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RESUMEN. La conchuela del frijol Epilachna varivestis Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae)es susceptible
a la accion fototdxica de la floxina B, la cual se formulé con Tween-60 1.0%, glicol polietilico 1.0%, jabén
de aceite de soya 0.1%, fructosa 3.0% y agua. Las larvas y los adultos se alimentaron con hojas de frijol
tratadas con esta mezcla a diferentes concentraciones de floxina B. Los bioensayos se realizaron “Bajo
Umbraculo” y se complementaron a “Cielo Abierto”. Bajo umbréculo las CLg, para larvas de tercero y
cuarto instar, y adultos machos y hembras fueron de 65, 16, 27.5 y 39.7 ppm, respectivamente. En los
bioensayos bajo umbraculo la evaluacion de la mortalidad se realizé sélo a las 24 horas. A cielo abierto,
se realizd ademads de la evaluacion a las 24 horas, otra a las 72. En ambas modalidades la mortalidad se
inicié una hora después de exponer los insectos a la luz solar. La mortalidad de las larvas en las pruebas
a cielo abierto con 50 y 1000 ppm de floxina B fue de 82.0 y 98.0% en 24 horas, y 91.4 y 100% en 72
horas, respectivamente. El analisis de estos resultados no mostré diferencias significativas, lo que indica
que la floxina B actia eficazmente en 24 horas. Durante la realizacion de los bioensayos a cielo abierto, el
minimo de horas luz fue 5 h 23 min, y el maximo de 9 h 31 min. Cuando se registré el menor nimero de
horas de luz solar se obtuvieron CL, mayores. Las plantas de frijol tratadas con la mezcla y que estuvieron
expuestas a la luz mostraron fitotoxicidad en el drea de contacto con la floxina B, en poco més de 48 horas.
PaLABRAS CLAVE: Coccinellidae, Toxicologfa, Control de plagas, Pigmentos fototéxicos.

ABSTRACT. The mexican bean beetle Epilachna varivestis Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae)was
susceptible to the phototoxic action of phloxine B, which was formulated with Tween-60 1.0 %, polyethylene
glycol 1.0%, soybean oil soap 0.1%, fructose 3.0% and water. Larvae and adults were fed on bean leaves
treated with this formulation at different phloxine B concentrations. The bioassays were carried out under
shade, and at open sky conditions. Under shade the CL, corresponding to the larvae of the third and
fourth instars, and adults males and females, were 65, 16, 27.5 and 39.7 ppm, respectively. In the bioassays
under shade, mortality was recorded only 24 h after treatment. In the open sky bioassays, larval mortality
was recorded 24 and 72 h after trearment. In both set of experiments mortality began one hour after
exposure to sun light. Larval mortality obtained at open sky with 50 and 1000 ppm of phloxine B was 82.0
and 98.0% at 24 hours, and 91.4 and 100% at 72 hours after treatment, respectively. Analysis of these
results did not show any significant differences, which indicates that phloxine B acts efficiently 24 hours
after treatment. In the open sky bioassays the minimum hours of light registered were 5 h and 23 min and
the maximum were 9 h and 31 min. A greater CL, was obtained when there were fewer light hours. The
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bean plants treated with the dye, which were exposed to the sun light, showed symptoms of phytotoxicity
on the phloxine B contact area in ca. 48 hours.

KEey WoRrbps: Coccinellidae, Toxicology, Pest control, Phototoxic dyes.

La accidn fototdxica de algunos colorantes artificiales se ha documentado en 19
especies de insectos (Heitz 1995). Dentro de los colorantes de accién fotodindmica,
los mas efectivos como insecticidas son los haldégenos del xanteno; la floxina B (Sal
disédica 2’,4°,5°,7 -tetrabromo-4,5,6,7-tetraclorofluoresceina) es uno de los tres
xantenos mas eficientes (Heitz 1995).

