liquido viscoso ambarino.

Nombre quimico: 1,1,1-tricloro 2,2, bis(p-clorofenil) etanol

Formula molecular: C;;HyCIl5;O

Estructura quimica:

OH
C
|
Cl— ¢ — d
|
Cl

Modo de accion : Actiia sobre el sistema nervioso bloqueando la transmision
eléctrica del impulso nervioso al nivel de la membrana del axon interfiriendo en el balance

sodio potasio.

Bionex

Es un producto comercial que actiia como coadyuvante.

Ingrediente activo: Alcohol trideciclico polioxietilenado. Nonil fenol polioxietilendo.



Incompatible con todos los agroquimicos de accion neutra, sin embargo se recomienda
hacer una pequefia prueba de compatibilidad antes de proceder a su mezcla con otros

materiales.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizo en el Departamento de Parasitologia Agricola
de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, en Buena vista, Saltillo, Coahuila.
Durante el periodo comprendido de Octubre del 2003 a Mayo de 2004. La especie utilizada
para el estudio fue Tetranychus urticae Koch. Partiendo de una linea de laboratorio, se
desarroll6 la colonia sobre plantas de frijol variedad lima, con la finalidad de poder contar
con suficiente material bioldgico. Manteniéndolas a una temperatura de 25+2°C, 20-60 HR

y en condiciones de 12:12 luz-oscuridad respectivamente.




Figura 1. — Plantulas de frijol utilizadas para reproducir colonias de Tetranychus

urticae.

Establecimiento de los Bioensayos

Para poder establecer las metodologias de bioensayo, se emplearon dosis altas de
dicofol partiendo de 10000 hasta 500 ppm, ya que el objetivo de la presente investigacion

no es obtener la CLsg_si no ver la eficiencia de estos en el orden acarina.

Métodos de bioensayo por inmersion

Técnica de inmersion en hoja (FAO, 1974)

Para obtener las soluciones a diferentes concentraciones se partié de una solucion
madre de 10 000 ppm en 300 ml utilizando como solvente agua y el Bionex® como
coadyuvante. Se diluyo el producto a 7000 ppm; tomando 70 ml de la solucion madre y
agregando 30 ml de agua; para la solucion de 5000 se tomo 50 ml de solucién madre y se
agrego 50 ml de agua; para la de 3000 ppm se tomaron 30 ml de la solucion madre y se

agregaron 70 ml de agua, para la solucion de 1000 ppm se tomaron 10 ml de solucién



madre y se agregaron 90 ml de agua y finalmente para la solucién de 500 ppm se tomaron 5

ml de solucion madre y se agregaron 95 ml de agua.

Se escogieron 21 hojas con el mayor numero de acaros hembras adultos de
Tetranychus urtice Koch de la colonia, se realizd un conteo bajo el microscopio, se
sumergieron 3 hojas por 5 s. en cada tratamiento de la solucion acaricida, mas el testigo, se
colocaron en papel de estraza dejandolas secar, posteriormente se colocaron en las charolas

sobre la esponja previamente inundada con agua.

Figura 2. — Charola de tratamiento: (a) charola de plastico; (b) esponja saturada con

agua; (c) hoja de frijol con acaros; (d) etiqueta de identificacion.



Los conteos se realizaron a las 24, 48 y 72 h con ayuda de un microscopio
estereoscopio. Se considero como criterio de muerte a los acaros que no presenten
movimientos mas alld del tamafio de su cuerpo y aquellos que no presentaran movimiento

al estimularlos con un pincel.

Los datos de mortalidad de las diferentes lecturas obtenidas del bioensayo se
corrigieron mediante la formula de Henderson-Tilton (CIBA-GEIGY, 1981), que

continuacion se muestra;

Formula : % de eficacia = 1- Td * Ca x 100
Cd * Ta

Ta = infestacion en parcela tratada antes del tratamiento.
Td = infestacion en parcela tratada después del tratamiento.
Ca = infestacion en parcela testigo antes del tratamiento.

Cd = infestacion en parcela testigo después del tratamiento.

Técnica de inmersion en portaobjetos (FAQO, 1974) modificado.

