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BIOENRSAYO

DEFINICION: Bioensayo es cualquier metodo que permita determinar
alguna propiedad de un material o sustancia ( insecticida ) en base
a la respuesta biologica, que permiten en determinados organismos
( insectos ). Constituyen una herramienta importante para 1la
evaluacion de los niveles de resistencia o susceptibilidad de los
insectos-plagas a los insecticidas quimicos y biologicos, expresado
en Dosis Letal Media (DLg, ), concentracion Letal Media (CLg,) 6
Tiempo Letal Medio (TLg, ).

Un bioensayo est& determinado por un ESTIMULO y una RESPUESTA. El
Estimulo puede ser quimico, mecanico, fisico, electrico, etc.

La Respuesta son los efectos que produce el estimulo a los
organismos. La respuesta o efecto puede estar dada como el
incremento del tipo o cantidad total de enzimas, como el numero de
latidos del corazén, como una actividad o incremento de la
actividad, incremento del metabolismo. La respuesta a los estimulos
va a estar en funcién de varios factores , estos pueden ser :
cantidad del téxico, temperatura ambiental, tiempo de exposicion,
factores fisiologicos, naturaleza de los individuos ( edad, estado
fisiologico, estado biologico, etc). Para obtenr buenos resultados,
el efecto o respuesta debe estar bien controlado y los factores que
influyan deben estandarizarse de tal manera que si un bioensayo se
realiza en otro lugar , debe dar la misma respuesta .

Los bioensayos entre otras cosas se pueden utilizar en :

- Para la determinacion de la toxicidad de uno o varios toxicos
contra una poblacion de organismos.

- Conocer la susceptibilidad de diferentes especies a un mismo
producto .

- Determinar la cantidad de toxicos de un sustrato.

Para la realizacion de un bioensayo se deben tener en cuenta los
siguientes criterios:

l.- Organismos sometidos a prueba: dependen del objetivo del
trabajo o la investigacion que se realice, todo es en base al
proposito de nuestro trabajo.

2.- Seleccion del organismo o especie : lo que se recomienda es
criar en el laboratorio al organismo que se va a someter a prueba,
se tiene que conocer su biologia, habitos alimenticios, etc. Aunque
se pueden realizar bioensayos con organismos silvestres se debe
tener en cuenta el tamafio , la edad y que sean faciles de manejar
o manipular. !

3.- PFacilidad del 1laboratorio : debe contar con -todas 1las
condiciones adecuadas de humedad relativa, 1luz, temperatura
ambiental. Estas condicones deben ser similares a las que tiene el
insecto en si nicho ecologico.



Para realizar alguna prueba mediante el uso de bioensayo se deben
realizar BIOENSAYOS PRELIMINARES con el proposito de eliminar
aquellas dosis o concentraciones que no sirven. Esto se conoce como
VENTANA DE RESPUESTA BIOLOGICA , en ella se concentra los valores
de mortalidad que van de 0 a 100 %. Se escogen 5 6 6 dosis o
concentraciones con un factor de dilusién de 10.

Luego se pasa a ejecutar un bioensayo donde se trabaje con
intervalos iguales:

1- Se escogen 7 concentraciones o dosis dentro del rango de la
ventana biologica.

2- Se calcula el valor de las unidades logaritmicas mediante la
resta del logaritmo de la dosis mayor menos el logaritmo de la
dosis menor.

3= Calcular los intervalos de las dosis mediante la resta del
numero total de dosis menos uno.

4- Calcular el rango entre las dosis al dividir las unidades
logaritmicas entre el intervalo de las dosis.

Para la realizacion de un bioensayo se deben tener en cuenta una
serie de factores que afectan los resultados del mismo:

= Preparacion del material toxico : el material a emplear debe de

prepararse antes de cada montaje de un bioensayo, no es muy
recomendable emplear una suspension o dilusion que tenga mas de 24
horas de preparada ya que la vida del ingrediente activo se ve
afectada. Tambien se debe tener en cuenta el control de calidad que
se debe realizar antes dee preparar esta suspension, esto es muy
importante cuando se trabaja con insecticidas microbiales ya que se
debe coconer muy bien la concentracion y viabilidad a que se
encuentra el producto a emplear.

=_E]l almacenamiento: el producto a emplear debe ser almacenado en
condicones ambientales apropiadas deacuerdo a su naturaleza quimica

o biologica para no afectar su composicon ni el tiempo de vida del
mismo.

= El estadio e instar del insecto: Los insectos cuando se

encuentran en los estadios juveniles o en los primeros instar
larvales son mas susceptibles al efecto de 1los toxicos. De
preferenia que sean del mismo sexo.

- Tipo de dieta que se emplea: es preferible proporcionar alimento
empleando dietas artificiales o semi-artificiales ya que permite
disminuir el manejo sobre los insectos , en caso de tener que
alimentar con dieta natural se debe cambiar cada dos dias para no
presentar sesgos en la mortalidad natural por estres de
alimentacién.



=Volumen de dieta empleado : se debe colocar una porcion de dieta
acorde con el tamafio del insecto . Cuando se colocan trozos muy
grandes se presentan problemas de condensacién de agua o se puede
perder el efecto del ingrediente activo ( en el caso de los que se
incorporan a la dieta como Bacillus thuringiensis o los virus de la
poliedrosis nuclear).

- Tamafio y tipo de recipiente empleado : el tipo de recipiente a
emplear debe de ser aquel en el cual al insecto se le trate de
proporcionar las condiciones similares a su habitat. Se debe tener
en cuenta el numero de insectos a colocar en cada uno asi como
emplear un material que le asegure al insecto una cantidad
suficiente de oxigeno.

= Tecnica para integrar el material a la dieta: esto es muy
importante en el caso de los insecticiddas microbiales como Bt. y
VPN ya que se debe colocar el insecticida en la dieta de una forma
tal que este no se degenere.

=Numero de insectos por repeticion : el numero minimo a emplear
para cada repeticién es de 25 ; se debe tener siempre en cuenta que
se permite solo un 10 % 6 20 % de mortalidad natural dependiendo de
la naturaleza del toxico. En el testigo se debe colocar el mismo
numero de insectos que el de los tratamientos. Las repeticiones se
hacen en diferrentes dias pesro a la misma hora por los ritmos
circadianos (la actividad que los organismos repiten cada 24
horas).

=_Numero de dosis : el maximo recomendable es de 6 6 7 incluyendo
al testigo.
= Factor de dilusion entre las dogis : el tamafio del actor de

dilusion depende fundamentalmente del objetivo del bioensayo; si se
desea un analisis muy riguroso se debe trabajar con valores bajos
pero si es para conocer la tendencia de un toxico se puede trabajar
confactores de dilusion mas altos.

= Tiempo de exposicidén al toxico : depende del tipo de modo de
aplicacién; en el caso de aplicacién tépica el contacto con el
material es de un par de segundos ya que este se seca, lo mismo
sucede cuando se trabaja mediante la inmersion del insecto. Al
realizar inmersion del alimento este se debe dejar secar por lo
menos una hora en la sombra para escurrir el exceso de producto.
En este caso se deja este alimento al insecto 24 o 48 horas y luego
se cambia por alimento fresco y libre del toxico.

- Factores fisicos ambientales : las condiciones ambientales deben

ser similares a las que tiene el insecto en la naturaleza pero a la
vez buscando que tambien sean adecuadas a la naturaleza del
material toxico que se este empleando.
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Para que un bioensayo sea estadisticamente aceptable se debe
cumplir con 1los siguientes requisitos despues de realizar el
andlisis Probit :

1. La mortalidad natural del testigo no debe exceder el 10% o 20%.
cuando se presentan valores mayores a esto se debe eliminar el
bioensayo y al igual o menor se corrige mediante la formula de
Abbott.

2. El1 valor de Xﬂ no debe ser menor 6 igual a 5, de lo contrario
los datos son muy dispersos.

3. El valor de CLg, 6 DLy, debe encontrarse entre dos dosis mayores
y dos dosis menore; esto se conoce como el Equilibrio del rango de
dosis.

4. Cuatro de las dosis o concentraciones empleadas debe causar una
mortalidad entre 10 y 90 %. Esto se conoce como Amplitud del rango
de dosis.

5. La pendiente de la rtegresién debe tener un valor entre 1.5 y
1060

6. E1l coeficiente entre el limite fiducial mayor y el limite
fiducial menor debe ser menor 6 igual a 2.

7. Se debe realizar un minimo de 3 repeticiones validas
estadisticamente y por separado cada una en el tiempo.

8. El coeficiente de variacién del CL,, media (de las repeticiones)
debe ser igual 6 menor de 20%.



BIOENSAYO

SE DEFINE COMO CUALQUIER METODO QUE MIDE ALGUNA PROPIEDAD DE
ALGUN MATERIAL, EN TERMINOS DE RESPUESTA BIOLOGICA. TOMA AL
ORGANISMO VIVO COMO APARATO DE MEDICION Y ESTABLECE EL
PARAMETRO BIOLOGICO DE MORTALIDAD PARA RELACIONAR EL FENOMENO
CAUSAL CON EL EFECTO S0BRE EL ORGANISMO.(Ibarra, 1990)

SEGUN ALVES, MEDIANTE EL BIOENSAYO SE PUEDE EVALUAR EL
POTENCIAL DEL PATOGENO PARA EL CONTROL DE DETERMINADA PLAGA.
ESTE POTENCIAL SE MIDE CON LOS SIGUIENTES PARAMETROS: DL,
TLy , DE,, Y CL,, .



PARAMETROS

DL., : DOSIS LETAL MEDIA.
MIDE LA INFECTIVIDAD DEL PATOGENO QUE PROVOCA
EL 50% DE MORTALIDAD EN LA POBLACION

TLs, : TIEMPO LETAL MEDIO.
MIDE LA VIRULENCIA DEL PATOGENO. EL TIEMPO QUE LLEVA
MATAR EL 50% DE LA POBLACION 0 EL EFECTO DE UNA
DOSI5 DETERMINADA.

DE,, : DOSIS EFECTIVA MEDIANA.
ES UNA DOSIS SOBRE LA CUAL EL 50% DE LA POBLACION
ES AFECTADA EN UN ORGANO 0 EN UNA FUNCION.

CL,, : CONCENTRACION LETAL MEDIA.
ES UNA DOSIS 0 CONCENTRACION QUE PRODUCE EL 50% DE
MORTALIDAD. NO ES POSIBLE CONOCER EXACTAMENTE LA
CANTIDAD DEL PATOGENO QUE EL INSECTO INGIERE 0
RECIBE SOBRE SU CUERPO.,



TECNICAS O METODOS DE
EXPOSICION

1. APLICACION TOPICA .

SE COLOCA UNA GOTA DEL TOXICO SOBRE EL TORAX
DEL  INSECTO.SE ~ EMPLEAN ~ MICROAPLICADORES 0
MICROJERINGAS. EL TAMANO DE LA GOTA DEPENDE DEL
PESO DEL INSECTO. SE LOGRA DETERMINA LA DOSIS LETAL
MEDIA.

2. ASPERSION .

SE PARECE A LA SITUACION DEL CAMPO. SE EMPLEAN
CAMARAS DE ASPERSION O PLANTAS APLICADAS CON BOMBAS
SE LLEGA A DETERMINAR LA CONCENTRACION LETAL MEDIA.
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5. INCORPORACION A LA DIETA .

EL TOXICO SE AGREGA A LA DIETA QUE SE LE PROPORCIONA
AL INSECTO. ESTA INCORPORACION SE REALIZA ANTES DE
QUE LA DIETA SE SOLIDIFIQUE 0 DESPUES ( EN ESTE CAS0
SE DEBE ESPERAR UNOS 10 MIN. PARA QUE LA SUSPENSION
SE SEQUE). PARA AMBOS CASOS SE LLEGA A CONOCER LA
CONCENTRACION LETAL MEDIA.



FACTORES QUE AFECTAN UN BIOENSAYO

I, LA PREPARACION DEL MATERIAL TOXICO.

2. EL ALMACENAMIENTO .

3. ESTADIO E INSTAR DEL INSECTO .

4, TIPO DE DIETA QUE SE UTILIZA .

5. VOLUMEN DE DIETA EMPLEADO .

6. TAMANO Y TIPO DE RECIPIENTE EMPLEADO .

7. TECNICA PARA INTEGRAR EL MATERIAL A LA DIETA .
8. NUMERO DE INSECTOS POR REPETICION .

9. NUMERO DE DOSIS POR BIOENSAYO .
10, FACTOR DE DILUSION ENTRE LAS DOSIS .

11. TIEMPO DE EXPOSICION AL TOXICO .

12, FACTORES FISICOS AMBIENTALES (To , % HR ,
FOTOPERIODO)



BIOENSAYOS CON HONGOS ENTOMOPATOGENOS

INSECTO (ESTADIO)

PATOGENO

METODO EMPLEADO AUTOR (ARO)

Nezara viridula
Diabrotica speciosa
(ninfas y adultos)
(Cultivo : Soya)

Pieris rapae
Plutella xylostella
Trichoplusia ni

Pecan weevil
(larvas de ler. instar)

Chalcodermus bimaculatus
(larvas y adultos)

Galleria mellonella
(larvas)

Castnia licus
(larvas de 50 sm long.)
(Cul tivo:Caffa de azicar)

Beauveria bassiana

Beauveria bassiana

Beauveria bassiana

Beauveria bassiana

Beauveria bassiana

Beauveria spp

Aspersién de suspensién lesche T. G. et.al.
acuosa. Insecto colocado 11979)
individvalmente. Conteo

diario de mortalidad.