Una vez que se ingieren los colorantes, la reaccién toxica depende de la absorcién
de fotones de la luz visible, con lo cual genera oxigeno en forma excitada. Esta
molécula de oxigeno es capaz de oxidar a innumerables componentes celulares y
provocar la muerte del insecto (Pimprikar er al. 1980). Weaver et al. (1976)
documentaron la pérdida de volumen de la hemolinfa en Periplaneta americana (L.)
y Blatta orientalis L. (Blattaria: Blattidae) después de que éstas ingirieron este tipo
de productos. Pimprikar et al. (1979) observaron efectos fisiolégicos y morfologicos
en larvas de Culex pipiens quinquefasciatus Say y Aedes triseriatus Say (Diptera:
Culicidae) tratados con Rosa de Bengala. Broome et al. (1975) observaron efectos que
indican que la floxina B y el Rosa de Bengala son altamente eficientes para el control
de Solenopsis richteri (Forel) (Hymenoptera: Formicidae) y sefialaron que la
concentracion letal del colorante es inversamente proporcional a la intensidad
luminosa. David y Heitz (1978) identificaron dos mecanismos de accién letal que la
floxina B indujo en S. richteri; el primero fue dependiente de la luz y causd
mortalidad en pocas horas y el segundo fue independiente de la luz y dependiente del
tiempo. Pimprikar et al. (1979) observaron que el grado de toxicidad es el resultado
del tiempo de exposicién a la luz y la concentracién del colorante.

Considerando lo anterior, esta investigacién tuvo como objetivos evaluar la
efectividad bioldgica de la floxina B contra la conchuela del frijol y observar los
sintomas de intoxicacion generados por este producto en larvas y adultos de Epilachna
varivestis Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae).

MATERIALES Y METODOS

El estudio se efectud en el invernadero del Programa de Entomologia y Acarologia
del Instituto de Fitosanidad, en el Colegio de Postgraduados en Montecillo, Edo. de
México. El estudio se realizé en dos formas: 1)“Bajo Umbréaculo”, dado que el
experimento se realizé bajo tres capas de agromalla de color negro N°50 (con
separacion entre capas de 0.3-0.5 cm) a un metro sobre el nivel del experimento; y
2) “A Cielo Abierto”, cuando las pruebas se realizaron en condiciones similares a las
de campo, sin sombra. Se observé en ambos casos, la evolucion de la intoxicacién
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tanto de larvas como de adultos y ademas, si el colorante provocaba fitotoxicidad. La
variable climatolégica considerada fue horas de luz solar y fueron medidas con un
heliégrafo; las lecturas se tomaron una vez instalada cada repeticion hasta transcurrir
24 horas, por lo que solo se registraron los datos de los dias en los que se realizaron
las pruebas. Los insectos utilizados fueron criados bajo condiciones ambientales
controladas de 25+3°C, 50+10% H.R. y fotoperiodo de 16:8 h luz:obscuridad. Para
la cria de la conchuela se utilizaron plantas de frijol de la variedad Jamapa y en
ocasiones, cuando no habia suficiente follaje, se proporcionaron vainas frescas de
frijol. Para realizar los bioensayos bajo umbriculo se utilizaron larvas de tercero y
cuarto estadio y adultos (machos y hembras) con un peso promedio de 9.02, 37.14,
23.13, y 38.21 mg, respectivamente. En la evaluacién a cielo abierto inicamente se
emplearon larvas de tercero y cuarto estadio. En la realizacion de los bioensayos se
consideré6 como larva muerta a aquella que se mantenia inmévil y arqueada
ventralmente, 0 que presentaba regurgitamiento. A los adultos se les consideré
muertos cuando por accion de la floxina B presentaban hemolinfa en las membranas
articulares de las patas, o endurecimiento del abdomen. Las evaluaciones preliminares
se iniciaron con una concentracion de 10,000 ppm de floxina B.

Las pruebas se realizaron utilizando la siguiente formulacién: floxina B (en
diferentes concentraciones), Tween-60 1.0%, glicol polietilico 1.0%, jabén de aceite
de soya 0.1%, fructosa 3.0% y agua (Contreras-Contreras 1998).

Evaluacion bajo umbrdculo. Para aplicar el producto en el follaje se utilizé el
método de inmersion de hoja, éste se ha empleado en bioensayos con E. varivestis y
con insecticidas que actdan por ingestion (Kishaba et al. 1962, Kenaga et al. 1962,
Kenaga et al. 1965). El método consisti en sumergir dos hojas de frijol durante 20
segundos en la mezcla con la concentracién de floxina B correspondiente; también se
incluyeron dos testigos, uno denominado testigo “A”, el cual contenia todos los
ingredientes excepto la floxina B, y un testigo absoluto al que se le aplicé solamente
agua. Las hojas se sumergian en la mezcla antes de cortarlas de la planta para evitar
su deshidratacién. Una vez que el disolvente se evaporaba, las hojas tratadas se
cortaban a la altura del peciolo y éste se insertaba en tubos de ensaye que contenian
agua para mantener la turgencia de las hojas. Posteriormente, se colocaban 15 adultos
0 20 larvas sobre cada hoja, segun correspondiera al bioensayo. Las hojas estaban
fijas en los tubos de ensaye, de esta forma fue posible fijar los tubos de ensaye en
vasos de pléstico los que se-cerraban con tela organdi, para permitir la ventilacién y
evitar que los insectos escaparan. Al terminar de aplicar el tratamiento a las hojas y
confinar a los insectos, estos se expusieron a la luz bajo el umbraculo.

