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Evaluación de métodos de cuantificación de proteínas en Tetranychus urticae 
para su uso potencial en la detección de resistencia a plaguicidas

Assessment of protein quantification methods in Tetranychus urticae, as a potential tool for 
resistance detection to pesticides

Cerna1 E, Y Ochoa2, R Mendoza1, MH Badii3, G Gallegos1, J Landeros1

Resumen. Se determinó un método de cuantificación de proteí-
nas, como un método potencial para determinar resistencia a pla-
guicidas, para la especie Tetranychus urticae Koch. Éste es un ácaro 
fitófago de una gran variedad de plantas tanto cultivadas como sil-
vestres. Para el desarrollo del experimento se utilizó una línea sus-
ceptible de T. urticae, así como tres líneas de campo. La cuantifica-
ción de proteínas se realizó por colorimetría, a través del Kit-II de 
Bio-Rad, utilizando Albúmina Sérica Bovina (BSA) como proteína 
de referencia. Para la preparación de las soluciones homogéneas se 
manejaron series de  10, 30, 50, 100, 300, 500 y 800 ácaros, cada una 
con 30 repeticiones. La linealidad obtenida para la curva estándar en 
cada uno de los diferentes métodos mostró valores de r2 entre 0,877 
a 0,985. El mejor método de cuantificación fue el de Bradford mo-
dificado por Brogdon, que mostró los valores de proteína más altos 
para las series de 10, 30 y 50 ácaros, además de ser rápido y versátil. 
La línea de ácaro susceptible (de laboratorio) presentó 0,2148 μg 
de proteína por cada μg de peso del ácaro. Al mismo tiempo, las de 
campo de fresa, rosal variedad Royalty y Rafaela mostraron valores 
de 0,2059, 0,1703 y 0,1550 μg de proteína por cada μg de peso del 
ácaro, respectivamente. Hembras adultas de T. urticae mostraron una 
mayor cantidad de proteína a los ocho días de edad.

Palabras clave: Arañita de dos manchas; Linealidad; Absorban-
cia; Colorimetría; Proteína. 

Abstract. Protein assays were conducted on Tetranychus urticae 
Koch, as potential resistance detection tools to plaguicides. This is 
a phytophagous mite that feeds on a large variety of plants. Experi-
ments were carried out using a pesticide susceptible and three field 
crop strains of T. urticae. Protein was measured by colorimetric as-
says, using Kit-II from Bio-Rad, with bovine serum albumin (BSA) 
as standard. Homogenates were prepared using 10, 30, 50, 100, 300, 
500 and 800 mites, with 30 replicates each. Linearity was obtained 
for the standard curve of the different methods, and r2 values ranged 
from 0.877 to 0.985. The Bradford method modified by Brogdon 
gave the highest protein values for homogenates of 10, 30 and 50 
mites.  The susceptible laboratory strain showed 0.2148 μg protein 
per μg weight of mite; values showed by the field crop strains were 
0.2059, 0.1703 and 0.1550 for the strawberry, Royalty rose and Ra-
faela rose mites, respectively. Adult females of T. urticae showed a 
higher amount of protein when they were 8 days old.

Keywords: Two-spotted spider mite; Linearity; Absorbance; 
Colorimetry; Protein. 
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INTRODUCCIÓN
El registro de la resistencia a un plaguicida es esencial en su 