Alimento natural colocado

en papel filtro himedo.

Se aplica 0.1 al de suspen- Ignoffo C.M. et.al,
sién acuosa a la superficie (1979)

de discos de hofas (4.8 cm.

diam.) y se deja secar 15 min.

La mortalidad se lee a 48 y

72 horas después de la expo-

sicion y al octavo dla.

Se aplican 2 ml de suspension Chaaplin F.R.et.al.
a papel filtro estéril, se 11981)

colocan las larvas por 5 min.

y se retiran a copas indivi-

duales con dieta limpia.También

56 agrega 10 ml. de suspensién

a 95 co’ de suelo estéril y se

colocan las larvas. La

mortalidad se lee a los 21 dias.

Grupos de 10 insectos se (uintelaE.D. et.al,
esprayan con 0.3 nl. de (1990)
suspensién acuosa.

Los adultos se colocan en 20 g. de

suelo estéril y las larvas en

platos petri con papel filtroy

parte de la planta como alimento.

Para conocer el potencial de Samsinakoved.et.al.
aislados monosporicos las larvas  (1983)

Se @sprayan con una suspension

acuosa (1 al), ;

Las larvas se sumergen por 10 Vilas Boas A.gt.al.
seg. y se colocan individual. (1988)

El alimento es trozos de caia

y se cambia cada dos dfas.

La mortalidad se lee diario.



pothenesus hampei
dultos!
ultivo: Café)

ichoplusia ni
ultivo:Repollo)
arvas)

mostra brassicae

rodoptera littoralis

-yctes rhinocerus
1dultos)

wsutitermis exitiosus

Beauveria bassiana

Beauveria bassiana

Nosuraea rileyi

Metarhizium
anisopliae

Netarhizium
anisopliae

Se sumergen en suspensién
acuosa granos , discos de hoja
(4.5 ca. diam.) e insectos por
5 seq. Las observaciones son
cada dos dids.

En la parte superior de discos
de hoja se asperja 0.1 ml de

FernandesP.M. et.al.
(1985)

Ignoffo C.M. et.al.
(1982)

suspension acuosa del hongo.

Se deja secar por 15 min. y se
colocan 3 larvas por disco en
cada plato petri.la mortalidad
se lee al Tmo. y 10mo. dia.

Grupo de 20 huevos se esprayan
en cajas plasticas de 4 ca” ,
si emergen larvas se colocan
individuales con discos de

hoja por alimento.la mortalidad

se determina por la presencia
del hongo sobre el cuerpo
del insecto.

Los adultos son esprayados con
una suspensién acuosa (10 ml.),
Se deja secar el teegumento y
se colocan en platos petri.
Cuando mueren se colocan en
cdmara himeda.

En grupo de 25 los teraites
se colocan en plato petri

con papel filtro estéril y se
espraya 1 ml a una distancia
de 20 cm . Los auertos se
colocan en cémara himeda.

Rodriguez D. et.al.

11980)

Ferron P. et.al.
(1975)



REQUISITOS

1. LA MORTALIDAD NATURAL EN EL TESTIGO NO DEBE EXCEDER AL
10 % .

2. EL VALOR DE X' NO DEBE SER < o = 5. DE LO CONTRARIO
LOS DATOS ESTAN MUY DISPERS0S.

3. EL VALOR DE CLi, o DL, DEBE TENER DO5 DOSIS MAYORES Y
DOS DOSIS MENORES; ESTO SE CONOCE COMO “"EL EQUILIBRIO DEL
RANGO DE DOSIS" .

4, CUATRO DE LAS DOSIS 0 CONCENTRACIONES EMPLEADAS DEBEN
CAUSAR UNA MORTALIDAD ENTRE 10 Y 90 % .ESTO SE CONOCE
COMO "AMPLITUD DEL RANGO DE DOSIS" .

5. LA PENDIENTE DE LA REGRESION CON UNVALOR ENTRE 1.5 -
1.6 .

6. EL COEFICIENTE ENTRE EL LIMITE FIDUCIAL MAYOR Y EL
LIMITE FIDUCIAL MENOR DEBER SER < 0 = 2 .

T. TENER 3 REPETICIONES VALIDAS ESTADISTICAMENTE Y POR
SEPARADO EN EL TIEMPO . '

8. EL COEFICIENTE DE VARIACION DE CL,, MEDIA (DE LAS
REPETICIONES) DEBE SER = o < 20% .
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Department of Commerce in Madrid. At the time of my departure, it
was the general feeling that every eflort would be made by Spanish
agricultural interests to place obstacles during the coming year in the
way of favorable conditions for export of many American products to
Spain.

PresipeENT A. FF. BURGESs: The next paper is by J. J. Culver.

THE VALUE OF THE DRY SUBSTITUTES FOR LIQUID LIME
SULPHUR AS A CONTROL FOR SAN JOSE SCALE

By J. J. CuLver, Vienna, Va.
(Withdrawn for Publication Elsewhere)

PreSIDENT A. F. Burcess: We will take up the first paper on the
afternoon program, by W. S. Abbott.

A METHOD OF COMPUTING THE EFFECTIVENESS OF AN
INSECTICIDE

By W. S. ABBOTT, Bureau of Entomology, United States Depariment of Agricullure

In computing the effectiveness of insecticides, when an actual count of
the living and dead insects in both the treated and untreated plats, or
checks, is available, it is obvious that the insects which die from natural
causes must be considered. Just what weight should be given to this
factor, and how its value is to be determined, seem to vary with the indi-
vidual experimenter.

Perhaps the most common method is to subtract the percentage of
dead in the check plat from the corresponding figure for the treated plat
and call the remainder the effectiveness of the treatment. If the mor-
tality in the check is very low this method may be fairly satisfactory,
but if, for example, the check shows 50 per cent dead and the treated
plat 98 per cent dead, then the eflectiveness, determined by this
method, would be only 48 per cent.

This matter of the proper evaluation of the check is not of great conse-
quence when a series of tests is based on one check, but becomes highly
important when experiments based on different checks are compared.

For the last five years the entomologists of the Insecticide and Fungi-
cide Board have been carrying on a rather extensive series of experi-
ments with treatments against the San Jose scale, and in attempting to
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compare their results a method of computing what may be termed the
“per cent control'’ has been developed.

This method is based on the following line of reasoning:

1. The difference between the percentage of living scales in the un-
treated check auu the perceniage of living scales in the trcated plat
gives the percentage of the original number actually killed by the treat-
ment.

2. When a certain number of scales, as for example 2v per cent, is
found to have died from natural causes, it logically follows that on}y 80
per cent of the original infestation was living and could have been killed
by the treatment applied.

I 3. Since only 80 per cent of the insects could have been killed by.the
§|'§! spray the ‘‘per cent control’” would be determined by comparing the
|

,li number actually killed with the number of huing scales in the check.
i This may be reduced to a simple formula as follows:
itf Let X = the per cent living in the check.
i Let Y = the per cent living in the treated plat.
Then X—Y = the per cent killed by the treatment.

cent living in the check (X) gives the control, or expressed by an equa-

f
I
]i And the per cent killed by the treatment (X—Y) divided by the per
i

I" tion,

h!';i! X—Y

I“h! X * 100 = per cent control.

it

;:’*'. The following examples show how this method works out in actual

| .

‘g‘,@l" practice.

cf,! Per cent living  Per cent living Difference Significance Per cent control

rd Example in check in treated plat of X—

z';; . X Y (X—=Y) Differcnce %

. 1 45.0+1.5 19.54£1.07 25.5+1.84 13.8 56.6+2.77

. 2 45.0+1.5 244022 42.6+1.51 28.2 946+ .52
3 83.8+0.8 30.3+1.38 53.5+1.59 338 63.8+1.67
4 83.8+0.8 3.6+037 80.2+ .88 91.1 95.7+ 44

e The "‘per cent control” secured by the use of this formula is obviously
"‘: no more accurate or significant than the original data on which it is
based. It should therefore not be used until the reliability of the figures
for the percentage of dead in the check and treated plats has been care-
. fully considered. This can be done by computing the probable error for
each set of counts and then determining the significance of the differ-

ence between the two counts.
It is generally considered by biometricians that, when the difference
between the results obtained in two experiments is more than three
times its probable error, the results are significant, that is, if the quo-

R Y T e
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tient obtained when the difference is divided by its probable error is over
three we can say that the difference is probably not due to chance but to
the treatments applied.

The probable errors for X, Y, and N—Y are given in the table above.

These typical cases show how a hich or low check affects the ‘‘per
cent control,” and it should be noted that when a high percentage of
efficiency is found the “‘per cent control” docs not materially reduce
this figure.

As far as [ am awarce this method has not been gencrally used by
entomologists, but it seems to offer a reliable means for comparing re-
sults when several scries of experiments have been carried on, each
based on a different check.

MR. PHiLip GarRMAN: I would like to ask Professor Abbott if there is
any difference in the formulae used for computing the probable error by
different persons experimenting with this kind of work.

MRr. W. S. AsBotT: I think Mr. Hartzell in a paper before this So-
ciety last year gave three different formulae, and there are different
methods.

MR. PHiLiP GARMAN: How do you decide which method is the proper
one to use’

MRr. W.S. AssotT: Itisup tothe entomologist to make the choice for
himself.

PresiDENT A. F. BurcEss: The next paper is by Albert Hartzell
and F. H. Lathrop.

AN INVESTIGATION OF SULFUR AS AN INSECTICIDE!
By ALBERT HARTZELL and F. H. LATHROP

SUMMARY

The toxicity of sulfur and some of its compounds was tested under laboratory
and field conditions. Atmospheres containing the volatile products of lime-sulfur
were found to produce lethal cffects on San Jose scale (Aspidsotus perniciosus),
especially on the young. Tests on the covers of this species indicate that they are
very slightly, if at all, soluble in lime-sulfur and the common wax solvents such as
benzene, xylene and turpentine.

Three new sulfur insecticides were invented during the progress of this investiga-
tion. (1) Carbon disulfide-sulfur emulsion was made by emulsifying soap and water
with carbon disulfide containing dissolved sulfur. Promising results were obtained

!Conducted under the direction of The Crop Protection Institute, as a part of a
project financed jointly by the Fr rt Sulphur Company, the Texas Gulf Sulphur
Company, and the Union Sulphur Company.
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CUANTIFICACION TOXICOLOGICA DE Racillus thuringiensis, BAJOD
CONDICIONES DE LABRORATORIOQ. Jorge Ibarra y Teresa de L.eédn. Centro de
Investigacioén y de Estudios Avanzados del I.F.N., Unidad Irapuato

Apartado Fostal 629, 26500 Irapuato, Gto.

El efecto de Racillus thuringlensis sobre los insectos suscepti-
bles sélo podra ser medido cuantitativamente mediante bioensayo. E)
objetivo final de un bioensayo con Racillus thuringliensis es la esti-
macidn de la C.l..2o, como parémetro estadistico que refleja, dentro
de ciertos niveles de probabilidad, el nivel de toxicidad de la pre-
paracidén probada. En el presente trabajo se ennumeran los diferentes
pasos & seguir para la elaboracién de un, bioensayo estadisticamente
vdlido, y cudles son sus fundamentos.

Primeramente, es necesario tener claro el concepto de "bioensa-
yo". El bioensayo se puede definir como: cualquier método fue mida
alguna propiedad de un material, en términos de respuesta biolégica.
Es decir, el bioensayo toma a los organismos vivos como aparatos de
medicidn, y establece el pardmetro biolégico que utilizard (mortali-
dad, longevidad, fertilidad, crecimiento, etc.) para relacionar el
fendmeno causal con el efecto sobre el organismo. En el terreno to:xi-
colégico, el fendmeno causal es siempre un agente deletéreo y el
efecto normalmente es la mortalidad o algin otro dafo binlégico. Este
es el caso de los bioensayos donde se prueban los efectos de diversas
preparaciones de BRazillus thuringisnsis, sobre determinadas especies
de insectos. El efecto se mide en términos de mortalidad, como si
fuera un insecticida quimico.

l.os bioensayos con PRacillus thuringiensis pueden perseguir 7 ob-
jetivos diferentes, a saber: &) determinacién de la eficiencia rela-
tiva de una cepa nueva o transformada, un producto de fermentacién, o
los cristales puros (Davidson, 1982), sobre una poblacién de insec-
tos; b) determinacioén de la susceptibilidad de diferentes razas o es-
pecies de insectos a una cepa asténdar de Racillus thuringiensis; vy
c) cuantificacién de la actividad.de los productos de fermentacidén de
Bacillus thuringiensis, como método de estandarizacién de los produc-
tos comerciales. ,

El bioensayo con BRacillus thuringiensis se basa en la hipétesis
farmacolégica, la cual establece que un individuo manifestara el
efecto medido, al administrarle una dosis determinada del fdrmaco en
prueba; que dicha dosificacién variard de un individuo a otroj y que
el efecto sobre una poblacidén de individuos mostrard limites minimos
y mdximos de dosificacién. En otras palabras, el efecto de una dosis
s6lo podrd ser vadlido si se mide sobre una poblacidén homog#énea. Lea
dosificacion mostrard un umbral en el que la dosis minima de ese um-
bral causard el efecto deseado a un minimo de la poblacidén probada,
mientras que la dosis maxima de ese umbral causarid el efecto esperaro
a un maximo de la poblacidn. Esto implica que si se desea establecer
una relacioén entre las dosis probadas y la mortalildad causada por -
las preparaciones de Racillus thuringiensis, cada dosis deberd pro-
barse con una poblacién representativa de individuos tal, que reflele
los efectos reales de la §—endotoxina. De esta forma, los datos po-
drdn ser analizados estﬂﬁisticamehte’y se podrd estimar un pardmetro
estadistico que represente, con un nivel de probabilidad dado, la to-
xicidad de la preparacidén en prueba.