Se escogieron hojas con el mayor numero de 4caros hembra adultos. Sobre un

portaobjetos se coloco cinta adhesiva. La hoja se colocd por el envés sobre la cinta, se



presiond ligeramente y se retiro, permitiendo colocar los 4caros en forma dorsal, se realizo

un conteo bajo el microscopio.

Las soluciones de las diferentes concentraciones se obtuvieron de la misma forma
como se describe en la técnica de inmersion en hoja. Se sumergieron 3 portaobjetos por 5
s. en cada tratamiento de la solucion acaricida, mas el testigo, después se colocaron en un

papel absorbente dejandolos en decanto finalmente se colocaron en charolas.

Figura 3. — porta objetos, listo para sumergirlo en la solucion acaricida.

El conteo se realizo a las 24, 48 y 72 h con ayuda de un microscopio estereoscopio.
Se considero como criterio de muerte a los acaros que no movieran las patas al ser

estimulados con un pincel.

Los datos de mortalidad de las diferentes lecturas obtenidas del bioensayo se

corrigieron mediante la formula de Abbott (1925):

% Mort. Corr. = % Mort. Trat. - % Mort. Testigo
100 - % Mort. testigo X 100




Métodos de bioensayo por pelicula residual

Pelicula residual en hojas (Royalty y Prina, 1987) modificado.

Se escogieron hojas vigorosas sin acaros, de plantulas de frijol donde se trazaron y
cortaron circulos de 2.5 cm de diametro. Las soluciones de las diferentes concentraciones

se obtuvieron de la misma forma como se describe en la técnica de inmersion en hoja. Los
circulos se trataron por 5 s sumergiéndolos en la dosis correspondientes. Se dejaron secar

sobre papel de estraza.

Ya secas se colocaron en charolas, sobre esponjas previamente inundadas. Con la
ayuda de un cabello pegado a la punta de una aguja, las hembras fueron separadas de la
colonia por el método sencillo de seleccion bajo el microscopio (Jeppson et al. 1975 ),y se

colocaron 20 4caros hembras adultas por cada circulo.



La toma de datos se realizo a las 24, 48, 72, 96, 120, y 144 h. Se considero como
criterio de muerte a los acaros que no presenten movimientos mas alld del tamafio de su
cuerpo y aquellos que no presentaran movimiento al estimularlos con un pincel.

Los datos de mortalidad de las diferentes lecturas obtenidas del bioensayo se
corrigieron mediante la formula de Abbott (1925) descrita en el método de inmersioén en

portaobjetos.

Figura 4. — Charola de tratamiento: (a) charola de plastico; (b) esponja

saturada con agua; (c) circulas de hojas de frijol con acaros; (d)

Pelicula residual en papel filtro (Welty ef al; 1988) modificado.

Este método es una modificacion al descrito por Dennhey et al. 1987, la

modificacion consistié que en lugar de tratar la caja petri, se trataron circulos de papel filtro



de 2.5 cm de diametro. Las soluciones de las diferentes concentraciones se obtuvieron de la
misma forma como se describe en la técnica de inmersion en hoja. Los circulos se

sumergieron por 5 s en la dosis correspondiente. Se dejaron secar sobre papel de estraza.

Para su conservacion se utilizo un sandwich, utilizando papel cascaron y un circulo
de acrilico cubierto con tela de chifon. Con la ayuda de un cabello pegado a la punta de
una aguja, 20 hembras fueron separadas de la colonia por el método sencillo de seleccion
bajo el microscopio (Jeppson et al. 1975 ),y colocadas sobre la tela del lado del circulo de
acrilico, posteriormente se coloco el circulo de papel filtro tratado cubriendo al circulo y
sobre el se coloco el papel cascaron, para sujetarlo se utilizaron ligas en los extremos del

sandwich.

Figura 5. — Sandwich de conservacion (a)circulo de acrilico; (b) circulo de papel filtro; (c)

papel cascaron; (d) tela de chifon; (e) sandwich prensado con ligas.



La toma de datos se realizo a las 24 ,48 y 72 h. Se considero como criterio de
muerte a los acaros que no presenten movimientos mas alld del tamafo de su cuerpo y

aquellos que no presentaran movimiento al estimularlos con un cabello.

Los datos de mortalidad de las diferentes lecturas obtenidas del bioensayo se
corrigieron mediante la formula de Abbott (1925) descrita en el método de inmersién en

portaobjetos.

