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CAPÍTULO 8 

Bioensayos con entomopatógenos 

y uso de protocolos 

Andrea V. Toledo, Claudia C. López Lastra, Alejandra C. 

Gutierrez, Evangelina Muttis y Juan José García 

Bioensayos: Definición; Objetivo; Utilidad. Bioensayos con hongos entomopatógenos: Pre-

paración de inóculos; Métodos de inoculación; Protocolos estandarizados. Bioensayos con 

bacterias entomopatógenas: Determinación de la concentración letal media (CL50) y la poten-

cia de formulados de Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti) y de Bacillus sphaericus. Bioen-

sayos con virus entomopatógenos. 

Bioensayos 

Definición 

Cualquier experimento en el que se usan seres vivos como objeto de estudio para medir la 

potencia de un estímulo. 

Objetivo 

El objetivo principal de un bioensayo es reflejar la realidad de como afectaría el estímulo a 

los organismos vivos en su medio natural. 

Utilidad 

Los bioensayos pueden ser usados para: 

• Determinación de la virulencia

• Comparación de la virulencia entre aislamientos

• Determinación de dosis-respuesta
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• Determinación del rango hospedador 

• Determinación del potencial epizoótico 

• Determinación de los efectos sobre factores abióticos y bióticos: edad del hospeda-

dor, planta hospedera, humedad, temperatura y formulación 

 

Los bioensayos pueden proporcionar información valiosa sobre la interacción entre el pató-

geno, el insecto y el medio ambiente, pero el valor de los resultados depende del diseño, la 

ejecución, el análisis y la interpretación de los resultados. Asimismo, el objetivo y las hipótesis 

deben ser definidos antes de realizar el diseño experimental, el cual deberá tener en cuenta las 

siguientes consideraciones:  

 

En cuanto a aspectos biológicos: 

• El patógeno no debe perder virulencia en cultivo. 

• El inóculo debe ser viable. En el caso de los hongos entomopatógenos se utiliza 

como parámetro la viabilidad o porcentaje de germinación. 

• El método de aplicación debe ser el adecuado, para lo cual previamente se deben 

probar diferentes metodologías de aplicación hasta encontrar la más precisa y efec-

tiva para cada modelo hospedador-patógeno seleccionado.  

• El insecto que se utilice debe estar sano y no debe haber estado sometido a estrés 

y/o a condiciones de hacinamiento. 

• Se deben utilizar insectos no tratados como control para evaluar la supervivencia de 

los insectos sin la aplicación del patógeno. Los controles pueden ser positivos 

(usando por ejemplo solo el diluyente en el que se suspenden las esporas) y tam-

bién negativos (sin ningún agregado). 

• Es fundamental conocer el ciclo de vida del insecto problema y sus condiciones de 

cría artificial, por ejemplo tipo de dieta, temperatura y humedad de desarrollo. 

• Se debe estimar la temperatura y la humedad relativa a lo largo del ensayo. 

 

En cuanto a los aspectos estadísticos: 

• Se deben definir tanto el tamaño de la muestra como la cantidad de réplicas por tra-

tamiento. 

• Se debe desarrollar un procedimiento de muestreo que refleje el estado de salud del 

patógeno en el campo. 

• Se deben seleccionar adecuadamente los test estadísticos que consideremos co-

rrectos para probar las hipótesis planteadas. 
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Bioensayos con hongos entomopatógenos 

Preparación del inóculo a partir de cultivos en estado sólido 

Para preparar el inóculo lo primero que se debe tener en cuenta es si los conidios a utilizar 

son o no hidrofóbicos. En el primer caso se recomienda realizar la suspensión de los mismos 

en agua destilada estéril con el agregado de un tensioactivo que evite la agregación de los 

conidios en cúmulos, lo cual impide una dispersión homogénea. Los tensioactivos mayormente 

utilizados en los bioensayos con hongos entomopatógenos son Tween 20 y Tween 80 (polisor-

bato de sodio), en una concentración de 0,01% v/v. 

