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1. RESUMEN

Se evalud la susceptibilidad de poblaciones larvales de la cepa “Viena 7-Toliman 99-TSL”
(letalmente sensible a la temperatura) de Ceratitis capitata (Wied.) (Diptera) a diferentes
concentraciones de malation. Para definir el limite maximo permisible de residuos de malation
en el olote de maiz, que se utiliza en la Planta de Produccion MOSCAMED “El Pino”, para
preparar la dieta larval, se determin6é la concentracion que causa la “menor mortalidad
aceptable” y la concentracion letal media (DL50) o dosis necesaria para que el 50% de la
poblacion o menos, presente la respuesta, en este caso mortalidad. Adicionalmente se evalué

el efecto residual del ingrediente activo en el insecto adulto.

Para el logro de estos objetivos se utilizdé un disefio experimental completamente al azar, que
se desarrollé en dos fases, con dos dietas diferentes,1en cada fase. En la Fase 1 se determiné
la mortalidad larval y, adicionalmente, el efecto ovicida de malation (efecto agudo) y en la Fase
2, se determind el efecto cronico del ingrediente activo, mediante la evaluacion de los

parametros de calidad del insecto adulto (peso, emergencia, habilidad de vuelo y longevidad).

La metodologia aplicada consistio basicamente en la impregnacion de olote de maiz con
malation, previa preparacion de las diluciones (dosis) empleadas en cada bioensayo, utilizando
para ello una bomba de aspersion y un tambor de rotacién. EIl olote impregnado con el
ingrediente activo, se incorpord a los otros ingredientes de la dieta, mediante el mezclado de
los mismos. La mezcla obtenida se distribuy6 en bandejas de cria larval y éstas se colocaron

aleatoriamente en anaqueles.

En la Fase 1, utilizando la técnica de “inmersion-aspersion”, se obtuvo un sedimento fino que
incluia las larvas colectadas en cada tratamiento, desde 48 a 144 horas de edad. Durante 5
dias consecutivos, con ayuda de un estereoscopio, se extrajeron, una por una, todas las larvas
que contenia cada muestra. Mediante la aplicacion de férmulas y calculos sencillos se
determin6 el numero de larvas muertas en cada tratamiento y, finalmente, el porcentaje de
mortalidad larval. A esta base de datos se le aplicd Analisis Probit. En la Fase 2, las larvas
permanecieron en las bandejas de cria hasta completar el tercer estadio larval, luego del cual
se colectaron en agua y se midieron en volimenes. Las larvas colectadas se trasladaron a
cajas petri para que puparan en aserrin. Las pupas obtenidas fueron colectadas, por tamizado,
y también se midieron en volumenes. Con los volimenes de larva se calculd la recuperacion

larval y el porcentaje de hembras. Los volumenes de pupa obtenidos se sometieron a pruebas

! La dieta de olote de maiz que contiene 15% de olote (ingrediente que se utilizé como vehiculo de
impregnacion del insecticida malatién) y la dieta “mix”, que contiene el 7.5% de olote.



de calidad del insecto (peso, emergencia, habilidad de vuelo y longevidad). A esta base de

datos se le aplico la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Al evaluar la mortalidad larval, los resultados obtenidos muestran una tendencia general al
incremento de la mortalidad larval en el tiempo y en proporcién directa a la concentracion,
cuando se aplico malatién a ambas dietas, en dosis de 5 y 10 ppm. Al aplicar la dosis 100 ppm
se obtuvo casi un 100% de mortalidad larval. Al evaluar el efecto ovicida de malation, se
encontrd una relacion directa entre mortalidad y concentracion, en dieta de olote de maiz, pero

no en dieta mix.

En cuanto a los parametros de calidad del insecto se concluyé que, en general, no se ven
afectados por dosis menores de 10 ppm en dieta mix y por dosis menores de 2 ppm en dieta de
olote de maiz. No obstante, se observd que el peso se ve ligeramente incrementado, sobre
todo en las hembras. También se observé un ligero estimulo de la emergencia que se atribuyd,

entre otras causas, al efecto “hormesis”.

Entre los alcances mas significativos de este trabajo se pueden mencionar: 1) Se establecié el
limite maximo permisible de residuos de malatiéon en olote por debajo de 0.035 ppm (limite
inferior de la dosis letal estimada DL1), ya que, considerando que la produccion actual del
Laboratorio “El Pino” asciende a 2,000.000.000 (dos mil millones) de moscas semanales, el 1%
de mortalidad larval, representa 20.000,000 (veinte millones) de insectos de pérdida semanal.
2) Se determin6 que el valor de la DL50 en dieta de olote de maiz oscila entre 6.79 — 8.84 ppm;
mientras que en dieta mix, su valor es de 16.69 ppm. 3) Que probablemente, los machos sean
mas susceptibles a efectos crénicos del insecticida y las hembras, al efecto agudo y 4) La
evidencia de pesos mas altos en hembras que en machos sugiere que, probablemente, existe
una relacién directa entre peso y longevidad; pues esta ultima se utiliza en la cria a gran escala

como indicador de la reserva nutricional del insecto al momento de la emergencia.



2. INTRODUCCION

La Mosca del Mediterraneo Ceratitis capitata (Wied.), es considerada como una de las plagas
de mayor importancia cuarentenaria a nivel mundial, pues ataca a mas de 250 especies de
frutas y hortalizas, muchas de ellas de importancia econémica (Liquido, et al., citado por
Garcia, EA., 1998) (1). Esta plaga fue detectada en Chiapas, México por primera vez en enero
de 1977, a un kilébmetro de la frontera con Guatemala. Ante la amenaza invasora de esta plaga
exodtica para América (pero especialmente para México y Estados Unidos), se firmd un
convenio de cooperacién entre estos dos gobiernos y el gobierno de Guatemala, dando origen
al Programa Moscamed (Garcia, EA., 1998) (2).

La mision del Programa Moscamed es, proteger la fruticultura y horticultura regional de los
catastréficos efectos que significa la presencia de la mosca del Mediterraneo y proteger las

areas libres de infestacion de la plaga.

El reconocimiento internacional de México y El Petén, Guatemala, como zona libre de esta
plaga permite el fortalecimiento de los proyectos productivos y la libre comercializacién de

frutos y hortalizas a los mercados mas competitivos del mundo.

El Programa Regional involucra dos métodos de produccion de moscas estériles: Una, en
Metapa, Chiapas, México, donde se inici6 la produccion de insectos estériles de una cepa
bisexual (hembras y machos en proporcién 1:1) a mediados de 1979, utilizando técnicas
avanzadas, desarrolladas principalmente en Viena, Austria, en relacion a la cria de insectos y

al uso pacifico de la energia nuclear. Y otra, en “El Pino”, Guatemala (Villasefior, et al. 2000.)
3).

La Planta de Produccién “El Pino”, ubicada en Barberena, Santa Rosa, Guatemala es la planta
de produccion de la cepa “TSL” (por sus siglas en inglés letalmente sensible a la temperatura)
mas grande del mundo. Su produccion actual asciende a dos mil millones de ejemplares
machos semanales. Para sostener e incrementar la produccion de moscas estériles, se
necesitan grandes cantidades de dieta artificial para producirlas. En algunas de las materias
primas utilizadas en la elaboracion de la dieta, se han encontrado residuos de plaguicidas,

especialmente malatién, hasta una concentracion de 1 ppm.

Existe la posibilidad de que, los residuos del plaguicida al entrar en contacto con huevos y
larvas de la Mosca del Mediterraneo, afecten negativamente su desarrollo, limitando asi,
significativamente, la produccion a gran escala de la cepa “TSL". EIl presente trabajo de

investigacion se realizé con el objetivo fundamental de evaluar la susceptibilidad larval de la



cepa “TSL” a diferentes concentraciones de malatién, adicionadas a la dieta para cria larval,
utilizada en la Planta “El Pino”; mediante el calculo de la concentracion letal media (DL50) y de
la concentracion que cause la “menor mortalidad aceptable” para la Planta “El Pino”. Asi
mismo, el presente trabajo, evalué el efecto que causan dosis bajas del insecticida en el peso

de la pupa, la emergencia, la habilidad de vuelo y la longevidad del insecto adulto.

De constatarse dicho efecto nocivo en las larvas, obligaria a todos los paises donde se produce
la cepa “TSL” a gran escala, a llevar un control de calidad mas estricto de los residuos de
quimicos de las materias primas utilizadas en la elaboracién de la dieta, asi como otras
consecuencias que podrian derivarse de los resultados de este trabajo, tales como, evaluacion
del proceso general de produccion, sustitucion de materias primas y proveedores de las

mismas.

Por lo tanto, la trascendencia de este trabajo rebasa el limite de nuestras fronteras,
constituyéndose asi, en un aporte significativo al proceso de produccion de moscas estériles a

gran escala, y, consecuentemente, a la economia agricola de los paises afectados por la plaga.

Una amplia gama de trabajos de investigacion se han elaborado para evaluar la susceptibilidad
de poblaciones larvales de diferentes especies de insectos, incluyendo Ceratitis capitata
(Wied.), a diversos insecticidas, utilizando diferentes técnicas de aplicacion. No obstante, no
se han reportado hasta la fecha, trabajos similares que evaluen la susceptibilidad de larvas de

Ceratitis capitata (Wied.) a insecticidas aplicados directamente a la dieta.



3. ANTECEDENTES

3.1 Planteamiento del problema

Los insectos contindan siendo los mejores competidores del hombre. En la medida que se ha
incrementado la produccion de alimentos, no hemos podido reducir los dafios causados por los

insectos.

La gran antigliedad de los insectos se ha traducido en una tremenda ventaja evolutiva para su
sobre vivencia, adaptacion y desarrollo (Metcalf, 1991; citado por Klassen, W. 2000) (4). Los
primeros insectos aparecieron en el récord fosil del Periodo Devonico inferior, alrededor de
390 millones de afos atras. La Clase Insecta ha sido dividida en 270 6rdenes, alrededor de
945 familias y muchos millones de especies. Durante estos 400 millones de afos, los insectos
han sufrido muy diversos cambios y las combinaciones genéticas ventajosas han sido retenidas
en sus lineas germinales. En su combinacion de genes los insectos tienen la informacion
genética para enfrentarse a casi cualquier cambio inimaginable. Los insectos tienen tremendas
ventajas numeéricas. Por cada humano sobre la Tierra, hay doscientos millones de insectos
(Klassen, W. 2000) (5).

Los dafos causados por los insectos, dada su diversidad en ndmero de especies y en sus
habitos alimenticios son muy variados, ademas, muchos productos tales como flores, hortalizas
y frutas aunque sufran poco dafio desmerecen considerablemente en la calidad comercial con
la consiguiente rebaja en sus precios y de las ganancias del productor (Liquido, et al., citado
por Garcia, EA., 1998) (1).

Algunos autores también consideran como pérdida econdmica, los gastos que se realizan tanto
en insecticidas como en equipos y mano de obra para controlar las plagas de la agricultura.
Mayor aun es el dafio causado por un gran grupo de insectos que atacan a los granos
almacenados, aunque algunos de estos mismos insectos empiezan a desarrollarse en forma
incipiente en el campo al final de la cosecha y aumentan a niveles que causan grandes
pérdidas econdmicas bajo condiciones de almacén si no se les controla en forma adecuada
(Ibid item).

En los Estados Unidos, los entomdlogos consideran que los dafos por plagas alcanzan un
promedio de 13.8% de la produccién potencial nacional, lo cual representa en la actualidad

poco mas de 50 mil millones de délares (ibid item).

La Mosca del Mediterraneo, es una de las plagas mas devastadoras del mundo, afectando a
mas de 200 especies de frutas y hortalizas (Ibid item). La Mosca del Mediterraneo Ceratitis
capitata (Wied.) es originaria de Africa Occidental y actualmente se encuentra distribuida en los

cinco continentes (Lépez, R. 1979) (6). Fue registrada en Ameérica, inicialmente en USA en



1901 y en Argentina en 1934 (1). Se presume que fue introducida accidentalmente a Costa
Rica en 1955 y desde entonces se ha extendido a través de Centroamérica. Llegd a Nicaragua
en 1960, a Panama en 1963, infestd el Salvador en 1975, invadi® a Guatemala en 1976.
Posteriormente el 31 de enero de 1977, se detecto el primer espécimen adulto en la zona del
Soconusco, Chiapas, México y hasta el final del mismo afio, se capturaron 122 moscas (lbid

item).

La erradicacion de la mosca del mediterraneo en Guatemala, no se ha llevado a cabo, debido a
que la tecnologia usada antes de la técnica del insecto estéril, se basaba en la dispersion
aérea de un aerosol-cebo de malatién. Este udltimo fue prohibido en Guatemala en 1987
atendiendo a fuertes quejas de grupos ecoldgicos y apicultores, asi como también a contratos

financieros (Villasefior, et al. 2000.) (3).

El uso de la técnica del insecto estéril comienza a desarrollarse alrededor de 1950. El
desarrollo de la técnica, en la mosca del mediterraneo, produjo promisorios resultados
alrededor del mundo, especialmente la cepa de sexado genético la cual permite liberar

unicamente machos estériles (ibid item).

Moscas estériles de diferentes cepas han sido liberadas desde 1998. En la zona de control
después de las dispersiones aéreas, solamente machos estériles fueron liberados en una
densidad de 1500 moscas/Ha., teniendo cuidado de que las capturas con trampa reflejaran una
razén minima, estéril-fértil de 80:1. Las moscas de la cepa normal bisexual fueron liberadas en
las restantes zonas de control® y baja prevalencia3 en una densidad gradual descendente de

5000 — 2000 moscas contabilizadas para la infestacion gradual (ibid item).

3.2 Determinacion de Residuos de Insecticidas

Raul Leon (1977) (7) realizé nueve evaluaciones de insecticidas contra larvas de Heliothis
virescens en el laboratorio del CAE-Valle del Yaqui. “Las larvas de Heliothis virescens
provinieron de huevecillos colectados en terminales de algodonero en el Valle del Yaqui,
Comunidades Indigenas Yaquis, Costa de Hermosillo, Region de Caborca, Son. y Valle de
Mexicali, BC. Las larvas se criaron con dieta artificial y estaban en el tercer estadio cuando se

expusieron a los insecticidas...” (Ibid item).

“Se usaron lotes de 30 gusanos para evaluar cada insecticida; los gusanos se colocaron

individualmente en vasitos de plastico con 4 g de dieta artificial a la que se agregaron 3 gotas

2/ Zona de Control: Esta incluye las areas sujetas a las mas intensas actividades de control, tales como,
aplicaciones aéreas de cebos de insecticidas, usados para reducir altas poblaciones de moscas silvestres,
la liberacion de moscas estériles en muy altas densidades y las destrucciones de los hospederos preferidos
infestados (Villasefior, et.al., 2003) (3).

3/ Zona de Baja Prevalencia: Esta es un area que ha sido sometida a actividades de erradicacién o bien,
son zonas con bajas posibilidades de establecimiento de plagas. En algunas oportunidades han sido
detectadas y tratadas bajo planes de emergencia (Ibid. Item).




de una solucién acuosa del insecticida sin que tocasen a las larvas; los vasitos se taparon y se
dejaron en reposo para observaciones de mortalidad, sobre vivencia y apariencia fisica de las

larvas...” (Ibid item).

“Se encontré que “Belmark, Orthene, Methamidophos, Permethrin y Cypermethrin, fueron los
mas eficientes al producir una mortalidad de larvas entre 88.3 y 81% en 63 a 93 horas después
de la aplicacion; les siguen Endrin + Paration metilico, Permethrin, Sulprofos, otro compuesto
de Permethrin (Ambush), Paratién metiico y Deltamethrin con 74.4 a 57.8% de larvas muertas;
Methyl Parathion, Methyl clorpiriphos, Monocrotophos, Volaton, Profenopos, Mevinphos y
Endrin, mataron de 50.6 a 18.3% de larvas; Triazophos, Gana y EI-117850 a las dosis

probadas no mostraron efectos letales sobre las larvas...” (Ibid item).

Trabajos realizados por Randall Higgins (1987) (8) “registraron residuos de insecticidas dentro
del perimetro de las dispersiones como dentro y fuera de los limites de los tratamientos y
aplicaciones directas en granos. Los productos detectados fueron: metil pirimifos, metil
clorpirifos y malation. Asi mismo determinaron que el metil pirimifos y el metil clorpirifos, son
consistentes, independientemente de la accion del malatién, en la supresion de los estadios

larvales de la polilla india de la harina...” (Ibid item).

Koren y colaboradores (1984) (9) utilizando ejemplares adultos de C. capitata (Wied.)
condujeron ensayos de susceptibilidad usando el método de aplicacion tépica para estimar la
DL50. Bioensayos similares también fueron conducidos por Mota y colaboradores (1985) (10)
para deducir concentraciones letales de malation en aplicaciones residuales y localizadas
utilizando adultos esterilizados de A. ludens Loew y C. capitata (Wied.), observando diferencias

en los niveles de susceptibilidad dependientes de la especie y del sexo (lbid item).

R.J. Wood (1987) (11) “expuso a las larvas de C. capitata (Wied.), después del tercer estadio
larvario, a los siguientes insecticidas: Dieldrin, malation y permetrin, por inmersion en
dispersiones etandlicas en agua desionizada (agua destilada) a 26°C + 1.5. Después se
expusieron en series (o tandas) de 50/hora. Las larvas fueron lavadas y secadas y se les
permitid pupar en aserrin fino. El recuento de mortalidad se hizo diez dias después, como
porcentaje de emergencia. La razon de la resistencia a la concentracion letal media (CL50)

fue estimada con respecto a un seleccionado control de especies...” (Ibid item).

Los adultos fueron expuestos a una aplicaciéon de una solucién del insecticida en alcohol
absoluto en el térax dorsal con una microjeringa y la dosis letal media (DL 50) fue reportada
dos horas después, tomando la habilidad de caminar como criterio de “supervivencia” (Ibid

item).

E. Gonzéalez y colaboradores (12) trabajaron con poblaciones adultas de Anastrepha striata
Schiner (mosca de la guayaba) y determinaron los niveles de susceptibilidad de estas
poblaciones al insecticida malation. Usando la técnica de aplicaciones topicas, probaron las
siguientes concentraciones: 0, 2, 6, 19 y 28 ppm; obteniendo una DL50 = 6,8 ppm (hembras) y

una DL50 = 6,5 ppm (machos). Estos bioensayos fueron realizados en condiciones normales



de laboratorio (25°C £ 1; 70% HR. y fotoperiodo 12:12). “Para ello se separaron dos grupos por
sexo Yy basandose en un arreglo estadistico de 5 tratamientos y 5 repeticiones de 20 moscas
cada uno, se procedio a la aplicacion de las diferentes dosis. Las moscas correspondientes a
cada replicaciéon se inmovilizaron a través del efecto de una hipotermia de contacto a 0°C por
tres minutos y en la etapa siguiente se les aplicé en forma topica en el mesonoto, utilizando
una microjeringa Hamilton, 5uL de la solucién del insecticida en dosis de: 0, 2, 16, 19 y 28 ppm
de malatién en acetona. Aplicadas las referidas dosis se introdujeron las moscas en jaulas y

transcurridas 24 horas se evaluaron la mortalidad y sobre vivencia...” (Ibid item).

Puede concluirse que machos y hembras de A. striata Schiner sometidas a pruebas de
susceptibilidad con el insecticida malatiéon aplicado en forma tdpica, mostraron respuestas de

mortalidad similares (lbid item).



4. JUSTIFICACION

La mosca del Mediterraneo, Ceratitis capitata (Wied.), es considerada como una de las
plagas mas perjudiciales a la agricultura, segun varios autores, pues tiene mas de 250
especies de hospederos, siendo ésta la causa de fuertes pérdidas en varias frutas y
hortalizas (Arana, BF., 1977) (13).

Para reducir los danos a la fruticultura nacional y evitar su dispersion a paises vecinos, el
programa MOSCAMED, con el apoyo del Departamento de Agricultura de los EE.UU.
“USDA” y de Meéxico, ejerce una serie de medidas para su control, entre las cuales
sobresale la técnica del insecto estéril (TIE). “La TIE se fundamenta en la eliminacion de las
hembras, las que se consideran innecesarias para efecto de la liberacion de insectos
estériles, por lo tanto, la cria larvaria es exclusivamente de machos (Manual para la
Produccion de Machos Térmicos, s.f.) (14). Ademas “el método TIE” es eficiente, si se
cuenta con densidades adecuadas de moscas estériles, pues deberan competir con sus
congéneres silvestres. Por esta razon, la cria larvaria es masiva® y la Planta “El Pino” no

puede arriesgarse a perder ni el 1% de la poblacion.