Pelicula residual en caja petri (Dennhey et al. 1987) modificado.

Para obtener las soluciones a diferentes concentraciones se partié6 de una solucion
madre de 10 000 ppm de 30 ml. Se diluyo el producto a 7000 ppm tomando 7 ml de la
soluciéon madre y agregando 3 ml de etanol; para la solucion de 5000 se tomo 5 ml de
solucion madre y se agrego 5 ml de etanol; para la de 3000 ppm se tomaron 3 ml de la
soluciéon madre y se agregaron 7 ml de etanol; para la solucion de 1000 ppm se tomaron 2
ml de solucion madre y se agregaron 18 ml de etanol y, finalmente para la solucion de 500

ppm se tomaron 5 ml de la solucion de 1000 ppm y se agregaron 5 ml de etanol.

Este bioensayo consistié en tratar una caja petri de vidrio, con 1 ml de la dosis,
después de agregar el producto este se disperso por toda la superficie, luego se dejo secar.

A las cajas previamente se les coloco plastilina en la orilla.



Con la ayuda del cabello las hembras fueron separadas de la colonia por el método
sencillo de seleccion bajo el microscopio (Jeppson et al. 1975), y se colocaron 20 4caros
hembras adultas por cada caja tratada serrandolas, asi la plastilina cumplié con la funcion

del sellado e impedir que los 4caros se escaparan de la caja.

El conteo se realizo a las 24, 48 y 72 h, con ayuda de un microscopio estereoscopio.
Se considero como criterio de muerte a los acaros que no presenten movimientos mas alla
del tamafio de su cuerpo y aquellos que no presentaran movimiento al estimularlos con un

pincel.

Figura 6. — (1) Aplicacion del producto a la caja petri; (2) Caja sellada con

plastilina.

Los datos de mortalidad de las diferentes lecturas obtenidas del bioensayo se
corrigieron mediante la formula de Abbott (1925) descrita en el método de inmersioén en

portaobjetos.



Pelicula residual en tubo de ensayo

Para este método las soluciones de las diferentes concentraciones se obtuvieron de
la misma forma como se describe en la técnica de pelicula residual en caja petri. Este
ensayo consistid en tratar un tubo de ensayo, con 1 ml de la dosis, después de agregar el
producto este se disperso por toda la superficie, luego se dejo secar. Como tapa se utilizo

papel aluminio.

Con la ayuda de un cabello pegado a la punta de una aguja las hembras fueron
separadas de la colonia por el método sencillo de seleccion bajo el microscopio (Jeppson et

al. 1975), y se colocaron 20 4caros hembras adultas por cada tubo.

Figura 7. — Tubos de ensayo tratados con dicofol para el bioensayo de

pelicula residual respectivo.

El conteo se realizo a las 24, 48 y 72 h, con ayuda de un microscopio estereoscopio.

Se considero como criterio de muerte a los dcaros que no presenten movimientos mas alla



del tamafio de su cuerpo y aquellos que no presentaran movimiento al estimularlos con un
pincel.

Los datos de mortalidad de las diferentes lecturas obtenidas del bioensayo se
corrigieron mediante la formula de Abbott (1925) descrita en el método de inmersidén en

portaobjetos.

Analisis de resultados

Los datos corregidos se analizaron en el programa Probit computarizado, para
obtener la CLsg y CLos_asi como las lineas de respuesta concentracion-mortalidad y limites
fiduciales. Los resultados fueron graficados en papel logaritmo-Probit. Obteniendo

también, la , X* mediante la formula:

X? = (% Mort. Observada - % Mort. Esperada )*
(% Mort. Esperada) (100 - % Mort. Esperada)

Ademéas se realizo el Analisis de varianza ( SAS Institute, 1982) mediante un

disefio completamente al azar comparando los diferentes métodos de bioensayo.



RESULTADOS Y DISCUSIONES

El efecto de una serie de concentraciones del acaricida dicofol, se cuantifico sobre el
acaro dos manchas, (Tetranychus urticae), probando los diferentes bioensayos, que
permitio construir la respectivas lineas de concentracion-mortalidad. Con el proposito de
obtener las diferentes lineas de respuesta del dicofol, para cada uno de los bioensayos,

comprendid rangos de 500 a 10000 ppm.