Una vez seleccionado el vehiculizante adecuado, se debe proceder a extraer o cosechar los 

conidios a partir del cultivo fúngico. Si el cultivo se encuentra crecido en medios de cultivo artifi-

ciales en placas de Petri, los conidios podrán cosecharse raspando con una espátula toda la 

superficie de la colonia y depositándolos directamente dentro de tubos de ensayo conteniendo 

el vehiculizante. Si los conidios fueron crecidos sobre un sustrato natural, como por ejemplo 

granos de arroz, una de las formas de extraerlos es colocando una cantidad adecuada de gra-

nos dentro de los tubos y agitándolos vigorosamente a fin de provocar su desprendimiento. De 

esta manera obtendremos una suspensión madre.  

Antes de realizar la cuantificación, la suspensión madre deberá ser filtrada a través de una 

malla de nylon a fin de eliminar los restos de micelio. A partir de esta suspensión deberemos 

realizar diluciones seriadas con el objetivo de efectuar el recuento en una de las diluciones 

menos concentradas. Generalmente se realizan diluciones seriadas 1/10, lo que significa que 

iremos transfiriendo 1 ml de la suspensión precedente a 9 ml de la siguiente. De este modo los 

tubos deberán rotularse como se indica a continuación: 
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Por lo general el recuento se efectúa perfectamente a partir de la tercera o cuarta dilución. 

Para esto se toma una alícuota mediante una micropipeta y se deposita en un hemocitómetro 

(en este caso usamos la cámara de Neubauer). Previo a la toma de la alícuota es conveniente 

agitar en vórtex la suspensión para lograr que los conidios se distribuyan en forma homogénea 

en la cuadrícula. 

Debido al tamaño de los conidios fúngicos el recuento puede efectuarse contemplando las 

cinco celdas que se indican en la figura con la letra C o las cuatro designadas con letra A. En el 

esquema se observa solo uno de los cuadrantes, pero todas las cámaras poseen uno superior 

y uno inferior de iguales características. 

El recuento de los conidios se realiza en las celdas del cuadrante superior y en las del cua-

drante inferior. La suma obtenida en ambos cuadrantes se promedia, y el resultado obtenido 

(X) se multiplica por el factor de dilución (por ejemplo, si contamos a partir de la tercera dilución 

seriada este será 1.000), y por el número que contempla el volumen total de las celdas cuantifi-

cadas de ambos cuadrantes, y que nos permite obtener la cantidad de conidios por mililitro (si 

el recuento se efectúa en las celdas C este número será 50.000, mientras que si se hace en las 

celdas A el mismo será 2.500).   

Por último se deberá ajustar la concentración del inóculo a la deseada, utilizando la siguien-

te fórmula: 

C1 es la concentración de la suspensión madre, V1 es el volumen que se debe tomar de la 

suspensión madre para obtener la deseada, C2 es la concentración deseada y V2 el volumen 
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de inóculo que queremos preparar. Por consiguiente, lo que se debe hacer es despejar la fór-

mula para averiguar V1. Por ejemplo, si queremos preparar 5 ml de una suspensión con una 

concentración de 1 x 108 conidios/ml y obtuvimos que la suspensión madre tiene una concen-

tración de 2,5 x 109 conidios/ml, los cálculos serían los siguientes:  

De manera que deberemos extraer 2 ml de la suspensión madre y colocarlos en 3 ml de 

Tween para obtener 5 ml de una suspensión con una concentración de 1 ī 108 con/ml. Así se 

concluye con la preparación del inóculo, que luego podrá ser aplicado sobre los insectos blanco 

utilizando las distintas técnicas mencionadas a continuación. 

Nota. Es importante destacar que el hemocitómetro que usamos en este caso, Cámara de 

Neubauer, se utiliza también para cuantificar bacterias y virus. 

Métodos de inoculación 

-  Tópica: El inóculo se aplica sobre el tegumento del insecto. 

1. Aplicación directa: el inóculo se aplica directamente sobre el insecto

a. Inmersión

b. Pulverización

2. Aplicación indirecta: el inóculo se presenta a través de un sustrato secundario.

-  Intrahemocélica: El inóculo es inyectado en la hemolinfa de los insectos. Se utiliza princi-

palmente cuando se realizan estudios inmunológicos. 

