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DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES LETALES
DE DIAZINON PARA HAEMATOBIA IRRITANS (DIPTERA:
MUSCIDAE) SUSCEPTIBLES A LOS ORGANO -
FOSFORADOS Y SU APLICACION PARA EL DIAGNOSTICO
DE RESISTENCIA

M. E. CasTeLLl', M. M. VOLPOGNE?,

A. J. MancoLd' & A. A. GUGLIELMONE'

RESUMEN

Se usaron papeles de liro v frascos de vidrio tratados con distintas concentracio-
nes de diazinon para oblener la conecentracion letal 50 (CL50) v 90 (CL.90) de una
poblacion de Haematobia irritans suseepiible a los 6rgano fosforados. La prucha
con los papeles de filtro  brindé resultados inconsistentes pero con los frascos de
vidrio se logré un gradienle de mortalidad con una concentracion de diazinén
mnicial de (L0023 pgl cm? v final de 0.008 pg cm® Se obtuvieron una CL30 y
C1.90 con limites de confianza al 95 % de: 0.0013 pg/ em? (0011 - 0.0015) v
0.0026 pg/ em’ (00021 - 0LOO33), respectivamente. Esta técnica se utilizo en 12
poblaciones de H. irritans de la provincia de Santa Fe: una de ellas se diferencio
de la poblacion de referencia por presentar CL30 v CL90 inferiores v otra por
mostrar valores superiores. l.a informacion oblenida servira de referencia para
comparar. en un futuro, poblaciones sespechosas de presentar resistencia al
diazinon.

Palabras claves: Haematobia irritans, diazinon. dosis letales. resistencia, diag-
nostico.

SUMMARY

Diazinon lethal concentrations in Haematobia irritans suscepti-
ble to organo—phosphates; its use for diagnosis of resistance

Filter papers and glass vials treated with diazinon were used to obtain lethal
coneentration 50 (LC50) and 90 (LC90) for a I7. jrritans population susceplible to
organo - phosphates, Inconsistent results were found with the filter papers but a
moertahty gradient was achieved with glass vials with an initial diazinon concentration
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INTRODUCCION

Las poblaciones de /Haematobia
irritans de la provincia de Santa Fe mues-
tran resistencia a los piretroides sinteticos
(Guglielmone er a/.. 2000). por lo tanlo se
observa un uso creciente de insecticidas or-
gano — fosforados para su control El desa-
rrollo de poblaciones de . irritans resis-
lentes a cllos dependera de la presion de se-
leccion (Kunz & Kemp. 1994} La primera
evidencia de resistencia es la disminucion de
la eficacia a un insecticida bajo condiciones
naturales. La confirmacion de la resisiencia
requiere de pruebas de laboralorio basadas
en la exposicion a dosis crecientes de un in-
secticida de una poblacion susceptible de re-
ferencia versus la poblacion incogniia | ca-
raclerizacion de la resistencia se logra me-
diante la deteccion de las mulaciones en los
£enes que expresan esa resistencia (Guerre-
ro et al,, 1998),

Lo 1deal seria mantener una colo-
nia de /7. irvitans susceptible en el laborato-
rio como referencia para el diagnostico de la
resistencia. Como ¢slo no sienipre es posi-
ble: una allernativa valida es obtener la in-
formacion basica midiendo el efecto de un
insecticida cuando aan las poblaciones son
susceptibles para su posicrior comparacion
con olras poblaciones naturales a traves del
nempo. Bsta estrategia va fue utilizada con
la cipermetrina para la [/ ivritanis (Aguirre
eral . 1993). permiticndo estimar la evolu-
cion de la resistencia de esta mosca a los
piretroides sintéticos (Guglichmone er a/ .
2000),