Con el objetivo de evitar pérdidas en el proceso de produccion, se necesita determinar si a
las concentraciones iniciales de 1, 5 y 10 ppm del insecticida mas frecuentemente aplicado
en el olote de maiz (malatién), provoca mortalidad u otros efectos que reduzcan la
produccién de insectos o que afecten la calidad de los mismos; pues estos parametros son
de suma importancia para obtener insectos lo suficientemente aptos para competir con sus
homalogos silvestres (Manual Internacional de Control de Calidad, 2003) (15). Por lo tanto,
los resultados obtenidos en esta investigacion seran un aporte valioso para la produccién de

la planta “El Pino” y para todos los paises donde se produce la cepa “TSL” a gran escala.

4 La produccion actual de la Planta “El Pino” asciende a 2,000.000 (dos mil millones) de moscas
semanales.
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5. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la susceptibilidad de poblaciones larvales de la cepa “Viena 7-Toliman 99-TSL”
(letalmente sensible a la temperatura) de Ceratitis capitata (Wied.) (Diptera) a diferentes
concentraciones de malation, adicionadas a la dieta larval utilizada en la Planta de Produccion
MOSCAMED “El Pino”.

Objetivos Especificos

e Determinar la concentracion letal media (CL50), en larvas de Ceratitis capitata (Wied.)
(Diptera) del insecticida malation, adicionado a dietas larvales utilizadas en la Planta

de Produccién Moscamed “El Pino”.

e Determinar la concentracion que cause la “menor mortalidad aceptable” para la
produccién de la Planta “El Pino”, para definir el limite maximo permisible de residuos

de malatiéon en el olote de maiz.

e Determinar el efecto de dosis bajas de malation en: el peso de la pupa, el porcentaje de
emergencia, la habilidad de vuelo y la longevidad.
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6. HIPOTESIS
A una concentracién menor de 10 ppm de malation, existe efecto letal en larvas de la
cepa “Viena 7 — Toliman 99 — TSL” de Ceratitis capitata (Wied.).

Las diferentes concentraciones del insecticida evaluado tendran efecto en las variables
de la calidad del insecto de Ceratitis capitata (Wied.).
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo

Poblacién de Ceratitis capitata (Wied.) de la cepa “Viena 7-Toliman 99-TSL” (por sus siglas en
inglés: letalmente sensible a la temperatura) producida en la Planta de Produccion Moscamed

“El Pino”. Esta poblacion asciende, actualmente, a dos mil millones de insectos semanales.

7.2 Muestra

De esta poblacion se tomd una muestra, obtenida de la “Colonia Liberacion” ¢ de diferente
volumen, por cada bioensayo que se realizd, y a su vez, se distribuy6 en dos fases para cada
dieta (de olote de maiz o mix), segun el esquema que se presenta en la seccion Métodos de

este trabajo.

7.3 Materiales

7.3.1 Mobiliario y equipo

anaqueles de aluminio (con cobertores de cedazo)

refrigerador

e 4 aparatos de aire acondicionado

e 1 calentador

e 1 humidificador

e 1 deshumidificador

¢ 1 ventilador

e 3 estereoscopios(Wild M7-S, HeerBrugger, USA; AO American Optical, Switz.).
e 2 |upas de escritorio

¢ 1 mezcladora de 7Kg. de capacidad y cobertores/chalecos para mezclar

e 2 tambores de rotacion (disefiados y manufacturados, durante esta evaluacion)
e bombas de aspersion de 1 — 3.5 L.

e cajas plasticas con tapadera de 40 Kg. de capacidad

e coladores de diferentes tamafios

e auxiliar de pipeta

e pinzas de diseccion

e pinceles (#1)

® En el proceso de produccién de la Planta “El Pino” se manejan dos colonias: 1) Los machos térmicos,
cuya finalidad es la produccién de machos estériles que se liberaran posteriormente entre las poblaciones
de moscas silvestres y 2) las colonias de iniciacion, inyeccion y liberacion, cuyo prop6sito es la
produccidn de hembras, que a su vez serviran para sostener la produccion de machos.



7.3.3

7.3.4

7.3.5
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hielera portatil
equipo de proteccion para aplicacion de insecticidas organofosforados
cedazo plastico de 1/14” y 1/16”

retazos de tela (“organza” , “quiana”, “lycra” )

papel filtro negro

Instrumentos

2 higrotermografos

1 termo higrografo digital

1 termometro digital

1 potenciometro digital WTW pH 330

3 micro pipetas “Eppendorf” (1/50, 1/100 y 1/1000uL)

1 balanza ACCULAB VI —4800 (480g capacidad limite de lectura: 0.1g; USA)
1 balanza METTLER PE 1608 (150g capacidad)

contadores manuales

Cristaleria

Diversa

Solventes — reactivos - preservantes
etanol

acetona grado reactivo

HCI concentrado

Formol al 12%

solucion de azul de metileno (1:1000)
nipagin (polvo)

benzoato (polvo)

Ingredientes de dieta
Olote de maiz grueso, olote de maiz fino, bagazo de cafa, germen de trigo,

levadura, azucar.
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7.4 Métodos

7.4.1 Fases del experimento

El experimento consta de dos fases (fase 1 y fase 2). Cada una de las fases consta de
tres lotes, identificados por letras (A, B y C), realizados en diferentes tiempos

(bioensayos), distribuidos de la siguiente manera:

FASE LOTE FECHA BIOENSAYO

1 A 23.3.05
1 B 12.4.05
1 Cc 13.6.05
2 A 2.5.05
2 B 23.5.05
2 Cc 4.7.05

Los dos primeros bioensayos de la fase 1(lotes A y B) se realizaron en dieta de
olote de maiz (15% de olote en la dieta preparada) y el tercero (lote C), en dieta mix
(7.5% olote + 7.5% bagazo de cana). EIl propdsito de estos tres bioensayos fue
evaluar el efecto agudo de malation, mediante pruebas de mortalidad larval y
efecto ovicida. De manera similar, los dos primeros bioensayos de la fase 2 (lotes
A y B) se realizaron en dieta de olote de maiz y el tercero (lote C), en dieta mix. El
propdsito de estos tres bioensayos fue determinar el efecto créonico o residual del
insecticida, mediante evaluaciéon de los parametros de calidad del insecto adulto

(peso, emergencia, habilidad de vuelo y longevidad).

En la fase 1, se extrajeron todas las larvas de la dieta, cada 24 horas, a partir de las 48
horas después de la siembra de los huevos, finalizando a las 144 horas. Los resultados
obtenidos se expresaron en términos de porcentaje de mortalidad larval. Como parte de
la fase 1 se incluyo el efecto ovicida del producto, expresado en términos de porcentaje

de mortalidad de huevos a las 48 horas.

En la fase 2 las larvas permanecieron en bandejas de cria hasta completar su ciclo de
desarrollo (6 dias). Al finalizar dicho ciclo se hicieron cinco colectas larvales vy, al finalizar
la ultima colecta larval, se realizaron cinco colectas de pupa. Los resultados obtenidos
se expresaron en términos de recuperacion larval y porcentaje de pupa blanca y una
muestra representativa del volumen total de pupa obtenido, se sometié a pruebas de

calidad del insecto (peso, emergencia, habilidad de vuelo y longevidad).
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Fase 1

La fase 1 consta de tres lotes’ (A, B y C), que incluyeron cuatro tratamientos con tres
réplicas cada uno (12 cajas petri estandar) x 5 dias que duré la extraccion larval, dan un
total de 60 cajas petri, cada una de las cuales se sembré con 200 a 300 huevos

seleccionados (huevo sano sin ningun defecto) en 20g de dieta de olote de maiz ¢ mix.

El lote A de la fase 1 sirvio para determinar, en un rango amplio de concentraciones, la
DL50 y la concentracién que causa la “menor mortalidad aceptable” para la Planta “El
Pino”. El lote B sirvié para confirmar este valor (efecto agudo del insecticida). En el caso
de la dieta mix, se realiz6 solamente un bioensayo para evaluar la fase 1 y un bioensayo
para evaluar la fase2, debido a que esta parte del experimento es un aporte adicional de
esta investigacion para el Laboratorio “El Pino”, que sera de utilidad para la cria de

colonias, donde especificamente se utiliza la dieta mix.
Fase 2

La segunda fase consta, también, de tres lotes (A, B y C), que incluyeron seis
tratamientos con cuatro réplicas, cada uno, que se sembraron segun la densidad

correspondiente a los gramos de dieta que se utilizé en cada bioensayo realizado.

En esta segunda fase se ajusto el rango de las concentraciones, mediante el calculo del
porcentaje de mortalidad larval efectuado en la primera fase y se determind si alguna de
las concentraciones menores aplicadas, afectaba los parametros de calidad del insecto:
peso de la pupa, porcentaje de emergencia, habilidad de vuelo e indice de longevidad
(prueba de “estrés”), ademas de evaluar el efecto en la recuperacién larval y en el

porcentaje de pupa blanca obtenido®.

Cada mezclada de 1 6 2 Kg. de dieta preparada con cada uno de los tratamientos, se
distribuyo, equitativamente por peso, en bandejas plasticas con tapadera de 0.5 6 1 Kg.
de capacidad. Las bandejas permanecieron siempre tapadas para evitar la evaporacion y

el intercambio de gases téxicos entre tratamientos.

Tanto las cajas petri como las bandejas se distribuyeron, aleatoriamente, dentro de

charolas plasticas de 80 x 80cm., que a su vez, se colocaron por niveles en un anaquel

"'Un lote es un conjunto de cajas petri estandar (60 — 72) o bandejas de 0.5 — 1 Kg. de capacidad (24)
que se siembran con huevos de colonias sobre una cantidad especifica de dieta (20 g/caja petri 6 300 —
600 g/bandeja de 0.5 Kg. 6 bandejade 1 Kg.); céalculo que se hace tomando como referencia la
densidad de siembra en produccion, esto es = 4ml. de huevo/5000 g de dieta de olote de maiz o mix.

8 En la produccién de colonias, este parametro se utiliza para determinar el porcentaje de hembras
recuperado; pues éstas serviran, a su vez, para sostener la produccién de machos estériles.
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de aluminio con capacidad para dos charolas por nivel y un total de 7 niveles por anaquel

(Anexo |, ilustracién 1A y 1B).

7.4.2 Determinacion de la concentracion inicial del ingrediente activo

La determinacion de la concentracion inicial de los residuos de malation en los
ingredientes sdlidos de la dieta la realizo el laboratorio INLASA. El laboratorio INLASA
trabaja con un limite de deteccién de 0.001mg/Kg. para insecticidas érgano-fosforados. Y
considerando este limite de deteccion, el resultado de los analisis previos, efectuados a
las muestras de olote de maiz que se sometieron a ensayo, fue de 0 ppm. De modo que,
el lote especifico de olote de maiz que se sometid a experimentacion, no contenia
malation en dosis detectables por el laboratorio. Por lo tanto, sobre el porcentaje
encontrado (0 ppm) se agrego el insecticida, hasta llegar a las dosis que se sometieron a

prueba en cada fase.

El olote de maiz que se utilizé es un subproducto agricola para consumo animal, tratado
con plaguicidas en algun momento del proceso, que va de la siembra a la cosecha y
durante el almacenamiento, antes de que llegue a la planta “El Pino” para ser utilizado

en la preparacion de la dieta.

Se utilizd este olote porque, en primera instancia, el presente trabajo pretendié ser una
reproduccion, en pequefia escala, de lo que se hace normalmente en la produccion a
gran escala en el Laboratorio “El Pino” y, en segunda instancia, porque el objetivo central
de esta investigacion fue determinar la concentracion letal media DL50 y el efecto de
otras dosis bajas, utilizando las mismas materias primas para preparar la dieta, en la que

se llevé a cabo el desarrollo larval.

7.4.3 Preparacion de las diluciones

El insecticida que se utilizo en este trabajo para contaminar la dieta es malation 57 EC
(57% de pureza, perteneciente al grupo de los érgano-fosforados y de uso muy amplio
en el control de plagas de insectos). Para preparar las diluciones se utilizaron micro
pipetas “Eppendorf’ y balones aforados de diferentes volimenes. Inicialmente, se
preparé una solucion madre (1,000 6 2,000 ppm.) y de ésta se obtuvieron las diluciones

en orden decreciente (100, 10, 1, etc.).

Es muy importante utilizar el equipo de proteccion (respirador para gases organicos,
guantes de nitrilo y bata impermeable) pues los 6rgano fosforados son sumamente

toxicos y de efecto residual.

Al terminar de preparar las diluciones, se forraron los balones con papel aluminio (para
evitar que la luz solar desestabilice la estructura molecular del producto). A continuacion,

se identificd, cada una de ellas, mediante una etiqueta con los siguientes datos:
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concentracion en ppm, nombre de la persona que preparo la dilucién, fecha y hora de
preparacion. Luego se almacenaron en un refrigerador, para conservarlas a una
temperatura baja (aproximadamente 5°C), pues las temperaturas altas también
favorecen la desestabilizacion de la estructura molecular y la evaporacion del producto.
Cada balén se destind para contener siempre la misma concentracién; para ello se
identificaron con una marca permanente. ElI tiempo de preparacion fue,

aproximadamente, de 20 minutos por dilucion.

7.4.4 Impregnacion de olote de maiz

Con las diluciones preparadas el mismo dia o con un dia de anticipacion, se impregné el
olote (150g. de olote grueso + 30g. de olote fino por cada kilo de dieta preparada),
utilizando para ello una bomba de aspersién de 1.5L y un tambor de rotacién (el volumen
para impregnar fue de 180cc. de solucion de ingrediente activo, i.a., calculado en una

proporcion de 1g. olote = 1cc. de solucion de i.a.) (Anexo |, ilustracion 2).

Se colocaron los 180g. de olote dentro del tambor de rotacién y se aplicd una rotacion en
seco para que se mezclara bien y luego se agregd, mediante una brisa fina y uniforme,
el volumen total de i.a. para impregnar (180cc. 6 360cc., si se van a preparar 1 6 2 Kg.
de dieta), haciendo rotar el tambor en dos direcciones cada vez. Cuando se consumi6
todo el volumen para impregnar, se mezcld, por ultima vez, con rotacion en dos
direcciones, la cantidad total de olote para lograr impregnacion uniforme. Luego se saco
el olote del tambor y se traslad6 a dos bandejas plasticas para pesarlo. En la primera se
pesé el porcentaje para la preparacion de la “fase liquida” de la dieta (52.8g, peso
humedo) y en la segunda se pesé el porcentaje que se agrega al final del mezclado
(237.28g, peso humedo). Es importante aclarar que, cada vez que se habla de las
concentraciones empleadas en este trabajo, se hace referencia a las
concentraciones aplicadas directamente al olote de maiz y no, a la concentracion

final en la dieta.

7.4.5 Preparacion de la dieta

Previo a agregar los ingredientes a la mezcladora®, se prepararon los recipientes con los
preservantes de la dieta (formol, benzoato, nipagin, HCI) y los volumenes de agua
(217cc. en la “fase liquida” de la dieta y 85cc. para ajustar el volumen final). Si el
benzoato y nipagin se agregan en solucion, estos volumenes se restan al volumen total

de agua (500cc.).

® Para la preparacion de la dieta se destiné un “chaleco de fibra de vidrio” exclusivamente para la dieta
con agua (dieta para el grupo testigo) y otro, exclusivamente para la dieta impregnada con malation.
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Con anticipacion se calibréo el potencidmetro para medir el pH de la dieta. Los
ingredientes de la dieta se agregaron a la mezcladora en el siguiente orden: Olote
impregnado con i.a. (52.8g.), germen de trigo (40g.), levadura (99g.), azucar (120.1g.) y
volumen inicial de agua (217cc.). Se mezclaron, en seco, todos los ingredientes sélidos
de la dieta durante 1 minuto y luego se mezclaron todos los ingredientes mas el volumen
inicial de agua (esta fase se denomina “fase liquida”) durante 5 minutos mas; luego se
agrego el formol (0.75cc.), benzoato (13.64cc.), nipagin (4.4cc.) y se mezclo todo durante
2 a 3 minutos mas. En seguida se agregaron los otros ingredientes: Olote impregnado

(237.28g.) para la fase final y el volumen final de agua (85cc.).

Se mezcloé todo durante 5 a 7 minutos y finalmente se agregd HCI (12cc. iniciales) y se
midio el pH (el rango éptimo es de 3.5 — 3.7). Si faltara &cido se agregan de 1.5 a 2 cc.
adicionales y se vuelve a medir el pH. Entre cada medicién de pH se mezclé nuevamente

durante 1 a 2 minutos mas (Anexo |, ilustracion 3).

Como se recordara (ver Fases del Experimento, Pag. 15) se impregnaron dos
dietas diferentes: la dieta de olote de maiz, que contiene el 15% de olote y la dieta
mix, que contiene 7.5% de olote de maiz y 7.5% de bagazo de cafia. Debido a esto,
cada vez que se menciona en el presente trabajo, 1 ppm de i.a. en la dieta de olote
de maiz, se esta refiriendo a 1 ppm en el ingrediente olote que, para la dieta de
olote es 0.15 ppm y para la dieta mix es 0.075 ppm; de igual manera, al hablar de 10
ppm en la dieta, se refiere a 10 ppm en el ingrediente olote que, equivale a 1.5 ppm
en dieta de olote 6 0.75 ppm en dieta mix. De igual forma, al hablar de 100 ppm en
el ingrediente olote, en el total de la dieta de olote equivale a 15 ppm y en la dieta

mix a 7.5 ppm.

La dieta preparada se traslado a bandejas plasticas de 0.5 a 1 Kg. de capacidad (segun
el requerimiento de cada bioensayo) y se pesd, una por una, la cantidad en gramos
establecida para cada réplica, por cada tratamiento. Luego se sembraron, una por una,

con huevos de “colonia liberacion” (ver inciso 7.4.8 en este mismo apartado).

7.4.6 Lavado de cristaleria y utensilios y eliminaciéon de desechos téxicos

Entre mezclada y mezclada se lavd el “chaleco de fibra de vidrio”, el aspa de la
mezcladora, el tambor de rotacion, la botella de aspersion, los balones y probetas que se

utilizaron para medir los volumenes de solucién por tratamiento.

El lavado se efectud con agua, jabdn clinico y esponja, frotando las superficies de dichos
utensilios. Luego, la solucion de jabdn y el primer enjuague de agua se descartaron a

través del sifon del lavabo a una cubeta plastica, que se vacié en un tonel con aserrin
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para absorber el agua de desecho; cubeta por cubeta, de cada lavado®. Luego cada
uno de los utensilios mencionados, se lavé con etanol al 95% o con acetona grado

reactivo y se secaron con toallas de papel.

Para lavar la cristaleria, ésta se sumergié antes en una solucion de agua y jaboén clinico y
luego se lavaron con cepillos para cristaleria, recipiente por recipiente. De la misma
forma en que se procedi6 para los anteriores, la solucién de jabdn y el primer enjuague
de agua se descartaron a través del sifén del lavabo, cubeta por cubeta, y de aqui, a
varios recipientes con aserrin. Al finalizar el lavado, se enjuagaron con etanol al 95% o

acetona grado reactivo y se dejaron secar al aire.

Al final de todo el proceso, se volvieron a lavar todos los utensilios de la misma forma.

7.4.7 Determinacion de las concentraciones que se aplicaron a la dieta

Previo a la ejecucion de los bioensayos definitivos se llevaron a cabo tres bioensayos
preliminares, en dieta de olote de maiz, en los que se probaron diferentes rangos de
concentraciones de malation que oscilan entre 1 y 1,000 ppm. Con ellos se determiné el
rango inicial de concentraciones que se aplicé en la Fase 1 y sirvieron, ademas, para
definir la metodologia aplicada en el presente trabajo. Los resultados obtenidos se

muestran a continuacion.

Preliminar # 1: Dosis probadas: 0, 1, 10, 100 y 1,000 ppm. Los resultados obtenidos
muestran una mortalidad larval de 100% en el caso de las concentraciones 100 y 1000
ppm, desde las 48 horas después de la siembra y en el caso de la dosis 10 ppm, hasta
de 97%, a las 144 horas.

Preliminar # 2: Dosis probadas: 0, 1, 10 y 100 ppm. Los resultados obtenidos muestran,
nuevamente, una mortalidad larval de 100% para la concentracién 100 ppm, desde las

48 horas después de la siembra y para la concentraciéon 10 ppm, 88% a las 72 horas.