Para determinar las concentraciones que causaban del cero al 100% de mortalidad
se prepararon en serie las siguientes diluciones 0.01, 0.1, 1.0, 10.0, 100.0 y 1 000.0
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ppm de floxina B, y después se incluyeron diluciones intermedias para la realizacion
de los bioensayos completos. En total se hicieron cuatro repeticiones en dias
diferentes. Las concentraciones de floxina B que se evaluaron bajo umbraculo fueron:
1.0, 2.6, 7.0, 19.0, 50.0, 140.0, 370.0, y 1 000.0 ppm. Los registros de la
mortalidad se efectuaban 24 h después de iniciado el bioensayo; en cada uno de estos
bioensayos también se hicieron cuatro repeticiones.

Evaluacién a cielo abierto. En este experimento sélo se evalud larvas de tercero y
cuarto éstadios con los tratamientos de 50.0, 140.0, 370.0 y 1000.0 ppm de floxina
B, testigo A y testigo absoluto. Cada tratamiento incluyé cuatro repeticiones y se
aplicé a 40 plantas de frijol Jamapa en estado fenoldgico de una hoja verdadera. Estas
plantas estaban confinadas en una charola de metal de 45x37x10 cm, y sembradas en
suelo fertilizado con 200 g/m*de triple 17, previamente disuelto en agua. Para aplicar
el producto sobre las plantas se utiliz6é un atomizador de 250 mL de capacidad, con
una boquilla ultrafina y el gasto promedio de aplicacién por las 40 plantas fue de 50
mL. Una vez que las plantas fueron asperjadas con el tratamiento correspondiente, se
infestaron con 25 larvas de tercero y cuarto estadio. Para determinar si el consumo
del colorante a través del tiempo influia en la mortalidad se realizaron dos muestreos,
uno a las 24 horas y el segundo a las 72 horas de la aplicacién. En ambos muestreos
se determiné el porcentaje de individuos muertos y mediante inspeccién visual se
determiné el grado de fitotoxicidad sobre las plantas de frijol.

Analisis estadistico. En la evaluacién bajo umbraculo se utiliz6 el programa PROBIT
(Raymond, 1987) para obtener las lineas de respuesta logaritmo dosis-mortalidad y
los valores de la CLy, y CLy, para cada bioensayo. En la evaluacién a cielo abierto,
se usd un disefio experimental de bloques al azar con cuatro repeticiones; la unidad
experimental estuvo conformada por una charola, tomando como parcela ti} las 40
plantas. La separacién entre charolas fue de 40 cm. En general se evaluaron seis
tratamientos con cuatro repeticiones, que dieron un total de 24 unidades
experimentales. El andlisis estadistico de los resultados de las pruebas a cielo abierto
se realizé con €l paquete estadistico SAS, aplicando el procedimiento ANOVA
(Andlisis de varianza) a los datos transformados [arcoseno (raiz cuadrada (%
mortalidad/100))] de los porcentajes de mortalidad corregida (Abbot 1925); la
separacién de medias de los tratamientos se realizé mediante la prueba de Tukey
(a=0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
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Susceptibilidad de los diferentes estados biologicos. Al probar las concentraciones
para establecer la ventana bioldgica se obtuvo 100% de mortalidad con la
concentracién de 1000 ppm de floxina B, y el cero porciento con la concentracién de
1 ppm. A partir de estos resultados se procedié a evaluar dosis intermedias. La
susceptibilidad fue mayor para larvas de cuarto estadio, seguidas por los machos,
hembras y las larvas de tercer estadio (Cuadro 1). En la figura 1 se presentan las
lineas de respuesta logaritmo dosis-mortalidad. Tomando en cuenta el traslapo de los
limites fiduciales (Cuadro 1), la CL,, del tercer instar y la de las hembras no son
estadisticamente diferentes, y tampoco lo son la LC,, del cuarto estadio y la de los
machos. Si acaso se considerasen los limites fiduciales de las CL,, no se declararian
diferencias significativas entre ninguna de las etapas biologicas probadas, ya que
dichos limites se traslapan.