Eneste rabajo se presenta cl desa-

rrollo v eleccién de una 1écnica para deter-
minar las concentracioncs letales 50 (C1. 30)
v 90 (CLY0) al diazanon de poblaciones de
H. mreritans susceplibles a ese principio acti-
vo (Gugliclmone ef al. enprensa) v su apli-
cacion para corparar la poblacion de refe-
renctd con oras poblaciones naturales. Se
mfind que debian cvaluarse concentraciones
de diazinon inferioresa 0,01 pg/ cm® (CL350,
cepa susceptible del Knipling - Bushland
lLaboratories USDA. Kerrville. EEUL)
(Sidney . Kunz, com. pers. ). porque se com-
probo que tal concentracion mataba el 100
% de las [/ irritans de Argenlina y sur de
Brasil en un lapso muy inferior a las 2 h
(Gugliclmone ef al . en prensa),

MATERIALES Y METODOS

Para determinar la CLS0 v CL90 se
usaron mctodos basidos en 1os estudios de
Cilek & Knapp (1986) v Sheppard & Hinkle
(1986. 1987). Se utilizé diazinon técnico
(92.9%depureza P/P.d=1.11 g/ mly para
impregnar los papeles de filtro (Schleicher
& Schuell N" 3450 90 mm) v tratar la super-
ficie interna de frascos de vidmo ( transpa-
rentes. o 20 mun. h 43 mm excluvendo cl cuc-
llo. 12 ml de capacidad). Como diluyvenie se
utihzo acetona pura (Merck. pro— analisis),

Los papeles de filtro sc impregna-
rondepositando 1 mlde cada una de las con-
centraciones. Los mismos s¢ mantuvieron por
4 1 a temperatura ambiente de laboratorio,
hasta que se evaporase la acetona. Lucgo s¢
envolvieron en papel de alumino. separados
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por concentracion. v se los mantuvo a - [8°
C hasta su uso. Para tralar la superficic in-
terna de los [rascos. se colocaron 250 il de
cada una de las congentraciones en cllos,
Posteriormente se tolaron los recipienies
sobre su eje en forma miecinica. bijo campa-
na extractora. durante |15 minutos. Se colo-
¢6un precinto de aluminio en fa abertura de
los recipicutes v s¢ los envolvio con papel
aluminio y conservo a 4% C hasla su uso.
Como control sc nsaron papeles de Nitro o
recipientes de vidrio tratados solo con
acetona. Tanto los papeles de filtro como log
recipientes de vidrio se utilizaron dentro de
las 48 h de su preparacion.

Se parti6 de una concentracion ini-
cial de 0.00025 pg/cm’ v se evaluaron seis
concentraciones de diazinon: 000050 pg/
em™: 0.00100 pg/cm™ 0.00200 pglem’
0.00400 pefem 0L.OVSM e/ om . Patiam-
bas técnicas. se¢ ntilizaron los datos obteni-
dos a las dos horas de exposicion de las
moscas al insecticida para equiparar esla
prucba con la corrcspondicnte a la
cipermelrina que sc realiza de ruling en el
INTA Rafacla (Guglicimone er al. 2000)
Para ¢l andlisis de los resultados se utilizo
el programa Polo PC a (Copyright 1987 Le
Ora Sofiware ) para estimar las CL30 v CLY0
de las /. irritans. denivada de la mortalidad
en relacion a la dosis por andlisis “probit”
(Russell er al _ 1977).