Preliminar # 3: Dosis probadas: 0, 1, 5 y 10 ppm; se obtuvo una mortalidad larval de

49% en la concentracion 10 ppm a las 144 horas.

7.4.8 Metodologia para la siembra de huevos

Cuando el propésito bioensayo fue extraer todas las larvas de la dieta, a partir de las 48

horas de la siembra de huevos, éste se realizd en caja petri estandar (15 x 90mm.). En

10 E| desecho colectado en los toneles se volvié a mezclar con aserrin seco, con ayuda de una pala, y se
descart6 en bolsas plasticas gruesas, forradas con bolsas negras. Estas bolsas se entregaron a la empresa
ECOTERMO, S.A. que se encarg6 del tratamiento de los desechos tdxicos para evitar contaminacion
ambiental; tomando en consideracion el efecto téxico residual del insecticida que se empled.
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este caso, los huevos'' se lavaron y se decantaron varias veces, hasta que se eliminaron
todos los huevos que flotaban. Para realizar la selecciéon, conteo y siembra de los huevos
se requirio de un equipo de trabajo integrado por 4 personas. Dos de ellas realizaron la
seleccion de los huevos sanos bajo el estereoscopio y sobre un disco de papel filtro
negro (90mm. de diametro) que se colocd sobre un pafio absorbente que permanecio
humedo todo el tiempo; ambos se colocaron sobre el fondo de una caja petri estandar
(30 en total). Cada caja petri con huevos seleccionados se trasladé a una tercera
persona, quien con la ayuda de una pizeta que contenia agua destilada, lo trasladé a un
cuadrado de tela de “quiana” negra colocada sobre un colador, que a su vez se coloco

en un contenedor donde escurre el agua del colador.

Del total de huevos, asi obtenidos, se seleccionaron los 200 huevos que se necesitaban
para la siembra'®. La cuarta persona se encargo de trasladar tnicamente 200 huevos a
un trozo de tela de “lycra spandex” de color negro o azul oscuro (21/2” largo x 11/2”
ancho), con ayuda de un pincel fino (#1), humedecido en agua. Finalmente, el trozo de

tela de “lycra” se coloco sobre cada caja petri (60 en total)."

En la Fase 2, cuyo objetivo es obtener volumen de larva y pupa y medir los parametros
de calidad del insecto (peso, emergencia, habilidad de vuelo y longevidad), la

metodologia que se aplico es la siguiente:

Los huevos (10-20cc.) se lavaron y se decantaron varias veces, hasta que se
descartaron todos los huevos flotantes. Luego se filtré el agua, utilizando un cuadrado
de tela de “quiana” negra, colocado sobre un colador fino (luz de malla de 1/32” y 3” de
diametro), que a su vez, se colocé sobre un contenedor donde escurrié el agua. Los
huevos limpios se tomaron con una espatula y se pesaron en una balanza, sobre una
caja petri. Con ayuda de una pizeta que contenia agua destilada, los huevos se
esparcieron sobre una tira de papel higiénico (2 cuadros de hoja simple) colocada sobre
la superficie de la dieta, réplica por réplica (24 bandejas en total que contenian la
cantidad de dieta correspondiente a la densidad de siembra que se determind para este

proposito).

Las bandejas sembradas con huevos se distribuyeron, al azar, dentro de charolas
negras, colocadas a su vez, en los anaqueles. Alli permanecieron durante los cinco dias
que durd la extraccion larval mas dos dias mas (7 en total). Estas etapas se denominan,

en produccion, ‘“iniciacion larval” y “maduracion larval” y se requiere para su

1 El término huevo, en singular, se aplica en el proceso de produccién del Laboratorio “El Pino” para
denominar cualquier cantidad en volumen de huevo. No obstante, con el propésito de emplear una
terminologia de uso més general, cada vez que se haga referencia a este término, en este trabajo, se
utilizara el término en plural (huevos).

12 Mediante el calculo del porcentaje de mortalidad larval, de las pruebas preliminares, se constaté que, al
sembrar 200 huevos se obtienen 100 larvas vivas en el testigo.

13 Se trabajaron 4 tratamientos x 3 réplicas = 12 x 5 dias de extraccion larval = 60 cajas petri, que
contenian 20 gramos de dieta de colonias cada una.
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sostenimiento de las siguientes condiciones ambientales: T 22 + 2 °C; HR 90-100% y

foto periodo 12:12 (Anexo |, ilustracion 4).

Fase 1

7.4.9 Metodologia para extraccion larval

La extraccion larval se inicio a las 48 horas después de la siembra. Con 24 horas de
anticipacion a cada extraccion larval, se eligieron 12 de las 60 muestras al azar y en
cuatro grupos (tratamientos) de tres réplicas, cada uno, se procedié a leer, bajo el
estereoscopio y un contador manual, los huevos enteros (huevos no eclosionados). Por
diferencia se obtuvieron los huevos eclosionados y, aplicando la siguiente férmula, se

obtuvo el porcentaje de eclosion:

% Eclosion = Huevos eclosionados x 100

Huevos sembrados

A continuacién, se preparé una serie de 12 bandejas plasticas de 0.5 Kg., que se
sometieron a la técnica de inmersion-aspersion, previo a la extraccion larval. En el
borde de cada bandeja se colocé un cuadrado de cedazo plastico de 30 x 30cm. (de
1/16” hasta las 96 horas de edad y de 1/14” a partir de las 120 horas de edad)
ajustandolo al borde con un par de bandas elasticas y permitiendo que el cedazo
formara una ligera depresion en la parte central de la bandeja. Luego se agregé agua
a las bandejas, procurando que el nivel de la misma llegara hasta tocar la depresion

hecha por el cedazo.

A continuacion se extrajo el cuadrito de tela de “lycra”, donde se sembraron los huevos,
y con ayuda de una bomba de aspersion se lavo la tela con agua sobre el cedazo.
Luego, cada una de las muestras conteniendo dieta y larva se depositaron sobre la
depresion formada por el cedazo en la parte central de la bandeja, procurando que el
volumen de agua sobrenadante la cubriera, aproximadamente, a la mitad. Luego se
lavé la caja petri con agua a presion, procurando que no quedara algun residuo en la

misma (Anexo |, ilustracion 5).

A partir de las 12:00 horas, cada dos horas, se pusieron en remojo el contenido de un
grupo de tres cajas petri (las 3 réplicas de cada tratamiento) y se asperjaron cada 15
minutos con agua, durante dos horas (Anexo |, ilustracion 6) para hacer que las larvas
se fueran al fondo. Asi, el grupo que se colocd a las 12:00 horas se termind de
asperjar a las 14:00 horas y a esa hora se puso el segundo grupo en inmersion (previa
lectura de eclosion); hasta finalizar la aspersion de las 12 muestras de cada dia a las

18: 00 horas. La primera serie de muestras permanecié un minimo de 18 horas en
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inmersion. Es decir, que la extraccion larval de la primera serie se programé entre las
6:00 — 7:00 a.m., la segunda entre 8:00 — 9:00, la tercera entre 11:00 — 12:00 y la
cuarta entre 13:00 — 14:00 horas, intercalando las lecturas de eclosion, la preparacion
de las bandejas y la aspersion de la proxima serie de muestras del siguiente dia; todo

esto durante cinco dias consecutivos.

Previo a la extraccién larval, se coldé el sedimento y sobrenadante colectado en la
bandeja, utilizando un cuadrado de tela de “quiana” negra (20 x 20cm previamente
cuadriculado), que se ajusto a la boca de un beaker plastico de 1L. de capacidad, con

una banda elastica, procurando que la tela haga una leve depresién en la parte central.

Antes de colar la muestra se asperjod, por ultima vez, todo el desecho sdlido que quedo
sobre el cedazo y éste se colocd en un colador (2.5” de diametro) que a su vez, se
sumergi6 totalmente en un contenedor (de 0.5 L de capacidad) con agua cuyo nivel
cubria totalmente el colador. El tiempo que duré la extraccion larval (aproximadamente
2 horas por muestra) es el tiempo que el desecho permanecioé en inmersion. Esto con
el propdsito de recuperar alguna larva que pudiera haberse quedado escondida entre
las particulas gruesas de olote. Pues se observo, durante la ejecucion de esta etapa
de la metodologia que, algunas larvas permanecian en la superficie del cedazo y
continuaban alimentandose; mientras que la mayor parte de ellas, se precipitaban al
fondo de la bandeja junto con las particulas finas de olote. En consecuencia, al
sumergir el desecho de olote grueso durante dos horas, fue factible recuperar estas

larvas que no precitaban junto a las demas.

A continuacién se col6 el sedimento y sobrenadante colectado en la bandeja, poco a
poco, para evitar que se derramara. Esto tomd aproximadamente 15 minutos. El
sedimento fino asi obtenido consta de particulas de olote fino, en su mayoria, un
porcentaje menor de particulas de olote grueso y las larvas recuperadas de la edad
correspondiente (48, 72, 96, 120 6 144 horas). El sedimento final obtenido se tifid con
solucién de azul de metileno (1:1000) para lograr un contraste entre el color del
residuo, el fondo negro de la tela y el color blanco semitransparente de las larvas,

sobre todo las de las primeras horas.

Este sedimento tefiido se esparcio bien sobre el cuadro de la tela con la ayuda de un
pincel fino (#1) y se extrajo el exceso de agua, mediante un gotero pipeta.
Adicionalmente, se necesitd una “bombonera” transparente (molde para hacer
chocolates) a la que se le llenaron 15 agujeros de agua y se identificd, mediante una
etiqueta, el tratamiento y réplica a la que correspondia; un recipiente con agua (donde
se lavaron los residuos de dieta que quedaban en el pincel) y, en los dos ultimos dias,

(cuando las larvas han crecido lo suficiente), una pinza fina de diseccion.

La técnica de extraccion consistio en colocar la muestra ya preparada, como se indicé
anteriormente, bajo el estereoscopio y con la ayuda del pincel y/o pinza, se fue

extrayendo, de una en una, cada larva que se encontraba en el sedimento de la dieta
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(Anexo |, ilustracion 7). Se recomienda iniciar con el menor aumento, para lograr una
visién panoramica de la muestra y después, pasar al mayor aumento para terminar de
extraer lo que haya quedado. Simultaneamente, se fue contando el nimero de larvas
extraidas y, en grupos de 10 se colocaron en los agujeros de la “bombonera” y cada 10
larvas se hizo una anotacion (Anexo I, ilustracion 8). Se recomienda hacer un chequeo
para corroborar (bajo el estereo) si surgiera alguna duda, pues este procedimiento

debera ser muy exacto.

Este recuento de larvas dio el numero de larvas vivas que se encontraron en cada
muestra (Anexo |, ilustracion 9). Con este dato se obtuvieron las larvas muertas,

aplicando la siguiente férmula:
Larvas muertas (X dosis) = Huevos eclosionados™ (X dosis) — larvas vivas (X dosis)

Con este dato se obtuvo el promedio de larvas muertas, cada 24 horas, en cada

tratamiento.

Es importante aclarar que el trabajo incluye dos aspectos de la mortalidad larval: 1)
Mortalidad larval, cada 24 horas a partir de las 48 horas de la siembra y 2) mortalidad
larval, como consecuencia del efecto acumulativo de malation, que sirvié para calcular

las dosis letales estimadas por Probit.

1. Calculo de la Mortalidad Larval Cada 24 Horas

Huevos enteros: Este dato se obtuvo de la lectura de las cajas petri, a las 48 horas
después de la siembra de huevos (tiempo en el que normalmente se toma el porcentaje

de eclosién maxima en la produccion).

Huevos eclosionados: Es la diferencia entre los huevos sembrados y los huevos

enteros (huevos no eclosionados).

Larvas vivas: Este dato se obtuvo del conteo directo de larvas vivas, durante los cinco
dias que dur6 la extraccién larval en la Fase |. Recuérdese que en esta fase del
experimento se extrajeron, una a una, todas las larvas que habia en cada muestra que

se someti6 a ensayo.
Larvas potenciales: Se refiere a las larvas “potencialmente vivas” o las que se estima
que sobrevivieron al efecto del insecticida. Este dato se obtuvo aplicando la siguiente

féormula:

Larvas Potenciales (X dosis) = Huevos eclosionados (X dosis) * [Larvas vivas testigo / Huevos eclosionados testigo]

* Huevos eclosionados = insectos tratados
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Utilizando los datos anteriores se obtuvo el porcentaje de mortalidad larval asociada

al producto, cada 24 horas, mediante la aplicacion de la siguiente férmula:

% Mortalidad Larval (X dosis) = Larvas potenciales (X dosis) — Larvas vivas (X dosis)
Larvas potenciales

2. Calculo de la Mortalidad Larval por Efecto Acumulativo de Malation
Se aplico la siguiente formula:

Larvas muertas (X dosis) = Huevos eclosionados (X dosis) — Larvas vivas (X dosis)

Con este dato se obtuvo el promedio de larvas muertas, cada 24 horas, en cada
tratamiento. A continuacién, se obtuvo el promedio total de larvas muertas en todas
las horas por cada tratamiento. Este dato se registré en una base de datos a la que se

le aplicé analisis “probit” de mortalidad larval (Anexo Il).

Para el calculo del Efecto Ovicida de Malation se sigui6 el siguiente procedimiento:

Huevos enteros: Son los huevos que no eclosionaron. Este dato se obtuvo de la

lectura de las cajas petri a las 48 horas después de la siembra.

Porcentaje de No Eclosion: Este dato se obtuvo aplicando la siguiente formula:

% No Eclosion = Huevos enteros / Huevos sembrados X 100

Efecto Ovicida (Porcentaje de Mortalidad Huevos a las 48 Horas)

% Mortalidad de Huevos = (% No Eclosion del tratamiento / % No Eclosion Testigo x 100) — 100

Fase 2

7.4.10 Metodologia para la colecta de larva, colecta de pupa y estimacion

de parametros de calidad del insecto.

Se siguié la metodologia indicada en el Manual de Procedimientos para la Produccion
de Colonias del Laboratorio “El Pino” (16), en términos generales, haciendo la salvedad
que, como los volumenes de larva y pupa que se manejaron en este trabajo fueron muy
pequefios, en relacion a los volumenes que se trabajan en la produccién a gran escala,
se utilizaron probetas de 10 — 25cc., coladores y beakers de 250cc. — 1,000cc. para

efectuar las colectas de larva y pupa.
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En cuanto a los parametros de calidad del insecto, las muestras se tomaron respetando

la cantidad de pupa sugerida en el Manual de Procedimientos de Control de Calidad

para cada parametro (15).

7.4.11 Variables a considerar

Mortalidad larval

Efecto ovicida

Recuperacion larval

Porcentaje de pupa blanca

Peso de la pupa

Porcentaje de emergencia

Habilidad de vuelo

Indice de longevidad

7.4.12 Analisis de datos

7.4.12.1 Diseio de la investigacion

El disefio experimental que se aplicé fue completamente al azar.

1)

2)

Para la determinacion de la mortalidad larval (calculo de la DL50 y de la
dosis que causa la “menor mortalidad aceptable” para la Planta “El Pino”),
fases IA y IB, se aplicaron las siguientes dosis: 0, 1, 5 y 10 ppm de
malation, en dieta de olote de maiz y 0, 1, 10 y 100 ppm en dieta mix;
eligiendo, por conveniencia, 3 réplicas para cada dosis. En esta fase se
incluyé el “Analisis Probit” (Finney, D.J., 1971) (17) y (Gil, S. y LC.
Calderon, 1980) (18), que normalmente se aplica cuando el objetivo de un
experimento es estimar la dosis necesaria (ensayo cuantal) para que una
proporcion dada (usualmente el 50%) de la poblacién presente la
respuesta, en este caso, mortalidad. Este incluyo un intervalo de confianza
de 95% (Anexo II).

Para la evaluacion del efecto de dosis bajas del insecticida en los
parametros de calidad del insecto, fases Il A y IIB, se afiné el rango de
concentraciones, tomando en cuenta los resultados obtenidos en la Fase |
y se aplicaron las siguientes dosis: 0, 0.1, 0.5, 1, 1.5y 2 ppm eligiendo, por
conveniencia, 4 réplicas para cada dosis. En esta fase se utilizé la prueba
no paramétrica o de distribucion libre de Kruskal-Wallis (Statistix 8, 1981-

2003) (19), para las variables asociadas a la calidad del insecto (porcentaje
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de pupa blanca, peso de la pupa, porcentaje de emergencia, habilidad de
vuelo, e indice de longevidad) y se incluy6 la comparacion de medias de
rangos, en aquellos casos en los que la prueba indicé que habia diferencia

significativa en alguna de las dosis.

El disefio experimental se ha resumido en un cuadro que aparece como anexo al final

del presente documento (Anexo V).

8. RESULTADOS Y DISCUSION

Fase 1

1.

Mortalidad larval

Los valores que se presentan a continuacion, obtenidos en los diferentes
tratamientos en los tres bioensayos donde se evalué la mortalidad larval, fueron
corregidos por el valor de la mortalidad natural encontrada en el testigo. Por esta
razén el valor de la mortalidad del testigo, por efecto del insecticida, que se

reporta en las graficas y tablas, es cero.
1.1 Lote A (Bioensayo 23.3.05)

La grafica 1.1A muestra, con ligeros cambios en el comportamiento de los tratamientos 1 y
5 ppm de malation, una tendencia general al incremento de la mortalidad larval, a través

del tiempo y en proporcion directa a las concentraciones.

No obstante, se puede observar que el tratamiento 1 ppm inicia con una mortalidad del
10% a las 48 horas, desciende entre 2 — 5% entre las 96 y 120 horas, para volver a
descender al 2% a las 144 horas. Mientras que el tratamiento 5 ppm inicia con una
mortalidad del 12% a las 48 horas, desciende al 8% entre las 72 y 96 horas, se incrementa
a 25% a las 120 horas y alcanza el 33% a las 144 horas. El tratamiento 10 ppm, inicia con
un 8% de mortalidad, la que se incrementa gradualmente hasta alcanzar el 87% a las 144
horas. A excepcion del tratamiento 1 ppm, que muestra una mortalidad sin tendencia
especifica, la proporcion de mortalidad, en el tratamiento 5 ppm, se incrementa tres veces
entre las 72 y 120 horas y, aproximadamente, cuatro veces a las 144 horas; mientras que
en el tratamiento 10 ppm, la proporcion se incrementa tres veces a las 72 horas, cinco
veces a las 96 horas y nueve veces mas entre las 120 y 144 horas después de la siembra.
Si se comparan los porcentajes de mortalidad obtenidos entre tratamientos a las 144 horas,
se observa que la mortalidad en el tratamiento 5 ppm se incrementa un 31% en relacion a
la mortalidad obtenida en el tratamiento 1 ppm y 85% en el tratamiento 10 ppm del

insecticida.
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Grafica 1.1A Mortalidad larval de Ceratitis capitata (Wied.) con diferentes concentraciones de malation,
en dieta de olote de maiz. Bioensayo 23.3.05.

En la tabla 1.1A puede observarse un resumen de las diferentes pruebas de Kruskal &
Wallis aplicadas a los valores de mortalidad larval obtenidos cada 24 horas, a partir de la
siembra. Se observa diferencia significativa entre el testigo y la concentracion 10 ppm, a
partir de las 72 horas; mientras que 1 y 5 ppm no muestran diferencia significativa entre

tratamientos.

TABLA 1.1A RESUMEN DE LAS DIFERENTES PRUEBAS DE KRUSKAL & WALLIS REALIZADAS EN
FUNCION DEL TIEMPO (VALORES PROMEDIO DEL PORCENTAJE DE MORTALIDAD LARVAL)
BIOENSAYO 23.3.05

TRATAMIENTOS
HORAS DESPUES DE LA SIEMBRA | 0 ppm 1 ppm 5 ppm 10 ppm
48 0 10 12 9
72 0 5 7 30"
96 0 3 8 52*
120 0 5 24 81*
144 0 2 33 87*

*P<0.05

La grafica 1.1B representa las dosis estimadas por Probit, a partir de la DL1 hasta la DL70,

con sus respectivos limites de confianza, en dieta de olote de maiz.
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Gréfica 1.1B Dosis letales de malation y limites de confianza (Probit) en dieta larval de olote de maiz

para Ceratitis capitata (Wied.). Bioensayo 23.3.05.
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La tabla 1.1B muestra los valores estimados por Probit de las dosis letales y sus limites de

confianza en dieta de olote de maiz.