Las mdltiples exgg@iencias para correlacionar las diferentes




dosis de una prueba con los porcentajes de mortalidad, nos muestran
que éstas no son del tipo lineal simple. Esto es de esperarse, basa-
dos en la ley de Weber-Fechner, que nos explica que: el cambio en
magnitud o intensidad de una respuesta biolégica es proporcional no
al cambio aritmético del estimulo, sino a su logaritmo. Teéricamente,
la relacién entre dosis y porcentaie de mortalidad se establece por
una linea sigmoidéa extendida; es decir, la sa2ccidédn de la curva co-
rrespondiente a las dosis maximas y a las mortalidades maximas se
extiende a la derecha, provocando que la curva se muestre asimétrica.
Un primer intento de regularizar la curva se obtiene al transformar
las dosis probadas en el bioensayo a logaritmos. Si bien el resultado
sigue siendo una curva sigmoidéa, ésta se hace simétrica en sus re-
giones asintdticas.

Ahora bien, una curva sigmoidéa simétrica también representa la
respuesta acumul ada.de una poblacién con distribucidn normal. En o-
tras palabras, la distribucién de mortalidad de una poblacidén puede
ahora representarse por el 4Area contenida en una campana o curva de
Gausse, en donde el S0% del &rea (la media) coincide con el punto me-
dio de la curva y con 0O (cero) unidades de desviacién estdndar. En
una distribucién normal, las desviaciones estiéndar se distribuyen a-
ritméticamente ©en la abscisa de la curva, representando, cada una de
ellas, una Area especifica de ésta{ Asi, el O (cerp) representa al
S0% del Area, el 1 al 8B4.1%, el -1lal 15.9 %, =1 2 al 97.7%, el -2 al
2.3%, y asi sucesivamente! en otras palabras hay una representacioén
aritmética de los porcentaies de mortalidad, lo cual significa que la
curvatura causada por la distribucion de la mortalidad puede trans-
formarse en una linea recta si a su vez: se transforman los porcenta-
Jjes en unidades de desviaciones estdndar.

Es conveniente aclarar que las mortalidades menores al S0%
estarian representadas por unidades negativas, por lo cual, arbitra-
riamente Bliss (1934) sugirié "correr" la escala S unidades, de tal
forma que el 0 (cero) correspondiera a S, el 1 al 6, el 2 al 7, el -1
al 4, el -2 al 3, y asi sucesivamente. Con esta modificacién, conve-
nientemente se evita trabajar con nameros negativos. Estas unidades
son las llamadas unidades Probit, y al andlisis de regresién entre
las dosis transformadas a logaritmos (opcional) y los porcentajes de
mortalidad transfromados a unidades Frobit, se le conoce como andli-
sis Frobit, el cual relaciona las variables mediante la técnica de
maxima similitud por puebas de bondad de ajuste consecutivas, en vez
de utilizar la técnica de minimos cuadrados, propia de un andlisis de
regresién normal. Esto es.por el hecho de trabajar con unidades dis-
cretas (muerto o no muerto), en ve: de continuas. Asimismo, la técni-
ca de mdxima similitud asegura la obtencidén de estimadores consisten-
tes (i.e. C.L.20”’s), no e:itd propensa a los sesgos y, sabre todo, es
eficiente en muestras grandes y pequefas. De esta forma se establece
una relacioén lineal simple entre log dosis-Frobit (Finney, 1952).

Aunque existen otros tipos de andlisis estadisticos para esta-
blecer la relacién dosis-mortalidad, el andlisis Frobit es, definiti-
vamente, el mds socorrido. De ahi que se hayan desarrollado programaes
simples, ya sea para calculadoras programables o bien para microcom-
putadoras, que facilitan grandemente el procesamiento de los datos.
lLos principales parametros resultantes de un andlisis Frobit son: el
estimador medio o D.L.wo, sus limites fiduciales, el valor de Jji-cua-
drada, y la pendiente de la linea de regresién. Al estimador medio



generalmente se le conoce como Dosis Letal Media o sea la dosis que
mata al SO% de la poblacidén. Sin embargo, una dosis representa una
determinada cantidad del elemento téxico que es administrado (por
cualquier via) a cada uno de los individuos (Hughes y Wood, 1981).
Normalmente, ésta no es la técnica que se sigue cuando se prueban
productos de BRacillus thuringiensis, ya que los individuos cominmente
se exponen a concentraciones del producto (ya see agregado a las die-
tas o al medio, como es el caso de las larvas de mosquitos) (W.H.O.,
1981), desconociendo la cantidad especifica que ingiere cada indivi-
duo. Es por eso que, en las pruebas con Raecillus thuringiensis, nor-
malmente no se habla de D.L.wo’s sino, mds bien, de C.L.wmo’s o Con-
centraciones Letales Medias. Aunque poco usados en pruebas con
Racillus thuringiensis, otros estimadores medios son 1os T.L.wo’s O
Tiempos Letales Medios los cuales, en vez de dosis o concentraciones,
las relaciones se establecen entre la mortalidad y el tiempo transcu-
rrido entre la administracién del téxico y la muerte del individuoj
¢sto se utiliza como pardmetro adicional para medir la eficiencia del
elemento téxico. También la D.E.we 0o Dosis Efectiva Media es un esti-
mador medio Que mide ya no la mortalidad sino algun efecto deletéreo
causado por el tdéxico (edi. reduccion de fertilidad, decremento de pe-
so, desarrollo lento, etc.). Este parametro no se utiliza en pruebas
con Racillus thuringiensis. . . :

La importancia de los estimaddres medios en el andlisis Frobit
radica en sus limites fidlciales. Estos representan el rango o inter-
valo del estimador, a un determinado nivel de prnbabilidad (general-
mente 93% o 99%). Obviamente, entre mds estrecho sea este intervalo,
mds preciso y confiable es el estimador. La grAfica de los limites
fiduciales (valores maximos y minimos) de todos los valores de la li-
nea de regresién no se observa como lineas paralelas de ésta, sino
que se estrechan exactamente en el punto del estimador medio, para
luego diverger en sus extremos. En otras palabras, de todos los pun-—
tos que conforman la linea de regresién, es la C.L.mo (O D.L.oo) el
estimador mds preciso, en cuanto que presenta los limites fiduciales
mas estrechos. De ahi que se escoja al estimador medio como el para-
metro estadistico que representa el nivel de toxicidad de alguin agen-
te, sobre la poblacién y bajo las condiciones probadas. Es por esa
razén que las pruebas con Bacillus thuringiensis tienen como princi-
pal objetivo, estimar la C.L.wmo de cada preparacién, como punto de
comparacién entre cepas, entre productos de fermentacion, entre cris-
tales puros, etc. (lbarra,y Federici, 1986), y es este pardmetro el
que determina si una cepa es mAs o )menos téxica que los estdndares,
si una poblacidén de insectos desarrollé o no resistencia a algin pro-
ducto a base de Racillus thuringiensis, o si a un lote de produccién
debe agregarsele mavor o menor cantidad de ingredientes inertes, para
estandarizar el nivel de actividad de una formulacién comercial.

Es importante aclarar que la mayoria de los productos comercia-
les a hase de Racillus thurinjgiensis, presentan en su etiqueta la po-
tencia del producte en Unidades Internacionales de Toxicidad (U.1.T.
o T.I.U., en ingl#s). Esta es una convencién que se establece median-
te la comparacién de un producto estandar, ampliamente conocido y ca-
racterizado, cuyo efecto téxico es muy estable, y al que se le han a-
signado, arbitrariamente, un namero determinado de U.I.T./mg (Du)m-
age, 1981). Este preparado estandar se prueba paralelamente al pro-
ducto de un lote de fermentacioén, para luego comparar ambas C.L.mgo’s




mediante la férmula:

- C.L.so del Estandar
Fotencia de la muestrazs —=—c———emmmm e X Fotencia del EstAndar
(U.I.T./mq@) C.L.so de la Muestra (U.T.T./m@)

Los estandares m&s conocidos son: E1, HD-1, 1.F.S.82, M-1, a los
cuales se les han adscrito U.I.T. que van desde 1,000 hasta 18,000,
En cada caso se especifican las condiciones bajo las cuales se dehe
llevar a cabo el bioensayo y la especie (algunas veces hasta la rara)
del insecto sobre el cual se ha estanderizado el procedimiento. La
principal limitante a esta convencién es que =1 lote estdndar even-
tualmente se termina y debe ser substituido por otro, al cual debera
asigndrsele una nueva potencia, invalidando o al menos limitando su
comparacién con potencias calculadas anteriormente. De ahi{ que muchos
investigadores prefieran comparar las cepas estandar, preparadas bajo
las mismass condiciones que las cepas o muestras & probar, y comparar
directamente las C.L.wn’s. Una modificacién que confiere mas preci-
sién a la comparacién es por medio del uso de cristales puros, tanto
del estandar como de las cepas a prueba.

Existen dos pardmetros adicionales, importantes en el andlisis
Probit: la Ji-cuadrada y la pendiente. La primera s una resultado de
la técnica de maxima similitud, ya que se basa en una serie consecu-
tiva de pruebas de bondad de ajuste de los datos observados contra
los datos esperados, representados por los puntons que conforman la
linea de regresién. Esto hace que el valor de la ji-cuadrada refleje
el nivel de similitud entre los datos obtenidos del bioensayo y los
representados por la linea o tedricos. Es evidente que entre mayor
sea esta similitud, ma&s confiables serdn los estimadores medios pro-
venientes del anadlisis. Up valor minimo de Ji-cuadrada expresa una
maxima similitud. En lo referente al valor de la pendiente de la 1i{i-
nea de regresién, éste nos refleja, adicional a la magni tud del efec-
to de la variable independiente (log dosis), la adecuacién del rango
de dosis probada. En otra$ palabras, si la pendiente es muy baja, de-
bemos estrechar el rango de dosis y de esta forma distribuir los di-
ferentes niveles de mortalidad m&s equilibradamente; por el contra-
rio, si la pendiente es muy alta, esto significa que el efecto esta
concentrado en un espacio muy pequefo de la grafica y es necesario
ampliar el rango de dosis, con l1os mismos propésitos descritos ante-
riormente. El problema principal en estos casos es cuando se prueban
formulaciones de Racillus thuringiensis cuyas proporciones del ingre-
diente activo son muy bajas. Aqui, las mortalidades estdn distribui-
idas en rangos de dosis muy amplios, debido a que la magnitud del e-
fecto se reduce con la formulacién, provocando que la pendiente de la
linea de regresién sea minima.

Existen diversos requerimientos que deben ser cubiertos por los
bioensayos con Racillus thuringiensis: a) la mortalidad natural en
los individuns testigo debe ser igual o menor al 10%; b) el valor de
la ji-cuadrada, en un bioensayo de; 6 dosis, debe ser menor—o—iqaal a
v} €) de una serie de 5 osis probadas, por 1o menos 2 deben ser ma-
yores o menores a la C.L.wo estimada; dJ por Io menos 4 de un total
de & dosis probadas deben causar una mortalidad de entre 10 y Q0%; &)
el valor de la pendiente de la linea de regresioén debe estar entre
1.5 %.@; f) el cociente entre el limite fiducial mayor (p= 0.95) y el




menor debe ser menor o igual a Z; g) deben hacerse por lo menos 7 re-
peticiones vAlidas, por separado: h) el coeficiente de variacion de
lJa C.L.we media (de las repeticiones’) debe ser igual o menor a Z0%L0
(Ibarra y Federici, 1987).