Previo a la obicncion de las mos-
cas. los papeles de filiro se colocaron dentro
de cajas de Petri de plistico (o Y0 mm) con
un orificto para introducir las moscas, que
luego se obturo con papel adhesivo. Las mos-
cas se capluraron con redes entomologicas
sobre bovinos del INTA Rafaela y fueron ex-
puestas al diazinon dentro de la hora de su
capiura. De cada concentracion se realiza-
ron 3 repeticiones colocando aproximada-
mente 10 moscas en cada una. Para el caso
de los recipientes de vidrio se ajustaron las
tapas de aluminio luego de introducidas las
I rerivans, Se realizaron 4 pruebas utilizan-
do papel v frascos de vidrio. comprobando-
se que empleando los recipienies de vidrio
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se oblenia un sistema repetible v compara-
ble. Ultilizando unicamente los frascos de
vidrio, sc realizaron ocho analisis sucesivos
con poblactones de /7. irritans del INTA
Ralaela. que no habian lenido contacto con
diazinén, El valor obtenido de la CL30 y
CLY0 se considero como representativo de
ung poblacion susceptible al diazinon. Lue-
gose electuaron 16 prucbas adicionales en
eslablecumienios ganaderos de los departa-
mentos Nueve de Julio (siete pruebas). Las
Colonias {cinco). Vera (tres) v Castellanos
(unat). Se juzgo como vilida a cada prueba
donde sc obtuyvo un limile de confianza del
95 % v mortalidad de 1as moscas controles
inferioral 10 %. Los resultados sc compara-
ron con los obtemdos en la poblacion sus-
ceptible de referencia. Sc¢ considero diferen-
les a las poblaciones con infervalos de con-
fanza no superpuesios (Savin et al.. 1977),
No se tuvo en cuenta la pendiente de la recta
pucs sus diferencias no se asocian a varia-
clones geneticas de una poblacion (Chileutt
& Tabashnik [995).

RESULTADOS

Con una concentracion inicial de
0.00025 pg/cm” de diazinon se obtuvo una
mortalidad menor al [0 % en moscas expues-
tas por 2 h en los recipientes de vidrio.
incrementandose la monalidad en funcion del
aumento de lid concentracion hasta llegaral
1000) % en las expuestas a 0.008 pg/cm’ de
diazinon. E‘sto no se produjo con los pape-
les de filtro porque no se obtuve gradiente
de mortalidad con el incremento de la con-
centracion del organo - fosforado y no hubo
repetitividad de los resultados. En conse-
cuencia se decidio utilizar sélo el soporte de
vidrio para obtener las CL50 v CL90 al
diazinon de /1 irritans de los bovinos. Las
CL50 v CL920 con sus limites de confianza
al 95 % para las ocho repeticiones v los va-
lores para ¢l conjunto s¢ presentan en cl
Cuadro |-
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Cuadrol. Concentracion letal 50 (CL30) y 90 (CL90) con limites de confianza al
95 % (LCY5) del diazinon para ocho repeticiones con Haematohia irritans de

bovinos del INTA Rafaela.

REPETICIONES CONCENTRACIONES LETALES Y LIMITES DE CONFIANZA
o CI50 LCo5 CL90, s
(g om’) (ug/ o) (g an’) (ug ent)
1 00018 (0.0012 0.0024) 003 (L0023 — (L(K61)
2 0.0013 (00011 0.0015) 0.0026 (0.0022  (.0033) |
3 0.0009 (0.0006 0,0014) 0.0026 (0.0017 - 0.0068) |
o i |
4 0.0014 (0.0012 - 0.0015) 0.0018 (00016 (L0023) '
5 00009 (00006 - 0.0015) [EXL 03 ) ((}T{NJIS--{J.(!HS)
6 0.0010 (0.0007 - 0,0014) ome (0.0013 - 0,0051)
7 00012 OO0 00014 0oz (00019 0,0026)
8 0.0016 (0012 0.0020) (.44i28 (00023 0.0049)
PROMEDIO 00013 (0,001 — 0,0015) 00026 (00021 — 0L0MB3) |

Dec las 16 pruebas adicionales rea-
lizadas con las concentraciones sefialadas,
chatro (25 %) no s¢ consideraron validas; una
por mortalidad de los controles superior al
10 % v las restantes por resultados insufi-
cientes para obtener valores para los limites
de confianza del 95%. En 10 de las 12 prue-
bas validas, se obtuvieron valores dentro del
rango de la CL30 y CL90 por la poblacion
susceptiblc de /7. irritans de INTA Rafaela.
considerada de referencia. En las 2 pobla-
ciones restantes se obtuvieron valores extre-
mos v fueron las (micas donde no hubo su-
perposicion de los limiles dc conlianza
95 %: por lo tanto. de acuerdo con Savin ef
al. (1977). se consideran con difcrencias es-
tadisticas significativas en relacion a la po-
blacién de referencia (Cnadro 2).