Tabla 1.1B DOSIS LETALES ESTIMADAS, DLe, (PROBIT) Y SUS LIMITES DE CONFIANZA DE
LA VARIABLE MORTALIDAD LARVAL DE Ceratitis capitata (Wied.) EN DIETA DE OLOTE DE MAIZ

BIOENSAYO 23.3.05
LIMITES DE CONFIANZA AL  95%
DL DLe (ppm) LIMITE SUPERIOR | LIMITE INFERIOR | ANCHURA
1 0.0345 0.0609 0.0196 0.0413
10 0.3699 0.6528 0.2097 0.4431
20 1.0044 1.7719 0.5693 1.2026
30 2.0638 3.6414 1.1699 2.4715
40 3.8185 6.7369 2.1644 4.5725
50 6.7868 11.9746 3.8471 8.1275
60 12.0626 21.2795 6.8365 14.443
70 22.3189 39.3788 12.6514 26.7274

1.2 Lote B (1.2 Bioensayo 12.4.05)

La grafica 1.2A muestra una clara tendencia al incremento de la mortalidad larval, en el

tiempo y a medida que se incrementan las concentraciones.

A excepcion del tratamiento 1 ppm, que muestra valores de mortalidad sin tendencia

especifica, en el tratamiento 5 ppm el porcentaje de mortalidad se incrementa 10% a las 72

horas, 18% a las 96 horas, 22% a las 120 horas y 23% a las 144 horas; mientras que en el

tratamiento 10 ppm, el porcentaje de mortalidad se incrementa en un 27% a las 72 horas,
57% a las 96 horas, 69% a las 120 horas y 72 % a las 144 horas.
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Si se comparan los porcentajes de mortalidad, obtenidos entre tratamientos, a las 144
horas después de la siembra, se observa que la mortalidad en el tratamiento 5 ppm se
incrementa un 24% y un 75% en el tratamiento 10 ppm, con relacion al tratamiento 1 ppm.
Esto significa que la mortalidad obtenida en el tratamiento 5 ppm es la tercera parte de la

mortalidad obtenida en el tratamiento 10 ppm.
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Gréfica 1.2A Mortalidad larval de Ceratitis capitata (Wied.) con diferentes concentraciones de malation
en dieta de olote de maiz. Bioensayo 12.4.05.

En la tabla 1.2A se presenta el resumen de las diferentes pruebas de Kruskal & Wallis
aplicadas a los valores de mortalidad larval obtenidos cada 24 horas, a partir de la siembra. Se
observa diferencia significativa Unicamente entre el testigo y el tratamiento 10 ppm, a partir de

las 96 horas.

TABLA 1.2A RESUMEN DE LAS DIFERENTES PRUEBAS DE KRUSKAL & WALLIS REALIZADAS EN
FUNCION DEL TIEMPO (VALORES PROMEDIO DEL PORCENTAJE DE MORTALIDAD LARVAL)
BIOENSAYO 12.4.05

TRATAMIENTOS
HORAS DESPUES DE LA SIEMBRA |0 ppm | 1 ppm 5ppm |10 ppm
48 0 0 1 3
72 0 1 12 30
96 0 1 19 61*
120 0 7 23 72*
144 0 5 24 75*

*P <0.05



30

La grafica 1.2B representa las dosis estimadas por Probit, a partir de la DL1 hasta la DL70,

con sus respectivos limites de confianza en dieta de olote de maiz.
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Gréfica 1.2B Dosis letales de malation y limites de confianza (Probit) en dieta larval de olote de maiz
para Ceratitis capitata (Wied.). Bioensayo 12.4.05.

La tabla 1.2B muestra los valores estimados por Probit para las dosis letales y sus limites de
confianza, en dieta de olote de maiz., en la segunda repeticién del ensayo en el tiempo
(repeticién | 23.03.05, repeticion 11 12.04.05).

Tabla 1.2B DOSIS LETALES ESTIMADAS, DLe, (PROBIT) Y SUS LIMITES DE CONFIANZA DE
LA VARIABLE MORTALIDAD LARVAL DE Ceratitis capitata (Wied.) EN DIETA DE OLOTE DE MAIZ
BIOENSAYO 12.4.05

LIMITES DE CONFIANZA AL  95%
DL DLe (ppm) | LIMITE SUPERIOR | LIMITE INFERIOR | ANCHURA
1 0.0695 0.1486 0.0326 0.116
10 0.6129 1.3092 0.2869 1.0223
20 1.532 3.2727 0.7173 2.5554
30 2.9659 5.6469 1.2376 4.4093
40 5.2153 11.1406 2.4417 8.6989
50 8.8388 18.8803 4.138 14.7423
60 14.9799 31.997 7.0123 24.9847
70 26.3415 56.2613 12.3308 43.9305
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Fase | — Dieta Mix

1.3 Lote Unico (Bioensayo 13.6.05)

La grafica 1.3A muestra tendencia general al descenso de la mortalidad larval en el tiempo
y a medida que se incrementan las concentraciones. La excepcion la constituye el
tratamiento 100 ppm, cuya tendencia es en sentido contrario, es decir, se incrementa la
mortalidad larval en el tiempo y como la concentracion es alta, la mortalidad se incrementa
hasta un 37% entre las 48 y 144 horas. Esta ultima tendencia es similar a lo que se
observé con dieta de olote de maiz, con relacién al tratamiento 10 ppm, donde el

incremento de la mortalidad larval es del 72% entre las 48 y 144 horas.

La mortalidad en el tratamiento 1 ppm inicia con un 10%, desciende a 0 a las 72 horas, se
incrementa en un 4% a las 96 horas y vuelve a descender a 0 a las 120 y 144 horas. El
tratamiento 10 ppm inicia con un 31 % de mortalidad que luego desciende a 12% a las 72
horas, a 7% a las 96 horas y a 1% a las 120 horas; para incrementarse en un 5% a las 144

horas.

A diferencia del comportamiento observado en las concentraciones 1 y 10 ppm, el
tratamiento 100 ppm inicia con un 60% de mortalidad a las 48 horas, la que se incrementa

gradualmente en el tiempo hasta un 97% a las 144 horas.

Si se comparan los porcentajes de mortalidad larval obtenidos entre tratamientos a las 144
horas, se observa que la proporcion de mortalidad obtenida es 0% para la dosis 1 ppm, 5%
para 10 ppm y 97% para 100 ppm, es decir, que la diferencia de mortalidad obtenida entre
10 y 100 ppm es de 92%.
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Grafica 1.3A Mortalidad larval de Ceratitis capitata (Wied.) con diferentes concentraciones de malation,
en dieta mix. Bioensayo 13.6.05.
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A continuacion, en la tabla 1.3A se presenta el resumen de las diferentes pruebas de
Kruskal & Wallis aplicadas a los valores de mortalidad larval obtenidos cada 24 horas. Se
observa diferencia significativa, entre el testigo y el tratamiento 100 ppm, Unicamente a las
96 horas; hecho que tiene su explicacion en la variabilidad, existente entre réplicas del
mismo tratamiento y la variabilidad entre tratamientos. Ademas, hay que tomar en cuenta
que la metodologia empleada en este trabajo, para determinar mortalidad larval, no permite
trabajar con mas de tres réplicas por tratamiento™, y esta limitante también se refleja en los
resultados obtenidos.

TABLA 1.3A RESUMEN DE LAS DIFERENTES PRUEBAS DE KRUSKAL & WALLIS REALIZADAS EN
FUNCION DEL TIEMPO (VALORES PROMEDIO DEL PORCENTAJE DE MORTALIDAD LARVAL)
BIOENSAYO 13.6.05

TRATAMIENTOS
HORAS DESPUES DE LA
SIEMBRA 0 ppm 1 ppm | 10 ppm | 100 ppm

48 0 10 31 61
72 0 0 12 81
96 0 5 8 94*
120 0 0 1 95
144 0 0 5 97

*P <0.05

La grafica 1.3B representa las dosis letales estimadas por Probit, a partir de la DL1 hasta la
DL70, con sus respectivos limites de confianza, en dieta mix.
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Grafica 1.3B Dosis letales de malation y limites de confianza (Probit) en dieta larval mix para Ceratitis
capitata (Wied.). Bioensayo 13.6.05.

4 Trabajar con més de tres réplicas, por tratamiento, implicaria un incremento significativo de los costos
del trabajo en cuanto a personal y material requeridos.



33

La tabla 1.3B muestra los valores estimados por Probit para las dosis letales, con sus

limites de confianza, en dieta mix.

Tabla 1.3B DOSIS LETALES ESTIMADAS, DLe, (PROBIT) Y SUS LIMITES DE CONFIANZA DE
LA VARIABLE MORTALIDAD LARVAL DE Ceratitis capitata (Wied.) EN DIETA MIX
BIOENSAYO 13.6.05

LIMITES DE CONFIANZA AL 95%
DL DLe (ppm) LIMITE SUPERIOR | LIMITE INFERIOR | ANCHURA
1 0.1393 0.2579 0.0752 0.1827
10 1.1953 2.2138 0.6454 1.5684
20 2.9552 5.4733 1.5957 3.8776
30 5.6758 10.5111 3.0645 7.4466
40 9.9135 18.3589 5.3525 13.0064
50 16.6957 30.9205 9.0147 21.9058
60 28.1177 52.0771 15.1829 36.8942
70 49.1109 90.9592 26.5188 64.4404

Discusion

Los resultados obtenidos muestran, aparentemente, dos tendencias opuestas. Cuando se
aplico malation, en dosis de 5 y 10 ppm en dieta de olote de maiz'®, los resultados
muestran tendencia general al incremento de la mortalidad larval en el tiempo y en
proporcion directa a la concentracion. El comportamiento del tratamiento 1 ppm es muy
similar al del testigo y, en algunos casos, super6 el porcentaje de larvas vivas obtenido en
el testigo; este comportamiento se atribuye a un “efecto estimulante”, denominado en
toxicologia, efecto hormesis (del cual se hablara mas adelante...ver discusion de
resultados de la variable emergencia, Pag. 56) y que, probablemente, desencadena un
mecanismo de defensa en las larvas. Pero cuando se aplicod malation en dieta “mix”"® la
tendencia general fue hacia el descenso de la mortalidad larval en el tiempo y a medida
que se incrementan las concentraciones, hasta 10 ppm, a excepcion de la dosis 100 ppm,
donde se obtuvo casi un 100% de mortalidad larval. Los resultados obtenidos, en general,
coinciden con las observaciones de varios investigadores, entre ellos Bisset, JA., 2002 (21)
del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” de Cuba, quien dice que “existe una
correlacion positiva entre la dosis de un plaguicida y el porcentaje de mortalidad que
ocasiona. Sin embargo, si se aplican dosis bajas, el porcentaje de mortalidad producido en
la poblacién podria no ser adecuado...” y agrega: “si la dosis es muy alta, se espera que el
porcentaje de mortalidad sea muy alto, mucho mas del necesario, pues se esta utilizando

mas de lo indispensable...” (Ibid item).

5 Recuérdese que los bioensayos del 23.03.05 y del 12.04.05 son repeticiones en el tiempo y ambos
presentan la misma tendencia.

16 |_a dieta mix es una mezcla que contiene 7.5% de olote de maiz y 7.5% de bagazo de cafia. Cada vez
que se hace referencia a esta mezcla en este trabajo, se usa este término.
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Este comportamiento puede atribuirse a que, si bien las concentraciones iniciales aplicadas
al olote fueron 1, 10 y 100 ppm de malatién; al incorporar este ingrediente a la dieta mix, en
un 7.5% (la mitad de la proporcion con la que se prepara la dieta de olote de maiz), como
vehiculo de impregnacion del ingrediente activo, se obtuvo una concentracion final en la
dieta mix equivalente a la mitad de la concentracion final en la dieta de olote de maiz. Es
decir que, al aplicar 1 ppm del insecticida al ingrediente olote equivale a 0.15 ppm en la
dieta de olote y a 0.075 ppm en la dieta mix; de igual manera, al aplicar 10 ppm al
ingrediente olote equivale a 1.5 ppm en dieta de olote y a 0.75 ppm en dieta mix y al aplicar
100 ppm al ingrediente olote, equivale a 15 ppm en la dieta de olote de maiz y a 7.5 ppm

en la dieta mix.

No obstante, al analizar estadisticamente los resultados no se obtuvieron diferencias
significativas entre tratamientos; por lo que puede concluirse que existe una tendencia
general al incremento de la mortalidad larval en el tiempo y en proporcion directa a la

concentracion, cuando se aplico malatién en ambas dietas, en dosis de 5y 10 ppm.

En el caso del tratamiento 100 ppm, la concentracion es alta, a pesar de la dilucién, y el
insecticida se degrada, a consecuencia del metabolismo larval, dando lugar a compuestos
mas toxicos que el compuesto “original’; ya que, el malation técnico no es una sustancia
pura unica, sino una mezcla de composicion variable. Ademas del malation pueden
encontrarse hasta 14 metabolitos distintos ademas de los aditivos inertes. Por esta razon
se aplica el término “complejo malatién” para designar su compleja estructura y su efecto
téxico es, por lo tanto, funcion de este arreglo de moléculas. Por esta razon el malation y
sus metabolitos pueden permanecer un cierto tiempo, ser quimicamente transformados a
moléculas no téxicas (fundamentalmente por hidrolisis) o convertirse en productos mas
téxicos que el propio plaguicida. Esto ocurre, por ejemplo, cuando por efecto de la
temperatura o la accion microbiana el malation se convierte en fracciones mas toxicas
como el malaoxoén...” (Montenegro, RA. 2001) (20). Por lo que se puede concluir que, la
alta mortalidad obtenida en el tratamiento 100 ppm podria atribuirse, entre otras causas, a
este proceso de transformacién molecular del insecticida, inducido por las condiciones

ambientales y el metabolismo larval.

Por otra parte, los resultados del analisis “Probit” indican que, cuando se impregna la dieta
de olote de maiz con malation, la dosis letal necesaria para matar el 1% de la poblacién
larval oscila entre 0.03 y 0.07 ppm; mientras que, con dieta mix esta dosis es de 0.14 ppm.
Si se comparan estas dosis letales obtenidas con la dosis maxima detectada en laboratorio
(1ppm), en los analisis preliminares efectuados a diferentes lotes de olote de maiz, por el
Departamento de Control de Proceso de la Planta “El Pino” (Reporte interno de analisis de

residuos de malation, efectuado por INLASA. 2002, 22), estas dosis representan menos del
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10% (en dieta de olote de maiz) y menos del 14% (en dieta mix) de la concentracién
detectada inicialmente en el laboratorio. Por lo que se sugiere que el limite de aceptacion a
los proveedores de olote se fije por debajo de 0.03 ppm; ya que, considerando que la
produccién actual del laboratorio “El Pino” asciende a 2,000.000, 000 (dos mil millones) de
moscas semanales, el 1% de mortalidad larval, DL1, representa 20.000,000 (veinte

millones) de insectos de pérdida semanal.

Al comparar los valores de DL50 obtenidos en ambas dietas, éste oscila entre 6.8 y 8.8 ppm
(en dieta de olote de maiz), mientras que en dieta mix es 16.7 ppm. Es decir, que se
requiere, aproximadamente, el doble de ingrediente activo en dieta mix para obtener la

misma mortalidad larval.

Fase 1

2. Efecto Ovicida
Al igual que en la variable anterior, los valores de mortalidad obtenidos en los tres
bioensayos realizados, fueron corregidos por el valor de la mortalidad natural de huevos del
testigo. Como el dato de eclosion maxima'’ se obtiene a las 48 horas después de la
siembra, se asumid que los huevos que permanecen sobre el trozo de tela de “chra’”s,
después de este tiempo, son huevos infértiles o no viables. Por esta razon, en este trabajo
se considero la posibilidad de un efecto ovicida, Unicamente, a las 48 horas después de la

siembra, lo cual puede apreciarse en las graficas siguientes.

2.1 Bioensayo 23.3.05
En la grafica 2.1 puede observarse que se incrementa el porcentaje de mortalidad de

huevos en proporcion directa a la concentracion.
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Gréfica 2.1 Efecto ovicida de malation en Ceratitis capitata (Wied.), 48 horas después de la siembra,
en dieta de olote de maiz. Bioensayo 23.3.05.

7" Al momento de obtener esta lectura los huevos tiene cuatro dfas de haberse colectado.
'8 El trozo de tela de “lycra” se coloca sobre el sustrato de dieta, en cada réplica que se siembra.



2.2 Bioensayo 12.4.05
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La grafica 2.2 muestra, en general, un leve incremento del porcentaje de mortalidad de

huevos en proporcion directa a la concentracion, a excepcién del tratamiento 5 ppm, que

desciende 0.82% con relacion al tratamiento 1 ppm.
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Gréfica 2.2 Efecto ovicida de malation en Ceratitis capitata (Wied.), 48 horas después de la siembra

en dieta de olote de maiz. Bioensayo 12.4.05.

2.3 Bioensayo 13.6.05

En la grafica 2.3 puede observarse un leve incremento de 3.73% del porcentaje de

mortalidad de huevos entre los tratamientos 1 y 100 ppm. No obstante, el tratamiento 10

ppm, presenta 0% de mortalidad.
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Grafica 2.3 Efecto ovicida de malation en Ceratitis capitata (Wied.), 48 horas después de la siembra,

dieta mix. Bioensayo13.6.05
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Discusioén

Los resultados obtenidos, al impregnar dieta de olote de maiz con malatién muestran, en
general, una relacion directa entre concentracion y mortalidad de huevos de Ceratitis
capitata (Wied.). De la poblacion total de huevos sembrados (200-300), un porcentaje
comprendido entre 84 - 94% toleraron una concentracion de 1 ppm, entre 85 - 93%

toleraron 5 ppm y entre 68 - 83% toleraron 10 ppm.

En contraste con estos resultados, cuando se impregnd dieta mix con malation, del total de
huevos sembrados (200), el 96% toleraron 1 ppm, el 100% toleraron 10 ppm y el 92%
toleraron 100 ppm. Aparentemente, en este caso, no existe una relacion entre
concentracion y mortalidad de huevos. No obstante, si se comparan estos resultados con
los obtenidos en la variable recuperacion larval (ver Pag. 41), es evidente el efecto casi
100% letal de malation en larvas de Ceratitis capitata (Wied.) cuando se impregna dieta mix
con la dosis 100 ppm. El bajo porcentaje de mortalidad de huevos obtenido a esta
concentracion, podria deberse a: 1) Al contabilizar los huevos que permanecen sobre el
trozo de tela de “lycra”, al momento de la lectura de eclosion maxima, se consideran
huevos “vivos” los huevos enteros que al examen visual se observan blancos y brillantes.
Sin embargo, no existe un parametro cualitativo para determinar, mediante esta evaluacion
visual, la viabilidad de los huevos. Esto significa que es probable que el malatién, aplicado
a la dieta mix a una concentracion de 100 ppm, no haya afectado la apariencia del huevo y
que por eso se presenta aparentemente “normal” al examen visual. Sin embargo, al
considerar los resultados obtenidos en recuperacion larval, se evidencia un efecto ovicida.
2) Debido a la proporcién de olote que incluye la dieta mix como vehiculo de impregnacion
(7.5%), en relacion a la proporcion que incluye la dieta de olote (15%), las concentraciones
aplicadas se diluyeron a la mitad y como consecuencia de ello, no se evidencia en los
resultados obtenidos un efecto ovicida. También hay que tomar en cuenta la variabilidad

entre réplicas del mismo tratamiento.

Adicionalmente, hay que considerar que los huevos fueron sembrados sobre un trozo de

tela de "chra”19

colocada, a su vez, sobre el sustrato de dieta. De todos los ingredientes
que constituyen la dieta, unicamente el olote de maiz fue impregnado directamente y los
demas se impregnaron indirectamente por medio del mezclado. Es decir, que también la
exposicion del huevo al insecticida fue indirecta; tomando en cuenta que esto es lo que
sucederia en realidad, en el supuesto caso de que en el Laboratorio “El Pino” se aceptase
un lote de olote de maiz que llegara contaminado con alguna de las concentraciones
probadas en este estudio y, posteriormente, al preparar la dieta en la forma habitual, los

huevos y larvas de Ceratitis capitata (Wied.) entrarian en contacto indirecto con el

9| a tela de “lycra” tiene una apertura de poro que permite el paso de la larva recién eclosionada a la
dieta y ademés, permite hacer el recuento de huevos no eclosionados, para obtener el calculo de
mortalidad larval.