‘En el primer caso, la mortalidad natural no debe exceder ciertos
limites, ya que ésta influiria en la mediciéon del efecto téxico de
Bacillus thuringiensis. Mediante la f6rmula de Abbott, es posible co-
rregir las mortalidades debidas al agente téxi1co, proporcionalmente a
la mortalidad natural registrada en e]l testign. Sin embargo, por ra-
zones obvias, el ajuste tierme sus limites. En el segundo caso, =21 va-
lor maximo de una Jji-cuadrada aceptable se establece en T, can & do-
sis en el bioensayo y 2 grados de libertad. Si bien es una decision
un tanta arbitraria, establece un grado de similitud minima entre los
datos observados y los esperados. Esto implica que este valor maximo
tenga cierto grado de flexibilidad. El tercer requerimiento es el
l1lamado Equilibrio del Rango de Dnsis, el cual propone como bioensayo
optimo aquel cuya C.lL.=o estimada estd loncalizada exactamente en el
centro del rango de dosis probado. Su flexibilidad est4 limitada den-
tro de las 2/5 partes centrales del rango. El cuarto requerimiento es
la 1lamada Amplitud del Rango de Dosis, la cual propon= comd bioensa-
yo 6ptimo aquel cuyas mortalidades se registran entre 10 y Q0%. Esto
se debe a que el 0 o el 1007 de mortalidad (toxicidad nula o total),
no tienen valor de causa a efecto, ademds de que no existen valores,
en unidades Probit, para estas mortalidades y es necesario harer una
serie de ajustes para efectuar el andlisis. Su flexibilidad se limita
a que al menos debe haber 4 dosis dentro de este rango de mortalidad.

En el quinto requerimiento, como ya se explicé con anterioridad,
se pretende equilibrar el rango de dosis y la distribucién de la mor-
talidad. Los valores minimo y maximo propuestos son sugeribles, por
lo que tienen cierto grado de flexibilidad. Similarmente, los limites
fiduc1ales no deben ser muy amplxos, va que ésto restarsa precisién v
confianza al estimador medio. Con%ecuentemente, se establece un limi-
te de 2 en el cociente entre los limites fiduciales, con cierto grado
de flexibilidad. En 1o que respecta al ndamero de repeticiones, no es
necesario enfatizar la importancia de probar el efecto de un agente
téxico un nimero determinado de veces, con el nbieto de observar la
consistencia de los resultados. Una forma directa de medir la repeti-
tibilidad de éstos es por medio del Coeficiente de Variacidén (C.V.,),
el cual representa el Ultimo requerimiento estadistico de los biocen-
sayos. Este mide la variacidn entre las C.L.wo’s de las repeticiones
en porcentajes. Entre mayor sea el C.V., mayor serd& la variaciéon en-
tre las observaciones, y menor la confiabilidad y precisién de la
C.L.wo media. El1 20’ recomendado permite una variacién intermedia, a-
corde a la consistencia de la respuesta que podriamos esperar de una
poblacién de individuos, probados baijio condicinnes controladas. Fara
tener una mejor idea de este pardmetro, un 40% se considera un C.V.
aceptable para la media de una serie de repeticiones provenientes de
un experimento de campo; por otro }ado, el C.V. 'puede bajar hasta un
9% cuando se mide la varxacxon entre observaciones repetidas, hechas
en aparatos de laboratorib El crxterxo para rechazar o aceptar un
biocensayo va a depender de los requrimiento enlistados anteriorments
y de la experiencia del experimentador. Si uno de los requrimientos
cae fuera de los limites aceptables, pero el resto de ellos indican
un buen nivel, el experimentador deberd decidir sobre la importancia



del parametro que se extralimité y'su amplitud de 1naceptabilidad.

A pesar de que la variacidn inherente de los organismos de prua-
ba es la causa principal de la variacién de los estimadores medios,
la estandarizacién de las condiciones de bioensayo es fundamental pa-
ra obtener resultados uniformes. Es por eso que, como se explicdé an-
teriormente, la comparacién de los resultados sélo puede hacerse e-
fectiva si los biocensayos se desarrollan bajio las mismag condiciones.
A contiunacidén se enlistan algunos de 1os principales factores que
pueden influenciar los resultados de un bioensayo: la preparacidén del
material téxico, su almacenamiento, =1 estadio del insecto sobre el
que se prueba, su instar, el tipo de dieta, el volumen de la dieta,
el recipiente de bioensayo, la técnica para integrar el material to-
xico a la dieta, el numero de insectos por rerpeticién, el namero de
dosis probadas en un bioensayo, el factor de dilucidn entre las do-
sis, el tiempo de exposicién a la preparacién de Racillus
thuringiensis, si se manejan dosis o concentraciones, y los. factores
fisicos ambientales (temperatura, humedad, fotoperiode) (McLaughling
et al., 1984).

En el caso de un bioensayo con Racillus thuringliensis en el cual
se desconoce el rango de'actividad de la preparacién en prueba, como
es el caso de la caracterizacién toxicolégica de una nueva cepa, es
recomendable iniciar los bioensayos con 2 0o I dosis cuyo factor de
dilucién entre ellas sea de 0.1. Este tipo de bioensayos selecciona
casi en forma cualitativa si un producto es o no es tdéxico. Ademas,
determina el rango de actividad o "ventana bioldégica”" del producto en
prueba« El siguiente paso consiste en probar el producto en una forma
mds cuantitativa, utilizando 4 o S dosis con un factor de dilucién de
0.9 entre ellas. Este tipo de bioensayos son preliminares y aian no es
. posible estimar eficientemente los parAmetros necesarios, mediante a-
ndlisis Probity sin embargo, nos da una estimacién burda de la
Cilewo, la cual se utiliza para calcular el rango de dosis del si-
guiente paso. Este consiste en una serie de bioensayos de & dosis con
un factor de dilucién de entre 0.6 y 0.8 (dependiendo del comporta--
miento de los rangos de dosis probados). Este tipo de bioensayos son
los utilizados para estimar los pardmetros requeridos, mediante an&-
lisis Probit.

En conclusidén, la cuantificacidn toxicolégica de productos deri-
vados de Bacillus thuringiensis sigue una metodologia muy similar a
la de cualquier insecticida quimica, con la salvedad de que estamos
refiriéndonos a un agente ‘biolégico, con todos los beneficios que
ésto implica. Debemos hacer notar que, mientras la S-endotoxina de
Bacillus thuringiensis no 'se sintetice in vitro, los productos a base
de esta bacteria deberdan ser considerados agentes de control biolégi-
co. Sin embargo, no creemos que sea éste el caso del uso de la §-en-
dotoxina en plantas transgénicas. Creemos que este (hasta ahora) so-
fisticado tipo de control, debe circunscribirse al a&mbito del control
varietal. En el presente capitulo sélo se cubrie;on los fundamentos
de la cuantificacidn toxicolégica de Racillus thuringiensis. Al inte-
resado en ampliar y practicar dichas técnicas deberd referirse a la
literatura mds detallada, y especifica al trabaio que planea llevar a
cabo.
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Método grafico para estimar la linea de respuesta

A. Ajuste grifico de la ecuacién de lag-dosis versus unidades de probit.
1. Convierta lasdosis en unidades logaritmicas.
~ 2. Calcule la proporcién de muertes (r = Numero de muertes / n)
Calcule la proporcién de muertes en el testigo (c) y haga la correccién der,

unhzando la formula de Abbott
@) (r-c)

'''''' o R AN
4. Haga la conversién de proporcién de muertes corregidas (r.) a unidades de
‘probit. Utilice el cuadro /.
5. En el papel cuadriculado, dibuje los puntos correspondientes a cada log-

dosis (x'axis) y probit (y axis).
. *'6-Con regla, dibuje una linea que pase cerca a la mayoria de los puntos.
“37:*Lea las'coordenadas de'2 puntos de 14 linea, y calcule la pendiente:
St o : . R

(_Erbjhv‘- b- /77’0/511" a

.. b=— A/ stt—
1’ ‘~_ St :..~.’. ; domsb _ JD?NS e .

N
RERRAZPN

- 8. Lea la dosis (m) correspondiente al probit:5 ..
9 Calcule la 1inea de réspuesta-propuesta

Y=5+b(x-m)
=5 +bx-bm
Y,5..S:bm-+ bx

lY=a+bx (a=5bm)
B. Calculos de'x2 prueba de bondad de ajuste:
" 1. Calcule el nimero corregido de muertes (Ob):
Ob =nr,
2. Calcule el valor de probit estimado (Y) para cada dosis, utilizando la
ecuacién derivada de la gréfica.
Y= a+bx
3. Haga la conversi¢n de probit estimado a proporcién esperada (P) de
muertes. Utilice el cuadro
4. Calcule el niimero esperado (E) de muertes:
| E=pn
5. Calcule las desviaciones entre el nimero observado y nimero esperado.
Ob-E

6. Calcule las contribuciones de cada observacién al valor de xz.



(Ob-E)2
nP(1-P)

7. Calcule el valor de %2 (sumatorie de los valores previamente calculados). Los
grados de libertad son el niimero de dosis - 2.
" 8. Del cuadro 2, lea el valor de %2 correspondiente al nivel de
probabilidad deseado y niimero de grados de libertad. Si el x2 es menor que el
valor obtenido en el cuadro, esto quiere decir que la linea estimada es una
buena aproximacion de la respuesta.
C. Precisién aproximada del valor de CLg, estimado. (error estandar y limite

fxduaal) . L o
. W2 : (A%
"1. Los valores : altos o bajos (cercada 0 y 1) de proporciones de muertes
obtemdos con. Organismos tiene menos precision que los més cercanos a

P= 0 5. Elwfactor de peso (w) se uuhza para ajustar la importancia de las
observaciones segtin el valor de P al calcular el error estandar de DLs50

CLsg. R . :

Lea el valor dew que corresponde a cada Y del cuadro _~1
Multiplique el valor por:ni=se; 8 soit o

Haga 1a sumatoria de nw. Este es el:valor'fde'tsnw

Calcule el error estandar de DLs (s,,).

S,

6. De la distribucién normal, se nota que la probabilidad de que el estimado de
DLg, sea menor que 1.96(s,,,) es 2.5% y la de que sea mayor que 1.96(s,,)

es 2.5%. Existe una probabilidad (se llama probabilidad fiducial) del 95%
que el valor verdadero de DLgjests entre m+1.96(s,,) y m-1.96(s,,). Calcule

estos limites fiduciales.

A% ,4"”¢‘~x.-

A S
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J Table I Transformation of percentages to probits Ande r
% 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 09 1 2 3 4 5
0  —  1.9098 2.1218 22522 2.3479 2.4242 2.4879 2.5427 2.5011 2.6344
1 2.6737 27096 2.7420 2.7738 2.8027 2.8209 2.8556 2.8799 2.9031 2.9251
2 2.9463 2.9665 2.9850 3.0046 3.0226 '3.0400 3.0569 3.0732 3.0890 3.1043 For more detail see
3 3.102 3.1337 3.1478 3.1616 3.1750 3.1881 3.2009 3.2134 3.2256 3.2376  values for 95-100
4 3.2403 3.2608 3.2721 3.2831 3.2040 3.3046 3.3151 3.3253 3.3354 3.3454
5 3.3551 -3.3648 3.3742 3.3836 3.3028 3.4018 3.4107 3.4105 3.4282 3.4368 O 18 27 36 45
8  3.44562 3.4536 3.4618 3.4600 3.4780 3.4859 3.4037 3.5015 3.5091 3.5167 8 16 24 32 40
7 3.5242 3.5316 3.5380 3.5462 3.5534 3.5605 3.3675 3.5745 3.5813 3.5882 7 14 21 28 36
8  3.5040 3.6016 3.6083 3.6148 3.6213 3.6278- 3.6342 3.6405 3.6468 3.6531 6 13 19 26 232
9 3.6502 3.8654 3.6715 3.6775 3.6835 3.6804 3.6953 3.7012 3.7070 3.7127 6 12 18 24 30
10 3.7184 3.7241 3.7298 3:7354 717400 7 74&g 27310 37574 3.7628 3.7681 6 11 17 22 28
11 3.7735 3.7788 3.7840 3.7893 3.7945 3.7096 3.8048 3.8099 3.8150 3.8200 5 10 18 21 26
12 38250 3.8300 3.8350 3.8399 3.8448 3.8497> 3.8545 3.8593 3.8641 3.8689 5 10 15 20 24
3  3.8736 3.8783 3.8830 3.8877 3.8923 3.8969 3.9015 3.9061 3.9107 39152 5 9 14 18 23
14 3.9197 3.9242 3.9286 3.9331 3.9375 3.9419 3.9463 3.9506 39550 3.9503 4 9 13 18 22
’
15  3.9636 3.9678 39721 3.9763 3.9806 3.9848 3.9800 3.9931 3.9973 4.0014 4 8 13 17 21
16 4.0055 4.0096 4.0137 4.0178 4.0218 4.0250 4.0209 4.0339 4.0379 4.0419 4 8 12 16 20
17 4.0458 4.0498 4.0637 4.0576 4.0815 4.0854 4.0803 4.0731 4.0770 4.0808 4 8 12 716 19
18 4.0846 4.0884 4.0922 4.0060 4.0998 4.1035 4.1073 4.1110 41147 4.1184 & 8 11 15 19
19 41221 4.1258 4.1205 4.1331 4.1367 4.1404 4.1440 4.1476 4.1512 4.1548 4 7 11 15 18
20 4.1684 4.1610 4.1655 4.1690 4.1726 4.1761 4.1796 4.1831 4.1866 4.1901 4 7 11 14 18
21 41936 4.1970 4.2005 4.2039 4.2074 4.2108 4.2142 4.2176 4.2210 4.2244 3 7 10 14 17
22 4.2278 4.2312 4.2345 4.2379 4.2412 4.2446 4.2479 4.2512 4.2548 4.2579 3 7 10 13 17
23 4.2612 4.2644 4.2677 4.2710 4.2743 4.2775 4.2808 4.2840 4.2872 4.2905 3 7 10 13 16
.24 4.2937 4.2089 43001 4.3033 4.3085 4.3097 4.3120 4.3160 4.3192 4.3224 3 6 10 13 16
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Table I (cont.)