DISCUSION

Varios investigadores usaron sin
problemas aparentes la técnica de papeles de

10

filtro tratados con diazindn para obtener con-
centraciones letales para H. irritans
(Crosby et al.. 1991: McKenzie & Byford.
1993: Farnsworth 1997: Farnsworth er al.
1997 v Barros ef al. 1999). Burg ef al. (1995)
observaron un coeficicnte de variacion me-
nor ¢n la mortalidad de /7. irritans puestas
en contacto con papeles de filtro con diazinon
que las expuestas en frascos de vidrio trata-
dos con ese insecticida; sin embargo 1a mor-
talidad promedio a fa prevista CL50 fue de
52 % para los frascos de vidrio v de 88 %
para los papeles. indicando que la CL50 para
la técnica con los papeles de filtro fue so-
brestimada.

En este estudio con los papeles de¢
filtro se obtuvieron resultados menos efica-
ces que los logrados con los frascos de vi-
drio tratados con diazindn para obtener CL30
vy CL90. Alevaluar los resultados obtenidos
se considerd que la diferencia entre las dos
técnicas no justificaba realizar estudios adi-
cionales.

Es interesante que la CL50 al

Revista FAVE 14 (2) 2000
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Cuadro 2. Valores extremos de la concentracion letal 50 (CL30) v 90 (CL90) con limites de
confianza al 95 % (LC95) de 2 poblaciones de flaematobia irritans de diferentes
departamentos de Santa Fe en relacion a los valores de referencia del INTA

Rafaela.
Concentraciones letales v lirmtes de conlianza
: CL50 LCYS B N Ve N
(pe’ om”) (pa’em’) g/ em™) (ug om?)
Menor * 0.0005 (0.0004  0,0006) 0.0009 (0.0007—0012)
| Referencia 0,0013 (0.0011 0.0015) 0.0026 (0.0021 —,0033)
Mayor ** 0,0026 (00020 0.0032)  0.0038 (0,0032 - 0,0055)

* Poblacion de A. irritany del departamento Mueve de Julio

#* Poblacion de M. irritans del departamento Las Colonias

Las diferencias son estadisticamente significativas con respecto a los valores de referencia. segun el criterio

de Sevin &t af (1977)

diazinén (00013 pg/ cm?) de la poblacion
de H. irritany argentina de referencia es
sustancialmente inferior a la de la colonia
de referencia del laboratorio de EEUU men-
cionado anteriormente (0.01pg/ cm®. S, E.
Kunz. com. per.). Esto. que aparentaria ser
una ventaja. no necesariamente lo ¢s. La
CL50 cuando la /1. irritans era susceptible a
la cipermetrina (octubre 94 — abril 95) era de
0,043 pg/ cm® (Aguirre et al. 1995) versus
0.3 pg/ cm® para la colonia susceptible de
referencia del Knipling — Bushland Labo-
ratories: pero ¢l uso indiscriminado del in-
secticida origind que la resistencia sc gene-
ralizara (Guglielmone et al. 2000). En octu-
bre de 1997 se detectd una CL350 de 226, 1
pg/ em* en poblaciones de H. irritans de
bovinos del INTA Rafaela (Guglielmone e/
al.. 1999),

La informacion obtenida servira
como valor de referencia para futuros es-
tudies. Igualmente se destaca que
inferencias de pruebas de diagnostico que
indiquen diferencias con los resultados ex-
presados en esie estudio, deberan ser con-
siderados con cautela. Tal como la simple
observacion de pérdida de eficacia de un
principio activo no necesariamente indica
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resistencia al mismo. el hallazgo futuro de
poblaciones con una CL50 significa-
tivamente mayor a la obtenida con la po-
blacién de referencia no indicara resisten-
cia si al mismo tiempo no se comprobara
una disminucién de la eficacia del
diazimon para el control de la [/, irrirans.
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