manejo. Debido a esto, se han desarrollado metodologías para 
detectar este fenómeno (Dennehy y Granett, 1984): por ej., 
pruebas de concentraciones múltiples, expresadas en términos 
de concentración letal media (CL50); perfiles de ADN que 
muestran a los genes responsables de la resistencia a plaguici-
das (Keiding, 1986), y pruebas bioquímicas que determinan la 
actividad y cantidad de las enzimas responsables de este fenó-
meno. Éstas últimas son las que muestran una mayor explica-
ción del origen y de las fuentes de resistencia a insecticidas y 
acaricidas. El principio básico consiste en determinar el con-
tenido de proteínas que presentan las muestras (Hemingway, 
1986). La determinación y cuantificación de proteínas conte-
nidas en tejidos y fluidos puede ser usada como referencia para 
cuantificar diversos componentes en el sistema biológico (Lee 
et al., 2003). Al respecto, Chareonviriyaphap et al. (1999) en-
contraron que la cantidad de proteína y la actividad de las en-
zimas detoxificativas estuvieron en una relación de 0,554 mg/
mL de proteína en el mosquito Anopheles albimanus; en este 
caso, se produjeron actividades enzimáticas en α-esterasas de 
0,585, y en β-esterasas de 0,711 moles/min/mg de proteína, 
respectivamente. Charoenviriyaphap et al. (2003) informaron 
que una línea susceptible del mosquito Anopheles minimus 
(proveniente del departamento de salud de Tailandia) presen-
tó un contenido de proteína de 0,781 mg/mL por mosquito, 
con una actividad enzimática para oxidasas de 4,255 mMol/
min/mg de proteína. Sin embargo, existe una gran variedad de 
métodos para determinar la cantidad de proteína presente en 
tejidos y fluidos: los métodos de Lowry (1951), Biuret (Layne, 
1957) y Bradford (1976). Éste último  es el más estable y utili-
zado en los estudios de determinación de proteína en insectos 
tales como A. albimanus (Brogdon, 1984a) y Plutella xylostella 
(Maa y Liao, 2000). Sin embargo, este tipo de insectos son 
de tamaño medio, y se puede utilizar hasta un individuo por 
muestra, para cuantificar la cantidad de proteína y su actividad 
enzimática. Se obtiene lo contrario con especies de tamaño 
pequeño como son los ácaros, cuyo número de individuos pue-
de rebasar en ocasiones el centenar de ejemplares por muestra. 
Por tal motivo, el presente estudio tiene como objetivos (1) 
determinar un método de cuantificación de proteína más sen-
sible, que permita trabajar con muestras pequeñas de ácaros, y 
(2) relacionar  peso, edad y presión de selección de los ácaros 
con el contenido de proteínas.

MATERIALES Y MÉTODOS
La cuantificación de proteínas se realizó por colorimetría, 

a través del Kit-II de Bio-Rad (Azul Brillante de Comassie 
G-250 como colorante). Se utilizó la Albúmina Serica Bovina 
(BSA) como proteína de referencia. Las lecturas de absorban-

cia se realizaron mediante un lector de microplacas Stat-Fax 
2100 (Awareness Technology, Palm City, Florida); se utiliza-
ron pipetas multicanales Rainin (Rainin Instrument Co. Inc., 
Emervylle, California) y microplacas de 96 pozos de fondo 
plano (Bio-Rad México).

Se utilizó la BSA como proteína de referencia para la forma-
ción de una curva estándar para cada método de determinación 
de proteína. Además se utilizó el buffer de fosfato (pH: 7,2) 
como diluyente. Para trazar la curva de referencia se utilizaron 
cinco concentraciones de BSA para cada método que variaron 
de  0,005 a 0,7 mg/mL de proteína, según el rango lineal de cada 
método. Obtenidas las curvas de referencia con SBA, se proce-
dió a correr las pruebas con  la arañita de dos manchas. Para 
la preparación de soluciones homogéneas se utilizó el mismo 
diluyente (buffer fosfato de potasio). Estas soluciones consis-
tieron en siete concentraciones diferentes en relación al número 
de ácaros (10, 30, 50, 100, 300, 500 y 800 ácaros), cada una con 
30 repeticiones. Cada repetición se colocó en tubos Eppendorf 
de 1,5 mL agregándole 100 µL del solvente y triturándolos con 
un homogenizador de tejidos; se aforó a 1 mL con  la adición 
de 900 µL  diluyente, según correspondiera.