Cuadro 1
Respuesta de E. varivestis a la floxina B usando el método de inmersién de hoja
E. varivestis CL50 Limites CL95 Limites Ecuacion de
(ppm) Fiduciales (ppm) Fiduciales regresion
al 95% al 95%
3er. estadio 65.0 50.9-83.4 286.4 202.7-519.9 Y=4.97+2.55X
4° estadio 16.0 11.8-21.4 107.5 68.5-223.4 Y=5.03+1.98X
Hembras 39.7 29.4-53.4 187.7 125.7-394.5 Y=5.02+2.43X
Machos 27.5 19.9-38.6 170.5 105.5-423.8 Y=4.92+2.07X

Lagunes y Villanueva (1995) sefialaron que el estado bioldgico en el que se realizan
las pruebas es importante para la expresién de la toxicidad de un producto quimico,
e indicaron que generalmente las larvas tienen mas posibilidad de sobrevivencia a un
agente toxico debido a su elevada capacidad metabdlica; sin embargo, en el presente
trabajo las larvas del dltimo estadio fueron mds susceptibles que las del tercer estadio
y las hembras, posiblemente debido a que consumieron mayor cantidad de material
tratado. Rodriguez (1986) reportd una susceptibilidad similar al evaluar la toxicidad
de la permetrina en los seis estadios larvales de Heliothis virescens (Fabricius)
(Lepidoptera: Noctuidae), ya que registré mayor susceptibilidad en el dltimo estadio.
Se considera entonces que los valores de CL estdn relacionados con el estado
bioldgico, ya que las larvas presentan actividad fisioldgica diferencial. Gast (1959)
sugirié que el esclerosamiento del integumento, la destoxificacion enzimatica y el
almacenamiento del toxico en €l cuerpo graso, son los responsables de los cambios
en la susceptibilidad de las larvas de diferente edad y tamafio.
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Tercer instar
Cuarto instar
Machos
Hembras
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Figura 1. Respuesta de las larvas y los adultos de E. varivestis a la floxina B.

Pruebas de efectividad a cielo abierto. En el Cuadro 2 se muestran los resultados
de las pruebas realizadas a cielo abierto. Ademds, bajo esta modalidad, se observé
la evolucién de la intoxicacién de E. varivestis provocada por la ingestién de la
floxina B. La accién fototéxica de la floxina B fue evidente en los insectos dos horas
después de ingerido el producto.

El andlisis estadistico para precisar si en el segundo muestreo (72 h) se registré
mayor mortalidad que la observada en el primero (24 h), no mostrd diferencias
significativas, lo que indica que 24 horas son suficientes para evaluar la respuesta de
las larvas a la floxina B (Cuadro 2).

Horas luz. La metodologia que se siguié en los bioensayos bajo umbraculo propicié
la reduccién en la incidencia de luz solar. Ademas, las condiciones meteoroldgicas
que se presentaron cuando se realizaron los bioensayos bajo umbriculo fue medio
nublado, mientras que en la evaluacion a cielo abierto la luz solar incidia directamente
sobre el experimento, bajo un cielo despejado. La cantidad de horas luz que incidieron
sobre las larvas de tercer estadio en las pruebas bajo umbréculo fue determinante, ya

que estuvieron expuestas a menos horas luz que los demds estados biolégicos (Figura
2).
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Cuadro 2

Mortalidad de larvas de E. varivestis después de ingerir follaje con floxina B en los bioensayos a cielo
abierto

Mortalidad (%)
Concentracién 24 h 72 h Significancia
(ppm)

1000 98.7 a 1000 a ns
370 95.4 ab 96.5 ab ns
140 93.4 ab 94.4 be ns
50 80.9 b 89.8 c ns
TESTIGO A 0.0 c 0.0 d ns
T. ABSOLUTO 0.0 c 0.0 d ns

Los datos en las columnas con la misma letra no son estadisticamente diferentes; ns = no hubo diferencias
significativas entre los dos muestreos (hileras) (Tukey ¢ = 0.05).

