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INTRODUCCION

El cultivo de sorgo (Sorghum sp.) es uno de los cereales mas importantes
en el planeta, del cual se alimentan grandes regiones de Africa, Asia y en los
tropicos semiaridos de todo el mundo (Ragaee et al., 2006), México ocupa el cuarto
lugar como mayor pais productor de sorgo con 8, 394,056.77 ton (FAOSTAT, 2014),
donde ha sido un factor importante en el desarrollo de la avicultura y porcinocultura,
ya que es un componente fundamental de los alimentos balanceados de uso
pecuario, utilizado ampliamente para la alimentacion de aves, cerdos, bovinos y
equinos, (SIAP, 2003), su bajo consumo en humanos es debido a que se ha creado
un paradigma de que el sorgo contiene un pobre valor nutricional, siendo un
alimento altamente valorado que promueve potencialmente la salud, las dietas con
base de granos de sorgo ayudan en la prevencién de enfermedades crénicas como
la diabetes, la obesidad, y enfermedades del corazén (Stefoska et al., 2015), por su
alto contenido de antioxidantes, Kang et al. (2016) reportan que es una fuente rica
de diversos compuestos fendlicos como flavonoides (lavanonas, flavonoles y
flavanonol, y derivados de flavan-3-ol.), por lo que es una alternativa para la
produccion de etanol (Barcelos et al., 2016).

El rendimiento promedio en México es de 4.17 ton/ha, cuyo principal estado
productor es Tamaulipas con 3 360 845.78 toneladas (SIAP, 2014), sin embargo, la
presencia de afidos reduce los rendimientos, estan reportadas como unas de las
plagas mas representativas en numerosos cultivos, ya que causan dafio directo por
la alimentacion y dafio indirecto como transmisores de virus permitiendo la

propagacion de enfermedades. (Blackman y E astop, 2000).

A finales de 2013 se detecto la presencia de M. sacchari, en Tamaulipas,
México., provocando dafios severos cuyas pérdidas se estimaron entre el 30 y 100
% (Maya y Rodriguez, 2014), si bien se han reportado la presencia de enemigos

naturales como: Harmonia axyridis, Hyppodamia convergens, Coleomegilla



maculata, Olla v-nigrum, Cycloneda sanguinea y Scymnus sp. (INIFAP-CIRNE,
2015), pero debido a la reproduccion acelerada de estos afidos, se recomienda la
aplicacion de insecticidas sintéticos convencionales como medida de control sobre
todo en predios donde el umbral rebase los 50 pulgones por planta, con la finalidad
de reducir al maximo las poblaciones del Pulgon Amarrillo del Sorgo y frenar su
diseminacién a otros predios (SAGARPA-CESV, 2016).

INIFAP (2015), determind cinco insecticidas con una efectividad superior al
90 % para el control de M. sacchari, los cuales fueron: Imidacloprid, Sulfoxalor,
Spirotetramat, Thiametoxam y Metamidofos, los cuales reducen un 90 % el dafio
provocado por el pulgén amarillo, estos insecticidas aplicados de manera inteligente
son una alternativa para el manejo, debido a que las recomendaciones incluyen
realizar una nueva aplicacion cada 20 dias, es innegable creer que se desarrollen
mecanismos de resistencia hacia los productos quimicos, por lo que esta
investigacion tiene como objetivo determinar las concentraciones letales medias,
determinar y cuantificar sus niveles enzimaticos detoxificativos que inducen

tolerancia a insecticidas sintéticos.



JUSTIFICACION

El pulgon amarillo es una plaga de recién ingreso a nuestro pais, existen
diversas alternativas de manejo, sin embargo debido a su alta capacidad de
reproduccion puede elevar su poblacion en corto tiempo causando dafos directos
e indirectos, por lo que la aplicacidén de productos quimicos es una de las estrategias
mas empleadas en el manejo integrado de plagas (M.I.P.), la poca informacion en
cuanto al uso inteligente y racional de estos productos permiten el desarrollo
acelerado de la resistencia. En México se tiene poca informacién de los insecticidas
con alta efectividad biolégica contra el pulgon amarillo y a su vez se desconocen los
mecanismos enzimaticos que permite a Melanaphis sacchari tolerar ciertos niveles

de productos toxicos.

OBJETIVO

La presente investigacion tiene como objetivo determinar los niveles de
enzimas detoxificativas asociadas con la tolerancia a insecticidas y evaluar la

efectividad de insecticidas de diferente grupo toxicoldgico.