38

insecticida y no en forma directa como ocurrié en el experimento llevado a cabo por
Aguilar Zarate, MA. y Bricefio Lobo, RD. (1992) (23) de la Universidad Nacional, Escuela
de Ciencias Ambientales, Heredia, Costa Rica, quienes realizaron un estudio de la
tolerancia de huevos de Ceratitis capitata (Wied.) a malatién. En su ensayo los huevos
fueron colocados sobre papel filtro negro con 4ml. de malatiéon a las concentraciones de
0.1, 10 y 100 ppm, contando los huevos eclosionados 5 dias después. Esto significa que
los huevos quedaron en contacto directo con la solucion de malation. Los resultados
mostraron una relacion significativa entre el porcentaje de mortalidad y la concentracion del
insecticida. La DL50 fue 9.77 ppm. Un total de 15.6% de la poblacion de huevos toleraron
una concentracion de 100 ppm, el 17.73% toleraron 10 ppm y el 86.9% toleraron 0.1 ppm.
Ademas se obtuvieron diferencias altamente significativas entre la mortalidad de los huevos
expuestos a concentraciones de malation de 0.1 contra 10 ppm y a 0.1 contra 100 ppm.
Por lo tanto, se concluyé que existio una relacién directa entre concentracion y mortalidad
(Ibid item).

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que, el mayor efecto dafiino del insecticida

se observa en la larva y en menor grado, de manera indirecta, en el huevo.

Habra que profundizar, en otras investigaciones, el efecto ovicida de malatién, ya que éste

no fue el objetivo fundamental del presente trabajo.

Fase 2

3. Recuperacion larval

La recuperacion larval es un parametro muy importante en el proceso de produccion de
insectos estériles a gran escala. Pues permite cuantificar, al inicio del proceso, el
rendimiento de la produccion. El volumen de larva obtenido representa la poblacion

potencial de adultos que se ha proyectado obtener.

La recuperacion larval esta directamente relacionada con la densidad de siembra, es decir,
con el volumen inicial de huevos que se siembran sobre una cantidad especifica de dieta.
En este trabajo se tomd como dato base la densidad actual de siembra de colonias (4cc
huevo/5 Kg. de dieta), para calcular, proporcionalmente, la densidad de siembra en cada

bioensayo.

La recuperacion larval se obtiene dividiendo el volumen de larvas recuperado en cinco
colectas entre los gramos de dieta que contiene cada réplica sembrada. Se considera
satisfactoria la produccion de colonias, cuando se obtiene una recuperacion larval de 0.1L
larva/Kg. de dieta (equivalente a 0.1cc larva/g de dieta; comunicacion personal con el Dr.
Pedro Rendon, Desarrollo Métodos, Comision MOSCAMED, 2005).
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A continuacion se presentan los resultados obtenidos en esta variable en los cuatro
bioensayos realizados; ya que el bioensayo del 23.3.05 y el del 12.4.05 se destinaron
exclusivamente, para determinar el efecto agudo del insecticida (efecto letal), mientras que
en los restantes cuatro (ver apartado 7.4.1 de Métodos, Pag. 14 y cuadro resumen del
disefio experimental, Anexo V) se determind el efecto cronico o residual de malation,

mediante la evaluacién de los parametros de calidad del insecto.

3.1 Bioensayo 2.5.05

La grafica 3.1 muestra una tendencia general al descenso de la recuperacion larval a
medida que se incrementan las concentraciones, a excepcion del tratamiento 0.1 ppm, que
presenta un descenso de 0.10cc larva/g de dieta, con relacién al de 0.5 ppm, cuyo
rendimiento fue de 0.22cc larva/g de dieta®.
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Grafica 3.1 Recuperacion larval de Ceratitis capitata (Wied.) con diferentes concentraciones de
malation, en dieta de olote de maiz. Bioensayo 2.5.05

La tabla 3.1 indica que hay diferencia significativa entre el tratamiento 2 ppm con respecto
a los tratamientos 0.5 ppm vy testigo.

Tabla 3.1 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE RECUPERACION LARVAL
DE Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 2.5.05

VARIABLE 0 0.1 0.5 1 1.5 2
RECUPERACION LARVAL | 0.23 (A) | 0.12 (AB) | 0.22 (A) | 0.14 (aB) | 0.07 (AB) | 0.05 (B)

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes

2 ge estima que el nimero de huevos de Ceratitis capitata (Wied.) en 1cc es de aproximadamente
25,000 a 30,000 (Fuente: Laboratorio de Control de Proceso, Planta “El Pino”).
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3.2 Bioensayo 23.5.05

La grafica 3.2 muestra una tendencia general al descenso de la recuperacion larval en
proporcion inversa la concentracion, a excepcion del tratamiento 2 ppm, en el que se
observa un ascenso de 0.07cc de larval/g dieta, con relacién al tratamiento de 1.5 ppm,
cuyo rendimiento fue de 0.06cc.
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Gréfica 3.2 Recuperacion larval de Ceratitis capitata (Wied.) con diferentes concentraciones de malation,
en dieta de olote de maiz. Bioensayo 23.5.05

La tabla 3.2 indica que hay diferencia significativa entre la dosis 1.5 ppm y los tratamientos 0.1 ppm y
testigo.

Tabla 3.2 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE RECUPERACION LARVAL
DE Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 23.5.05

VARIABLE 0 0.1 0.5 1 1.5 2
RECUPERACION LARVAL | 0.26 (A) | 0.25(A) | 0.21 (AB) | 0.15 (AB) | 0.06 (B) | 0.13 (AB)

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

3.3 Bioensayo 13.6.05

A diferencia del comportamiento observado en los dos casos anteriores, la grafica 3.3
muestra que, cuando se impregna la dieta mix con malatiéon, el volumen de larva
recuperado es muy similar en los tratamientos 0, 1 y 10 ppm; mientras que en el

tratamiento 100 ppm, la recuperacion larval es casi 0.
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Grafica 3.3 Recuperacion larval de Ceratitis capitata (Wied.) con diferentes concentraciones de malatién
en dieta mix. Bioensayo 13.6.05.

La tabla 3.3 indica que no hay diferencia significativa entre tratamientos.

Tabla 3.3 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE RECUPERACION LARVAL
DE Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 13.6.05

VARIABLE 0 ppm 1 ppm | 10 ppm | 100 ppm
RECUPERACION LARVAL 0.15 (A) 0.13(A) | 0.15(A) | 0.04 (A)
* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

3.4 Bioensayo 4.7.05

La grafica 3.4 muestra tendencia al incremento de la recuperacion larval en relacion directa
a la concentracién, hasta el tratamiento 1 ppm. En los tratamientos 1.5 y 2 ppm se
observan leves descensos en la recuperacion larval de 0.05 y 0.04cc. larva/g dieta,
respectivamente, con relacion al tratamiento 1 ppm, cuyo rendimiento fue de 0.21cc.

larva/g. dieta En general, se manifiesta un comportamiento similar entre tratamientos.
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Gréfica 3.4 Recuperacion larval de Ceratitis capitata (Wied.) con diferentes concentraciones
de malation en dieta mix. Bioensayo 4.7.05.
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La tabla 3.4 indica que no hay diferencia significativa entre tratamientos.

Tabla 3.4 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE RECUPERACION LARVAL
DE Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a =0.05)
Bioensayo 4.7.05

VARIABLE 0 0,1 0,5 1 1,5 2
RECUPERACION LARVAL | 0.15 (A) | 0.16 (A) | 0.18 (A) | 0.21 (A) | 0.16 (A) | 0.17 (A)

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

Discusion

Cuando se impregna la dieta de olote de maiz con dosis menores de 2 ppm de malation, se
observa tendencia general al descenso de la recuperacion larval a medida que se
incrementan las concentraciones, salvo leves ascensos y/o descensos en el volumen de
larva recuperado, en los ftratamientos antes indicados. A diferencia de este
comportamiento, al aplicar malation a las mismas dosis pero en dieta mix, la tendencia
general muestra un incremento de la recuperacion larval en proporcion directa a la
concentracion, hasta la dosis 1 ppm. No obstante, esta diferencia no es estadisticamente
significativa y podria atribuirse a un error experimental, o bien, a que las concentraciones
se diluyeron aproximadamente a la mitad de la concentracion de la dieta de olote,
obteniendo una recuperacion larval en proporcion directa a la concentracion, hasta 1 ppm.
Es decir que, al aplicar malation a la dieta mix en dosis menores de 1 ppm (equivalente a
0.5 ppm en la dieta de olote, debido a la dilucion de la dieta mix), el insecticida tiene un
efecto “estimulante” en la recuperacion larval. Este efecto se denomina “hormesis” y se
manifiesta mas adelante, en algunas variables de calidad del insecto (emergencia y
habilidad de vuelo en machos, ver Pags. 52, 53, 57 y 58). Al aplicar la dosis 100 ppm, el
malation tiene un efecto casi 100% letal en larvas de Ceratitis capitata (Wied.) criadas en
condiciones de laboratorio (21 + 2°C; 70-100% HR. y fotoperiodo 12:12) vy, en

consecuencia, la recuperacion larval es casi 0.

Porcentaje de Pupa Blanca

Debido al tamafio reducido de los experimentos (300 — 500g de dieta/réplica), el volumen
de pupa colectado fue minimo y esto limité el tamafio de la muestra utilizada para el
montaje de las pruebas de calidad del insecto (porcentaje de pupa blanca, peso de la pupa,
emergencia, habilidad de vuelo y longevidad). A continuacion se presentan los resultados

obtenidos en cada una de estas variables.

En el proceso de produccién de insectos estériles a gran escala que se lleva a cabo en el
Laboratorio “El Pino”, este parametro se aplica a la cepa “TSL” y especificamente a las

colonias de “Iniciacion, Inyeccion y Liberacion”, con el objeto de saber cuanta pupa blanca
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y en consecuencia hembras®', existen en cada colecta para proceder a su cargado en las

jaulas de reproductores (ver nota al pie de la pagina 12).

Del volumen total de pupa obtenido de las cuartas, quintas y sextas colectas (que
usualmente son las ultimas), el mayor porcentaje corresponde a pupa blanca, es decir,

hembras.

Normalmente, en el proceso de produccidon del laboratorio “El Pino”, se considera
aceptable un porcentaje de pupa blanca entre 75 — 90%, obtenido entre las cuartas y
sextas colectas (Comunicacion personal con el Ing. Amilcar Gutiérrez, Desarrollo Métodos,
Comision MOSCAMED). En este trabajo se obtuvieron cinco colectas larvales y, en
consecuencia, cinco colectas de pupa. Por esta razon, los resultados que se presentan a
continuacion, representan los promedios de los porcentajes obtenidos entre las cuartas y

quintas colectas por cada tratamiento aplicado.

4.1 Bioensayo 2.5.05

En la grafica 4.1 puede observarse que, cuando se impregna la dieta de olote de maiz con
malatién, aplicando concentraciones menores de 2 ppm, se observa un comportamiento
similar entre tratamientos sin tendencia definida. El porcentaje de pupa blanca obtenido
oscila entre 65 — 93%. Se observa un descenso entre 14 — 26% en el porcentaje obtenido

en los dos ultimos tratamientos con relacion al obtenido en las dosis anteriores.
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Grafica 4.1 Porcentaje de pupa blanca de Ceratitis capitata (Wied.), obtenido con diferentes
concentraciones de malation en dieta larval de olote de maiz. Bioensayo 2.5.05.

La tabla 4.1 indica que no hay diferencia significativa entre tratamientos.

2! para separar la pupa de la cepa “TSL”, en ambos sexos, se utiliza el color de la misma. Normalmente
la pupa blanca corresponde a las hembras y la pupa café corresponde a los machos.
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Tabla 4.1 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE PORCENTAJE PUPA BLANCA
DE Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 2.5.05

VARIABLE

0

0.1

0.5

1

1.5

2

% Pupa Blanca

92.87(A) | 90.14(n)

93.31(A)

91.10(A) | 77.34(A)

64.97(A)

*Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

4.2 Bioensayo 23.5.05

En la grafica 4.2 puede observarse nuevamente que, cuando se impregna la dieta de olote

de maiz con concentraciones menores de 2 ppm de malatién, los resultados obtenidos

indican un comportamiento similar entre tratamientos sin tendencia definida. Obsérvese

que el porcentaje de pupa blanca obtenido se mantiene constante, ya que éste oscila entre

74.40 — 90.60%.
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Gréfica 4.2 Porcentaje de pupa blanca de Ceratitis capitata (Wied.), obtenido con diferentes

concentraciones de malatiéon en dieta larval de olote de maiz. Bioensayo 23.5.05

La tabla 4.2 indica que no hay diferencia significativa entre tratamientos.

Tabla 4.2 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE PORCENTAJE PUPA BLANCA
DE Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 23.5.05

VARIABLE

0

0.1

0.5

1

1.5

2

% Pupa Blanca | 86.59(A)

90.60(A)

88.32(A)

84.89(A)

74.40(A)

85.33(A)

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

4.3 Bioensayo 13.6.05

La grafica 4.3 muestra un comportamiento diferente entre tratamientos, sin tendencia

definida. Se observa una diferencia de 27.81% de pupa blanca entre el testigo y la dosis 1

ppm y de 4.61% entre el testigo y la dosis 10ppm. Entre la dosis 1 ppm y la dosis 10 ppm,
la diferencia es de 32.42%.

obtenido fue 0.

Al aplicar la dosis 100 ppm, el porcentaje de pupa blanca
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Gréfica 4.3 Porcentaje de pupa blanca de Ceratitis capitata (Wied.), obtenido con diferentes
concentraciones de malatién en dieta larval mix. Bioensayo 13.6.05.

La tabla 4.3 indica que no hay diferencia significativa entre tratamientos.

Tabla 4.3 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE PORCENTAJE PUPA BLANCA
DE Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 13.6.05

VARIABLE

0 ppm

1 ppm 10 ppm

100 ppm

% Pupa Blanca

86.50 (A)

58.69 (A) | 91.11 (A)

0.00 (A)

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

4.4 Bioensayo 4.7.05

La grafica 4.4 muestra que cuando se impregna la dieta mix con dosis menores de 2 ppm

de malation puede observarse un comportamiento similar entre tratamientos sin tendencia

definida. Los porcentajes de pupa blanca obtenidos oscilan entre 85.73 — 90.83, es decir,

que las diferencias de porcentaje entre tratamientos son ain menores que las observadas

en los bioensayos con dieta de olote de maiz aplicando las mismas concentraciones.
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Grafica 4.4 Porcentaje de pupa blanca de Ceratitis capitata (Wied.), obtenido con diferentes
concentraciones de malation en dieta larval mix. Bioensayo 4.7.05.

La tabla 4.4 indica que no hay diferencia significativa entre tratamientos.
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Tabla 4.4 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE PORCENTAJE PUPA BLANCA
DE Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 4.7.05

VARIABLE 0 0.1 0.5 1 1.5 2
%Pupa Blanca | 85.73 (A) | 90.18 (A) | 90.16 (A) | 90.83 (A) | 88.41 (A) | 90.14 (A)

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

Discusion

Los resultados obtenidos indican que, cuando se aplica malation en dosis menores de 2
ppm a la dieta de olote de maiz no hay diferencia significativa entre tratamientos, en cuanto
al porcentaje de pupa blanca obtenido. Lo mismo ocurre, aplicando las mismas
concentraciones en dieta mix, pero en este caso, las diferencias de porcentaje de pupa
blanca entre tratamientos, son menores que las observadas en los bioensayos con dieta de
olote de maiz. No obstante, cuando se aplica malation en dieta mix, a las dosis de 1, 10 y
100 ppm, se puede observar un descenso del porcentaje de pupa blanca obtenido en la
dosis 1 ppm, con relacion al porcentaje obtenido en el testigo y la dosis 10 ppm. Pero
como la prueba de Kruskal-Wallis indica que no hay diferencia significativa entre
tratamientos, este descenso puede atribuirse a la variabilidad entre réplicas del mismo
tratamiento, asi como a la variabilidad entre tratamientos. Ademas, el 4.61% adicional (con
relacién al testigo), obtenido en la dosis 10 ppm (equivalente a 5 ppm en la dieta de olote,
debido a la dilucién), podria ser consecuencia del efecto “hormesis” (que se analizara
mas adelante). A la dosis de 100 ppm el insecticida tiene un efecto 100% letal en hembras
de la cepa “TSL” de Ceratitis capitata (Wied.). Lo que sugiere que las hembras son mas

susceptibles al efecto agudo de malation.
5. Peso Pupa

En el Laboratorio “El Pino” este parametro se determina dos dias antes de la emergencia,
ya que generalmente la pupa es irradiada y empacada para envio alrededor de este dia.
Para pesarla se divide en lotes de 100 pupas (se utiliza como alternativa volumétrica 2cc.

de pupa equivalente a 100 pupas).

La edad es un factor critico al momento de efectuar el peso; pues la pupa pierde agua con
la edad y, en consecuencia, peso. Antes de pesarla, se separa la pupa de los sustratos de
pupacién22 para obtener Unicamente el peso de la pupa. El numero de lotes que se
requiere dependera del nivel de precisién deseado y de la variabilidad en peso entre lotes.
A su vez, la variabilidad entre lotes depende del método de colecta larval, de la
consistencia en el manejo durante todo el proceso y del método de muestreo empleado en

esta prueba. De acuerdo al Manual Internacional de Produccion de Mosca del

22 \fermiculita, aserrin.
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Mediterraneo, 2003 (15), se considera aceptable para la cepa “TSL” de Ceratitis capitata un

peso promedio de 7.5 mg.
A continuacioén se presentan los resultados obtenidos en este trabajo.

5.1 Bioensayo 2.5.05
La grafica 5.1 muestra un comportamiento similar entre tratamientos, sin tendencia definida,
tanto en machos como en hembras. Los pesos obtenidos en los diferentes tratamientos,

oscilan entre 8.07— 9.04mg en machos y entre 9.07-10.13mg en hembras.
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Gréfica 5.1 Peso de la pupa (mg) de Ceratitis capitata (Wied.) obtenido con diferentes concentraciones
de malatién, en dieta larval de olote de maiz. Bioensayo 2.5.05.

En la tabla 5.1 puede observarse que en el peso de los machos hay una diferencia
significativa de 0.97mg entre el testigo y el tratamiento 2 ppm. En las hembras, no hay

diferencia significativa entre tratamientos.

Tabla 5.1 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE PESO PUPA
DE Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 2.5.05

VARIABLE 0 0.1 0.5 1 1.5 2
PESO MACHOS | 8.07 (B) | 8.75 (AB) | 8.69 (AB) | 8.60 (AB) | 8.81 (AB) | 9.04 (A)
PESO HEMBRAS | 9.84 (A)| 9.96 (A) | 9.07 (A) | 9.79 (A) | 9.95(A) [ 10.13 (A)

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

5.2 Bioensayo 23.5.05
La grafica 5.2 muestra un comportamiento similar entre tratamientos sin tendencia definida,
tanto en machos como en hembras. Los pesos obtenidos oscilan entre 7.76 — 8.87mg en

machos y entre 8.64 — 9.86mg en hembras.
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Gréfica 5.2 Peso de la pupa (mg) de Ceratitis capitata (Wied.) obtenido con diferentes concentraciones
de malation, en dieta larval de olote de maiz. Bioensayo 23.5.05.

La tabla 5.2 muestra una diferencia significativa de 1.11mg de peso entre los tratamientos
0.1 y 2 ppm en machos; no obstante, no hay diferencia significativa entre éstos y el testigo.

En las hembras hay una diferencia significativa de 1.14mg entre el testigo y los tratamientos

1.5y 2 ppm.
Tabla 5.2 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE PESO PUPA
DE Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 23.5.05
VARIABLE 0 0.1 0.5 1 1.5 2

PESO MACHOS | 8.07 (AB) | 7.76 (B) | 8.40 (AB) | 8.47 (AB) | 8.78 (A) | 8.87 (A)
PESO HEMBRAS | 8.64 (B) | 8.92 (AB) | 9.32 (AB) | 9.62 (AB) | 9.86 (A) | 9.78 (A)

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

5.3 Bioensayo 13.6.05

En la grafica 5.3 puede observarse un comportamiento similar entre tratamientos, tanto en
machos como en hembras, al aplicar malatién a la dieta mix hasta 10 ppm; observandose
en esta ultima una leve reduccién con relacion al testigo de 0.81mg en el peso de los
machos y de 0.42mg en el peso de las hembras. En la dosis 100 ppm, el Unico peso que se
registra es de 5.56mg correspondiente al minimo volumen de larva obtenido en la

recuperacion larval (ver Pag.41) y pertenece a los machos.
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Grafica 5.3 Peso de la pupa (mg) de Ceratitis capitata (Wied.) obtenido con diferentes concentraciones
de malation, en dieta mix larval. Bioensayo 13.6.05.