9.36

8.24

7.12

6.00

4.48

3.36 65.0 16.0 27.5 39.7

Horas luzen 24 h

224

1.12

0.0

3erinstar . 4to instar Macho Hembra

Estado biologico de la conchuela del frijol

Figura 2. Horas luz registradas durante los bioensayos. En la parte media de la barra se indica la CL50
(expresada en ppm de floxina B) correspondiente a cada estado biol6gico.
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Al relacionar los registros de las horas luz con la respuesta de los individuos
expuestos a la floxina B, se aprecié que ésta influyé en la actividad del compuesto
(Yoho et al. 1971, Yoho et al. 1973, Heitz 1995); lo anterior se confirmé cuando la
nubosidad obstaculizé el paso de la luz solar y se apreci6 que se retardé el proceso
de intoxicacion en las larvas y los adultos. Para el caso particular de las larvas de
cuarto estadio, que recibieron aproximadamente 50% mas horas luz en un mismo
tiempo de exposicion que las larvas de tercer estadio, la respuesta se vio reflejada en
la CLs, ya que las larvas de cuarto estadio mostraron aparentemente mayor
suscéptibilidad a la accién fototdxica de la floxina B; tal efecto se relaciona con la
cantidad de luz recibida y, como se dijo antes, con la cantidad de material tratado
consumido (Figura 2). La influencia de la luz en la toxicidad de la floxina B coincide
con lo documentado por otros investigadores (Yoho ef al. 1973, Broome et al. 1975,
Heitz 1995). Sin embargo, cabe mencionar que para los adultos no fue determinante
la cantidad de luz recibida, pues tanto machos como hembras se expusieron a una
misma cantidad de horas luz, lo que supondria una respuesta muy similar a la floxina
B, pero la CL,, fue mayor para las hembras que para los machos. Lagunes y
Villanueva (1995), en experiencias con insecticidas convencionales, han observado
que usualmente los machos son mas susceptibles que las hembras. En este estudio, la
susceptibilidad diferencial pudo deberse a que el peso de los machos (23.13 mg) fue
en promedio 65% menor que el de las hembras (38.21 mg).

En el caso de las pruebas a cielo abierto, se observo fitotoxicidad en la parte derea
de la planta que estuvo en contacto con la floxina B en cualquier concentracion, lo que
se manifesté como una deshidratacién antes de 48 horas bajo la condicién de cielo
despejado; aunque la fitotoxicidad fue mayor en las concentraciones mas altas. En las
pruebas realizadas bajo umbraculo no se observé fitotoxicidad, posiblemente porque
el tiempo de exposicién fue menor al requerido para que se presentaran los sintomas.
Otro factor que posiblemente influy6, fue la agromalla que se utilizo para impedir el
paso directo de la luz solar a las hojas tratadas con la floxina B.

Intoxicacion por la floxina B. La evolucion de la intoxicacién se manifest6 de 1 a
24 horas después de que los individuos se alimentaron con hojas tratadas con el
colorante. Cuando el producto se activd, las larvas dejaron de alimentarse,
permanecieron en un lugar sin caminar y extendieron el cuerpo de manera horizontal.
Otros sintomas fueron elevacién del abdomen y separacién de las patas anteriores de
la superficie de 1a hoja para extenderlas al frente durante unos minutos, regresandolas
a la hoja posteriormente. Antes de morir, las larvas curvaron su cuerpo acercando el
abdomen a la superficie de la hoja y, después regurgitaron el bolo alimenticio. Las
patas metatordcicas permanecieron adheridas fuertemente a la hoja, quizd por
contraccién muscular, hasta que murieron. Después de 48 horas, las larvas se
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momificaron y cambiaron de color amarillo rosado (dado por el contenido de
colorante en el hemocelo) a una coloracién café oscura, la que se aprecié con mayor
intensidad en el intestino. Los adultos pasaron también por un periodo de inactividad,
se sujetaron fuertemente a las hojas y el abdomen se les torné rigido. Al final ocurri6
una hemorragia a través de las articulaciones entre fémur y tibia, proceso que estos
insectos presentan como mecanismo de defensa en condiciones normales, pero que en
este caso fue mucho mds abundante y en ausencia de un estimulo externo.

Tanto las larvas como los adultos dejaron de alimentarse poco después de exponerse
a la luz. Este efecto se presentd en dias soleados en aproximadamente media hora y
en dias medio nublados en dos a cinco horas. Cabe mencionar que los valores de las
CL’, encontradas no pudieron estar influenciadas por la inanicién, dado que el efecto
que genera el colorante en concentraciones altas ocurri6 al activarse con la luz y en
unos minutos u horas provocé la muerte de los insectos.

CONCLUSIONES

El colorante floxina B posee caracteristicas prometedoras para el control de adultos
y larvas de E. varivestis; el potencial téxico de la floxina B depende de la cantidad
ingerida y de las horas luz a que se expongan los individuos. Para realizar estudios
de susceptibilidad a la floxina B se recomienda utilizar las larvas de tercer estadio,
pero ademdis es necesario complementar los estudios con los adultos. La luz es
determinante para que actie la floxina B, por lo que las condiciones favorables para
el empleo de esta sustancia en campo es cielo despejado a medio nublado, que supere
las 5 horas luz en un periodo de 24 horas después de aplicado.
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