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INTRODUCCION

El paso inicial en la seleccién de insecticidas quimicos o biolégicos para el control de insectos de importancia agricola o
médico-veterinaria, es la evaluacién de la susceptibilidad en condiciones de laboratorio, utilizando métodos

estandarizados que permitan hacer analisis comparativos.

Estas pruebas bioldgicas, mejor conocidas como bioensayos, tienen como premisa la existencia de una relacion estimulo-
respuesta, especificamente si esta relacion es positiva y directamente proporcional, es decir: un incremento en la
intensidad del estimulo, provoca el aumento en la intensidad de la respuesta. En el caso de la susceptibilidad a
insecticidas, la relacién estimulo-respuesta, podria entenderse como la relacién dosis-mortalidad o tiempo de exposicion-

mortalidad.

Por ello, los resultados de los bioensayos de susceptibilidad o pruebas de eficacia, deben estar sustentados sobre la base
de un disefio experimental apropiado, que permita hacer inferencias confiables acerca de la eficacia de una o varias
formulaciones comerciales o en proceso de desarrollo. La confiabilidad y las interpretaciones apropiadas de los
resultados, deben a su vez, partir de un analisis estadistico acorde con el disefio experimental. En este caso, el Andlisis

Probit es la herramienta generalmente utilizada en los estudios de evaluacién de susceptibilidad a insecticidas.

PARAMETROS UTILIZADOS EN LA EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD A INSECTICIDAS

La relacién dosis respuesta es el fundamento sobre el cual se basan los estudios de susceptibilidad o eficacia de una
formulacién. A través de esta relacidn, se puede estimar la Dosis Letal Media (DLsp), o0 dosis que produce un 50% de
mortalidad en la poblacién bajo estudio. La DLsq es el pardmetro mas usado en la evaluacion de eficacia de un insecticida,
sobre todo cuando ésta evaluacidn se realiza de forma comparativa. Expresiones equivalentes, tales como el Tiempo Letal
50 (TLso), Concentracién Letal 50 (CLsg) o Knock-Down 50 (KDsp), pueden ser igualmente utilizadas como indicadores de

eficacia.

Es posible estimar las DLsy, Clso, Tlsg, & KDso, cuando la relaciéon dosis-respuesta (mortalidad) se ajusta a una curva

sigmoide, en la cual las dosis, concentraciones, o tiempos de exposicidn, son las variables independientes y el porcentaje



de mortalidad o de insectos caidos (efecto knock-down) actian como variables dependientes. Una curva sigmoide refleja

que los valores de mortalidad o KD obtenidos se ajustan a una distribucion normal (Figural).
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Figura 1. Relacidn dosis-mortalidad.

DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

Para la determinacion de las Dosis, concentraciones o tiempos letales 50 es necesario exponer grupos de insectos a dosis

o concentraciones crecientes de insecticidas, siguiendo los criterios de aleatorizacidn, repeticion y control local.

Ejemplo: Determinacion las CLs, de un insecticida biolégico (Bacillus thuringiensis var. isralenesis) sobre larvas de de

4to isntar temprano de Aedes aegypty (Mosquito patas blancas)

Material bioldgico: Larvas del Ultimo instar de Ae. aegypti mantenidas bajo condiciones de laboratorio. La poblacién de
insectos debe ser homogénea en relacion a la edad y condiciones de cria (temperatura, alimentacidn, densidad), a fin de
eliminar del bioensayo factores que pudiesen influir en la susceptibilidad individual de los insectos expuestos al producto.

De esta forma, se reduce también la magnitud del error experimental.

Unidad Experimental: 25 larvas de Ae. aegypti con las caracteristicas mencionadas anteriormente, colocadas en un

envase de 150 ml de capacidad

Tratamientos: Los tratamientos seran las distintas concentraciones de cada insecticida que van a ser aplicadas por unidad
experimental. Para fines de la determinacién de la Clsq y Clgs, se recomienda preparar 5 a 7 dosis, a fin que la Cls
estimada posteriormente se encuentre al menos 1 concentracién por encimay otra por debajo del intervalo de las dosis o
tratamientos evaluados.

Repeticiones: Cada dosis o tratamiento serd aplicado en 4 unidades experimentales o repeticiones. Los tratamientos
seran distribuidos al azar en las unidades experimentales disefiadas para tal fin, con lo cual se asegura que cada grupo de

larvas tiene la misma probabilidad ser escogida para cualquiera de los tratamientos.