% 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 06 0.7 0.8 09 1 2 3 4 5
25  4.3255 4.3287 4.3318 4.3340 4.3380 4.3412 4.3443 4.3474 4.3505 4.3536 3 6 9 12 16
26 4.3567 4.3597 4.3628 4.3659 4.3689 4.3720 4.3750 4.3781 4.3811 43842 3 6 9 12 15
27  4.3872 4.3902 4.3932 4.3962 4.3992 4.4022 4.4052 4.4082 4.4112 44142 3 6 9 12 15
28  4.4172 4.4201 4.4231 4.4260 4.4200 4.4319 4.4349 4.4378 4.4408 4.4437 3 6 9 12 15
20  4.4466 4.4405 4.4524 4.4554 4.4583 4.4612 4.4641 4.4670 44698 4.4727 3 6 9 12 14
30  4.4756 4.4785 4.4813 4.4842 4.4871 4.4899 4.4928 4.4956 4.4985 4.5013 3 6 9 11 1«
31 4.504] 4.5070 4.5098 4.5126 4.5155 4.5183 4.5211 4.5239 4.5267 4.5295 3 6 8 11 14
32 4.5323 4.5351 4.5379 4.3407 4.5435 4.5462 4.5490 4.5518 4.5546 4.3573 3 6 8 11 14
33 4.5601 4.5628 4.5656 4.5684 4.5711 4.5739 4.5768 4.5793 4.5821 4.5848 3 5 8 11 14
3¢ 4.5875 4.5003 4.5030 4.5957 4.5084 4.6011 4.8039 4.6086 4.6093 4.6120 3 5 8 11 14
35  4.6147 46174 4.6201 4.6228 4.6255 4.6281 4.6308 4.6335 4.6362 4.6389 3 5 8 11 13
36 4.64153 4.6442 4.6469 4.6495 4.6522 4.6549 4.8575 4.6602 4.6628 46655 3 3 8 11 13
37  4.6681 4.6708 4.6734 4.6761 4.6787 4.6814 4.6840 4.6866 4.6893 4.6019 3 5 8 11 13
38  4.6945 4.6971 4.6998 4.7024 4.7050 4.7076 4.7102 4.7129 4.7155 4.7181 3 5 8 10 13
39 4.7207 4.7233 4.7259 4.7285 4.7311 4.7337 4.7363 4.7389 4.7415 .4.74¢1 3 5 8 10 13
{0 &4
40 4.7467 4.7492- 4.7518 4.7544 4.7570 4.7596 4.7622 4.7647 4.7673 4.7699 3 5 8 10 13
41 47728 3%753 4.7776 4.7802 4.7827 4.7853 4.7879 4.7904 4.7930 4.7955 3 5 8 10 13
42 4.7981 4.8007 4.8032 4.8058 4.8083 4.8109 4.8134 4.8160 4.8185 4.8211 3 5 8 10 13
43 4.8236 4.8262 4.8287 4.8313 4.8338 4.8363 4.8389 4.8414 4.8440 4.8463 3 5 8 10 13
44  4.8490 4.8516 4.8541 4.8566 4.8592 4.8617 4.8642 4.8668 4.8693 4.8718 3 5 8 10 13
5  4.8743 4.8769 4.8704 4.8819 4.8844 4.8870 4.8895 4.8920 4.8045 4.8970 3 5 8 10 13
46 4.8996 4.9021 4.9046 4.9071 4.9096 4.9122 4.9147 4.9172 4.9197 4.9222 3 5 8 10 13
47 4.9247 4.9272 4.9208 4.9323 4.0348 4.9373 4.9398 4.9423 4.9448 40473 3 5 8 10 13
48  4.9408 4.9524 4.9549 4.9574 4.9509 4.9624 4.9649 4.9674 49699 4.972¢ 3 5 8 10 13
49  4.9740 4.9774 4.9799 4.9825 4.9850 4.9875 4.9900 4.9925 4.9950 4.9975 3 5 8 10 13
50  5.0000 s.ooLs 5.0050 5.0075 5.0100 5.0125 5.0150 5.0175 5.0201 5.0226 3 5 8 10 13
51  5.0251 5.0276 5.0301 5.0326 5.0351 5.0376 5.0401 5.0426 5.0451 5.0476 3 5 8 10 13
52  5.0502 5.0527 5.0552 5.0577 5.0602 5.0827 5.0852 5.0677 50702 5.0728 3 5 8 10 13
53  5.0753 5.0778 5.0803 5.0828 5.0853 5.0878- 5.0904 5.0929 5.095¢ 50979 3 5 8 10 13
54 51004 5.1030 5.1055 5.1080 5.1105 5.1130 5.1156 5.1181 5.1206 31231 3 5 8 10 13
55  5.1257 5.1282 5.1307 5.1332 5.1358 5.1383 5.1408 5.1434 5.1459 5.148¢ 3 5 8 10 13
56 51510 5.1535 5.1560 5.1586 5.1611 5.1637 5.1662 5.1687 5.1713 51738 3 5 8 10 13
537  5.1764 5.1789 5.1815 5.1840 5.1866 5.1891 5.1917 5.1942 5.1968 5.1993 3 5 8 10 13
58 52019 5.2045 5.2070 5.2096 5.2121 5.2147 5.2173 5.2198 5.2224 52250 3 5 8 10 13
59 52275 5.2301 5.2327 5.2353 5.2378 5.2404 5.2430 5.2456 5.2482 52508 3 5 8 10 13
60  5.2533 5.2559 5.2585 5.2611 5.2637 5.2663 5.2689 5.2715 5.2741 5.2767 3 5 8 10 13
61 52793 5.2819 5.2845 5.2871 5.2898 5.2924 5.2050 5.2976 5.3002 53029 3 5 8 10 13
62 53055 5.3081 5.3107 5.3134¢ 5.3160 5.3186 5.3213 5.3239 5.3266 53292 3 5 8 11 13
63 53319 5.3345 5.3372 5.3398 5.3425 5.3451 5.3478 53505 53531 53558 3 5 8 11 13
64 53585 5.3611 .5.3638 5.3665 5.3692 5.3719 53745 53772 53799 53826 3 5 8 11 13
65  5.3853 5.3880 5.3007 5.3934 5.3961 5.3989 6.4016 4.4043 54070 35.4097 3 5 8 11 14
66  5.4125 54152 5.4179 5.4207 54234 5.4261 5.4289 54316 54344 54372 3 5 8 11 l4
67 54309 54427 5.4454 54482 54510 5.4538 5.4565 54593 #54621 54640 3 6 8 11 14
68  5.4677 54705 5.4733 54761 54789 5.4817 54845 5.4874 54902 54930 3 6 8 11 14
89  5.4959 5.4987 5.5015 5.5044 55072 5.5101 5.5129 5.5158 5.5187 55215 3 6 9 11 14
70 5.5244 5.5273 5.5302 5.5330 5.56369 5.5388 5.5417 5.5446 5.5476 55505 3 6 9 12 14
71 5.5534 5.5563 5.5592 5.5622 5.5651 5.5681 5.5710 5.5740 55769 55799 3 6 9 12 15
72  5.5828 5.5858 5.5888 5.5018 5.5948 5.5078 5.86008 5.6038 5.6068 5.6098 3 6 9 12 15
73 5.6128 5.6158 5.6180 5.6219 56250 5.6280 5.83l11 56341 56372 56403 3 6 9 12 15
74 5.6433 5.6464 56493 5.6526 5.6557 5.6588 5.6620 56651 56682 5.6713 3 6 9 12 16




Table I (cont.)
% 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.8 0.7 0.8 09 1 2 3 4 5
75 5.6745 5.6776 5.6808 5.6840 5.6871 5.6903 5.6935 5.6967 5.6999 5.7031 3 6 10 13 16
76  5.7063 5.7096 5.7128 5.7160 5.7192 5.7225 6.7257 5.7290 5.7323 5735 3 7 10 13 16
77  5.7388 5.7421 5.7454 5.7488 5.7521 5.7554 5.1588 5.7621 5.7655 57688 3 7 10 13 17
78  5.7722 5.7756 5.7790 5.7824 5.7858 5.7892 5.7926 5.7961 5.7995 58030 3 7 10 14 17
= 79  5.8064 5.8099 5.8134 5.8169 5.8204 5.8239 5.8274 5.8310 5.8345 5.8381 4 7 11 14 18
80 5.8418 5.8452 5.8488 5.852¢ 5.8560 5.8506 5.8633 5.8669 5.8705 5.8742 4 7 11 14 18
81 5.8779 5.8818 5.8853 5.8800 5.8927 5.8965 5.9002 5.0040 59078 59116 4 7 11 15 19
82 5.9154¢ 50192 5.0230 59269 5.9307 5.9346 5.9385 5.9424 5.0463 59502 4 8 1215 19
83  5.9542 5.9581 5.9621 5.9661 5.9701 5.9741 5.9782 59822 5.9863 59904 4 8 12 16 20
84 50945 5.0086 6.0027 6.0069 6.0110 6.0152 6.0194 6.0237 6.0279 6.0322 4 8 13 17 21
85  6.0364 6.0407 6.0450 6.0494 6.0537 6.0581 6.0625 6.0669 6.0714 6.0758 4 9 13 18 22
86  6.0803 6.0848 6.0893 6.0939 6.0985 6.1031 6.1077 6.1123 6.J170 6.1217 5 9 14 18 23
87  6.1264 6.1311 6.1350 6.1407 6.1455 6.1503 6.1552 6.1601 6.1650 6.1700 5 10 15 19 24
88 6.1750 6.1800 6.1850 6.1901 6.1952 6.2004 6.2055 6.2107 6.2160 6.2212 5 10 13 21 26
89  6.2265 6.2319 6.2372 6.2426 6.2481 6.2536 6.2591 6.2646 6.2702 6.2759 5 11 16 22 27
90 6.2816 6.2873 6.2930 6.2988 6.3047 6.3106 6.3165 6.3225 6.3285 6.3346 6 12 18 24 29
91  6.3408 6.3469 6.3532 6.3595 6.3658 6.3722 6.3787 6.3852 6.3917 6.3984 6 13 19 26 32
92  6.4051 6.4118 6.4187 6.4255 6.4325 6.4395 6.4466 6.4538 6.4611 6.4684¢ 7 14 21 28 33
93  6.4758 6.4833 6.4900 6.4985 6.5063 6.5141 6.5220 6.5301 6.5382 6.5464 8 16 24 31 39
94  6.5548 6.5632 6.5718 6.5805 6.5893 6.5982 6.6072 6.6164 6.6258 6.6352 9 18 27 36 45
95  6.6449 6.6546 6.6646 6.6747 6.6849 6.6954 6.7060 6.7169 6.7279 6.7392
97 100 101 102 105 106 109 110 113 1156
98  6.7507 6.7624 6.7744 6.7866 6.7991 6.8119 6.8250 6.8884 6.8522 6.8683
117 120 122 125 128 131 134 138 141 145
97  6.8808 6.8957 6.9110 6.9268 6.9431 6.9600 6.9774 6.9954 7.0141 7.0335
149 1563 168 163 169 174° 180 187 194 202
% 0.00 00l 002 003 004 005 008 007 008 009 1 2 3 4 5
98.0 7.0537 7.0558 7.0579 7.0600 7.0621 17.0642 7.0663 7.0684¢ 7.0706 7.0727 2 4 6 8 1l
98.1 7.0749 7.0770 7.0792 7.0814 7.0836 7.0858 7.0880 7.0002 7.0924 7.0947 2 4 7 9 Il
98.2 7.09690 7.0992 3.1015 7.1038 7.1061 7.1084 7.1107 7.1130 7.1154 7.1177 2 & 7 9 I2
98.3 7.1201 7.1224¢ 7.1248 7.1272 7.1297 7.1321 7.1345 7.1370 7.1394 7.1419 2 5 7 10 12
98.4 7.1444 7.1469 7.1404 7.1520 7.1545 7.1571 1.1596 7.1622 7.1648 7.1675 3 5 8 10 13
98.5 7.1701 7.1727 7.1754 17.1781 7.1808 7.1835 7.1862 7.1890 7.1917 7.1945 3 5 8 11 14
98.6 7.1973 7.2001 7.2029 7.2058 7.2086 7.2115 7.2144 7.2173 7.2203 7.2232 3 6 9 12 14
98.7 7.2262 7.2202 7.2322 7.2353 7.2383 7.2414 7.2445 7.2476 7.2508 7.2539 3 6 9O 12 15
98.8 7.2571 17.2603 7.2636 7.2668 7.2701 7.2734¢ 7.2768 7.2801 7.2835 7.2860 3 7 10 13 17
98.9 7.2004 7.2938 7.2973 7.3009 7.3044 17.3080 7.3116 7.3152 7.3189 7.3226 4 7 11 14 18
99.0 7.3263 17.3301 7.3339 7.3378 7.3418 7.3455 7.3495 7.3535 7.3575 7.3615 4 8 12 18 20
9.1 7.3656 7.3698 7.3739 7.3781 7.3824 7.3867 7.3911 7.3954 7.3999 7.4044 .4 9 13 17 22
‘99.2 7.4080 17.4135 T.4181 7.4228 7.4276 7.4324 7.4372 7.4422 7.4471 7.4522 5 10 14 19 24
99.3 7.4573 7.4624 7.4677 7.4730 7.4783 7.4838 7.4893 7.4849 7.5006 7.5063 5 11 16 22 27
99.4 7.5121 7.5181 7.5241 7.5302 7.5364 7.5427 7.5491 7.5556 7.5622 17.5690 6 13 19 25 32
90.5 7.5758 7.5828 7.5899 7.5972 7.6045 7.6121 1.8197 7.6276 7.6356 7.6437
99.6 7.6521 7.6608 7.6693 7.6783 17.6874 7.8968 7.70656 7.7184 7.7266 7.7370
99.7 7.7478 7.1589 7.7703 17.7822 7.794¢ 7.8070 7.8202 7.8338 7.8480 7.8627
99.8 7.8782 7.8043 7.9112 7.9200 7.9478 7.9677 7.9889 8.0115 8.0357 8.0618
90.9 8.0902 8.1214¢ 8.1559 8.1947 8.2380 8.2005 8.3528 8.4316 8.5401 8.7190
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I am indebted to Professor R. A. Fisher and Dr F. Yates, arid also to Messrs Oliver and Boyd, Lud. of Edinburgh.
permission to reprint Table I from Tuble IX of their book Statistical Tables for Biological, Agricultural and Medical