- Per os: El inóculo es aplicado sobre el alimento que será ingerido por el hospedador. 

Parámetros a considerar 

• Concentración letal 50 (CL50)

• Concentración letal 90 (CL90)

• Dosis letal 50 (DL50)

• Dosis letal 90 (DL90)

• Tiempo letal 50 (TL50)

• Tiempo letal 90 (TL90)

• Supervivencia

• Mortalidad acumulada / corregida por la fórmula de Abbott
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Si alguno de los controles murió, se deberá ajustar la mortalidad corrigiéndola con la fórmula 

de Abbott: 

Si el porcentaje de mortalidad en el control fuera igual o superior al 20%, el tratamiento de-

berá ser descartado y tendrá que ser repetido ya que no tiene validez para los análisis estadís-

ticos posteriores. 

Protocolos (Modificados de Landa et al., 1994)

Aplicación por inmersión 

• Preparar una suspensión de conidios de por ejemplo Metarhizium anisopliae en

Tween 80, 0.01% (v/v), a partir de cultivo en arroz: Agregar Tween al cultivo en

arroz y filtrar para obtener la suspensión madre, centrifugar 10 minutos en centrífu-

ga de mesa a 500 G y volver a suspender el pellet en 10 ml de Tween, luego colo-

car en un vórtex durante 2 minutos y hacer 3 diluciones seriadas.

• Cuantificar el número de conidios/ml mediante el uso de un hemocitómetro (Cámara

de Neubauer) y diluir hasta obtener 1 x 107 conidios/ml.

• Esta suspensión será inoculada mediante la técnica de inmersión: Diez larvas de III

estadio de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) serán sumergidas en la

suspensión de conidios, la cual se colocará en un recipiente de capacidad conocida,

y otras diez serán sumergidas en Tween 80 0.01% y usadas como controles.

• Una vez secadas al aire en cápsulas con papel de filtro, las larvas se colocarán en

dieta artificial (sin inhibidores) por 24 horas y luego se pasarán a recipientes con

dieta artificial completa, con inhibidores (que pueden ser antibióticos).

• Utilizar para cada tipo de aplicación 10 larvas (3 repeticiones) y 10 larvas como con-

trol. Este es el número mínimo recomendado, en general lo ideal es utilizar el máxi-

mo número de individuos disponible para cada repetición.

• Registrar la mortalidad cada 24 horas hasta los 5 días después de realizado el ensayo.

• Explicar los resultados obtenidos de los ensayos realizados en el siguiente TP.

• Explicar que relación tienen los resultados logrados con los postulados de Koch.

NOTA: El Tween utilizado como tensioactivo debe ser esterilizado previamente en 

autoclave a 120 ºC durante 20 minutos. 
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Aplicación por pulverización. Conidios secos 

 

• A partir de un cultivo esporulado del hongo entomopatógeno seleccionado (por 

ejemplo Beauveria bassiana) se realizará un barrido o raspado superficial de los co-

nidios con ansa de Drigalsky, en condiciones estériles (bajo cámara de flujo lami-

nar). Con un pincel de pelo de marta esterilizado previamente se espolvorean esos 

conidios sobre los insectos “blanco” seleccionados. El primer día permanecerán sin 

alimento o bien con alimento sin inhibidores (antibióticos u otros) y a partir de las 48 

horas se pueden alimentar con dieta artificial con inhibidores de bacterias u otros 

hongos, o bien con alimento natural (hojas / plántulas del cultivo del cual se alimente 

ese insecto) de acuerdo al insecto seleccionado para el ensayo. 