Control Local o Testigo: En el testigo, unidades experimentales (en este caso 4 repeticiones) son expuestas a las mismas
condiciones que las anteriores, pero sin la presencia del producto que se desea evaluar. Las larvas son tratadas de igual
manera, pero en este caso sélo se aplica el solvente con el cual se prepararon las dosis o concentraciones. Notese que en

este caso debe existir un control para cada tipo de insecticida, a menos que el solvente sea el mismo.

Variable a medir: Se determinard el porcentaje de insectos muertos por tratamiento y tipo de insecticida 24 h después
iniciado el bioensayo. En algunos casos, se puede observar mortalidad en el Control, debido a factores intrinsecos o
extrinsecos que generalmente no estdn bajo el control del investigador. Cuando esto sucede, se puede tolerar un

intervalo de mortalidad en el Control entre 0y 5 %.

Una mortalidad en el Control mayor del 5 %, es indicativo que la mortalidad observada en los tratamientos se debe tanto
al insecticida aplicado como a algun otro factor intrinseco o introducido al sistema por efecto de la manipulacién de los
individuos que se estdn evaluando. Si la mortalidad en el control oscila entre el 5y 20 % se debe sustraer este factor de
mortalidad adicional de las unidades experimentales tratadas con insecticida, a fin de asegurar que los valores de
mortalidad obtenidos se deban exclusivamente al efecto letal del producto que se desea evaluar. Esta correccidn se logra

a través de la formula de Abbott (1925), en la cual:

%Mc=(X-Y/X) x100 donde,

%Mc = Porcentaje de Mortalidad corregida

X = Porcentaje de larvas vivas en el control

Y = Porcentaje de larvas vivas en el tratamiento

Si el porcentaje de mortalidad en el control excede el 20 %, se debe descartar el bioensayo para ser repetido nuevamente
(Busvine 1971).

Parametro indicador de eficacia: CLso y CLys de cada uno de los insecticidas evaluados, estimados a partir de la regresién
Log (dosis)-porcentaje de mortalidad. Este ultimo método se conoce como Analisis Probit (Finney 1971), el cual tiene
como fundamento la distribuciéon normal de los porcentajes de mortalidad observados en funcién de las dosis (Busvine
1971).

B. ANALISIS DE RESULTADOS Y METODOS PARA LA ESTIMACION DE LAS CLs, Y CLos

1. Método grafico: Consiste en graficar los porcentajes de mortalidad observados en funcién del logaritmo de las dosis
aplicadas. Una vez graficados los puntos o valores de mortalidad se traza la linea recta que se encuentre mas cercana a
los valores de mortalidad observados. Posteriormente, se extrapola una linea horizontal desde el punto 50% en el eje Y
que corte la recta que contiene los valores de mortalidad esperados; en ese punto de corte, se traza otra recta
perpendicular a la anterior dirigida hacia el eje X. El punto de corte en dicho eje nos indicara la dosis que produce un 50 %
de mortalidad o DLs, (Figura 2). La desventaja de este método, es que no permite saber si los valores observados (u
obtenidos experimentalmente), son estadisticamente similares a los valores esperados, obtenidos a través de la recta, por

lo que el nivel de precisién de los parametros estimados tampoco de conoce con exactitud.
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Figura 2. Método gréfico de extrapolacion para estimar la CLsy (Busvine 1971). El punto de corte en el eje X,

representa la dosis que produce el 50% de mortalidad en la poblacién.

2. Analisis de Regresion log dosis-unidades probit

Varios estudios han demostrado que la relacién entre la dosis y el porcentaje de mortalidad, se ajusta mas exactamente a
una linea recta, cuando las dosis son transformadas a logaritmo (base 10) y los porcentajes de mortalidad a unidades
probit. Las unidades probit se basan en las frecuencias de la desviacidn estandar de una curva de distribucién normal, en
la cual el 50% de frecuencia acumulada es equivalente a 5 unidades probit, el 83,13 % equivale a 6 unidades probit y el
2,27 % a 3 unidades probit (Busvine 1971, Sokal and Rohlf 1981). A continuacidn, se presenta la tabla de conversién de los

porcentajes a unidades probit.