Research.
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Cuadio < L 2% 323 -
Distribucon 2% BN
Table VII Distribution of x* : | e _;
Degrees Probability
of , =
freedom .90 .70 .50 .30 .10 .05 .02 .01 .00l
1 016 .15 .46 1.1 27 3.8 54 6.6 10.8
A 2 21 71 13 24 46 60 7.8 9.2 138
G 3 58 1.4 24 37 63 7.8 9.8 11.3 16.3
—res 4 11 22 34 49 7.8 9.5 11.7 13.3 185
ey 5 18 30 44 6.1 92 111 134 151 205
' 8 22 38 53 7.2 10.8 12.6 150 16.8 22.5
RTINS 7 28 47 6.3 8.4 120 141 16.6 18.5 24.3
C T 8 35 55 5.3 95 13.4 155 182 20.1 28.l
' : 9 42 6.4 83 10.7 14.7 169 197 21.7 21.9
10 49 7.3 9.3 11.8 16.0 183 21.2 232 29.8
r 12 63 9.0 11.3 14.0 185 21.0 24.1 28.2 329
g 14 7.8 10.8 13.3 18.2 21.1 23.7 28.9 29.1 36.1
: 16 9.3 12.6 153 18.4 235 26.3 29.6 32.0 39.3
' 18 109 14.4 17.3 20.6 260 28.9 32.3 34.8 42.3
20 12.4 163 19.3 228 28.4 3l.4 350 37.6 453
g 22 14.0 181 21.3 24.9 30.8 33.9 37.7 40.3 48.3
24 157 199 23.3 27.1 33.2 36.4 40.3 43.0 51.2
26 17.3 21.8 253 29.2 356 38.9 429 456 54.1
28 189 23.8 27.3 31.4 37.9 41.3 454 48.3 56.9
30 20.6 255 20.3 33.5 40.3 43.8 48.0 50.9 59.7
| Cuadro 3.
" Table 3.5 The weighting coefficient, w = Z2/PQ
Y 00 01 02 03 04 05 06 07 08 0.9
1 0.001 0.001 0.001 0.002 0.002 0.003 0.005 0.006 0.008 0.011
2 0.015 0.019 0.025 0.031 0.040 0.050 0.062 0.076 0.092 0.110
3 0.131 0.154 0.180 0.208 0.238 0.269 0.302 0.336 0.370 0.405
4 0.439 0.471 0.503 0.532 0.558 0.581,.0.601 0.616 0.627 0.634
S5 0.637 0.634 0.627 0.616 0.601 0.581 0.558 0.532 0.503 0.471
6 0.439 0.405 0.370 0.336 0.302 0.269 0.238 0.208 0.180 0.154
7 0.131 0.110 Q.092 0.076 0.062 0.050 0.040 0.031 0.025 0.019
8 0.015 0.011 0.008 0.006 0.005 0.003 0.002 0.002 0.001 0.001
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Calculos de dosis 0 concentracion

1. Conversion entre unidades

Peso : Volumen

1g = 1000 mg (miligramos por gramo) 11= 1000 ml (mililitros por litro)
1 mg = 1000 pg (microgramos por miligramo) | 1ml = 1000 pl. (microlitros por litro)

ppm = partes por millén
1 milflitro de agua pesal_gramoD

11/ 1=1 ppm (volumen sobre volumen)
1 mg / 1= 1ppm (peso por sobre volumen)
118 /ml =1’ ppm ( peso sobre volumen)

ppm=plll=mg/l=}_lg/l@

2. Concentraciéon

Generalmente, la concentracin se mide en unidades de partes por millén, expresado en

terminos de volumen por volumen (liquidos) o peso por peso (polvos mojables). Para llegar
a la concentracién correcta es necesario calcular el peso o volimen de producto (o solucién
mas concentrado) requerido para mezclar con el volamen de agua u otro solvente.

A. Concentracién de ingrediente activo (La) en el producto. Este generalmente se expresa en
porcentaje en la etiqueta.

E.  Carbaryl 58 PM tiene 50%1 a.
-Decis 25 ECtiene 25% L a. = 25 gria. / litro
Dipel 2x tiene 64% ia.

Conversibn de % 1 a. en ppm:

50 partes La. 500 000

Carbaryk 100 partes producto ™~ 1000 000 ~ = 500,000 ppm

25 partes ia. 25 000
00 partes producto ~ 1000 000 ~ 2000 ppm

Dec:isx-1
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ANEXO 1
ppm/ (mg/ml) / %

Los ppm se utilizan para medir pcrcicnes muy pequefias de la
se s6lida con respecto a la ligquida.
Para transformar datos entre estas tres unidades de medidas al

ocedimiento es el siguiente:

Para pasar los datos a mg/ml, si se tiene g/ml.

Ej.:

0.1 g/100 ml, el 0.1 g se multiplic: por 1000 y nos da 100
mg\lOO ml.

Para pasar esta relacién a ppm, se multirlican los mg. por 1000
y se dividen entre el nuimero de ml.

Ej.:

100 mg/100 ml, se multiplica 100 mg por 1000, lo que nos da
100000, se divide entre 100 ml, lo que nos da 1000 que seran los

ppm.

Para pasar los ppm a porcentajes, lcs ppm se dividen entre
10000. ~
Ej.:

1000 ppm entre 10000 es igual a 0.1 &.

Para pasar los porcentajesa ppm es lc contrario, se multiplican
por 10000.
Ej.:
0.1 % por 10000 nos da 1000 ppm.
Para pasar de litro a mililitro, se multiplica por mil.
Para pasar los mg a g, se dividen 1lcs mg ¢ontre 1000.
Para pasar los g a mg se multiplican los g por 1000.
ros ejemplos:
mg\1000 ml = 1 ppm = 0.0001 %.
g/100 ml = 10000 ppm = 1 §%.
001 g/100 ml = 1 mg/100 ml = 10 ppm = 0.001 %&.

Una solucién al 1% es igual a 10000 pom y << igual a 1g/100ml.

’



Unidades de medidas:

MASA

- gramo g

- Kilogramo 1000 g

- Miligramo 0.001 g

- Microgramo 0.000001 g

- nanogramo 0.000000001 g
VOLUMEN

- litro 1t

- mililitro 0.001 1t

- microlitro 0.000001 1t

1000 pl = 1 ml
1000000 pg =1 g
1000 pg = 1 mg
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Anilisis de Datos por Regresién de Log-dosis versus Mortalidad

" en Unidades de Probit.

1. Curvas de dosis-respuesta

1.1 Forma de la curva tipica. Si se toman unas muestras (al azar) de organismos y se

exponen a una serie de dosis de un téxico y se hace una grafica de porcentajes de

respuesta (porcentajes de muertes corregidos por mortalidad en el testigo) versus

dosis, la curva que resulta generalmente tiene forma sigmoidal (como la letra S) y

no simétrico (Fig. 1.1) La porcién inferior (mano izquierda) de la curva

generalmente es mds corta que la superior (mano derecha), y el punto de inflexién

de la curva esta bajo el nivel de 50% mortalidad.

100

i
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Mortalidad |
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"Figura 1.1 Curva de forma sigmoidal y
no simetrica que sefiala la relacién
tipica entre porcentaje de mortalidad y
dosis.
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Figura 1.2 La misma curva pero con
dosis en unidades logaritmicas

De este curva, se pueden dedudir varias dosis que producen el porcentaje de

respuesta correspondiente: La dosis que produce mortalidad de K% se llama dosis

letal K o DL;.. Por ejemplo, las dosis que producen mortalidad de 30, 50, 80 0 90% se

refieren como DL;j, DLsgj, DLgj, y DLy, respectivamente. La porcién superior de la

curva se acerca al nivel de 100%, pero nunca lo alcanza. Por eso, es imposible

determinar una DL, la cudl no existe, teoricamente.



1.2 Efecto de transformar dosis a unidades Jogaritmicas.Si se hace una grafica
de porcentaje de mortalidad versus el logaritmo (base 10) de dosis (en véz de dosis),
se obtiene una curva simétrica, con el punto de inflexién en el 50% de mortalidad
(Fig. 1.2)

1.3 Interpretacién delo.curva de log-dosis-mortalidad. La curva de respuesta
se puede interpretar en términos del concepto de tolerancias individuales. La
tolerancia individual es una caracteristica del propio individuo respecto al téxico
utilizado. La tolerancia es la dosis del téxico inmediatamente por debajo de la

suficiente para matar al organismo. Por ejemplo, si 65% de los organismos de una

poblacién mueren cuando se exponen a una dosis K;, esto significa que el 65% tiene

tolerancias individuales de menos de la dosis K;. Con otra dosis K, que causa la

muerte de 55% de los organismos, se puede decir lo mismo: el 55% tiene tolerancias

individuales de menos de la dosis K, Légicamente, entonces, el 10% de los

1)

organismos (65%-55%) tiene tolerancias individuales entre las dosis K, y K,. De esta
forma, se puede determinar la distribucién de tolerancia en una poblacién de
organismos.

1.4 Distribucién de log-tolerancia. Las distribuciones de log-tolerancia son
simétricas y por lo general, parecidas a la distribucién normal. La Fig. 1.3 representa
una distribucién de frecuencias de log-tolerancia que corresponde a la curva de
dosis-respuesta. Esta tiene una forma parecida a la distribucién normal
estandarizada (Fig. 1.4)

1.5. Distribucién normal. La distribucién normal es una distribucién que
describe la probabilidad de observar diferentes valores de respuesta en un
experimento. Tiene dos parametros: u (el promedio) y 62,(la varianza). La curva
normal estandarizada es la que tiene p=0and 62= 1. De la curva se puede

determinar la probabilidad de obtener una observacién entre -z < p < +z (z es la

-

ordenada de la distribucién). Si se sacaran muchas observaciones repetidas de la-



poblacién, unos 68% de éstas tendria valores entre -1 y +10; 95% de las
observaciones caerian entre: el intervalo de -20 a +20. Estas dos cantidades se estiman

con una muestra de tamafio n, en la cual x; = valor de una observacién, x = el

promedio (estimado de p) y la desviacién estandar cuadrada (s2; estimado de 62) es:

(x:-x)2
s2 = E ,—
n-1

i=0
0 95%
——68%
s
k]
F ° 2
re- =
cuencia 4 §
e
2 Q.
o v v L] v
¥ 2 1 1 2 3
-
lo  z
. 2
Fig. 1.3 Distribucién de log-tolerancia Fig. 1.4 Distribucién normal
estandarizada

1.6 Corfespondencia entre desviaciones de la distribgcién normal
estandarizada y unidades de probit. La escala de probit se define en términos de
distribucién normal. Cada unidad de desviacién es equivalente a una unidad de
probit, més 5. Se sefiala 1a correspondencia entre la mortalidad proporcional,
desviaciones de la distribucién normal estandarizada, y unidades de probit
en el cuadro 1.6. Esta transformacién se hizo para que los valores (de probit) fueran

todos positivos.



Cuadro 1.6. Comparacién entre porcentaje de mortalidad, desviaciones de la

distribucién normal, y unidades de probit.