Los métodos que se compararon fueron: Método de Bra-
dford (1976) para muestras con alto contenido de proteína 
(Bradford-Alto); Método de Bradford (1976) para muestras 
con bajo contenido de proteína (Bradford-Bajo); Método de 
Bradford modificado por Brogdon-Dickinson (1983), y Mé-
todo de Bradford modificado por Brogdon (1984a). Para el 
método de Bradford-Alto, se tomaron 10 µL de BSA para for-
mar la curva estándar, ó 10 µL de la solución homogénea para 
realizar la cuantificación. Estos se colocaron por triplicado en 
una placa, se les agregó 200 µL de colorante diluido (1:4 v/v 
colorante: agua); se mezcló a 120 vibraciones/minuto y se ob-
tuvo la lectura a T5 con filtro de 595 nm. En el caso del método 
de Bradford-Bajo se cambiaron la cantidad de  BSA y de la 
solución homogénea a 160 µL y la cantidad del colorante a 40 
µL. Para el método de Brogdon-Dickinson, se tomaron 100 µL 
de BSA o de la solución homogénea. La muestra se colocó por 
triplicado en la placa, se agregaron 200 µL de colorante diluido 
(1:4 colorante: agua), se mezcló a 120 vibraciones/minuto y se 
obtuvo la lectura a T10 con filtro de 595 nm. Por último, para el 
método de Brogdon se usaron 20 µL de BSA o de la solución 
homogénea, se colocó por triplicado en la placa, se agregaron 
80 µL de buffer de fosfato, y 200 µL de colorante diluido (1:4 
colorante: agua), mezclándose la suspensión a 120 vibraciones/
minuto. La lectura se efectuó a T0 con filtro de 630 nm.

Para la comparación de los diferentes métodos de cuantifi-
cación de proteínas se utilizó la línea susceptible a plaguicidas 
de T. urticae (L-Ns), proveniente de la Universidad Autónoma 
Agraria Antonio Narro. Una vez obtenidos los resultados de la 
comparación de los métodos, y seleccionado uno de éstos, se 
procedió a determinar la relación entre el peso de la muestra, 
la cantidad de proteína y la reproducibilidad del procedimien-
to a intervalos de siete días. Además, se determinó la edad 
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más adecuada para la cuantificación de proteína. Cada serie 
de evaluaciones estaba formada por 30 ácaros hembra (con 30 
repeticiones), y las edades evaluadas fueron de 2, 4, 8 y 16 días. 
Por último, se determinó y comparó el contenido de proteína 
de las tres líneas de campo resistentes a plaguicidas. De las 
tres líneas de campo utilizadas en este estudio, una de ellas es 
proveniente del  cultivo (1) de fresa variedad Suit Charly del 
estado de Guanajuato, otra (2) de rosal variedad Royalty del 
Estado de México, y por último una línea (3) de rosal variedad 
Rafaela proveniente de Coahuila. 

El análisis estadístico para el coeficiente de determinación 
(r2) de cada uno de los métodos fue una prueba de X2. Asimis-
mo, estos coeficientes se compararon mediante una prueba de 
“z”. Por otro lado, se comparó la cantidad de proteína con el 
peso, edad, reproductibilidad del método y la presión de selec-
ción de los ácaros mediante un análisis de varianza completa-
mente al azar. Finalmente, se realizó una correlación entre el 
peso y la cantidad de proteína. Para todos los análisis se utilizó 
el paquete STATISTICA 6.0.

RESULTADOS
En la Tabla 1 se registran los resultados obtenidos para 

la obtención de la curva estándar, al utilizar BSA para cada 
uno de los métodos en estudio. En todos los casos se presentó 
un r2 adecuado, lo cual indica alta linealidad. El método de 
Brogdon-Dickinson fue el que presentó el valor más bajo (r2= 
0,876), mientras que el valor más alto se obtuvo con el método 
de Bradford-Alto (r2= 0,985). Al analizar los coeficientes de 
determinación de los métodos de cuantificación de proteína 
mediante la prueba de “z” por el método de comparación múl-
tiple de Tukey (Tabla 1), se formaron tres grupos en relación a 
los valores transformados de r2. El método de Bradford-Alta, 
con valores de r2: 0,985, y el método de Brogdon, con una r2: 
0,976, registraron  los mejores resultados. 

que en todos los casos se presentaron valores no confiables 
por estar fuera del rango lineal; sin embargo, el método más 
adecuado de acuerdo a las condiciones de nuestro estudio es 
el método de Brogdon, por presentar buena sensibilidad a las 
muestras pequeñas en relación al número de ácaros, mostran-
do los valores de proteína más altos para las muestras de 10, 
30 y 50 ácaros en comparación con los otros métodos, además 
de la rapidez y versatilidad.  

Método r2 Prueba de “z” Prueba de X2

Bradford-Alta 0,985 2,242  a 0,0135
Bradford-Baja 0,927 1,636  bc 0,0288
Brogdon-
Dickinson

0,876 1,358  c 0,0924

Brogdon 0,976 2,205 ab 0,0180

Tabla 1. Coeficientes de determinación de la curva estándar para cada 
uno de los métodos de determinación de proteína. Números seguidos 
por la misma letra no son significativamente diferentes (p≥0,05).
Table 1. Determination coefficients of the standard curve for each of the 
protein determination methods. Numbers followed by the same letter are 
not statistically different (p≥0.05).