HIPOTESIS

Se determinara al menos un insecticida con una CLso baja respecto a los
demas insecticidas a evaluar, se espera cuantificar un alto nivel de al menos una

enzima asociada a la tolerancia de dichos insecticidas.



REVISION DE LITERATURA

Cultivo de Sorgo

La importancia del sorgo (Sorghum bicolor), L. Moench, radica en ser el
grano forrajero por excelencia, pues es componente fundamental de los alimentos
balanceados de uso pecuario, principalmente para la alimentacion de aves, cerdos
y bovinos, en menor medida se usa en la industria para la produccién de almidon,
alcohol y glucosa; ademas de harinas para alimentacion humana y etanol como
biocombustible, aspectos que estan en proceso de desarrollo en el pais (Galarza et
al., 2004; SIAP-SIACON, 2011).

México ocupa el cuarto lugar como mayor pais productor de sorgo con 8,
394,056.77 ton (FAOSTAT, 2014).

Origen y Distribucién

El sorgo (Sorghum bicolor, L. Moench) es una graminea originaria del Africa
y posiblemente también de la India (Cargil, 2012). El cultivo fue introducido a México
a mediados del siglo XX y actualmente ocupa el segundo lugar en produccion de
granos basicos y el tercero en cuanto a superficie cultivada, superado solo por maiz
(Zea mays L.) y frijol (Phaseolus vulgaris L.) (Galarza et al., 2004; SIAP-SIACON,
2011).

Generalidades

Este cultivo posee un sistema radicular profuso que le brinda una estructura
de soporte muy desarrollada, lo que le permite que acumule gran cantidad de
reservas, ademas le confiere una mayor capacidad de penetracién y mejor

persistencia en climas secos donde la escasez de agua es ostensible por periodos



prolongados (Amador 2000); a esto se suma la propiedad de quitinizacion de las
hojas durante los periodos secos, lo que retarda el proceso de desecacion (Duke
1983; Gonzalez 1961).

Caracteristicas botanicas

El sorgo tiene habito y fisiologia vegetal (metabolismo de las plantas C4)
similares a los del maiz (Zea mays), el género Sorghum presenta un sistema radical
profuso que le brinda una estructura de soporte muy desarrollada, lo que permite
acumular gran cantidad de reservas; ademas le confiere una mayor capacidad de
penetracion y mejor persistencia en climas secos, donde la escasez de agua se
mantiene por periodos prolongados; su tallo es grueso, con espinas que nacen por
pares, y la altura puede oscilar de 1 a 3 m, los nudos presentan abundantes
pilosidades, las hojas son alternas, aserradas, lanceoladas, anchas y asperas en su
margen; estas tienen la propiedad de quitinizacion durante los periodos secos, lo

que retarda el proceso de desecacion (Gonzalez, 1961; Duke, 1983).

Tiene inflorescencias en panojas; cada panicula pude contener de 400 a 8
000 granos, el color del grano varia desde un blanco trasltcido hasta un pardo rojizo
muy oscuro, con gradaciones de rosado, rojo, amarillo, pardo y colores intermedios;
sus semillas son esféricas y oblongas, de aproximadamente 3 mm de tamafo, las
flores tienen estambres y pistilos, pero se han encontrado en Sudan sorgos dioicos,
su semilla es gruesa, comprimida, oval y desnuda, y presenta varios colores como

café, azuloso, negro, blanco, rojizo y amarillo, entre otros (Ruiz y Cruz, 2005).



Clasificacion Taxondmica

Segun Pérez, et.al. (2010), la clasificacién taxonémica es:

Reino: ..o, Plantae
Division: ................ Magnoliophyta
Clase: ....coovviiininen. Liliopsida
Orden: ................. Poales
Familia: ............... Poaceae
Subfamilia: ......... Ponicoideae
Tribu: ... Andropogonae
Género: ............. Sorghum
Especie: ............ bicolor
Importancia

México ocupa el cuarto lugar como mayor pais productor de sorgo con 8,
394,056.77 ton (FAOSTAT, 2014). La produccion nacional del sorgo en el 2014 fue,
de 8, 394,056.77 ton con una superficie sembrada de 2, 078, 496.98 ha, con un
rendimiento promedio de 4.17 ton/ha y un valor de produccion de $19,983, 869.73,
cuyo principal estado productor es Tamaulipas con 3 360 845.78 toneladas (SIAP,
2014).

En el estado de Coahuila actualmente se siembra una superficie
aproximada de 5,000 hectareas de sorgo, con rendimientos de 3.5 ton por hectéarea,
en México el sorgo se cultiva tanto en riego (46 %) como en temporal (54 %) en los

ciclos agricolas primavera-verano (56 %) y otofio-invierno (44 %), con un



rendimiento promedio anual por hectarea de 3.4 toneladas (6.1 parariego y 2.6 para

temporal) (Financiera Rural, 2011).