Morlalidad Desviaciones de la Unidades de probit
(porcentaje) distribucién normal
@

0.00 -0 .
0.14 -3 2
2.3 -2 3
15.9 -1 4
SU=0 5
84.1 1 6
97.7 2 7
99.86 3 8
100.00 +00 .

La transformacién de mortalidad proporcional a probites, junto con la transforma-

cién de dosis en unidades logarftmicas produce una respuesta linear (Fig. 1.5).
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Figura 1.5 Efecto de transformar mortalidad proporcionat en unidades de probit.




2. Anél:.sls de la linea de respuesta.

2.0 Ecuacién de log dosis versus unidades de probit. El objetivo del anahsxs es
deducir la ecuacién de respuesta y la fiabilidad de los parametros estimados. La
ecuacioén, escrito en terminos de la distribucién normal es:

Y=54+ 10 (x-p)
En esta ecuacién, u = respuesta media; o = desviacién estandar (rafz cuadrada de la
varianza); x = log(dosis); y Y = probit (mortalidad). Estas cantidades se pueden
deducir de los datos experimentales. Generalmente, la ecuacién se escribe asf:
Y=a+ fx

en la cual: & = el intercepto = 5 -:—J ; B=I1a pendiente de la linea = =. Las dos formas

Q |I=

de la ecuacién son equivalentes. Note que la pendiente provee una indicacién de la

variabilidad de la respuesta. Cuanto més alta es la pendiente, menor es la varianza

en respuesta al téxico.
Con los pardmetros de la recta deducidos ya, se puede calcular el DL, o CLk
mediante la ecuacién en terminos de x:
' Y-a
B

Por ejemplo, para calcular el DLg, se sustituye Y por 5:
5-a

B

2.1 Métodos para deducir la linea de respuesta. Existen dos métodos de

X =
DLsy=

deduccién: deduccién gréfica y cdlculo aritmético por el método de probabilidad
maximizada. Por deduccién gréfica, se hace un cuadro de la respuesta a cada dosis
en papel cuadriculado y se dibuja una linea aproximada con regla (ver el ejercicio).
Mediante la comparacién de los valores predichos por la ligea y los puntos
verdaderos determinados en el énsayo, se puede calcular una estadfstica de xz.' Con

esta estadfstica, se puede averiguar si la lfnea es una buena representacién de la



distribucién teérica. También pueden calcularse los valores aproximados del error ':)
estandar de DLs; y los limites fiduciales (limites de confianza). Se debe considerar
que estos valores no son més que aproximaciones brutas.

2.2 Método de probabilidad maximizada. Para obtener valores mas confiables
de los parametros de la linea y errores de estimacién asociados con los datos
experimentales, se utiliza el método de probabilidad maximizada. Los célculos son
un poco complicados, y por eso sélo ofrecemos unas observaciones generales. Este
método utiliza varios ciclos de célculos (interacciones) para estimar la ecuacién de la
recta, y generalmente requiere una computadora para hacerlos. Es distinto del
método de regresién linear porque con regresién linear, cada punto tiene peso igual
en el anélisis; es decir, cada observacién aporta la misma cantidad de informacién.
En cambio, e’ andlisis de probit se basa en datos (proporciénes diferentes de mortal-
idad) que aportan cantidades diferentes de informacién (pesos diferentes). Por tal
motivo, hay que ajustar la regresién para tomar en cuenta los pesos diferentes de las
observaciones. El peso de la observacién depende del tamafio de la muestra (n), de
la mortalidad proporcional (p) y de la mortalidad en el testigo (c). El factor de peso
(w) se utiliza junto con n para estimar la linea de respuesta y errores asociados. El

. factor de peso se calcula asf:
72
w="Pa-p)

Z es el valor de la desviacién en la distribucién normal (ver Fig. 1.4), la cual se

calcula con la ecuacién:
Z = 2 expl-3(Y-57]

Esta correccién refleja el hecho de que la mayor variabilidad binomial al
estimar la mortalidad proporcional ocurre con P = 0.5. Ed valor de w es maximo

cuando Y = 5 y disminuye con valores de Y mayores o menores que 5.



3. Varianza de los valores de los parimetros y ajuste con el modelo de probit

3.1 Fuentes de errores en la estimacién. Con cualquier método de estimacion,
es importante saber:1) si el modelo estadistico provee una descripcién adecuada de
los datos, y 2) la precisién de los parametros estimados. En analisis con el modelo de
probit, se calculn3 medidas de la confianza de los estimados: 1) Prueba de %2, que es
una prueba de ajuste de los datos con el modelo de probit, 2) Limites fiduciales de
los estimados de CL,, y 3) El error estandar de la pendiente (b).

3.2 Prueba %2 de bondad de ajuste y heterogeneidad de los datos. Después de
estimar la lfnea de respuesta, se calcula el valor de x2. Esta prueba compara las
respuestas observadas con las esperadas de la ecuacién. El valor de x2 (con grados de
libertad = ntimero de dosis -2) se compara con un cuadro de chi cuadrado para ver la
probabilidad de que los datos se ajusten al modelo estadistico. Si el nivel de
probabilidad de . %2 > 0.05, se considera que.el modelo estadfstico es
vélido. .

Si la probabilidad de %2 < 0.05, esto significa que el modelo de probit no es
suficiente para explicar todas las fuentes de variabilidad presentes en los datos. En
esta situacién, se supone que existe heterogeneicd  en los sujetos del bioensayo que
causamayor variabilidad en los resultados. | Esta variabilidad puede
presentarse por varias causas y puede hacer mé4s dificil el calculo de varianzas
correctas. Muchas veces es necesario consultar una gréfica de los datos para

determinar si el andlisis de probit es apropiado.
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Figura 3.1 Patrones de respuesta que pueden causar valores elevados de x2.

La figura 3.1 representa varias causas de valores elevados de x2: A) Datos que
dan un valor aceptable de x2; B) Mayor dispersién de los puntos alredador de la
lfnea, pero los puntos estan distribuidos al azar; C) Respuesta no linear, que indica
que la transformacién de probit no es el modelo correcto; D) Respuesta escalonada,
que puede resultar en poblaciones compuestas de mezclas de individuos resistentes y
susceptibles al téxico.

Si inicamente hay mayor dispersién de puntos (Fig. 3.1B), las varianzas
apropiadas pueden ser calculadas mediante la multiplicacion de varianzas por el

factor de heterogeneidad (h):

x2
h=072)

(k = niimero de dosis). Si hay otros problemas con los datos (Fig. 3.1C y D) no es

apropiado usar este factor.



3.2 Limites fiduciales de Cly y error estandar de la pendiente. Los detalles de

como calcular limites fiduciales y error estandar de la pendiente por el método de
probabilidad maximizada son complejos. Ambos dependen del grado de
variabilidad de los datos, heterogeneidad, y del numero de dosis utilizado en el
bioensayo. Lo importante es entender lo que significan. Si decimos que existe un

limite fiducial del 95%, esto significa que si repitiéramos el bioensayo muchas veces,

el valor del Cy o DL, caeria entre los limites bajos y altos en 95% de los ensayos. La

fig. 3.2 seflala la aparencia de los limites fiduciales y la variabilidad de la pendiente.

Note que los limites son mdas angostos cerca al CLg,y méas anchos en los puntos

extremos de la linea.

L2 AAAAS LAAY

PROBIT

LAS WAL

S »n O N o©

w
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0 02 04 06 08 1 1.2 14
LOG (DOSIS)

Fig. 3.2 Ilustracién de los limites fiduciales y variabilidad de la pendiente de una
regresién de probit.
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Introduccibn
¢ Que cantidad de plaguicida necesitamos para matar a una plaga ?
¢ Que es la relacibn entre la plaguicida (el estimulo) y la mortalidad (la respuesta) ?

En Sanidad Vegetal muchas veces estamos interesados en este tipo de preguntas. Lo que
queremos es evaluar la potencia de un estimulo.

Se puede realizar experimentos en el laboratorio donde se observe el efecto de
diferentes dosis de un producto sobre un organismo. Este tipo de experimentos se llama
"bioensayo”. Por ejemplo se puede realizar un bioensayo para comparar el efecto de
Mamey y Neem sobre una poblacidn de Plutella xylostella.

Otros ejemplos de experimentos para estudiar la toxicidad de plaguicidas:
- Determinar cual dosis del producto tiene efecto. (DLS0, DL90)
- Comparar la toxicidad de diferentes productos.
- Comparar la sensibilidad de diferentes organismos (por ejemplo comparar la
sensibilidad de una plaga con la sensibilidad de sus parésitos).
- Determinar si existe resistencia en una plaga (comparar razas).

Vamos a ver como disehar este tipo de bioensayo y como usar el "probit anélisis” para
analizar los datos

Respuestas quantales

Los efectos (o respuestas) que se mide en un experimento, se pueden dividir en dos
tipos:
- gradual por ejemplo: cambios en peso o cambios en la reproduccidbn
- quantal por ejemplo: muerto/vivo, dormido/despierto, enfermo/sano,
germinado/no germinado

En bioensayos donde se usa probit analisis siempre se trata de respuestas quantales (en
Inglés: binomial response). Por ejemplo después de un tratamiento con insecticida un
insecto puede ser muerto o vivo, no hay otra posibilidad. No todos los insectos van a
tener la misma respuesta porque cada individuo tiene su propia sensibilidad. Por este
vamos a aplicar diferentes niveles del estimulo a grupos de individuos. De cada individuo
se determina si tiene la respuesta o si no tiene la respuesta. Para el grupo en su total
resulta un porcentaje de respuesta (por ejemplo 78% muertos).

Estudiar el efecto de un producto | ’

Para indicar la toxicidad del producto o la sensibilidad del organismo normalmente se
_usa la DL50 (DL = Dosis Letal). La DLS0 es la dosis que mata el 50% de una

2



poblacibn de un organismo. En experimentos con diferentes concentraciones se habla de
CLS0. Es importante decir que la DLS0 es una caracteristica de una poblacion de
organismos. No se puede hablar de una DLS0 de un individuo.

Bioensayo

En un bioensayo se divide una poblacibn en diferentes grupos de individuos. Se tiene
que tomar en cuenta algunas condiciones importantes:

- La poblacidbn que se usa en el experimento tiene que ser homogénea. Por
ejemplo se usa insectos del mismo estadio de desarrollo, de la misma edad,
etc.

- Se dividen los individuos de la poblacibn al azar en diferentes grupos.

- Se tiene que asegurar que las respuestas de los individuos en el experimento
sean independientes. Por ejemplo hay dependencia cuando los individuos
pueden producir quimicos que influyen en la respuesta de otros individuos.
Esto se puede realizar tratando cada individuo individual, pero si no es
préactico se tiene que buscar otra alternativa.

Cada grupo se trata con un diferente dosis del producto. Normalmente se usa una serie
exponencial de diferentes dosis.

Ejemplos: 1,3,9, 27, 81, etc.
001,0.1,1, 10, 100, etc.

Después de un perfodo fijo se toma los datos. De cada individuo se determina si tiene o
si no tiene la respuesta. Por ejemplo 24 horas después del tratamiento determinar de
cada insecto si esta muerto o vivo.

Usar un testigo y hacer correcciones

En el experimento también se incluye grupos que no llevan tratamientos: los testigos.
Esto es importante para saber si también hay respuesta sin usar el producto. Por
ejemplo en un bioensayo de insecticida algunos insectos podrfan morir por otras razones
(edad, manejo durante el experimento, canibalismo, etc.)

La respuesta del testigo se usa para corregir las respuestas de los diferentes tratamientos
(dosis). Se puede usar la siguiente formula que se llama "Abbott’s correction"”.

a-»b
a

% respuesta corregida = x 100%

a = porcentaje sin respuesta en el testigo
b = porcentaje sin respuesta en el tratamiento



Ejemplo: ' .
Eil urlr bioensayo se usaron diferentes dosis de un insecticida y se observdb como
respuesta la mortalidad de insectos. En el testigo se observd una mortalidad de 7%.
La respuesta en el testigo es 7%, entonces el porcentaje sin respuesta (a) es 93%.
Con una de las dosis se observa una mortalidad de 70% entonces el porcentaje sin
repuesta a este dosis (b) es 30%

Para calcular la mortalidad corregido con este dosis se usa la formula de Abbott:

% mortalidad corregida = o3 9-3 30 4 100% - 67.7%

El efecto de este método de correccidn con diferentes niveles de respuesta se puede
observar en la Tabla 1. :

Tabla 1 Ejemplo de "Abbott’s correction” con 7% mortalidad en el testigo

Mortalidad

observada corregida (7%
mortalidad en
testigo)

20 14.0 ‘I‘

40 355 ||

50 462 ||
N 70 67.7 “

90 89.2

100 100

Ejemplo de bioensayo

Vamos a ver como se realiza un bioensayo usando un ejemplo para determinar el efecto
de un insecticida sobre un insecto. Los datos en este ejemplo son artificial para mostrar
claro el efecto de las transformaciones. "

Supongamos que tenemos una poblacibn de insectos homogeneos. Al azar se toman 9
grupos de 100 insectos y cada grupo se trata con una dosis diferente. También se usa un
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testigo (por ejemplo tratamiento con agua). Después de 24 horas se determina para cada
dosis el porcentaje de mortalidad. Con la formula de Abbott se calcula la mortalidad

corregida. La tabla 2 presenta los datos.