En relación al contenido de proteína de las soluciones ho-
mogéneas de la línea susceptible de T. urticae, comparando to-
dos los métodos de cuantificación (Tabla 2), se puede observar 

N. de 
ácaros

Bradford-Alta Bradford-Baja Brogdon-Dickinson Brogdon

Rango lineal mg /ml de proteína

0,05-0,5 0,008-0,08 0,05-0,5 0,05-0,5

10 0,048 * 0,026 0,005 * 0,086

30 0,068 0,063 0,149 0,137

50 0,090 0,084 * 0,164 0,202

100 0,155 0,163 * 0,244 0,268

300 0,219 0,202 * 0,443 0,461

500 0,297 0,272 * 0,515 * 0,662 *

800 0,586 * 0,290 * 0,547 * 0,756 *

* Valores no confiables por salir del rango lineal.
* Unreliable values (they got off the linear range).

Tabla 2. Concentración de proteína de soluciones homogéneas en la 
línea susceptible de Tetranychus urticae Koch en diluyente buffer de 
fosfato (pH: 7,2).
Table 2. Protein concentration of homogeneous solutions in the suscep-
tible line of Tetranychus urticae Koch in phosphate buffer (pH: 7.2).

En la Tabla 3 podemos observar que el método de Brog-
don-Dickinson presentó los valores más altos de absorban-
cia; el método de Brogdon modificado registró altos valores 
de absorbancia para las muestras de 300, 500 y 800 ácaros. 
Asimismo, los métodos que presentaron las lecturas más bajas 
fueron los métodos de Bradford alto y bajo. Los valores de 
absorbancia para trasformarlos en contenido de proteína están 
en relación a la curva estándar de cada método. Esto indica 
que se puede cometer el error que a mayor absorbancia, mayor 
sea el contenido de proteína.

Una vez que se determinó el método más adecuado (Brog-
don), se buscó la relación entre el peso de la muestra y la can-
tidad de proteína. Al respecto, el análisis de regresión reveló 
una alta correlación entre el peso y el contenido de proteína de 
hembras adultas de diferentes edades de T. urticae, con una r2 
que varió de 0,960 a 0,984 (Tabla 4). El contenido de proteína 
fue mayor en hembras adultas con 8 días de edad (0,2119 μg 
de proteína por cada μg de peso), lo que indica que esta edad 
es la más adecuada para llevar a cabo este tipo de experimen-
tos.  

Al relacionar la cantidad de proteína a intervalos de siete 
días, para evaluar la confiabilidad del método, se observó 
que la línea susceptible de T. urticae se mantuvo estable en 
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el contenido de proteína (Tabla 5). Esto mostró que los ni-
veles de proteína son iguales para todas las fechas de mues-
treo, con un promedio de 0,21 μg de proteína. Esto indica 
que el método de Brogdon utilizado es confiable. Las líneas 
susceptible, línea de fresa, en rosal variedad royalty y en ro-
sal variedad Rafaela de T. urticae tuvieron 0,2148; 0,2059; 
0,1703 y 0,1550 μg  de proteína por cada  μg de peso, res-
pectivamente (Tabla 6). Esto indica que las poblaciones su-
jetas a presión de selección por algún insecticida muestran 
tamaños más pequeños, y por lo tanto una menor cantidad 
de proteína. 

DISCUSIÓN
El valor más alto de r2 fue obtenido con el método de 

Bradford para muestras con alto contenido de proteína (r2= 
0,985), y el valor más bajo de r2 se presentó con el mé-

todo de Brogdon-Dickinson (r2= 0,876). Hartree (1972) 
mencionó las ventajas del método de Bradford (1976) y 
sus modificaciones sobre el método de Lowry (1951). Estas 
ventajas incluyeron una alta estabilidad, sensibilidad y una 
respuesta altamente lineal, encontrando valores de coefi-
cientes de determinación de 0,994, similares a los reporta-
dos en este trabajo.