• Los insectos se acondicionarán en recipientes adecuados (limpios y con ventilación 

apropiada) de acuerdo a la especie de insecto blanco seleccionado, y se mantendrán 

en cámaras incubadoras bajo condiciones controladas de temperatura, por lo general 

de 25 ºC, fotoperíodo a designar (por lo general 12 hs luz y 12 hs oscuridad) y hume-

dad relativa en general entre 70% - 80%, aunque puede variar de acuerdo a la espe-

cie fúngica y a la especie de insecto hospedador. En el caso de los hongos Entomop-

hthorales la temperatura máxima recomendada es de 20 ºC. Siempre se deben utilizar 

igual cantidad de insectos como control. En este caso el control positivo sería espolvo-

reado con conidios previamente esterilizados y el negativo sin ningún agregado de 

conidios. El ensayo deberá tener un número mínimo de 10 insectos por replica (en lo 

posible y aconsejado es 25 insectos cada uno si hay disponibles), así como los con-

troles y deberán realizarse tres réplicas de cada uno (mínimo). 

• Se realizarán controles de insectos muertos cada 24 horas hasta 10 días posterio-

res y se comparará la mortalidad con los insectos no tratados o controles. Los ensa-

yos deberán ser repetidos al menos tres veces en el tiempo (mínimo aceptable 2). 

• Los hongos deberán ser re aislados a partir de los insectos muertos en medio de 

cultivo esterilizado (recomendable SDYA 25%) o bien, si no se observa esporulación 

externa, se deberán disecar y observar los tejidos bajo el microscopio óptico para 

verificar la causa de la muerte por la acción del hongo. 

 

NOTA: Mediante este método no es posible estimar una concentración exacta de 

conidios aplicados por insecto, si se puede estimar en forma relativa. 

 

 

Aplicación por pulverización. Suspensión de conidios 

 

Bioensayo 1 

Ejemplo de protocolo de bioensayo contra Triaelurodes vaporariorum (Homoptera: Aleyrodidae)  

a) Organizar una colonia de Triaelurodes vaporariorum en plantas de tomate. 
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b) Cortar las hojas que presenten ninfas del IV estadio y pasarlas por agua destila-

da estéril. 

c) Remover cada una de las ninfas con una aguja entomológica y colocarlas sobre un 

portaobjetos limpio (10 ninfas por portaobjeto). 

d) Preparar una suspensión de conidios en Tween 80 (0.01%) a partir de un cultivo es-

porulado. Estimar la concentración de esa suspensión madre cuantificando el núme-

ro de conidios en un hemocitómetro (Cámara de Neubauer), y a partir de esta diluir 

en forma seriada hasta obtener la concentración final deseada, un ejemplo puede 

ser 1 x 107 conidios/ml. 

e) Colocar 5 µl de la suspensión de conidios sobre cada ninfa ubicada en el portaobje-

tos y dejar secar al aire bajo cámara de flujo laminar. 

f) Cada portaobjetos se ubicará en una cápsula de Petri de 100 mm de diámetro pre-

viamente esterilizada, en cuyo interior se colocará papel de filtro humedecido en 

agua destilada (cámara húmeda) y se incubará a 25 ºC en oscuridad. 

g) Diariamente evaluar el número de adultos emergidos y el número de ninfas infecta-

das (registrar a las 48, 72, 120, 144 y 168 horas). 

h) Los hongos deberán ser re aislados a partir de los insectos muertos en medio de 

cultivo esterilizado (recomendable SDYA 25%) o bien si no se observa esporulación 

externa, se deberán disecar y observar los tejidos bajo el microscopio óptico para 

verificar la causa de la muerte por la acción del hongo 

i) Control: se colocan solo 5 µl de Tween 80 (0.01%) sobre las ninfas. Deberían emer-

ger la mayor cantidad de adultos. 

 

Bioensayo 2 

a) Preparar una suspensión de conidios de Metarhizium anisopliae en Tween 80 

(0.01%) a partir de un cultivo puro. Agregar Tween al cultivo y obtener los conidios 

por raspado con ansa de Drigalsky esterilizada. Cuantificar el número de conidios 

por mililitros presentes en la suspensión madre utilizando un hemocitómetro (Cáma-

ra de Neubauer). Luego realizar las diluciones seriadas pertinentes hasta obtener el 

número deseado de conidios por mililitros, en general es aproximadamente 1 x 107 o 

1 x 108 con/ml. 

b) Homogenizar bien la suspensión en vórtex durante 2-3 minutos y aplicar median-

te un pulverizador manual, o bien con algún aplicador adaptado para tal fin, so-

bre los insectos. 