La tabla 5.3 indica que no hay diferencia significativa entre tratamientos en el peso de los
machos. En hembras hay diferencia significativa unicamente, entre el testigo y la dosis 10

ppm. En la concentracion 100 ppm no se registra dato.

Tabla 5.3 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE PESO PUPA
DE Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 13.6.05

VARIABLE [Oppm | 1ppm |10 ppm [100 ppm
PESO MACHOS |8.14 (A)| 8.68 (A) | 7.87 (A) | 5.56 (A)
PESO HEMBRAS | 9.14 (A)| 8.96 (AB)| 8.72 (B) SD

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.
* SD: sin dato.

5.4 Bioensayo 4.7.05

La grafica 5.4 muestra nuevamente que, aplicando dosis menores de 2 ppm de malation en
dieta mix se manifiesta un comportamiento similar entre tratamientos en cuanto a peso de la
pupa, tanto en machos como en hembras. Los pesos obtenidos oscilan entre 8.06 — 8.39

mg. en machos y entre 9.01 — 9.23 mg. en hembras.
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Grafica 5.4 Peso de la pupa (mg) de Ceratitis capitata (Wied.) obtenido con diferentes concentraciones
de malation, en dieta larval mix. Bioensayo 4.7.05.
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En la tabla 5.4 puede observarse que no hay diferencia significativa entre tratamientos, tanto

en machos como en hembras.

Tabla 5.4 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE PESO PUPA
DE Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 4.7.05

VARIABLE 0 0.1 0.5 1 1.5 2
Peso machos | 8.39(A) | 8.06 (A) | 8.17(A) | 8.29 (A) | 8.30 (A) | 8.31 (A)
Peso hembras | 9.23(A) | 9.01 (A) | 9.07(A) [ 9.02 (A) | 9.26 (A) | 9.02 (A)

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

Discusion

Al aplicar dosis menores de 2 ppm de malatién en ambas dietas, los resultados obtenidos
muestran un comportamiento similar entre tratamientos sin tendencia definida, tanto en
machos como en hembras, en cuanto al peso de la pupa. Lo que indica que a dosis bajas
del insecticida, el peso de la pupa no se ve disminuido pero si se incrementa; debido a que
al mermar la poblacién, como consecuencia directa del incremento de las dosis de malation,
las larvas sobrevivientes se desarrollan en condiciones mas favorables (mayor cantidad de
alimento disponible, mas oxigeno, menos desechos organicos provenientes del
metabolismo) y esto, légicamente, se refleja en un incremento del peso. Este incremento
aunque con ligeras diferencias, siempre fue mayor en las hembras, debido a que éstas son
mas lentas en su desarrollo que los machos y, en consecuencia, permanecen mas tiempo
en las bandejas de cria consumiendo alimento. Es probable que esta caracteristica les

confiera menor susceptibilidad a efectos crénicos del malation.

Al impregnar la dieta mix con 10 ppm de malation, no obstante la dilucion de las
concentraciones, a la mitad de su concentracion tedrica inicial, el insecticida causa una

ligera disminucion en el peso total de las pupas, tanto en machos como en hembras.

Como se recordara, al aplicar la dosis 100 ppm en dieta mix, el ingrediente activo tiene un
efecto casi 100% letal en larvas de la cepa “Viena 7-Toliman 99-TSL” de Ceratitis capitata
(Wied.), y en consecuencia, el minimo volumen de pupas obtenido se pesé obteniendo un
unico dato de peso que corresponde a machos. Esto probablemente tiene su explicacion en
el hecho de que, la mayor cantidad de pupas cafés (machos) se obtienen en su mayoria, en
las primeras dos colectas, mientras que las hembras se obtienen en su mayoria en las
cuartas y quintas colectas, debido a que, fisiolégicamente, las hembras son mas lentas en
su desarrollo que los machos. Esto probablemente, sea una consecuencia de que el gen
del color de pupa y el gen letalmente sensible a la temperatura se encuentran juntos en el
brazo derecho del cromosoma 5 de la cepa “TSL” de Ceratitis capitata (Wied.)

(Comunicacion personal con el Dr. Pedro Rendén, Desarrollo Métodos, Comision
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MOSCAMED, 2005). Estos genes otorgan a los machos un color de pupa café y resistencia
a la temperatura, mientras que a las hembras les confiere un color de pupa blanco y
sensibilidad térmica, que llega a ser letal a los 34°C. Pero ademas, como el efecto toxico
del insecticida se incrementa con el tiempo de exposicion al mismo (ver grafica 1.3A, Pag.
31), esto significa que, al permanecer mas tiempo las hembras en la bandeja de cria se
obtiene un efecto aditivo del ingrediente activo, y como consecuencia del mismo, una

respuesta de sensibilidad al efecto agudo de malatién, mayor que la de los machos.

En general, los pesos obtenidos en este trabajo presentan valores altos si se comparan con
los obtenidos en las colonias del laboratorio “El Pino”. Como se anotd en la introduccién a
esta variable, el Manual Internacional de Produccion de Mosca del Mediterraneo 2003 (15),
considera aceptable un peso de 7.5 mg; pues las pupas con pesos altos se reflejan
posteriormente, en adultos con menor habilidad de vuelo y esto a su vez, se traduce en

desventaja competitiva frente a sus congéneres silvestres.
6. Emergencia

El porcentaje de insectos adultos totalmente emergidos23 es un parametro que se relaciona
con la proporcién de machos y hembras obtenidos en el proceso de produccion a gran
escala, porque del volumen total de pupa blanca obtenida (hembras) y del volumen total de
pupa café obtenida (machos), suelen emerger una proporcién de adultos recombinantes.
Es decir, que no todas las pupas blancas son hembras y no todas las pupas cafés son

machos.

Este parametro se utiliza para medir la uniformidad de edad entre un mismo lote de pupa.
Una desviacion significativa en la proporcidon de machos y hembras, puede ser indicativo de
problemas en la crianza. Estos problemas pueden ser genéticos, en la naturaleza, o
consecuencia del manejo en el procedimiento de producciéon. El monitoreo constante de la
produccién de machos y hembras es especialmente critico, cuando se trabaja con la cepa
de sexado genético (“TSL”) porque la razon de machos y hembras cambia con la
recombinacion genética (Manual Internacional de Producciéon de Mosca del Mediterraneo,
2003) (15).

El objetivo de esta prueba es obtener un estimado del porcentaje de la pupa que producira
adultos voladores. De acuerdo al Manual Internacional de Produccion de Mosca del

Mediterraneo, 2003, se considera aceptable, para la cepa de sexado genético (“TSL”) de

2 En la prueba de emergencia se reportan, normalmente, las moscas parcialmente emergidas y las
deformes.
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Ceratitis capitata (Wied.), un 70% de emergencia (lbid item). A continuacién se presentan

los resultados obtenidos en este trabajo.
6.1 Bioensayo 2.5.05

En la grafica 6.1 puede observarse en machos, una tendencia general al incremento del
porcentaje de emergencia en relacion directa a la concentracion. Los porcentajes de
emergencia oscilan entre 74.50 — 94.75%. En hembras, se observa un comportamiento
similar entre tratamientos sin tendencia definida. Los porcentajes de emergencia oscilan
entre 92.25 — 97.75%.
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Grafica 6.1 Emergencia de adultos de Ceratitis capitata (Wied.) alimentados con dieta larval de olote
de maiz Impregnada con diferentes concentraciones de malatién. Bioensayo 2.5.05.

En la tabla 6.1 puede observarse que no hay diferencia significativa entre tratamientos en la
emergencia de hembras. En machos hay diferencia significativa entre el testigo y el

tratamiento 2 ppm, que presenta 20.25% mas de emergencia.

Tabla 6.1 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE EMERGENCIA ADULTOS
DE Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 2.5.05

VARIABLE 0 0.1 0.5 1 1.5 2
EMERGENCIA MACHOS | 74,5 (B) | 75,75 (AB) | 78,25 (AB) | 76,25 (AB) | 91,50 (AB) | 94,75 (A)
EMERGENCIA HEMBRAS | 92,50 (A) 97 (A) 97.25 A) | 97,75 (A) | 93,25 (A) | 96,5 (A)

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

6.2 Bioensayo 23.5.05

La grafica 6.2 muestra tendencia general al incremento del porcentaje de emergencia de
machos conforme se incrementan las concentraciones, salvo un leve descenso de 4% en la
emergencia observada en la dosis 2 ppm. Los porcentajes de emergencia oscilan entre
76.50 — 89.50%. En hembras hay un comportamiento similar entre tratamientos sin

tendencia definida. Los porcentajes de emergencia oscilan entre 88.50 — 95%.
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Gréfica 6.2 Emergencia de adultos de Ceratitis capitata (Wied.) alimentados con dieta larval de olote de
maiz impregnada con diferentes concentraciones de malatién. Bioensayo 23.5.05.

La tabla 6.2 indica que, en la emergencia de machos hay diferencia significativa entre el

testigo y la dosis 0.1 ppm con relacién al tratamiento 1.5 ppm. En hembras no hay

diferencia significativa entre tratamientos.

Tabla 6.2 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE EMERGENCIA ADULTOS

DE Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)

Bioensayo23.5.05

VARIABLE 0 0.1 0.5 1 1.5 2
EMERGENCIA MACHOS 76,5(B) 79.75 (B) |83.75 (AB) | 84.25 (AB) | 89.50 (A) | 85.5 (AB)
EMERGENCIA HEMBRAS | 88.50 (A) | 91.75 (A) 95 (A) 92.50 (A) | 92.75 (A) | 92.50 (A)

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

6.3 Bioensayo 13.6.05

En la gréafica 6.3 puede observarse que, cuando se aplican dosis menores de 10 ppm de

malation en dieta mix, no se manifiesta una tendencia especifica en cuanto al porcentaje de

emergencia de machos. No obstante, se observa un incremento de 7.25%, con relacién al

testigo, en la dosis 1 ppm, y luego, un descenso de 12.25% en la dosis 10 ppm, con relacién

al tratamiento inmediato anterior (1ppm). En hembras tampoco se manifiesta una tendencia

definida, observandose un comportamiento similar entre tratamientos. En la dosis 100 ppm,

debido a que se obtuvo una mortalidad larval de casi 100%, no se registran datos.
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Gréfica 6.3 Emergencia de adultos de Ceratitis capitata (Wied.) alimentados con dieta larval mix
Impregnada con diferentes concentraciones de malation. Bioensayo 13.6.05.

En la tabla 6.3 puede observarse que, en la emergencia de machos, hay diferencia
significativa entre los tratamientos 1 y 10 ppm. En hembras no hay diferencia significativa

entre éstos tratamientos. En la dosis 100 ppm no se registran datos.

Tabla 6.3 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE EMERGENCIA
DE ADULTOS DE Ceratitis capitata (Wied.)
Bioensayo 13.6.05

VARIABLE 0 ppm 1 ppm 10 ppm | 100 ppm
EMERGENCIA MACHOS | 86.25 (AB) | 93.50 (A) | 81.25 (B) SD
EMERGENCIA HEMBRAS | 95.50 (A) | 95.25 (A) | 97.50 (A) SD

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.
* 8D: sin dato.

6.4 Bioensayo 4.7.05

En la grafica 6.4 puede observarse que, cuando se aplican dosis menores de 2 ppm de
malation en dieta mix, no se manifiesta una tendencia especifica en cuanto al porcentaje de
emergencia tanto en machos como en hembras; observandose un comportamiento similar
entre tratamientos. Los porcentajes de emergencia obtenidos oscilan entre 78 — 86% en

machos y entre 84.75 — 89.50% en hembras.
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Gréfica 6.4 Emergencia de adultos de Ceratitis capitata (Wied.) alimentados con dietalarval mix
impregnada con malatién. Bioensayo 4.7.05.

La tabla 6.4 indica que no hay diferencia significativa entre tratamientos, tanto en machos

como en hembras.

Tabla 6.4 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE EMERGENCIA ADULTOS
DE Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 4.7.05

VARIABLE 0 0.1 0.5 1 1.5 2
EMERGENCIA MACHOS | 86 (A) 78 (A) |80.75 (A)| 78 (A) | 82.50 (A)| 82 (A)
EMERGENCIA HEMBRAS | 86.50 (A) | 89.50 (A)| 85 (A) | 86 (A)|84.75 (A) | 88.50 (A)

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

Discusion

Los resultados obtenidos indican que, cuando se aplica malation a la dieta de olote de maiz
en dosis menores de 2 ppm, hay una tendencia general en machos, al incremento del
porcentaje de emergencia en proporcion directa a la concentracion; mientras que en las
hembras se observa un comportamiento similar entre tratamientos sin tendencia especifica.
Los porcentajes obtenidos en machos oscilan entre 75 — 95% y en hembras, entre 88 —
98%.

Cuando se aplico malation, en dieta mix, en dosis menores de 10 ppm, en general, los
resultados no muestran una tendencia especifica en cuanto al porcentaje de emergencia,
tanto en machos como en hembras; observandose un comportamiento similar entre
tratamientos, aunque mas homogéneo en hembras que en machos. Los porcentajes de

emergencia obtenidos oscilan entre 78 — 94% en machos y entre 85 — 98% en hembras.

Cuando se aplico el producto en dieta mix a 100 ppm, la respuesta observada fue una
mortalidad larval de casi 100% y, en consecuencia, no fue factible determinar ninguno de

los parametros de calidad del insecto, excepto el peso y, unicamente de machos.
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La respuesta obtenida, al aplicar malatiéon a ambas dietas, en dosis menores de 2 ppm,
indica tendencia general al estimulo de la emergencia de machos, en relacién directa con la
concentracion. En las hembras se observaron porcentajes de emergencia mas altos que
en los machos. Esto podria atribuirse a que, fisiolégicamente, las hembras son mas lentas
en su desarrollo que los machos, condicién que favorece que las hembras permanezcan
mas tiempo en las bandejas de cria consumiendo mas alimento que los machos, lo que se
traduce en porcentajes de emergencia mas altos. El efecto estimulante de la emergencia
observado en machos, puede tener su explicacion en la manifestacion de un fenémeno,
denominado en toxicologia, hormesis (del griego hormain, que significa “estimular”),
“término que designa la forma bifasica en que ciertos agentes quimicos vy fisicos afectan a
los seres vivos: dosis bajas provocan efectos favorables, dosis altas provocan efectos
adversos. Cada agente toxico produce un efecto especifico en los organismos; cuanto
mayor es la dosis, mayor es el efecto. Esta afirmacion es valida para sustancias de origen
natural (arsénico, plomo, mercurio), sintético (plaguicidas, conservantes de alimentos) y
agentes fisicos ((rayos X, radiactividad). Hasta las sustancias indispensables para la vida
(vitaminas, azucares, oxigeno) son toxicas a partir de ciertas dosis...” (Calabrese, EJ &
Baldwin, LA, 1988; citados por Alzogaray, RA, 2004) (24).

“La investigacion toxicolégica se basa principalmente en dos modelos de dosis respuesta: el
de umbral y el lineal. ElI modelo de umbral se aplica a sustancias no cancerigenas y
permite asignar un umbral a cada agente toxico. Las dosis superiores al umbral producen
efectos adversos, las dosis inferiores no producen efectos. Esto, a su vez, permite definir
Niveles de Efectos Adversos no Observados (conocidos internacionalmente por sus siglas
en inglés NOAELs. EI NOAEL es la dosis maxima a la que puede estar expuesto un

organismo sin que se observen efectos adversos...” (Alzogaray, RA, 2004) (25).

De acuerdo al Manual Internacional de Produccion de Mosca del Mediterraneo, 2003 (15),
el porcentaje de emergencia aceptable en la crianza masiva de Ceratitis capitata para la
cepa de sexado genético® (“TSL”) es de 75%. Si se compara este valor con los promedios
de los porcentajes de emergencia obtenidos en este trabajo, éstos ultimos fueron superiores

tanto en machos como en hembras, en todos los casos observados.
7. Habilidad de vuelo

El objetivo fundamental de esta prueba es obtener un estimado del porcentaje de la pupa
que producira adultos con una basica capacidad para volar. Al igual que la prueba de
emergencia, ésta se efectua pre y post irradiacion. De acuerdo al Manual Internacional de

Produccion de Mosca del Mediterraneo, 2003 (15), se considera aceptable, para la cepa de

2% Se refiere a la pupa de la cepa “TSL” que, luego de ser obtenida en el proceso de produccién, se
somete a las pruebas de control de calidad, antes y después de la irradiacién, por medio de la cual se le
esteriliza para ser liberada, después, en el campo.
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sexado genético (“TSL”) de Ceratitis capitata (Wied.), un 60% de voladoras. A continuacion

se presentan los resultados obtenidos en el presente trabajo.

7.1 Bioensayo 2.5.05

En la gréfica 7.1 puede observarse que no hay una tendencia especifica en la habilidad de
vuelo de las hembras; manifestandose un comportamiento similar entre tratamientos. En
machos, hay una tendencia general al incremento de la habilidad de vuelo en relaciéon
directa a la concentracion, excepto en la dosis 0.5 ppm, donde se observa un descenso del
4.5% con relacion al tratamiento 0.1 ppm. Es decir, que la tendencia manifestada es
similar a la observada, en este mismo bioensayo, en el caso de la emergencia de adultos
de Ceratitis capitata (Wied.).
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Grafica 7.1 Porcentaje de voladoras de Ceratitis capitata (Wied.) alimentadas con dieta larval de olote
de maiz impregnada con malatién. Bioensayo 2.5.05.

La tabla 7.1 indica que no hay diferencia significativa entre tratamientos en cuanto a la
habilidad de vuelo de las hembras. En machos hay tres grupos: grupo 1 (2 ppm), grupo 2
(0.5 ppm) y grupo 3 (los demas tratamientos). No obstante, hay diferencia significativa,
Unicamente, entre los tratamientos 0.5y 2 ppm y entre 0.5 y 1.5 ppm, lo cual indica que los
insectos tratados con 2 ppm presentan mayor habilidad de vuelo comparados con los del
testigo y la dosis 0.5 ppm. Esto, probablemente, sea una respuesta de supervivencia del
insecto al efecto toxico de malation (Comunicaciéon personal con el Ing. Amilcar Gutiérrez,
Desarrollo Métodos, Comisiéon MOSCAMED, 2005).

Tabla7.1 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE HABILIDAD DE VUELO DE
Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 2.5.05

VARIABLE 0 0.1 0.5 1 1.5 2
VOLADORES MACHOS |64.5 (BC) | 67 (ABC) | 62.5 (C) | 68.5 (ABC) | 79.75 (AB) | 82.25 (A)
VOLADORAS HEMBRAS | 87.25 (A) | 88.5 (A) | 87 (A) 85 (A) 86 (A) 87.5 (A)

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.
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7.2 Bioensayo 23.5.05

La grafica 7.2 muestra que no hay una tendencia especifica en cuanto a la habilidad de
vuelo de las hembras; manifestdndose un comportamiento similar entre tratamientos. En
machos, hay una tendencia general al incremento de la habilidad de vuelo en relacion
directa con la concentracién, a excepcién de la dosis 2 ppm, que presenta un descenso de
6.75% con relacion al tratamiento 1.5 ppm. El comportamiento observado, en este caso, es

muy similar al observado en cuanto al porcentaje de emergencia de adultos, en este mismo

bioensayo.
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Gréfica 7.2 Porcentaje de voladoras de Ceratitis capitata (Wied.) alimentadas con dieta larval de olote
de maiz impregnada con malatién. Bioensayo 23.5.05

La tabla 7.2 indica que hay diferencia significativa en la habilidad de vuelo de los machos
entre el testigo y el tratamiento 1.5 ppm, que presenta 12.75% mas de habilidad de vuelo

que el testigo. En hembras, no hay diferencia significativa entre tratamientos.