En relación a la comparación de los diferentes métodos en 
estudio, el mejor método fue el de Brogdon debido a que re-
gistró las lecturas más altas de proteína en las muestras con 
bajo número de ácaros. Por lo tanto, presentó una mayor sen-
sibilidad en relación al número de individuos por muestra. 
Al respecto, Stoscheck (1990) mencionó que el criterio para 
seleccionar un método de cuantificación de proteínas está ba-
sado usualmente en la conveniencia, el rango de sensibilidad, 
la cantidad de muestra necesaria para hacer las pruebas, y los 
detalles del procedimiento. Estos parámetros se cumplen al 
emplear esta metodología.

Por otro lado, el análisis de regresión reveló una alta co-
rrelación al relacionar el peso de la muestra y la cantidad de 

N. de 
ácaros

Bradford-Alta Bradford-Baja Brogdon-
Dickinson

Brogdon

10 0,5673 ± 0,010* 0,4730 ± 0,011 0,7140 ± 0,011* 0,8133  ± 0,019

30 0,5816 ± 0,035 0,5166  ± 0,018 1,1760 ± 0,030 0,8843 ± 0,014

50 0,5976 ± 0,025 0,5343 ± 0,016* 1,2060 ± 0,033 0,9730  ± 0,020

100 0,6456 ± 0,018 0,6323 ± 0,050* 1,3566  ± 0,027 1,0650  ± 0,034

300 0,6926  ± 0,015 0,6776 ± 0,018* 1,7323 ± 0,025 1,3306  ± 0,068

500 0,7500  ± 0,012 0,7593 ± 0,013* 1,8690  ± 0,012* 1,6086  ± 0,020*

800 0,9626 ± 0,020* 0,7800  ± 0,017* 1,9296  ± 0,027* 1,7380  ± 0,038*

* Valores no confiables por salir del rango lineal.
* Unreliable values (they got off the linear range).

Tabla 3. Absorbancias de soluciones homogéneas de la línea sus-
ceptible de Tetranychus urticae Koch en diluyente buffer de fosfato 
(pH: 7,2). Cada valor es el promedio ± 1E.E.
Table 3. Absorbance of homogeneous solutions in the susceptible line of 
Tetranychus urticae Koch in phosphate buffer (pH: 7.2). Each value is the 
mean ± 1S.E.

Días 
después 
del estado 
adulto

N. de 
ácaros

Peso en 
μg ± 1 
E.E

μg de 
proteína

Proteína 
/ peso

r2 Tukey
(p=0,05)

2 30 550 ±  2   90,5 0,1645 0,982 d

4 30 600 ± 7 120,5 0,2008 0,973 ab

8 30 630 ±  9 133,5 0,2119 0,984 a

16 30 580 ± 5 102,5 0,1767 0,960 c

Tabla 4. Relación entre el peso de la muestra y la cantidad de pro-
teína para diferentes edades de la línea susceptible (L-Ns) de Tetrany-
chus urticae Koch. Números de r2 seguidos por la misma letra no son 
significativamente diferentes (p=0,05).
Table 4. Relationship between the sample weight and the protein amount 
for different ages of the susceptible strain (L-Ns) of Tetranychus urticae 
Koch. R2 numbers followed by the same letter are not statistically different 
(p=0.05).

Intervalo 
en días

N. de 
ácaros

Peso en μg 
± 1 E.E

μg de 
proteína

Proteína / 
peso

7 30 630 ± 8 135,1 0,2144 a

14 30 610 ± 4 133,5 0,2188 a
21 30 630 ± 7 136,2 0,2161 a
28 30 619 ± 9 134,1 0,2166 a

Tabla 5. Comparación  de los niveles de proteína para la línea sus-
ceptible (L-Ns) de Tetranychus urticae Koch a intervalos de siete días. 
Números seguidos por la misma letra no son significativamente difer-
entes (p≥0,05).
Table 5. Comparison of protein levels for the susceptible line (L-Ns) of Tet-
ranychus urticae Koch at seven-day intervals. Numbers followed by the 
same letter are not statistically different (p≥0.05).