 

Bioensayo 3 

Ejemplo de protocolo con Aphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae) 

a) A partir de una colonia de Aphitobius diaperinus seleccionar insectos adultos de la 

misma cohorte y similar tamaño y peso. 
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b) Preparar una suspensión de conidios de la cepa del hongo seleccionada (Metarhi-

zium anisopliae o Beauveria bassiana) en Tween 80 (0.01%) a partir de un cultivo

esporulado de 15 días de incubación (concentración final 1 x 108 conidios/ml).

c) Colocar 5 µl de la suspensión de conidios con una jeringa Hamilton o bien con una

micropipeta, sobre el dorso de cada uno de los insectos.

d) Los tratamiento incluirán insectos infectados con los conidios fúngicos, insectos in-

fectados con conidios fúngicos más tierra de diatomeas, insectos inoculados solo

con tierra de diatomeas e insectos control (con el agregado de solo 5 µl de Tween

sin conidios a cada insecto).

e) Otra opción será aplicar las suspensiones determinadas previamente sobre un pa-

pel de filtro ubicado en una caja de Petri (100 mm de diámetro), por donde se ex-

pondrán a caminar los insectos.

f) Los insectos tratados serán acondicionados de a 5 en recipientes de plástico de 250

cc de capacidad con tapa ventilada (tela de voile) sin alimentar por 24 horas, y luego

se les agregará la dieta correspondiente (harina de maíz) y se llevarán a incubar a

25 ºC en oscuridad. Serán usados 20 insectos por tratamiento y con 3 repeticiones

cada uno, más dos réplicas en el tiempo.

g) Cada 24 horas y hasta 10 días post tratamiento los insectos serán revisados, en ca-

so de detectar mortalidad será registrada y los insectos muertos serán acondiciona-

dos en cámaras húmedas en cápsulas de Petri de 100 mm de diámetro conteniendo

papel de filtro levemente humedecido con agua destilada.

h) Una vez que se detecte la emersión del micelio sobre el cuerpo de los insectos tra-

tados, aproximadamente 48-72 horas post mortem, será re-aislado el hongo en me-

dio de cultivo (SDYA), y si el hongo inoculado se desarrolla esto será la comproba-

ción experimental de los postulados de Koch.

i) Los resultados de mortalidad serán analizados mediante análisis de varianza ANO-

VA y test de T de Student. Se estimará el Tiempo letal 50 (TL50) para estimar agre-

sividad de las cepas fúngicas utilizadas.

Aplicación por Inyección intrahemocélica 

a) Los cuerpos hifales o protoplastos fúngicos deberán ser cultivados en medio líquido

y para la inyección se usarán cultivos de dos o tres días.

b) Para preparar el material a inyectar, el cultivo debe ser lavado y centrifugado y,

en el caso de cuerpos hifales o blastosporas pueden ser filtrados y el micelio la-

vado con agua destilada estéril antes de ser agregado a un volumen final de

agua destilada, o bien puede ser sin preparación previa, esto depende del hongo

del que se trate.
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c) Las suspensiones de cuerpos hifales, blastosporas o protoplastos serán inoculadas 

en el insecto a tratar mediante inyección intrahemocélica en cantidades (5 - 10 µl) 

de acuerdo al tamaño del insecto en la base de una de las propatas. Es importante 

insertar el inócculo (suspensión fúngica) en el hemocele con cuidado especial de no 

invadir el intestino durante el proceso. 

d) Las microjeringas pueden estar adheridas a agujas utlrafinas de vidrio o metal (en 

general se usan de metal). 

e) Se puede hacer en forma manual, pero lo ideal es utilizar un microinyector especial 

que dosificará con exactitud la cantidad de suspensión a ser inyectada en el insecto. 

f) Una vez inyectados los insectos pueden ser mantenidos bajo condiciones normales 

a ser establecidas de acuerdo al ensayo. 