Por lo que respecta a los valores de CLsyp, CLos asi como sus limites fiduciales,
Coeficiente de correlacion (1*), chi-cuadrada (X?), grados de libertad (G.L), y probabilidad

de ocurrencia se muestran en los cuadros 1 al 12.



Métodos de bioensayo por pelicula residual

Pelicula residual en hoja.

Con respecto CLsy de acaros expuestos a dicofol en el cuadro 1 podemos observar
que alas 24 h la CLs se ubico en 78778 ppm y a las 144 h de 2123 ppm. Sus limites
fiduciales se ubicaron entre 25406 - 206886415 y 1872 - 2394 respectivamente; al
comparar los resultados obtenidos con investigaciones realizadas con el producto dicofol

para el control de Tetranychus urticae Koch, Dennehy et al. (1983), obtuvo una CLs de

8590 ppm, este resultado es similar a nuestro resultado.

Cuadro 1. CLsp, CLys y limites fiduciales de dicofol por el método de pelicula residual en

hoja. UAAAN 2004.

Limites fiduciales

Fecha CL 5 LFI  LFS CL o5
24 h 78777.82 25405.58 206886415 1153370.02
48 h 53329.30 24607.25 422400.79 1417786.01
72h 17883.67 12561.92 31438.59 342495.05
96 h 6771.85 5819.72 8146.83 50631.72
120 h 2825.87 3471.81 3211.93 16970.57




144 h

2122.89

1872.31

2394.47 9146.31

En la figura 8 se presentan las lineas de respuesta dosis-mortalidad, las ecuaciones

de prediccion para dicofol donde podemos observar, que la linea presenta un

inclinamiento un tanto horizontal, lo que nos indica que existe heterogeneidad en la

poblacion de T. urticae.

Como se puede observar X2 que se obtuvo fue de 0.000, 0.021, 0.006, 0.086,

0.0919 y 0.1072 para 24, 48, 72, 96, 120 y 144 h, lo que indica un buen ajuste entre los

puntos de mortalidad observada y esperada. Mientras que el coeficiente de correlacion,

oscilo entre 0.9821 y 0.8621.

Cuadro 2. Coeficiente de correlacion, chi-cuadrada, grados de libertad y probabilidad de

ocurrencia del evento del bioensayo de pelicula residual en hoja a las diferentes

horas de exposicion.

Dicofol r’ X* G.L. Probabilidad
24 0.9821 0.000 2 0.99
48 0.9162 0.021 3 0.99
72 0.9518 0.006 4 0.99
96 0.9818 0.086 3 0.99
120 0.9032 0.0919 4 0.99
144 0.8621 0.1072 3 0.99
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Figura 8., Lineas de respuesta concentracion-mortalidad y ecuaciones de prediccion de
Tetranychus urticae Koch a Dicofol por el método de pelicula residual en hoja.
UAAAN 2004

Pelicula residual en caja petri

En el cuadro 3 se muestran las CLsy obtenidas; siendo alas 24 h de 30394 ppmy a
las 72 h de 2074 ppm respectivamente; sus imites fiduciales oscilaron entre 16788 -92978
a24 h,yde 1784 - 2384 a 72 h; al comparar los resultados obtenidos con reportes de
dicofol para del control de Tetranychus urticae Koch, Russell ef al. (1981), por medio de
este método obtuvo una CLsy de 339 en una colonia susceptible a dicofol, sus resultados

son diferentes a los nuestros.

Cuadro 3. CLs, CLgs y limites fiduciales de dicofol por el método de pelicula residual en

caja petri. UAAAN 2004.



Limites fiduciales

Fecha CL 5o LFI  LFS CL o5
24 h 30394.26 16788.02 92977.70 2691453.21
48 h 2771.35 2391.61 3192.73 21520.74
72 h 2073.75 1784.14 2383.68 14403.07

Las X* obtenidas fueron de 0.0105, 0.2005 y 0.1338 a las 24, 48 y 72 h
respectivamente, lo que indica un buen ajuste entre los puntos de mortalidad observada y
esperada. Mientras que el coeficiente de correlacion, fue de 0.8603, 0.9477 y 0.9017 para
24,48 y 72 h.