Línea N. de 
ácaros

Peso en 
μg ± 1 
E.E

μg de 
proteína

Proteína 
/ peso

Tukey 
(p= 0,05)

Susceptible 
(L-Ns)

30 620 ±  6 133,2 0,2148 a

Fresa (Suit 
Charly)

30 610 ±  8 125,60 0,2059 ab

Rosal (Royalty) 30 580 ±  5   98,80 0,1703 b
Rosal (Rafaela) 30 520 ±  9   80,60 0,1550 c

Tabla 6. Regresión entre el peso de la muestra y la cantidad de pro-
teína para cuatro líneas de Tetranychus urticae Koch. Números de la 
relación proteína/peso seguidos por la misma letra no son significati-
vamente diferentes ((p≥0,05).
Table 6. Regression analysis between sample weight and protein quantity 
for four Tetranychus urticae Koch lines. Numbers of the relationship protein/
weight followed by the same letter are not statistically different (p≥0.05).
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proteína. Se determinó que la edad  más adecuada para cuan-
tificación de proteínas es entre 4 y 8 días después de haber 
alcanzado el estado adulto, siendo menores los valores para 
las edades 2 y 16 días. En ese sentido, Champ y Dyte (1976) 
mencionaron que algunas características inherentes a la bio-
logía de los organismos (como fase de desarrollo, edad, peso y 
sexo), influyen definitivamente sobre la respuesta de los mis-
mos. Brogdon (1984b), trabajando con el mosquito A. albi-
manus determinó que hembras de 3 días de edad presenta-
ron los niveles más altos de proteína (140 µg de proteina/
mosquito), bajando los mismos drásticamente a los 11 días 
de edad (40 µg de proteina/mosquito). Resultados similares 
fueron reportados por Lang et al. (1965). Estos autores men-
cionaron que la cantidad de proteína se mantuvo estable entre 
las edades de 3 y 6 días en adultos de Aedes aegypti. En rela-
ción a la alta correlación obtenida entre el peso y la cantidad 
de proteína, Brogdon (1984a) mencionó que dichos valores se 
pueden utilizar como referencia para comparar organismos de 
otras líneas. 

La comparación del peso y la cantidad de proteína de las 
cuatro líneas de T. urticae indica  que el peso de los individuos 
(de las cuatro líneas) está influenciado por el tipo de sustra-
to alimenticio. Al respecto, Mothes y Seits (1981)  mencio-
naron que la arañita de dos manchas, a diferencia de otros 
organismos fitófagos, es muy selectiva para alimentarse. La 
misma ingiere solamente pequeños compuestos subcelulares. 
Algunas de las especies huésped de estos ácaros pueden ge-
nerar metabolitos secundarios que dañan al ácaro, alterando 
su sistema fisiológico (Mullin y Croft, 1983). Jeppson et al. 
(1975) mencionaron que el mejor sustrato para el desarro-
llo de ácaros en laboratorio es el frijol Phaseolus vulgaris var. 
Lima,  tanto por su contenido de nutrientes como por la 
facilidad y el tamaño de las plantas. Otro aspecto importan-
te en relación a las diferencias de proteínas entre las líneas 
susceptible, de fresas y rosal, está en relación a que estas tres 
líneas de campo estuvieron sujetas a presión de selección por 
plaguicidas. Entonces, no se descarta la posibilidad que pre-
senten variantes genéticas en cuanto al peso y tamaño, lo que 
está relacionado con el desarrollo de mecanismos de resis-
tencia. Georghiou y Taylor (1977) citaron que el desarro-
llo de resistencia en poblaciones de campo (como resultado 
del proceso de evolución) está dado por factores genéticos, 
biológicos y de manejo, afectando ciclos biológicos, repro-
ductivos, y el peso y tamaño de los individuos. Del mismo 
modo, Charoenviriyaphap et al. (2003) reportaron una dis-
minución en el contenido de proteína a medida que colonias 
de  líneas susceptibles del mosquito A. minimus estuvieron 
sujetas a presión de selección con deltametrina; estos autores 
informaron el contenido de proteína de la F0 fue de 0,7818 
mg/mL por mosquito, reduciéndose hasta 0,6885 mg/mL de 
proteína en la F14. Por lo tanto, la determinación de un mé-
todo de cuantificación de proteína estable y sensible (menor 
número de insectos por muestra) es crítica en los estudios 

realizados en base a pruebas bioquímicas en insectos de ta-
maño pequeño. Esto se debe a que estas pruebas determinan 
la resistencia o el efecto de los insecticidas en el desarrollo 
y comportamiento de los insectos, tomando como base la 
cantidad de muestra de insectos en base a proteína. 
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