Tabla 2a Ejemplo de datos: dosis, porcentaje mortalidad (corregido con "Abbott’s

correction")

Tabla 2b Datos transformados: log(dosis), probits mortalidad

dosis mortalidad lﬁlog(dosis) mortalidad
“ corregido (%) (probits)
0.25 3 -0.60206 3.12
0.5 7 -0.30103 3.52

1 16 0 4.01
| 2 31 030103 45
| 4 51 II 0.60206 5.03

70 0.90309 552 n

16 85 120412 6.04

| 32 94 | 1.50515 6.55
|| 64 98 || 1.80618 7.05

En una figura, la curva dosis - mortalidad es una curva sigmoide asimétrica (sigmoide

con forma de S). Este forma de curva es fpica para muchas relaciones del tipo dosis -

respuesta. (Ver figura 1)

Esta curva serfa suficiente para estimar

la DLS0 o sea la dosis donde 50% de la

poblacibn va a morir (DL = Dosis Letal).

Pero en la vida real, los datos en
experimentos siempre tienen una
variacibn. Para dibujar muy precisamente
la forma de la curva necesitamos hacer
muchas repeticiones con muchos
diferentes dosis.

En el analisis probit se usa
transformaciones de los datos para
cambiar este curva en una linea recta.
Una recta es més facil de construir

wwrialiees CO

« 8 8 8 8 38 3838 s B
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Seste

Figure 1

Curva “Dosis -
en tabla 2a) )

Porcentaje mortal idad"® (datos




porque se pueden usar métodos
estadfsticos de regresibn lineal.

Transformacion logaritmica

En una figura dosis-mortalidad las
distancias entre las diferentes dosis no
son iguales. La razbn es que hemos
usado una serie de dosis exponencial.
Si tomamos el logaritmo de la dosis
resulta una escala con distancias I /

iguales. Usando esta transformacion P e S S
se puede cambiar la forma asimeétrica wwsmro -
de la curva de mortalidad. La L _

Figura 2 presenta la curva Figure 2 i(:tz::‘ :hog:g::n;: Q-Zbl;orcentajc mortal {dad"
"Log(Dosis) - Porcentaje mortalidad"

(ver datos en tabla 2a y 2b).

wrte tiese CO

e ¢ 8 8 & 8 8 3 8 8 §

Note que con esta transformacién no se puede incluir el testigo en la grafica.
Transformacion probit

La curva "Log(dosis) - Mortalidad" tiene una forma sigmoide simétrica. La forma parece
muy similar a una acumulativa de la distribucibn normal donde la escala del eje X se
divide en unidades de desviacibn estandar normal (ver Figura 3). Porque esta escala
tiene valores negativos se usa otra escala similar donde se aumenta cada valor con 5.
Estas unidades se llaman probits. La transformacibn porcentaje -> probit se presenta en
la figura 4.

Tablas de transformacibn de porcentajes a probits se puede encontrar en muchos libros
de estadistica. (ver Anexo 1)

Entonces en el bioensayo, los
porcentajes con una distribucion
normal alrededor de 50% se puede
transformar en probits. En una
grafica los puntos de "Log(dosis) -
Probit mortalidad" forman una linea
recta (ver Figura 5). Este iinea recta
se puede dibujar visualmente o
también se puede usar la técnica de
regresion lineal para estimar la Knea.

e« @« 8 5 86 3 5 5 s 8 8
r—r— —rr

Figure 3 Distribucion normal y cumnulativa normal
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Figure 4 Transformacion Porcentajes <--=> Probits

Resumen del método
- Dividir una poblacibn de organismos al azar en grupos
- Cada grupo se trata con una diferente dosis incluso un testigo
- Para las dosis se usa una serie exponencial
- De cada grupo se determina el porcentaje respuésta

- Calcular respuesta
corregida (formula de
Abbott) 4
- Presentar los datos en una ’
grafica de Log(Dosis) - o} .
Probit mortalidad ol .
- Con el método de . ~ o
regresibn lineal construir la i s .
recta } . o
- Estimar la DL50 y DL90 - .
de la grafica "

Figure 5 Relacion Log(Dosis) - Probits mortalidad (datos
en tabla 2b)



Comparar

El método de probit anélisis nos
permita comparar el efecto de T S R
diferentes productos (por ejemplo of
comparar Neem con Decis) o
comparar diferentes plagas.

log ¢

“

Ejemplo: o}
Suponga que en un especie de insecto .
tenemos una raza resistente (R) y una i T T Tl S S T

raza susceptible (S). Las curvas ' ‘ TRy -
: : : Figure 6 Log dosis - probit mort s razas. La
LOg(DOSlS) - Probit mortalidad de los r:go R c: respir stente, rl: raza S es susceptible.

dos tribus se presenta en Figur a 6. La distont;::? d: locl re;:tu ?ralolu indice la
Para comparar las dos tribus se puede et ble oo g cive- 8 o8 1 veces mes

usar la distancia de los rectas
paralelas. La susceptibilidad relativa r .
indica que S es r veces mas susceptible que R. La distancia de los rectas es log r. (Ver

Figura 6)
Teoria y practica

Como siempre la teorfa es mas hermosa que la practica. Por ejemplo en esta teorfa no
existe una mortalidad de 100%. No obstante en. experimentos siempre se va a encontrar
una mortalidad de 100% con dosis suficientemente grandes. Para evitar problemas con la
forma de la recta es recomendable solo considerar respuestas entre 15% y 85% o sea
entre 4 y 6 probits.

Otro problema que se puede encontrar es la homogeneidad de la poblacibn. Suponga
que se usa una mezcla de los dos
razas (ver ejemplo anterior) con
proporciones 50% R y 50% S.
Usando esta mezcla en un bioensayo
resulta la curva de Figura 7 que no es
una recta. Si los diferencias son mas S
pequenos es mas dificil reconocer la
desviacibn de la recta (por ejemplo
en el caso de diferencias entre o'd* y
£¢ o en una mezcla de larvas en
diferentes estadios de desarrollo). it

reR rermae
- -
—

m

b

Figure 7 La curva log dosis - probit mortalidad de una
raza R (resistente) una raza S (susceptible) y
una poblacion heterogeneo H (50X R y 50X S)



Interpretar la pendiente de la curva

La pendiente de la curva indica la variabilidad en el experimento. Una pendiente plano
indica mas variabilidad y una pendiente abrupta indica menos variabilidad. La
variabilidad se encuentra por parte en la poblacibn que se usa en el experimento. No
obstante también en la ejecucidon del experimento se puede introducir variabilidad.

Para comparar dos 0 més rectas (por ejemplo de 2 diferentes fungicidas) es importante
que las ineas estan paralelos. En el caso que dos ineas nos estan paralelas hay que
considerar si es valido comparar los dos plaguicidas.

Diferentes métodos

Ya hemos hablado sobre el anlisis probit donde se calcula el log(dosis) y se usa una
tabla para transformar porcentajes en probits. Después se usa regresion lineal para
construir la Knea recta y estimar el DLS0. Este se puede hacer facilmente con el

programa LOTUS.

En otro método se usa papel grafico especial con una distribucibn logadtmico en una
eje, y una distribucibn normal (porcentajes) en la otra eje. En este papel se puede entrar
directamente el porcentaje mortalidad con su dosis y dibujar visualmente la fnea recta.

Un método més sofisticado es el uso de programas estadisticas (por ejemplo
SPSS/PC+) para hacer el analisis. Ventaja de este método es que funciona muy rapido
y que el anllisis es mas preciso.

En los ejemplos practicos vamos a comparar los diferentes métodos



Ejemplo 1: Toxicidad (DLS0 y DL90) de un insecticida para un insecto

1)

2)

3)

4)

Entrar datos:
Se entra los datos del experimento en LOTUS en 3 columnas. La primera linea tiene los nombres de

los 3 variables. Elegir nombres cortos y l6gicos. Grabar la hoja de datos en el disco duro con un
nombre légico (por ejemplo C:\DATA\LOTUS\EJEMPL_1.WK1)

“ Dose NumUsed NumDead
0.16 120 3
0.22 120 11
031 119 53
0.43 120 91
|| 060 119 107
Dose = osis del insecticada .
NumUsed = Numero de insectos en ¢l experimento

NumDead = Numero de insectos muertos 24 horas después del tratamiento con insecticida

Primer método: _

- Usando LOTUS se puede afiadir una columna con LOG(dosis) y otra columna con el
porcentaje mortalidad.

- Usando una tabla (transformacién de porcentaje a probits) se puede afiadir una columna con
probit mortalidad.

- Hacer una gréfica del tipo XY con LOG(dosis) en el eje X y con Probit Mortalidad en ¢l éje
Y. Los puntos se representa por simbolos (no conectarlos con l{neas).

- . Grabar la gréfica ¢ imprimirla.
- Dibujar visualmente la inea recta y estimar el DL50 y DL90.

- Ademés, con LOTUS se puede hacer una regresién para calcular la linea recta. ¢ Que es la
formula de la linea recta segfin LOTUS ? :

Segundo método:

- Usar papel gréfico con distribucién en el eje X logarftmico y en el eje Y la distribucién
normal de probabilidad.

- Entrar las puntos Dosis - Porcentaje Mortalidad

- Dibujar visualmente la linea recta y estimar el DLS0 y DL90.

Tercer método:

- Eatrar el programa SPSS/PC+ y dar los comandos:

TRANSLATE FROM ’c:\data\lotus\ejempl_1.wk1’ /FIELDNAMES.
PROBIT NUMDEAD OF NUMUSED WITH DOSE /PRINT ALL.
- ¢ Que es el DLS0 y el DL90 ?
- ¢ Que es la formula de la Hnea recta segtin el programa SPSS ?

Comparar: :

- Comparar sus estimaciones del DL50 y DL90 con el anélisis del' programa SPSS.

- Comparar la linea recta calculado por LOTUS con la Hnea recta calculado por SPSS. La
diferencia se explica porque LOTUS da el mismopeso a cada uno de los 5 puntos mientras
SPSS usa diferente peso para los puntos. Este peso esta basado en el nimero de observaciones
Y en el porcentaje mortalidad (porcentajes alrededor de 50% tienen més peso que porcentajes
muy bajos o muy altos).

10 .
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ANALYSE DE LA DOSE LETALE 50
Présentation du module d'analyse
et du gestionnaire de base de données

Miche!l GINER
CIRAD-CA, UR. Biométrie Informatique

BP.5035, 2477, Avenue du Val de Montierrand
34.032 MONTPELLIER Cédex 1 - FRANCE -

A) LE LOGICIEL D'ANALYSE DL50 Version 4.6
1) LES OBJECTIFS DU LOGICIEL

Ce logiciel permet c'analyser statistiquement, sur micro-ordinateur et de fagon conversationnelie,
Peffet de concentrations croissantes d’'une matdre active insecticide sur le taux de mortalité de lots dinsectes

(relation dose x effet), par ajustement des résultats & une drolte, aprés transformation logarithmique des

concentrations, et probit des fréquences cumuiées de mortalité (drolte de Henry) ce qui permet de résoudre
€t des doses.  permet de déterminer des coses-seuils
ou doses-iétales remarquables (D120, DLSO, M)mmmpommnpopuubn
(respectivement 20%, 50%, S0%) et de tracer le graphique de cetts régreasion indaire. It permet dgalement
d'archiver les donndes et les résultats de chaque essal, et C'effectuer le test de paraliéisme des droites de

régression prises deux 4 deux.

2) METHODE

La méthods sulvie s'lnspire du modéie danalyse proposé par J. GRY (Expérimentation insecticide:
détermination des doses Iétales - INA-PG), iul-méme dérivant de celul de FINNEY (probit analysis). Sa
programmation .8'appuie sur I'aigorithme mis au point par DAVIES complété, amélioré et testé par Mr
Lomoeameupmem«umm: ]

1) Saisie ot archivage dans un fichler ou lecture des données : nombre de doses, nombre dinsectes
mnwmrmmnmmqmmbm.mmwaummu

2) Transformation logarithmique des doses (log10)

G)Cdaddolamoponbndomnamméomehaqmdou.mwmdohpfoponbnde
mortafité naturelle dans le témoin, selon la formule & ABBOTT : -

P'-C
P
avec P = proportion de monalité corrigée! ' )
P'= proportion de mortalijé observée
C-proponbndeu\onalflédamlatmm

4) Corwersion de la monalité corrigée en probl empirique Y utiisant l"aigorithme &' approximation
polynomiale de 1a distribution normale inverse.de HASTINGS, avec affectation des valeurs extrémes
suivantes :

8.4 pour 100% de monalité et 1,6 pour 0%

5) Calcul de la régression provisoire probit empirique/iog 10 dose (croite de HENRY) aprés dlimination
des doses ayant donné 0 ou 100% de réponse. Si le nombre de doses restantes est inférieur 2 5, le
programme s'arréte.

“anies
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