 

 

Aplicación Per os 

 

Efecto del cebo formulado con hongos entomopatógenos sobre ninfas y adultos de Blattella 

germanica (Blattodea: Blattellidae) 

a) Preparar el cebo con 6 g de comida para perros seca y triturada mezclada con 100 

ml de agar-agua al 0,5%.  

b) Añadir 1ml de una suspensión de 1 x 109 conidios/ml a 4 g del cebo y colocar 4 ml 

de esta mezcla en placas de Petri (diámetro: 3,5 cm) esterilizadas. Para los contro-

les usar los cebos sin aplicarles la suspensión fúngica.  

c) Exponer grupos de 10 adultos y de 10 ninfas de III estadio de B. germanica a estos 

cebos durante 72 horas. Colocar los insectos dentro de un recipiente de 250 cm3 

con alimento y agua, que serán renovados cada dos días.  

d) Mantener los insectos tratados y controles en incubadora a 25 ± 1 ºC, 70 ± 5 % HR 

y con un fotoperíodo de 12:12 luz /oscuridad.  

e) Controlar la mortalidad diariamente durante veinte días.  

f) Repetir el ensayo tres veces en diferentes tiempos.  

g) Las cucarachas muertas deben ser removidas diariamente y colocadas en cámaras 

húmedas para comprobar el desarrollo del hongo sobre el insecto. 

 

Nota: Ejemplos para cada caso, por lo tanto las especies propuestas a utilizar en los 

bioensayos son sugerencias. 

 

 

Bioensayos con bacterias entomopatógenas 
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Protocolo para la determinación de la concentración letal media (CL50) y la potencia  

de formulados de Bacillus thuringiensis var israelensis (B.t.i) y Bacillus sphaericus (Bs) 

El principio de los bioensayos en los que se determina la potencia de los formulados y la con-

centración letal media (CL50) se basa en la comparación de las mortalidades de larvas de Aedes 

aegypti (Diptera: Culicidae) producidas por el B.t.i, y de Culex pipiens (Diptera: Culicidae) produ-

cidas por Bs evaluado y el estándar correspondiente, IPS82 (B.t.i.) y SPH88 (Bs) provisto por el 

Centro Internacional de Bacillus entomopatogénicos del Instituto Pasteur, Paris, Francia. 

Se utilizan recipientes plásticos de 200 ml con 150 ml volumen final de agua deionizada. En 

cada recipiente se agregan 25 larvas de IV estadio temprano de Ae. aegypti y la cantidad sufi-

ciente de IPS82 para obtener concentraciones finales de 0.04, 0.03, 0.02, 0.01, 0.008 y 0.005 

mg/ml, y aproximadamente 10 veces más concentrados de los formulados de B.t.i, consideran-

do que los productos comerciales tienen entre 1200 y 600 UTI/mg . 

Tres recipientes se colocan para cada concentración de los formulados y de IPS82, y para 

el control, el cual consiste en 150 ml de agua demonizada sin el agregado de B.t.i. No se agre-

ga alimento a las larvas de Ae. aegypti durante la experiencia. Todos los ensayos se realizan a 

27 ± 1 ºC y fotoperíodo de 12:12 horas de luz: oscuridad en una cámara incubadora (marca 

Semedic, Mod. L-290).  

La mortalidad se determina mediante la cuantificación de las larvas que permanecieron vi-

vas a las 24 horas posteriores al tratamiento. Cuando se observan pupas se extraen y sus nú-

meros se excluyen de los datos. 

Cuando la mortalidad del control excede 5%, las mortalidades de los grupos tratados deben 

ser corregidas de acuerdo a la fórmula de Abbott. Pruebas con mortalidad en el control mayo-

res a 10% se descartan. Tomando como base la CL50 del estándar y de los formulados, se 

determina la potencia de los formulados. Para incrementar la precisión y exactitud los bioensa-

yos son repetidos al menos 3 días diferentes simultáneamente con el estándar. 

Las larvas utilizadas en los ensayos se obtuvieron de las colonias de Ae. aegypti (B.t.i) y 

Culex pipiens (Bs) que se mantienen en el Laboratorio de Biología y Control de Culícidos del 

CEPAVE utilizando métodos estándares para cría de mosquitos. 