Cuadro 4. Coeficiente de correlacion, chi-cuadrada, grados de libertad y probabilidad de
ocurrencia del evento del bioensayo de pelicula residual en caja petri a las diferentes

h de exposicion.

Dicofol r X G.L. Probabilidad
24 0.8603 0.0105 4 0.99
48 0.9477 0.2005 4 0.99
72 0.9017 0.1338 4 0.99

En la figura 9 se observan las lineas de respuesta dosis-mortalidad, donde las lineas

presentan una tendencia un tanto horizontal.
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Figura 9. Lineas de respuesta concentracion-mortalidad y ecuaciones de prediccion, de
Tetranychus urticae Koch a Dicofol por el método de pelicula residual en caja petri.

UAAAN 2004

Pelicula residual en tubo

Con respecto a la CLsy del dicofol sobre acaros expuestos a 24, 48 y 72 h en el

cuadro 5 podemos observar que sus valores son de 41821, 12384 y 3204 respectivamente.

Cuadro 5. CLs, CLos y limites fiduciales del dicofol por el método de pelicula residual en

tubo. UAAAN 2004.

Limites fiduciales

Fecha CL 5o LFI LFS CL o5

24 h 41821.25 1935.37 219484.26 11044457.19

48 h 12384.26 8041.14 25831.21 1827868.12




72 h 3204.30 2619.10 3932.20 69991.24

El coeficiente de correlacion, fue de 0.8742, 0.7331,y 0.7969 para 24,48 y 72 h
respectivamente. Mientras que la X? obtenida fue de 0.030, 0.076 y 0.067 a las 24, 48 y

72 h, lo que indica un buen ajuste entre los puntos de mortalidad observada y esperada.

Cuadro 6. Coeficiente de correlacion, chi-cuadrada, grados de libertad y probabilidad de

ocurrencia del evento del bioensayo de pelicula residual en tubo a las diferentes h de

exposicion.
Dicofol r X? G.L. Probabilidad
24 0.8742 0.030 4 0.99
48 0.7331 0.076 4 0.99
72 0.7969 0.067 4 0.99

En la figura 10, se exponen las lineas de respuesta dosis-mortalidad, las ecuaciones
de prediccion para dicofol por el método de pelicula residual en tubo donde podemos
observar la linea con tendencia horizontal lo que nos indica que existe heterogeneidad de la

poblacion de T. urticae.
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Figura 10. Lineas de respuesta concentracién-mortalidad y ecuaciones de prediccion, de
Tetranychus urticae Koch a Dicofol por el método de pelicula residual en tubo.

UAAAN 2004

Pelicula residual en papel filtro

En lo que respecta a las CLsy fueron de 3789. ppm a las 24 h y 1529 ppm a las 48 h,

con limites fiduciales entre 3250 - 4437 para 24 hy 1278.55-1792 en 48 h.

Cuadro 7. CLsy, CLos y limites fiduciales de dicofol por el método de pelicula residual en

papel filtro. UAAAN 2004.

Limites fiduciales

Fecha CL 50 LFI LFS CL 95

24h 3789.21 3250.40 4437.42 36389.78

48 h 1528.92 1278.55 1791.60 13100.87




Ademas presento una X>de 0.1425 con una r* de 0.9360 a 24 h; la X a las 48 h fue
de 0.0727 y su r* de 0.6806, lo que es considerado como bueno ya que esto indica un buen

ajuste entre los puntos de mortalidad observada y esperada.

Cuadro 8. Coeficiente de correlacion, chi-cuadrada, grados de libertad y probabilidad de
ocurrencia del evento del bioensayo de pelicula residual en papel filtro a las

diferentes h de exposicion.

Dicofol r xX° G. L. Probabilidad
24 0.9360 0.1425 4 0.99
48 0.68062546 0.0727 4 0.99

En la figura 11 se exponen las lineas de respuesta dosis-mortalidad, las ecuaciones
de prediccion para dicofol por el método de pelicula residual en tubo donde podemos
observar la linea es un tanto horizontal lo que nos indica que existe heterogeneidad en la

poblacion de T. urticae.
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Figura 11. Lineas de respuesta concentracion-mortalidad ecuaciones de prediccion de
Tetranychus urticae Koch a Dicofol por el método de pelicula residual en papel

filtro. UAAAN 2004.