The probit transformation

% kill o I 2 3 4 5 6 7 8 9

Qo — 2:67 295 312 325 336 345 3'52 359 366
10 372 377 382 387 392 396 4-01 405 4-08 412
20 416 419 423 4-26 429 433 436 439 442 445
30 448 450 453 456 459 461 464 467 469 472
40 475 477 480 482 485 487 490 492 495 4'97
50 5700 503 505 508 510 513 515 518 520 523
6o 525 528 531 533 536 5'39 541 544 547 5°50
70 552 555 558 561 564 567 571 574 577 581
8o 5:84 5-88 592 595 599 6-04 6-08 613 618 6-23
g0 6:28 6-34 6:41 648 655 6-64 6-75 6-88 705 733




Calculo manual de las CLsg y ClLgs

Una vez obtenidos los porcentajes de mortalidad, los datos se transforman a su equivalente probit, segin la Tabla
anterior y las concentraciones a log base 10. Posteriormente, estos datos se ingresan en una calculadora que realice
andlisis de regresion, a fin de obtener los valores de la funcidn que intenta relacionar valores probit observados (PO) con

el log de la dosis (Sokal 1958). Esta funcién se define como:
Y=A+B (Log X) donde

Y= % Mortalidad (expresada en unidades probit)
X= Dosis
A = mortalidad cuando log dosis=0 (Intercepto)

B= Pendiente de la recta

Conocidos los valores de A y B, es posible calcular los valores de ClLsy y CLgs al despejar la variable X de la ecuacion

obtenida. Es decir:

Log (X)=(Y-A)/B I]I:> X = Antilog [(Y- A) / B]

donde Y es igual a 5,00 (50 % de mortalidad) o igual a 6,64 (95 % de mortalidad). Igualmente, se pueden calcular los

porcentajes de mortalidad esperados (ME), ingresando en la férmula el log de cada dosis.

La significancia de la regresién Log dosis-% Mortalidad se estima a través de una prueba de Ji-Cuadrado para detectar
heterogeneidad (Sokal 1958, Throne et al. 1995). En esta prueba, la hipdtesis nula o Ho establece que no existe diferencia
entre los valores esperados y observados. En consecuencia, si los resultados de la prueba de Ji-Cuadrado indican que
debe aceptarse Ho esto significa que existe relacion entre las variables dependiente e independiente y por tanto las

estimaciones de las DLsg y DLgs son validas.

A continuacion se presenta un ejemplo de valores de mortalidad producidos por distintas concentraciones de Bacillus

thuringiensis var. israelensis sobre larvas de 4to instar temprano de Ae. aegypti

Concentracién Mortalidad observada (MO) Mortalidad Esperada (ME)
(ppm) (Log) (%) Probit Probit
0,0350 -1,5 95 6,64 6,54
0,0250 -1,6 87 6,13 6,30
0,0150 -1,8 80 5,84 5,82
0,0100 -2 70 5,52 5,35
0,0075 -2,1 55 5,13 5,11
0,0050 -2,3 30 4,48 4,63
0,0025 -2,6 15 3,96 3,91

(*) Veinte larvas por repeticion, 8 repeticiones por tratamiento. La mortalidad en el tratamiento control

promedid 2,5 %, por lo que no fue necesario hacer correcciones mediante la férmula de Abbott.



Elvalorde y* se calcula de la siguiente manera:
x> = Z [(MO-ME)? ; (ME) (100-ME)]

xz final = xz « (No Larvas-réplica)
Estadistico que serd comparado con el de la Tabla de xz para (n-2) g.l. y P=0,05

En este ejemplo tenemos que:

x> =2 [(6,64-6,54)* / (6,54) (10-6,54)] + [(6,13 — 6,30)° / (6,30) (10-6,30)] + .....] = 0,002875876

xz final = 0,002875876 x 20 larvas = 0,057517521

xz (0,05-5g.l.) =1,145 |||]|:‘> Xz final = 0,057517521 < 1,145 (n.s.) Seacepta Ho

Por tanto se concluye que no hay diferencia entre los valores observados y esperados. Asi, la estimacién de las CLso y Clgs
puede hacerse ingresando cada valor de mortalidad (50 = 5,00 y 95 = 6,64) en la ecuaciéon obtenida mendiante la
Regresion Log dosis — probit. En este caso los valores de la ecuacién son los siguientes:

A=10,12;B=12,38 (R=0,99; R*= 0,98)

Es decir: X = Antilog [(Y- A) / B];
Luego, CLso = Antilog [(5-10,12) /2,38] ; CLos=1[(6,64-10,12)/2,38]
CLso = 0,0071 ppm ; CLgs = 0,0344 ppm
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