La elección de larvas tempranas de IV estadio es debido a que son más representativas del 

total de susceptibilidad de la población “blanco” y también son mucho más convenientes para el 

manipuleo comparado con larvas más jóvenes. Es muy importante usar una población homo-

génea de larvas de IV estadio tempranas, las que son obtenidas luego de 5 días de emergidas 

(de acuerdo a nuestro modo estandarizado de cría). Para las poblaciones de Aedes, la estan-

darización de larvas es posible de realizar con cierta facilidad debido al sincronismo del ciclo de 

Ae. aegypti. Los huevos son puestos sobre un trozo de papel de filtro (y este puede ser conser-

vado por varios meses en una bolsa plástica sellada) y cuando es necesario tener larvas para 

ensayos, los papeles son sumergidos en agua declorinada para la posterior eclosión. Después 

de 24 horas de eclosionados los huevos, las larvas de estadio I son transferidas a un recipiente 

(25 x 25 cm) con dos litros de agua declorinada, con 500 a 700 larvas por recipiente. Cinco días 

después a 26 ºC, se obtendrá una población homogénea de jóvenes larvas de IV estadio (de 5 
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días de edad y 4-5 mm de longitud). Se les provee de “pellets” de alimento para cobayos moli-

do finamente, como alimento para las larvas. 

La potencia de los productos de B.t.i. evaluados se determinó contra uno de referencia IPS 

82 (cepa 1884) liofilizado en polvo sobre larvas jóvenes de IV estadio de Ae. aegypti (cepa 

Bora-Bora). El título de IPS82 fue asignado con 15000 ITU (international toxic units= unidades 

tóxicas internacionales) / mg de polvo sobre este insecto (De Barjac & Larget-Thiéry, 1984).  

 

La potencia de los productos se determina de acuerdo a la fórmula: 

 

 

 

 

Bioensayos con virus entomopatógenos (nucleopoliedrovirus, 

npv) sobre lepidópteros 

 

Infección experimental de larvas de Anticarsia gemmmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) o 

Spodoptera frugiperda mediante la contaminación superficial de la dieta artificial con una 

concentración conocida de cuerpos de inclusión de AgMNPV o SfMNPV, respectivamente 

• Podemos partir de OBs purificados (protocolo a continuación) o de larvas infectadas 

maceradas en mortero. 

• Homogeneizar las larvas infectadas en vórtex por 2 minutos y a partir de esta sus-

pensión hacer diluciones seriadas. Realizar la cuantificación de los cuerpos de in-

clusión (OBs) utilizando un hemocitómetro: Cámara de Neubauer. 

• Preparar una suspensión final de 1 ml de 1 x 106 OBs/ml. 

• Colocar 1 ml de la suspensión del virus, preparada en el paso anterior, sobre un frag-

mento de dieta artificial (utilizar un cuadrado de aproximadamente 0.5 cm de lado) y co-

locar 5 larvas sobre la dieta artificial. Recordar que debemos realizar como mínimo tres 

réplicas por tratamiento en diferentes tiempos con sus respectivos controles. 

• El control consiste en colocar 1 ml de agua destilada sobre la dieta artificial de A. 

gemmatalis y luego 10 larvas por recipiente. 

• Colocar las larvas tratadas y controles en incubadora a 20 ºC y observar cada 24 horas. 

• Registrar los resultados observados hasta los 8 días post- tratamiento, incluyendo el 

total de larvas muertas para cada caso.  

 

Otras metodologías utilizadas para bioensayos con virus: 

Incorporar la suspensión viral, con OBs previamente cuantificada, sobre círculos (de un área 

conocida), de hojas de plantas de dieta natural (por ejemplo para el caso de orugas defoliadoras).  
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Importante: siempre usar lavandina para lavar el material que fue utilizado con virus y utilizar 

guantes de látex. Enjuagar pipetas, pinzas, etc. en lavandina durante 5 minutos y luego enjua-

gar en agua destilada. Debemos observar siempre primero los controles. 
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