Tabla7.2 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE HABILIDAD DE VUELO DE
Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 23.5.05

VARIABLE 0 0.1 0.5 1 1.5 2
VOLADORES MACHOS [69.25 (B)| 74 (AB) |75.75(AB) | 75.75 (AB) | 82 (A) | 75.25 (AB)
VOLADORAS HEMBRAS | 85.25 (A) | 86.50 (A) | 90.75 (A) | 88.50 (A) |88 (A)| 89.25 (A)

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

7.3 Bioensayo 13.6.05

En la grafica 7.3 puede observarse que, cuando se aplicaron dosis menores de 10 ppm de
malation en dieta mix, no se manifiesta una tendencia especifica, en cuanto al porcentaje de
voladoras; tanto en machos como en hembras, manifestandose un comportamiento similar
entre tratamientos. Cuando se aplico la dosis 100 ppm en dieta mix, no hay sobrevivientes
para evaluar este parametro. En general, el comportamiento manifestado es similar al

observado, en este mismo bioensayo, en cuanto a la emergencia.
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Gréfica 7.3 Porcentaje de voladoras de Ceratitis capitata (Wied.) alimentadas con dieta larval mix
impregnada con malation. Bioensayo 13.6.05.

En la tabla 7.3 puede observarse que no hay diferencia significativa entre tratamientos, tanto

en machos como en hembras. En la dosis 100 ppm no se registran datos.

Tabla 7.3 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE HABILIDAD DE VUELO DE
Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 13.6.05

VARIABLE 0ppm | 1ppm |10 ppm | 100 ppm
VOLADORES MACHOS [80.50 (A)| 87 (A) |75.25 (A) SD

VOLADORAS HEMBRAS | 89 (A) |89.75 (A) [ 89.75 (A) SD
*Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.
*SD: Sin dato

7.4 Bioensayo 4.7.05

En la gréfica 7.4 se observa un comportamiento similar entre tratamientos, tanto en machos
como en hembras. No obstante, puede apreciarse un comportamiento mas homogéneo en
las hembras que en los machos. Los porcentajes de insectos voladores oscilan entre
66.50 — 78.50% en machos y entre 84.75 — 89.50% en hembras. En general, la tendencia
manifestada es similar a la observada, en este mismo bioensayo, en cuanto a la

emergencia.
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Gréfica 7.4 Porcentaje de voladoras de Ceratitis capitata (Wied.) alimentadas con dieta larval mix
impregnada con malation. Bioensayo 4.7.05.

En la tabla 7.4 puede observarse que hay diferencia significativa, en la habilidad de vuelo
de los machos, entre el testigo y la dosis 0.1 ppm. En hembras, no hay diferencia

significativa entre tratamientos.

Tabla 7.4 COMPARACION DE MEDIAS DE LA VARIABLE HABILIDAD DE VUELO DE
Ceratitis capitata (Wied.) Prueba de Kruskal-Wallis (a = 0.05)
Bioensayo 4.7.05

VARIABLE 0 0.1 0.5 1 1.5 2

VOLADORES MACHOS | 78.50 (A) | 66.50 (B) | 73.50 (AB) | 67.25 (AB) | 72 (AB) | 75 (AB)

VOLADORAS HEMBRAS | 86.50 (A) | 89.50 (A)| 85 (A) 86 (A) |84.75 (A)|88.50 (A)

* Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

Discusion

Los resultados obtenidos, en ambas dietas, con dosis menores de 2 ppm, son similares. En
general no se manifiesta una tendencia definida; tanto en machos como en hembras, se
observa un comportamiento similar entre tratamientos que se sostiene hasta la dosis 10

ppm en dieta mix. No obstante, se observa mayor variabilidad en machos que en hembras.

En dieta de olote de maiz, los porcentajes de machos voladores oscilan entre 64 — 82% y
los de hembras, entre 84 — 91%. En dieta mix, los porcentajes de machos voladores oscilan
entre 69 — 88% y los de hembras, entre 65 — 89%. Al igual que en la emergencia, a la dosis

de 100 ppm, no hubo sobrevivientes para evaluar la habilidad de vuelo.

Se puede concluir que la habilidad de vuelo no se ve afectada por concentraciones
menores de 2 ppm en dieta de olote de maiz y hasta 10 ppm en dieta mix.
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8. Longevidad

La prueba de longevidad se realiza con el objetivo de obtener un dato cuantitativo de la
reserva de nutrientes disponibles al tiempo de la emergencia. Se lleva a cabo bajo
condiciones de estrés (sin agua, sin alimento y en oscuridad total), porque proporciona una

medida de la calidad de vuelo de los insectos adultos.

Este parametro es un indicador de todos los elementos asociados con el proceso de
crianza larval, contenido nutricional de la dieta, control ambiental y otros factores que
pueden afectar la habilidad del insecto para guardar reservas de grasa, a través de de los
estadios de larva y pupa y sostener la longevidad del adulto volador. De acuerdo al Manual
Internacional de Control de Calidad, 2003 (15), para la cepa “TSL” de Ceratitis capitata
(Wied.), se requiere una supervivencia minima del 50% de la poblacién sometida a ensayo

y se reporta, normalmente, a las 48 horas de iniciada la prueba.

La prueba requiere de 200 insectos de cada sexo. De modo que en este trabajo, se
hubiera necesitado esta cantidad de insectos por tratamiento y por réplica trabajada; pero
debido a la poca cantidad de pupa obtenida en cada tratamiento, fue necesario trabajar con
una muestra compuesta del material obtenido de la segunda a la quinta colecta,
considerando las cuatro réplicas de cada tratamiento. En consecuencia, no fue posible
obtener el numero de insectos requeridos para trabajar con réplicas, como en las variables
anteriores, por lo que, los resultados obtenidos son una aproximacion que habra que
confirmar en pruebas posteriores. Por esta razon, no pudieron ser analizados

estadisticamente y se presentan en las graficas siguientes.

8.1 Bioensayo 2.5.05

En la grafica 8.1 puede observarse tendencia al descenso de la mortalidad de machos
adultos en relacion directa a la concentracion. Los porcentajes de mortalidad de machos
oscilan entre 9.50 — 18 % vy, por lo tanto, el porcentaje de supervivencia en machos oscila
entre 82 — 90%. En hembras no hay una tendencia definida, manifestandose un
comportamiento similar entre tratamientos, con valores de mortalidad entre 1.50 — 5.50% v,
en consecuencia, una supervivencia que oscila entre 94 — 98%. Es decir, que la capacidad
de resistencia (reserva nutricional) del insecto volador, se ve estimulada por las diferentes
concentraciones de malation aplicadas a la dieta. Obsérvese que los porcentajes de

mortalidad son mas altos en machos que en hembras.
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Gréfica 8.1 Longevidad de adultos de Ceratitis capitata (Wied.) alimentados con dieta larval de
olote de maiz impregnada con malatién. Bioensayo 2.5.05.

8.2 Bioensayo 23.5.05

En la grafica 8.2 no se manifiesta una tendencia especifica en cuanto a la mortalidad de
insectos adultos; tanto en machos como en hembras, se observa un comportamiento similar
entre tratamientos. Los porcentajes de mortalidad de machos oscilan entre 11.50 — 23% v,
por lo tanto, los porcentajes de supervivencia en machos oscilan entre 77 — 88%; mientras
que en hembras, los porcentajes de mortalidad oscilan entre 2.50 — 6.50% vy, en
consecuencia, los porcentajes de supervivencia oscilan entre 93 — 97%. Al igual que en el
bioensayo anterior, los porcentajes de mortalidad de machos son mas altos que los de
hembras. En general, hay consistencia en los niveles de mortalidad, tanto de machos como

de hembras, para ambas repeticiones en el tiempo (2.5.05 y 23.5.05).
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Gréfica 8.2 Longevidad de adultos de Ceratitis capitata (Wied.) alimentados con dieta larval de
olote de maiz impregnada con malatiéon. Bioensayo 23.5.05.

8.3 Bioensayo 13.6.05

En la grafica 8.3 puede observarse que, cuando el malatién se aplica en dieta mix, en dosis
de 1 y 10 ppm se observa un comportamiento similar entre tratamientos, sin tendencia

especifica, tanto en machos como en hembras. Al igual que ocurrié con las dos variables
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anteriores, cuando el malation se aplica en dosis de 100 ppm, no hay sobrevivientes para

evaluar este parametro.
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Grafica 8.3 Longevidad de adultos de Ceratitis capitata (Wied.) alimentados con dieta larval

mix impregnada con malation. Bioensayo 13.6.05.

8.4 Bioensayo 4.7.05

En la grafica 8.4 puede observarse que, cuando el malatién se aplica en dieta mix, en

dosis menores de 2 ppm, no se manifiesta una tendencia especifica, en cuanto a porcentaje

de mortalidad de adultos; tanto en machos como en hembras se observa un

comportamiento similar entre tratamientos. Los porcentajes de mortalidad, en machos,

oscilan entre 20 — 34.50% vy, por lo tanto, los porcentajes de supervivencia oscilan entre 65 -

80%; mientras que, en hembras, los porcentajes de mortalidad oscilan entre 8 — 17% vy, en

consecuencia, se observa un porcentaje de supervivencia que oscila entre 83 — 92%. Una

vez mas, la mortalidad de machos es mayor que la de hembras.
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Grafica 8.4 Longevidad de adultos de Ceratitis capitata (Wied.) alimentados con dieta
larval mix impregnada con malation. Bioensayo 4.7.05.
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Discusion

Los resultados obtenidos indican que, cuando el malation se aplica en dieta de olote de
maiz, en dosis menores de 2 ppm, se manifiestan dos tendencias diferentes: En la primera
prueba, se observa tendencia al incremento de la longevidad de machos adultos en relacion
directa con la concentracion; en este caso, hay una relacion directamente proporcional entre
longevidad y concentracion. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que los insectos
sometidos a esta prueba, presentaban mayor peso, a consecuencia de la poca cantidad de
sobrevivientes obtenidos. En la segunda prueba, no se manifiesta una tendencia definida;
tanto en machos como en hembras, se observa un comportamiento similar entre

tratamientos.

Cuando el malatiéon se aplica en dieta mix, en dosis de 1 y 10 ppm, no se manifiesta una
tendencia definida en cuanto a longevidad; tanto en machos como en hembras se observa
un comportamiento similar entre tratamientos. Lo mismo sucede cuando el ingrediente

activo se aplica en dieta mix, en dosis menores de 2 ppm.

Cuando el malation se aplica en dieta mix, en dosis de 100 ppm, no hay sobrevivientes para
evaluar este parametro. La dosis del insecticida que podria afectar significativamente la
mortalidad del insecto adulto se encuentra entre 10 — 100 ppm, en dieta mix y, por

deduccién, entre 5 — 50 ppm, en dieta de olote de maiz.

Esto significa que las dosis menores de 5 ppm (en dieta de olote de maiz) y menores de 10
ppm (en dieta mix) no tienen efectos cronicos que se reflejen en los parametros de calidad
del insecto (peso, emergencia, habilidad de vuelo y longevidad). No obstante, la evidencia
en cuanto a porcentajes de mortalidad mas elevados en machos que en hembras, sugiere
que éstos son mas susceptibles a efectos cronicos de malation. Asi mismo, el escaso
volumen de machos recuperados, en contraste con el 100% de mortalidad de hembras
obtenido, al aplicar la dosis 100 ppm, sugiere que las hembras son mas susceptibles al

efecto agudo del ingrediente activo.

Como se recordara, las hembras obtuvieron pesos mas altos que los machos, por lo que es
probable que exista una relacion directa entre peso (reserva nutricional) y longevidad

(calidad de vuelo del insecto adulto).
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9. CONCLUSIONES

Cuando se aplica malatién en dosis de 5 y 10 ppm, en dieta de olote de maiz, existe
una tendencia al incremento de la mortalidad larval en el tiempo y en proporcién directa
a la concentracién. Pero cuando se aplica malation en la dieta mix, a las mismas dosis,
hay tendencia general al descenso de la mortalidad larval en el tiempo y a medida que
se incrementan las concentraciones, aunque las diferencias observadas no son

significativas.

Los resultados del analisis “Probit” indican que, en dieta de olote de maiz, la dosis letal
necesaria para eliminar el 1% de la poblacion larval (DL1) oscila entre 0.035 — 0.069
ppm. Por lo que el limite maximo permisible de residuos de malatiéon en el olote,
seria recomendable que estuviese por debajo de este rango; ya que,
considerando que la producciéon actual del Laboratorio “El Pino” asciende a
2,000.000.000 (dos mil millones) de moscas semanales, el 1% de mortalidad
larval, representa 20.000,000 (veinte millones) de insectos de pérdida semanal.
En la dieta mix, la DL1 es 0.14 ppm, aproximadamente el doble del limite superior

del intervalo de la DL1 obtenido en dieta de olote de maiz.

La DL50 obtenida en dieta de olote de maiz fue 6.8 ppm y 16.7 ppm en dieta mix; por lo
que puede concluirse que se requiere, aproximadamente, el 50% mas de ingrediente

activo en dieta mix para obtener la misma mortalidad larval.

Cuando se aplico el producto en dieta mix, a 100 ppm, la respuesta observada fue una

mortalidad larval de casi 100%.

Los resultados obtenidos, al impregnar dieta de olote de maiz con malatién muestran
que, de la poblacién total de huevos sembrados (200-300), un porcentaje comprendido
entre 84 - 94% toleraron una concentracién de 1 ppm, entre 85 - 93% toleraron 5 ppm
y entre 68 - 83% toleraron 10 ppm. Cuando se impregnd la dieta mix con malation, del
total de huevos sembrados (200), el 96% toleraron 1 ppm, el 100% toleraron 10 ppm y

el 92% toleraron 100 ppm.

Cuando se aplica malatiéon en dosis menores de 2 ppm a la dieta de olote de maiz, no
hay diferencia significativa en cuanto a porcentaje de pupa blanca obtenido. Lo mismo
ocurre, en dieta mix, pero en este caso, las diferencias de porcentaje de pupa blanca

entre tratamientos, son menores.
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+ El comportamiento observado, en ambas dietas, al aplicar malation en dosis menores
de 2 ppm, indica que, a esas concentraciones del insecticida, el peso de la pupa no se
ve afectado. A la dosis de 10 ppm, en dieta mix, el malation causa una ligera

disminucion en el peso de la pupa, tanto en machos como en hembras.

4+ Tanto en la emergencia, como en la habilidad de vuelo, se observa en machos, un leve
estimulo de dichas variables, al incrementarse gradualmente las dosis del insecticida;
no obstante, no hubo diferencias significativas. En hembras no se observé diferencia
significativa entre tratamientos. Por lo que puede concluirse que las dosis menores de
5 ppm (en dieta de olote de maiz) y menores de 10 ppm (en dieta mix) de malatién, no

tienen efectos cronicos que se reflejen en la emergencia y en la habilidad de vuelo.

4+ En general, bajo las condiciones de este ensayo, la longevidad no se vio afectada por
las diferentes concentraciones del insecticida. El porcentaje de mortalidad de hembras,
alimentadas con cualquiera de las dietas larvales, siempre fue menor que el de

machos.



67

10. RECOMENDACIONES

Se recomienda, en base a los resultados obtenidos en este trabajo, un limite de aceptacion de
residuos de malation, en los ingredientes de dieta (especialmente el olote de maiz), por debajo
de 0.03 ppm. Se sugiere considerar la tabla siguiente en donde se presentan las pérdidas

estimadas de pupa y su valor anual en US $, a partir del valor DL1 (Probit).

CONCENTRACIONES DE MALATION, DOSIS LETALES Y PERDIDA EN CANTIDAD DE INSECTOS Y EN VALOR

DL CONCENTRACION (ppm) PERDIDA PUPA/ SEMANA COSTO APROXIMADO DE US $/ANO *
1 0.03 20.000,000 364,000.00

0.1 0.003 2.000,000 36,400.00

0.01 0.0003 200,000 3,640.00

% Costo estimado de un millén de pupa en el Laboratorio “El Pino”, Guatemala = USA $350.00
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12. ANEXOS

I. llustraciones
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1A

llustracion 1A'y 1B. Anaqueles utilizados para distribuir aleatoriamente las bandejas de cria larval.




llustraciéon 2. Tambor de rotacion y bomba de aspersion utilizados para
impregnar olote con malation.

llustracién 3. Mezcladora utilizada para preparar la dieta.
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llustracion 4. Aparatos utilizados para climatizar las salas de cria larval.

llustracion 5. La fotografia muestra la forma en que se realiz6 la técnica de
inmersion.



llustracion 6. Técnica de aspersion.

llustraciéon 7. Técnica para extraer las larvas de la dieta.
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llustracion 8. La fotografia muestra larvas de 144 horas de edad.

llustracién 9. La fotografia muestra el tamario y cantidad de larva obtenida
en los diferentes tratamientos.
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lll. Base de Datos para Calculo de Mortalidad Larval cada 24 Horas

MORTALIDAD LARVAL POR EFECTO DEL PRODUCTO

HUEVOS ENTEROS
Viernes 25,305 (48 hrs. Después siembra)

HUEVOS ECLOSIONADOS
CUADRO RESUMEN 48 HRS DESPUES.

LARVAS VIVAS
Viernes 25.3.05 (48 hrs. Después siembra)

LARVAS POTENCIALES
CUADRO RESUMEN 48 HRS DESPUES.

% MORTALIDAD LARVAL ASOCIADA AL PRODUCTO
CUADRO RESUMEN 48 HRS DESPUES.

TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS
Réplces | Oppm | Lppm | 5ppm | 10 ppm | Réplcas | 0 ppm | Lppm | Sppm | 10ppm Réplzs | Oppm | 1ppm | Sppm | 10ppm Réplcas | Oppm | fppm | Sppm | 10 ppm | Répleas | Qppm | 1 5ppm | 10 ppm
| 05 | 10| % | 167 | 197 ] 190 | a0 | 1% | 7 | 20 | 16 | 135 | T O A A | 0 0 | %%] 0
I 09 ) ] 0 [ 112 I 191 ] 189 | 180 | 188 Il 198 ) 197 | 168 | 184 I 138 ] 187 [ 1% [ 136 I 0 0 0 0
il 9% | 104 | 106 [ 1% W | 204 | 196 | 194 | 174 | 19 | 129 ] 176 | 120 I | 19 | 184 | 183 | 164 il 0 ] %07 | 36t | %72
PROM. 103 108 108 1% PROM. 197 192 192 165 PROM._ 166 76 183 140 PRON. 166 161 161 17 RO 0 10 12 9

05 65 379 1114 285

D5 65 379 1M 285

DS 0 446 R 2y

DS M0 B A 255

05 000 1736 1768 1543

HUEVOS ENTEROS
Sabado 26.3.05 (72 hrs. después siembra)

HUEVOS ECLOSIONADOS
CUADRO RESUMEN 72 HRS DESPUES.

LARVAS VIVAS
Sabado 26.3.05 (72 hrs. después siembra)

LARVAS POTENCIALES
CUADRO RESUMEN 72 HRS DESPUES.

9 MORTALIDAD LARVAL ASOCIADA AL PRODUCTO
CUADRO RESUMEN 72 HRS DESPUES.

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

Réplces | Oppm | 1ppm | 5ppm | 10 ppm

Répicas | 0 pom | Ipom | Sppm | 10ppm

Répicas [ Oppm | 1ppm | 5ppm | 10 ppm

Répicas | Oppm | 1ppm | Sppm | 10 ppm

Répicas | Oppm | 1ppm | 5ppm | 10 ppm

| 8 | 75 | 8 | 8

| 2 ) 2 | M| M

| 189 | 190 | 160 | 130

| 189 | 193 | 187 [ 182

| 0 [ 170 | 1457 | %862

Il 8 & | % | 8

I A1 [ 25 | 26 | 29

[] 8 % | “ | o

W[ 25 | 204 | 26 | 209

Il M) 1% | 139 | 118

I M6 ) 49 [ 43 [ 1

I 0 0 248 | 213

[l 1] 161 ] 64 | 106

Il ) 12 [ 3 | 17

[] 0 ] 1208 | 543 | 403

PRON. 85 8 L] 8

PRON_ 25 A5 A0 A3

PRON_ 12 178 14 18

RON_ 12 M1 168 110

oM. 0 5 7 N

05 45 1050 633 543

D5 4% 1050 6% 543

05 N B2 1348 1250

05 N8 NW NN 168

05 000 654 630 a»

HUEVOS ENTEROS
Domingo 27.3.05 (36 hrs. después siembra)

HUEVOS ECLOSIONADOS
CUADRO RESUMEN 96 HRS DESPUES.