Métodos de bioensayo por inmersion

Inmersion en hoja

En el cuadro 9 podemos observar que se obtuvo CLspde 518 ppm a 72 h hasta 2322
a 24 h, sus imites fiduciales se ubicaron entre 339 - 672 y 2040 - 2622 respectivamente; al
comparar los resultados obtenidos con reportes de dicofol para determinar la resistencia de
Tetranychus urticae Koch a dicofol, encontramos que Timothy et al. 1983 Reportaron una
CLsp de 4.9 ppm para cultivos susceptibles y una CLsy de 8590 ppm para el cultivos
resistentes. Por otro lado Dennehy et al. (1988) obtuvieron una CLsy de 655 ppm y

Martinson et al. en 1991 obtuvo una CLsy de 911 ppm;

Cuadro 9. CLsp, CLos y limites fiduciales de dicofol por el método de inmersién en hoja.

UAAAN 2004.

Limites fiduciales

Fecha CL 5 LFI LFS CL o5

24 h 2322.04 2039.73 2622.24 11614.62




48 h 776.69 635.82 917.73 4625.66

72 h 517.69 339.86 672.24 5889.09

En cuadro 10, presenta los coeficientes de determinacion (r* ) para lineas de
regresion dosis-mortalidad para 24, 48, y 72 h donde se puede observar que los valores
estimados oscilan entre 0.4781 y 0.8351; estos resultados indican que se tubo una

correlacion alta. El valor de X* obtenida oscilo entre los valores de 0.105 y 0.259

Cuadro 10. Coeficiente de correlacion, chi-cuadrada, grados de libertad y probabilidad de

ocurrencia del evento del bioensayo de inmersion en hoja a las diferentes h de

exposicion.
Dicofol r* X* G. L. Probabilidad
24 0.8351 0.105 4 0.99
48 0.5681 0.185 4 0.99
72 0.4781 0.259 4 0.99

En la figura 12 se exponen las lineas de respuesta dosis-mortalidad, las ecuaciones
de prediccion para dicofol por el método de inmersion en hoja. En esta figura podemos

observar que se obtuvieron CLsode 2322, 776 y 518.
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Figura 12. Lineas de respuesta concentracion-mortalidad y Ecuaciones de prediccion, de
Tetranychus urticae Koch a Dicofol por el método de inmersion en hoja. UAAAN

2004.

Inmersion en porta objetos

En el cuadro 11 podemos observar que se obtuvo CLsy de 110 ppm a 72 h hasta
3291 a 24 h, sus imites fiduciales se ubicaron entre 2729 - 3982 y 16 — 247
respectivamente; al comparar resultados obtenidos con investigaciones realizadas con este
método encontramos que en 1961 Dittrich reporto una CLsy de 0.055 ppm a las 24 h de

exposicion de dicofol en 7. telarius.

Cuadro 11. CLsy, CLys y limites fiduciales de dicofol por el método de inmersiéon en porta

objetos. UAAAN 2004.



Limites fiduciales

Fecha CL 5 LFI LFS CL o5
24 h 3291.42 2729.51 3981.60 56515.80
48 h 3830.82 225.12 552.78 8829.61
72 h 110.00 15.62 246.54 6201.98

En la figura 13 se exponen las lineas de respuesta dosis-mortalidad, las ecuaciones de
prediccion para dicofol por el método de inmersion en portaobjetos donde podemos
observar la linea es un tanto horizontal lo que nos indica que existe heterogeneidad en la

poblacion de T. urticae.

Como se puede observar en el cuadro 12 la X* que se obtuvo fue de 0.276, 0.1088
y0.1514 para 24, 48 y 72 h, lo que indica un buen ajuste entre los puntos de mortalidad
observada y esperada. Mientras que el coeficiente de correlacion, oscilo entre 0.9124831 y

0.2864685

Cuadro 12. Coeficiente de correlacion, chi-cuadrada, grados de libertad y probabilidad de
ocurrencia del evento del bioensayo de inmersion en porta objetos, a las diferentes h

de exposicion.



Dicofol 1’ X? G. L. Probabilidad

24 0.9124831 0.276 4 0.99
48 0.46932 0.1088 4 0.99
72 0.2864685 0.1514 4 0.99
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Figura 13. Ecuaciones de prediccion, lineas de respuesta concentracion-mortalidad de
Tetranychus urticae Koch a dicofol por el método de inmersion en portaobjetos.