Dichos rendimientos se ven afectados por problemas fitosanitarios
originados por: insectos, hongos, virus, viroides, bacterias que afectan al follaje y la
panoja debilitando la planta, provocando pérdidas en el rendimiento y la muerte
prematura de la planta. En los ultimos anos el pulgdn amarillo del sorgo (M. sacchari)
se ha convertido en una de las plagas mas importantes y limitantes para la

produccion de sorgo a nivel nacional.

Melanaphis sacchari (Zehntner)

Origen y Distribucion Geogréfica

M. sacchari es originario de Africa y medio Oriente, se distribuye en varios
paises de Asia, Australia, el Caribe, Centro y Sudamérica. Blackman y Eastop,

(2015), mencionan que Su origen se asume que es asiatico o de Africa.

Villanueva et al. (2014), Lo reportaron para una extensa zona del centro y
sur de Estados Unidos y de Rio Bravo, Tamaulipas; SENASICA (2014) lo registro
en diversos municipios de Tamaulipas y Nuevo Le6n, en México se registré por
primera vez en 2013 en el norte de Tamaulipas, atacando al cultivo de sorgo en el

ciclo P-V y causo pérdidas cuantiosas de rendimiento, incluso de hasta el 100%.
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Figura 1. Distribucion mundial del pulgdbn amarillo Melanaphis sacchari
(SENASICA, 2014).

Distribucion Geografica Nacional Actual

El pulgdén amarillo ha presentado una rapida dispersion, como se observa
en la siguiente figura, se ha detectado presencia de la plaga en los estados de
Sonora, Durango, Nayarit, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Coahuila,
Tamaulipas, Nuevo Ledn , San Luis Potosi, Colima y Veracruz (INTAGRI, 2014).



Llegada de pulgon
amarillo a México:
Tamaulipas,
Octubre, 2013.

Figura 2. Distribucion geografica del pulgéon amarillo en México (DGSV, 2015).

Situacion de la Plaga en México

Con base en la NIMF no 8, y a las actividades que realiza el Programa de
Vigilancia Epidemiolégica Fitosanitaria, el pulgdbn amarillo (M. sacchari) esta

presente solo en algunas areas sembradas con cultivos hospederos (CIPF, 2006).



Clasificacion Taxondmica

Ubicacion taxondmica segun SENASICA (2014).

Clase: .oooiiiiiiiiiie Insecta
Oorden: ....coviiiiiiiiiin . Hemiptera
Familia: ...........coooiii, Aphididae
GENEro: ..o, Melanaphis
Especie: ..o Melanaphis sacchari

Aspectos Bioldgicos

Ciclo biolégico

La reproduccion de M. sacchari es predominantemente asexual, con
hembras adultas apteras y aladas que dan origen a ninfas (Voegtlin, et al, 2003).
David (1977).

La duracién del ciclo de este insecto en promedio va de dos semanas hasta
28 dias, con aproximadamente 96 ninfas por hembra (Hamid, 1987a; Teetes et al.,
1995; Lopez and Fernandez, 1999), el pulgén amarillo presenta 4 estadios ninfales,
los cuales se desarrollan en aproximadamente 5.4 dias a 25 °C, los adultos apteros
tienen una longevidad de 11.7 dias promedio y pueden dar origen a 46
ninfas/hembra, la forma alada tiene una longevidad promedio de 7.5 dias y da origen
a 10.6 ninfas/hembra (Gémez-Souza y Diaz, 1999); debido al potencial de
reproduccion de M. sacchari, una sola planta puede ser atacada hasta por 30,000
afidos. (Rensburg, 1937).
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Este insecto pasa el invierno en socas de sorgo y en hospedantes silvestres
alternos, tales como Sorghum verticilliflorum, S. halepense, Panicum maximum y
Setaria spp. La dispersion de los individuos alados a través del afio, asegura que
las plantas de sorgo sean infestadas en etapas tempranas como la germinacion
(SENASICA, 2014).

Descripcion Morfologica

Son pequefios, de coloracion variable, lo que depende de la planta
hospedante y de las condiciones ambientales (de color amarillo palido, amarillo-
marrdén, marron oscuro, purpura o incluso rosado), pueden ser alados y apteros,
tienen marcas dorsales escleréticas oscuras, alcanzan un tamafio generalmente de
1,1-2,0 mm (Blackman y Eastop, 1984).