LARVAS VIVAS
Domingo 27.3.05 (96 hrs. después siembra)

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

LARVAS POTENCIALES
CUADRO RESUMEN 96 HRS DESPUES.
TRATAMIENTOS

% MORTALIDAD LARVAL ASOCIADA AL PRODUCTO
CUADRO RESUMEN 96 HRS DESPUES.
TRATAMIENTOS

Réplces | Oppm | 1ppm | 5Sppm | 10ppm

Répicas | 0 ppm | Ippm | Sppm | 10ppm

Réplces | Oppm | fppm | Sppm | 10 ppm

Répicas | Oppm | 1ppm | Sppm | 10 ppm

Répicas | Oppm | 1ppm | 5ppm | 10 ppm

| 2 o | |

| 200 [ 23 | 196 | 28

| 160 | 163 | 43 | 89

| 60 | 164 | 82 [ 175

| 0 ) 08 | 6141 | 49%

] % |80 | & | %

I [ 25 ) 20 [ 218 | 24

I LG I U

Il 6 | 167 [ 15 [

] 0 [ 809 | 175 | 4838

(] LA A I

N | 26 | 29 | 196 | 28

] T I

[] 7 | 115 [ 4 [ 1M

[] 0 [ 000 ] 000 [ 5889

PRON. 94 n % 1]

PRON_ 206 21 04

oM 154 1R 135 T

PRON. 154 165 12 166

05 18 82 127 1580

DI &NV VA VR X )

0Ty 0 1% 4R

D TH 8% 24 18

oM. 0 3 8 1]
s 00 45 89t 5B

HUEVOS ENTEROS
Lungs 28.305 (120 hrs. después siembra)

HUEVOS ECLOSIONADOS
CUADRO RESUMEN 120 HRS DESPUES.

LARVAS VIVAS
Lungs 283,05 (120 s, después siembra)

LARVAS POTENCIALES
CUADRO RESUMEN 120 HRS DESPUES.

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

% MORTALIDAD LARVAL ASOCIADA AL PRODUCTO
CUADRO RESUMEN 120 HRS DESPUES.
TRATAMIENTOS

Réplces | Oppm | 1ppm | 5ppm | 10ppm

Régicas | 0 pom | 1ppm | Sppm | 10ppm

Réplzs | Oppm | 1ppm | Sppm | 10 ppm

| W] 8% |

| 200 A0 | A5 | 16

| 10 | 8| 8 | 3

Réplicas

Oppm | 1ppm | Sppm | 10ppm
|| 10 | 0] 139 [ 1%

Réglcas | Qppm | 1 5ppm | 10 ppm
| 0 0 [ 1519 ] 748

] LT A I

W[ ] a8 | 2

Il wom % | A

1
I 0 | 120 ) 19| 125

I 0 0 [ 29 %8

[] M) 80 | 8 | &

W20 | 2 | M | 2

| 19 | 124 ] o | X

I | 149 | 148 | 43 | 15

[] 0 [ 1640 ] %42 | 862

PRON. 82 8 9 8

PROM. 28 M3 209 W

PROM._ 140 148 01 2%

PROM. 1017 14 M

mow_ 0 5 U 8

05 & 6 3§ 58

s 5T 68 3§ 5H

DS I S X XV

05 17104 1400 1262 1482

05 000 94T 9N 4M

HUEVOS ENTEROS
Martes 29.3.05 (144 hrs. después siembra)

HUEVOS ECLOSIONADOS
CUADRO RESUMEN 144 HRS DESPUES.

LARVAS VIVAS
Martes 29.3.05 (144 hrs. después siembra)

LARVAS POTENCIALES
CUADRO RESUMEN 144 HRS DESPUES.

9 MORTALIDAD LARVAL ASOCIADA AL PRODUCTO
CUADRO RESUMEN 144 HRS DESPUES.

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

Réplces | Oppm | 1ppm | 5ppm | 10 ppm

Répicas | 0 pom | Tpom | Sppm | 10ppm

Répicas [ Oppm | 1ppm | 5ppm | 10 ppm

Répicas | Oppm | 1ppm | Sppm | 10 ppm

Répicas | Oppm | 1ppm | 5ppm | 10 ppm

| 8 | & | W | &

| d ) a8 | W | M

| mopter | 12| oa

| | 118 | 181 | 174

| 0 [ 613 | 3266 | 8447

I 6 | 18| M8

W[ 20 ) 21 | 2 | %

Il oM7) 109 [ 2

I | 175 ) 1| 10

I 0 0 [ 3141 | 8161

[l B % | B8

i 21 ) W ||

[] o] 1|

W | 179 | 161 | 175 | 166

[] 0 0 [ 303 ] 8918

RON. 77 8 n 8

PRON_ 23 M6 23 A5

L O N

PRON_ T M 10

mow._ 0 2 3 8

05 002 MR M 4n

s 002 1A 2% 41

05 3 68 T8 48

T Y N N I I N £

05 000 3 3R 24

DS = Desviacidn standard

Nota: Se alinearon 300 huevos, considerando 55 % de eclosidn y 30% de eficiencia.

PORCENTAJE PROMEDIO DE MORTALIDAD LARVAL

CUADRO RESUMEN

HORAS
Taws| 8 | 12 | % | 0 |
[ opom | 000 | o0 [ om0 | 000 | om
Lo | 1002 | 4% | 287 | 541 | a0
[ soom [ 1096 | 749 | 780 | 2448 | 3046
10ppm | 881 | 3036 | 5217 | 8140 | 8109




HUEVOS ENTEROS
Viernes 25305 (48 hrs. Después siembra)

EFECTO QVICIDA DE MALATION

PORCENTAJE DE NO ECLOSION
Viemes 25305 (48 hrs. Después siembr)

IV. Base de Datos para Calculo del Efecto Ovicida del Malation

EFECTO OVICIDA
Viernes 25.3.05 (48 . Despugs siembre)

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

Régicas | Oppm | Lppm | Sppm | 10ppm

Répiczs | 0 ppm | Lppm | Sppm | 10ppm

Réplcas | Oppm | Lppm | Sppm | 10 ppm

| 0 ] 1| % | 167

|| 3 | 67 | 67 | 567

| 0 | 680 ] 000 | 6214

)09 | ] 1)

Il %33 3700 | 40 | 3.8

] 0 | 18 | 1009 | 275

I % [ 104 [ 106 | 1%

Il | 3200 | 8467 | %38 | 0

[ 0 | 8% [ 104235

RO 103 108 108 1%

L N I N

w0 6 1 )

% 68 3 MM AR

B M 1% M 4R

B0 M A A

HUEVOS ENTEROS
Sahado 263,05 (12 hs. después siembra)

PORCENTAJE DE NO ECLOSION
Sabado 26:306 (12 hs. después siembra

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

EFECTO OVICIDA

Sahdo 263,05 (12hrs. después siembra
TRATAMIENTOS

Régicas | Oppm | 1ppm | 5ppm | 10 ppm

Répiczs | 0 ppm | Lppm | Sppm | 10ppm

Riplcas | 0ppm | Lppm | Sppm | 10 ppm

| 0B ]88 || 2667 | 500 | 2% | 23 | 0 0 | 28 | 1000
I8 | 8 | % | 8 Il | 2067 | 83 [ 338 | 700 ] 0 0 [56] 0
W] 8 [ % | % |9 I | 2833 | 200 | 3138 [ 08 [ 0 | 129 ] 1059 ) 706

PROM_ BA6T 8533 9000 8667

ROV 2822 B4 000 B

RO 000 4M 64 58

5 48 1050 68 513

N I N |

00 T4 4 S

HUEVOS ENTEROS
Domingo 27.3.05 (96 hrs. después siembra)

PORCENTAJE DE NO ECLOSION
Domingo 27.3.05 (96 hrs. después siembra)

EFECTO OVICIDA
Domingo 27.3.05 (96 hrs. después siembr)

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

Regeas | Oppm | Lopm | Sppm | 10ppm

Regless | 0 ppm | Lopm | Sppm | 10pm

| /2 I IV

|| 3067 | 200 | 300 | 40

Rplezs | Oppm | Lppm | Sppm | 10pgm |
(I I A 0 A

[ % |80 )&%

Il | 3167 | %67 | 238 | %200

I 0 0 0 [ 106

] % [ 7| 14| o

I | 3133 | 2867 | M7 [ 23

[l 0 0 [f084] 0

mou_ 9367 TOX %600 78X

RON_ M2 %4 R0 %M

PROM_ 000 000 TAT 0%

18 80 M 5%

I N 1

05 000 000 6M 08t

HUEVOS ENTEROS
Lunes 283,05 (120 hrs. después siembra)

PORCENTAJE DE NO ECLOSION
Lunes 28.3.05 (120 hrs. después siembra)

EFECTO OVICIDA
Lunes 28.3.05 (120 hrs. después siembra)

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

Réglas | 0ppm | Lppm | 5ppm {10 ppm

Réplces | 0 ppm | Lppm | Sppm | 10ppm

Réplas | 0 ppm | Lppm | Sppm {10 ppm

| L I )

|| 263 | 3100 | 3167 | M7

| 0 [ ]uB]| 0

[ | &) %98

I | %67 | B0 | 000 | %67

I 0 0] o

{7 {88 ]8&

Il | %633 | %67 | B3 | B3

[ 0 [ 17 [ 1y ] 7%

RO 8233 8667 9100 7067

RON_ 2744 2B NKB %%

RO 000 6% 1092 28

5 57 6 3 6H

B 19 M 10 1Y

5 00 9 ofT 4%

HUEVOS ENTEROS
Martes 20.3.05 (144 hrs. después siembra)

PORCENTAJE DE NO ECLOSION
Martes 29305 (144 hs. después siembra)

EFECTO OVICIDA
Martes 29.3.05 (144 hrs. después siembra)

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

Répicas | Oppm | 1ppm | Sppm | 10ppm

Répiczs | 0 ppm | Lppm | Sppm | 10ppm

| 8 | & | B |8

|| 23|28 | 50 | 20

Réplcas | 0ppm | Lppm | Sppm | 10 ppm
| 0 0 0 0

I I O

Il | 2800 | 243 | 467 | %67

] 0 | 580 | 7% | 1544

] B[ %™ |8

Il | 243 | %200 | %0 | 067

[ 0 | 35| 685 | @

PRON._ T66T 8367  TBET 8533

RON_ 2556 280 5% 24

ROM 000 248 4T 1282

100 ME 2 4B

53U 6 0m 1R

00 6T 4 1E

CUADRO RESUMEN
EFECTO QVICIDA PROMEDIO

HORAS

Trattos

@0 | % | ) M

Oppm | 0.00 | 000 | 000 | 000 [ 000
fopm | 565 [ 431 | 000 | 633 | 1248

s

684 | 624 | TA7 | 1082 | 470

10ppm

320 | 569 | 035 | 283 | 122
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V. Analisis Probit

ESTIMADORES ANALISIS PROBIT

Di = Dosis
Mi = insectos tratados

i = insectos muertos

Xi =Log(10) Di

o, B, o y u = estimadores de maxima verosimilitud.

El programa SAS aporta los valores de a, 8,0y u

yi = Probit estimado para una proporcién Pi de respuestas; donde yi = a + 8Xi; i=1,2,...k

Pi = Proporcién (desconocida) de individuos que son susceptibles a la dosis “exima"; Pi = Fi/li
Qi=1-Pi

Zi = Area de distribucion entre -« y Z de la distribucion normal con media cero y varianza uno;
Zi =(Xi- p)lo

®(Zi) = Ordenadas correspondientes a un valor Zi en la funcion normal estandar de
probabilidades; este valor lo aportan las tablas de distribucién normal estandar.

X = Z(XiniWi)/ZniWi
$2 = Varianza estimada de p; S$% = 1/B*{1/ZMiWi + (p - x)?/ZMiWi(Xi-X)%}
t= Distribucion de student con f grados de libertad; este valor lo aporta SAS

LC = Limites del intervalo de confianza al 95% para el logaritmo de la DL 50; L.C. = p * tS{



Base de datos para analisis probit de mortalidad larval de Ceratitis capitata (Wied.)
criadas con dieta de olote de maiz impregnada con malation

Bioensayo 23.3.05
Dosis T T 1 X [ V] 2] P ] QP om] W] ow e X ]xxmea] g o] s
1 211 [ 47 | 0 [-0.84[-084[ 022 0.78 [ 047 [ 0.28 | 0.45 [95.28 | 0.00 [ 0.63 | 0.40 | 37.94 | 1.03 | 0.04 | 0.06
5 208 [ 75 [0.70]-013]-0.13]0.36 ] 0.64 | 0.23 | 0.40 | 0.68 |141.04]98.58| 0.63 | 0.00 | 0.65 | 1.03 | 0.04 | 0.06
70 [ 207 | 130 | 1 | 047047 [ 063 [ 0.37 [ 0.23 | 0.39 | 0.66 [136.99] 136.99] 0.63 [ 0.14 | 18:65 [ 103 | 004 | 0.06
L= 313.31 230,57 57.24
Le= HIlo antilogaritmos
Logaritmos dosis ’m
Interv Confianza Lim. Sup] Lim. inf. | Anchura
95%| 1.08 | 0.59 95% [ 11.98] 385] 8.13
99%| 156 [ 0.10 99% [36.31] 1.27 [ 35.04
Base de datos para andlisis probit de mortalidad larval de Ceratitis capitata (Wied.)
criadas con dieta de olote de maiz impregnada con malation
Bioensayo 12.4.05
Dosis i Ti Xi N 7i Pi Q| pic) | o@) [ wi | @wi [inwi| x| xixp TR g [ X $
1 139 ] 61 [ 0 [-1.05[-1.05]044[056] 025 | 0.23 | 0.22 {30.07] 0.00 | 0.73 [ 0.53 | 15.83 | 1.22 | 0.05 | 0.08
5 138 | 62 [0.70 [-0.27]-0.27] 045 [ 0.5 | 0.25 | 0.38 | 0.60 | 82.41]57.60( 0.73 [ 0.00 [ 0.06 [ 1.22 | 0.05 | 0.08
10 137 ] 63 | 1 [0.06]006]046[054] 025] 040 [ 0.64 [87.50]87.50] 0.73 [ 0.08 [ 6.59 | 1.22 ] 0.05 [ 0.08
T=_ 19998 15,11 PR
Le= HEle antilogaritmos
Logaritmos dosis Limites de Confianza
Interv Confianza Lim. Sup] Lim. inf. | Anchura
95% [1.28] 0.62 95% [18.88] 4.14 | 14.74
9% [192] 99% (83.18] 0.94 | 82.24
Base de datos para andlisis probit de mortalidad larval de Ceratitis capitata (Wied.)
criadas con dieta mix impregnada con malation
Bioensayo 13.6.05
Dosis i T Xi Ll Zi Pi Q| pic) | o@) [ wi | mwi [ i x| xixp TR g | X $
1 149 1 51 | 0 [-1.37]-137]034[066] 023 | 0.28 | 0.35 [51.78] 0.00 | 1.09 [ 1.19 | 61.41 [ 1.25] 0.02 | 0.06
10 148 | 52 | 1 [-0.25[-0.37]035(065] 023 | 0.37 | 0.61[90.25]90.25] 1.09 [ 0.01 [ 0.72 [ 1.25] 0.02 | 0.06
700 | 149 | 51 | 2 | 087|063 | 0.3 | 0.66 | 023 | 0.33 | 0.47 | 70.73 [141.46] 1.09 | 0.83 | 5869 | 1.25 | 0.02 | 0.06
x= 21276 231.71 120.82
Le= HEloo antilogaritmos
Logaritmos dosis ,W
Interv Confianza Lim, Sup|Um.m( Anchura
95% | 1.49 | 0.95 95%}&{ 9.01 [ 21.90
99% [ 2017043 99% (103.09] 2.70 [100.38
BIOENSAYO 23.3.05
INTERVALOS DE CONFIANZA
DL1 PL10 [DL20 |DL30 [DL40 PL50 | DL60 [DL70

96% [T.22] -1.71] -0.19] -0.68] 025 | -0.24 | 056 ] 007 | 0.83 ] 034 | 1.06] 059 | 133 ] 083] 160 110 |

LIMITES DE CONFIANZA

DL1 DL10 DL20 DL30 DL40 DL50

DL60

DL70

Lim. Sup.lLim. \MlAnchumL\m. Supl Lim. int.lAnchura Lim. Supl Lim. inf. |Anchura Lim. Supl Lim. im.lAnchura Lim. Supl Lim. inf. |Anchura Lim. Supl Lim. inf. |Anchura

Lim. Sup. | Lim. inf. | Anchura

Lim. Supl Lim. inf. | Anchura

95% (006 | 007 [ 004 [ 085 | 027 | 044 [ 177 [ 057 [ 120 | 368 | 117 | 247 [ 678 | 276 [ 457 | 77| 3% | 813 | 2128 | 684 | A [ BR| 1265 | B3
BIOENSAYO 12405
INTERVALOS DE CONFIANZA
K] 70 ¥ T0C%0 UK 50 [ 00 ] |

95% [0.83]-1.49] 012 ] -0.54 | 051 ] -0.14] 075 ] 009 | 105] 0.9 | 128 ] 062 | 151 ] 085 | 175] 109 |

LIMITES DE CONFIANZA

DL1 DL10 DL20 DL30 DL40 DL50

DL60

DL70

Lim Sup. Lim. in.{AnchuralLim. Sup] Lim.in.[ Anchura] Lim. Sup] Lim. irf. | AnchuraLim. Sup] Lim. nf.| AnchuraLim. Sup] Lim. nf.”{AnchuralLim. Sup] Lim. in. [ Anchura

Lim. Sup.| Lim. nf. | Anchura

Lim. Sup] Lim. inf. | Anchura

95% (015 | 003 [ 0.12] 131 | 09| 102 | 327 | 002 | 25 | 585 | 124 | 441 [11.14] 244 [ 8701688 414 | 1474 2200 707 | %3] &5 | 0w | 6%
BIOENSAYO 13605
INTERVALOS DE CONFIANZA
oo M0 M0 ToL%0 D0 P50 T 060 ] |

95% | -0.59[-1.12] 0.36-0.19] 0.74 [ 020 | 1.02 | 0.49 [ 126 [ 0.73 [ 149 [ 095 | 1.72 | 1.18 [ 196 [ 142 |

LIMITES DE CONFIANZA

DL1 DL10 DL20 DL30 DL40 DL50

DL60

DL70

Lim. Sup. | Lim. inf, | Anchura

Lim. Supl Lim. inf. I Anchura

Lim. Sup.lLim. m(IAnnhura LLim. Supl Lim. inl.lAnchura Lim. Supl Lim. inf. | Anchura|Lim. Supl Lim. ini.lAnchura Lim. Supl Lim. inf. |Anchura Lim. Supl Lim. inf. |Anchura

95% [ 0.26 [ 0.08 [ 0.18 ] 2.21 [ 0.65 [ 1.57 [ 547 | 1.60 [ 3.88 [ 10.51[ 3.06 [ 7.45 [ 1836 535 [13.01[30.92] 9.01 [21.91

52.08 | 15.18 | 36.89

0% | B2 | eu
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VI. REPETICIONES, VARIABLES DEPENDIENTES E INDEPENDIENTES PARA CADA FASE EXPERIMENTAL

FASES DEL
EXPERIMENTO

CANTIDAD
DE
HUEVOS

VOLUMEN
TOTAL DE
HUEVOS
EN cc.

TIPO DE
DIETA

VARIABLES

DEPENDIENTES

[CONC] ppm
REPLICAS

VARIABLES
INDEPENDIENTES

FASE IA

(300 x 60)

18,000 =
0.72

OLOTE DE
MAIZ

0,1.5,10

MORTALIDAD LARVAL

EFECTO OVICIDA

FASE IB

(200 X 60)

12000 =
0.48

OLOTE DE
MAIZ

MORTALIDAD LARVAL

EFECTO OVICIDA

FASE IIA

(0.4 ccx
24)

9.6

OLOTE DE
MAIZ

RECUPERACION LARVAL

PORCENTAJE PUPA
BLANCA

PESO PUPA

PORCENTAJE DE
EMERGENCIA

HABILIDAD DE VUELO

INDICE DE LONGEVIDAD

FASE 1IB

OLOTE DE
MAIZ

RECUPERACION LARVAL

PORCENTAJE PUPA
BLANCA

PESO PUPA

PORCENTAJE DE
EMERGENCIA

HABILIDAD DE VUELO

INDICE DE LONGEVIDAD

FASE |

MORTALIDAD LARVAL

EFECTO OVICIDA

RECUPERACION LARVAL

PORCENTAJE PUPA
BLANCA

PESO PUPA

PORCENTAJE DE
EMERGENCIA

HABILIDAD DE VUELO

INDICE DE LONGEVIDAD

FASE I

RECUPERACION LARVAL

PORCENTAJE PUPA
BLANCA

PESO PUPA

PORCENTAJE DE
EMERGENCIA

HABILIDAD DE VUELO

INDICE DE LONGEVIDAD




80