Comparacion de bioensayos a 24 h

En la figura 14 podemos observar las lineas de respuesta concentracion-mortalidad
de todos los bioensayos a 24 h de exposicion observandose la variabilidad de
comportamiento en cada bioensayo; los bioensayos de inmersion presentan una CLsy mas
bajas que los métodos de pelicula residual debido a que estos fueron sumergidos
directamente a la solucidon acaricida, y los bioensayos de pelicula residual necesitan mas

tiempo para tener una CLso menores.
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Figura 14. Lineas de respuesta concentracion-mortalidad de todos los métodos de

bioensayo contra Tetranychus urticae Koch a 24 h de exposicion. UAAAN 2004.
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Figura 15. Lineas de respuesta concentracion-mortalidad de todos los métodos de

bioensayo contra Tetranychus urticae Koch a 48 h de exposicion. UAAAN 2004.

Al igual que en la respuesta a las 24 h, el comportamiento de las lineas de
concentracion-mortalidad de Tetranychus urticae Koch a Dicofol; los métodos de

inmersion son los que presentan CLsy mas bajas a 48 h.

Analisis de varianza y comparacion de medias de los bioensayos

Analisis de varianza para los bioensayos a las 24 h

El cuadro 21 del apéndice, el analisis de varianza muestra diferencias significativas
entre los tratamientos, por lo que al realizar una comparacion de medias mediante la prueba
de Tukey para 24 h, encontramos que el mejor método; fue de inmersion en portaobjetos.

Seguido por el método de inmersion en hoja y después los de pelicula residual.



Cuadro 13. Comparacion de medias de los diferentes bioensayos por la prueba de Tukey

Tratamiento Repeticion Media
Inmersion en portaobjetos 21 52.143 A
Inmersion en hoja. 21 39.286 B
Pelicula residual en papel filtro. 21 37.619 B
Pelicula residual en tubo. 21 19.286 C
Pelicula residual en caja petri. 21 17952 C
Pelicula residual en hoja. 21 3.810 D

Tratamientos con la misma letra no muestran diferencia significativa con 99% de probabilidad.

Analisis de varianza para los bioensayos a las 48 h

Podemos observar en el cuadro 21 del apéndice del anélisis de varianza presento

diferencias significativas entre los tratamientos.

Cuadro 14. Comparacion de medias de los diferentes bioensayos por la prueba de Tukey

Tratamiento Repeticion Media
Inmersion en portaobjetos. 21 70.714 A
Inmersion en hoja. 21 69.762 A

Pelicula residual en papel filtro. 21 56.333 B




Pelicula residual en caja petri. 21 44,048 C
Pelicula residual en tubo. 21 27.524 D

Pelicula residual en hoja. 21 8.190 E

Tratamientos con la misma letra no muestran diferencia significativa con 99% de probabilidad.

Al igual que en la lectura a 24 h el comportamiento se debe al modo de accion del
dicofol y la metodologia del bioensayo. El cuadro 14 nos muestra que los bioensayos
cambiaron de posicion, a 24 h encontramos 4 grupos y en esta lectura tenemos 5, el mejor
método sigue siendo el de inmersion en portaobjetos pero en el mismo lugar se ubica el de
inmersion en hoja. Seguido por el de pelicula residual en papel filtro. En esta lectura el
método de pelicula residual en caja petri se ubico un lugar antes que el método de pelicula

residual en tubo, y el método de pelicula residual en hoja sigue siendo el menos efectivo.

Al comparar nuestros resultados con los estudios que realizo Dittrich (1962)
encontramos que evaluo tres métodos determinado; que el método de inmersion en
portaobjetos es el mejor, al igual que nuestros resultados como nos lo marca el analisis de
varianza. Timothy et. al (1983) compararon tres bioensayos (método de inmersion en hoja,
método de rociado y método de la cinta scoch ) y determinaron que los métodos de

inmersion son mas rapidos y de facil manejo lo cual es similar a nuestros resultados.



CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones presentadas en esta investigacion podemos concluir que:

El método de bioensayo para determinar la susceptibilidad de Tetranychus urticae a
24 h de acuerdo a los anélisis estadisticos fue el método de inmersion en

portaobjetos.

Los métodos de bioensayo para determinar la susceptibilidad de Tetranychus
urticae a 48 h de acuerdo a los analisis estadisticos fueron el método de inmersion

en portaobjetos y el método de inmersion en hoja.



e El método mas versatil para determinar la susceptibilidad de Tetranychus urticae es

el método de inmersion en hoja.

e Los métodos de bioensayo por inmersion son los mas rapidos de acuerdo a los

tiempos de respuesta.

e Por lo tanto, los métodos de pelicula residual son los mas tardados de acuerdo a los

tiempos de respuesta.

e El bioensayo que presento mayor dificultad en su realizacion fue el de pelicula

residual en papel filtro.
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APENDICE

Mortalidad de los Bioensayos

Cuadro 15. Mortalidad observada en el bioensayo de pelicula residual en hoja, después de
exponer individuos de 7. wurticae al dicofol en diferentes tiempos de

exposicion.

Dosis (ppm) 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h

Testigo 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0




500 0.0 0.0 1.72 0.0 7.7 4.07

1000 0.0 1.7 5.08 8.5 15.3 23.9
3000 1.7 10.0 18.6 24.0 53.8 61.9
5000 5.0 10.0 21.6 28.7 58.3 78.2
7000 6.8 11.6 29.9 50.7 84.7 96.0
10000 10.1 23.2 36.6 71.1 90.5 100.0

Cuadro 16. Mortalidad observada en el bioensayo de pelicula residual en caja petri, después

de exponer individuos de 7. urticae al dicofol.

Concentracion (ppm) 24 h 48 h 72 h
Testigo 0.0 0.0 0.0

500 5.0 9.2 12.2

1000 11.6 27.4 31.6

3000 21.6 43.7 53.2

5000 25.0 54.6 72.6

7000 28.3 79.9 84.3

10000 33.8 94.4 98.01

Cuadro 17. Mortalidad observada en el bioensayo de pelicula residual en tubo, después de

exponer individuos 7. urticae al dicofol.

Concentracion (ppm) 24 h 48 h 72 h

Testigo 0.0 0.0 0.0

500 10.0 11.3 10.8




1000 16.3 253 34.7

3000 16.6 33.3 48.1
5000 233 37.1 56.4
7000 31.6 42.6 66.7
10000 36.6 46.3 73.0

Cuadro 18. Mortalidad observada en el bioensayo de pelicula residual en papel filtro,

después de exponer individuos 7. urticae al dicofol.

Concentracion (ppm) 24 h 48 h
Testigo 0.0 0.0

500 6.6 12.6

1000 23.0 43.67

3000 30.0 74.71

5000 55.0 81.6

7000 71.6 86.2

10000 80.0 89.65

Cuadro 19 Mortalidad observada en el bioensayo de inmersion en hoja, después de exponer

individuos 7. urticae al dicofol.

Concentracion (ppm) 24 h 48 h 72 h

Testigo 0.0 0.0 0.0




500 9.72 29.4 41.2

1000 14.2 70.1 79.61
3000 52.9 81.4 83.56
5000 85.6 99.2 100.0
7000 87.8 100.0 100.0
10000 92.1 100.0 100.0

Cuadro 20 Mortalidad observada en el bioensayo de inmersion en porta objetos, después de

exponer individuos de 7. urticae al dicofol.

Concentracion (ppm) 24 h 48 h 72 h
Testigo 0.0 0.0 0.0

500 16.18 54.1 67.13

1000 32.34 74.5 90.13

3000 34.36 81.64 91.23

5000 43.45 84.7 923

7000 72.73 96.94 100.0

10000 86.87 97.96 100.0

Cuadro 21. Anélisis de varianza para los bioensayos a las 24 h

Factores de variacion g L SC CM FC Pr>F

Mortalidad 41 95029.301587 2317.787844  36.21 0.0001




Error 84 5377.333333  64.015873

Error total 125 100406.63492

Cuadro 22. Andlisis de varianza para los bioensayos a las 48 h.

Factores de variacion g L SC CM FC Pr>F
Mortalidad 41 165301.52381 4031.74448  61.97 0.0001
Error 84 5465.33333 65.06349

Error total 125 170766.85714