Ninfa

Su coloracion es variable y depende de la planta de la que se alimente y las
condiciones ambientales desde un amarillo palido hasta tonalidades verde-
grisaceas en las formas mas desarrolladas, pasa por cuatro instares, los ultimos
presentan parches marrones distribuidos aleatoriamente sobre el tergo abdominal,

a veces las lineas intersegmentadas marrones (figura 3) (SENASICA, 2014).
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Figura 3. Ninfa de Melanaphis sacchari.

Adulto

El adulto es aptero y alado (figura 4 y 5), es de color amarillo grisaceo,
algunas veces de color marrén, tienen una longitud de 1.4 mm, las antenas
generalmente con 6 segmentos con una longitud un poco mayor a la mitad del
cuerpo, el unguis o proceso terminal de la antena es 4 veces la base del VI
segmento antenal, la cauda es oscura notoriamente constrefiida y ligeramente mas
larga que los corniculos con 4 setas a los lados, el pico alcanza el segundo par de
coxas, los corniculos son oscuros conicos adelgazados hacia el apice, con reborde
notorio, son cortos y miden aproximadamente ¥z de longitud del cuerpo, el margen
frontal es liso (Bustillo y Sdnchez, 1981); las formas &pteras tienen 1.6 mm de largo,
y un ancho de 0.6 mm mientras que los alados son un poco méas grandes (Denmark,
1988).
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Figura 5. Adulto alado de Melanaphis sacchari.

Hospedantes

El complejo M. sacchari/sorghi se ha reportado a nivel mundial en dos
familias botanicas: Araceae con dos géneros y dos especies y Poaceae con 23
géneros, 18 de los cuales estan presentes en México ya que Arum, Oryzopsis,
Piptatherum, Sinarundinaria y Thysanolaena estan ausentes (Davila et al., 2009);
para México se encuentran 8 cultivos importantes, pero sélo se han reportado dafios
severos en sorgo (SENASICA, 2014, Villanueva et al., 2014). Por otro lado, entre
las especies silvestres y/o malezas, sé6lo se ha verificado la presencia de M.

sacchari/sorghi en Sorghum halepense.
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Los hospedantes principales del pulgén amarillo son sorgo, avena, cafia de
azucar, trigo y cebada, y como secundarios, arroz, maiz y algunos pastos (Cuadro
1), de acuerdo al (SIAP, 2014).

La distribucion de los principales hospedantes del pulgén amarillo que son
de importancia econémica en México se presenta en el (Cuadro 1), las zonas con
mayor superficie se encuentran en los estados de Sinaloa, Tamaulipas, Chihuahua,
Sonora, Guanajuato, Durango y Zacatecas (SENASICA, 2014).

Tabla 1. Principales hospedantes del pulgéon amarillo Melanaphis sacchari (CABI,
2014).

Familia N. cientifico N. comuUn

Hospedantes primarios

Avena sativa, Saccharum

officinarum, Sorghum bicolor, Avena, cafa de azUcar,
Poaceae Triticum Spp, Hordeum vulgare sorgo, trigo, cebada
Hospederos secundarios
Poaceae Oriza, Zea mays Arroz, Maiz

Hospederos silvestres
Setaria, Penisetum, Echinochloa 'y

Poaceae Miscanthus Algunos pastos

Dafios

El dafio ocasionado en sorgo por M. sacchari depende de un gran niamero
de factores, entre los que se incluyen las densidades de poblacion y la duracion de
la infestacion, el sorgo puede ser infestado por esta plaga, tan pronto como emerge
la plantula, pero las infestaciones significativas se presentan durante las ultimas

etapas de crecimiento y en periodos secos, M. sacchari infesta el envés de las
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hojas, que muestra manchas rojas y manchas o rayas, posteriormente se tornan
rojas o marron rojizo, el insecto segrega sustancias azucaradas sobre la superficie
de la hoja lo que lleva a moho o fumagina (Figura 6 y 7), el resultado final de la
invasion es reduccion de la calidad del producto y pérdida de rendimiento a la
cosecha (SENASICA, 2014).

Figura 6. Presencia de fumagina sobre la melaza excretada por Melanaphis

sacchari.

Figura 7. Melanaphis sacchari en el envés de la hoja, manchas rojas en la hoja
ocasionadas por el dafio de este insecto.
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Dafo directo

El dafio directo es la succion de la savia en hojas, ocasionando deformacion
y lesiones de color marron, las plantas atacadas presentan un retraso en su
crecimiento y un menor rendimiento, cuando existen condiciones propicias de
humedad y temperatura las poblaciones presentan un crecimiento exponencial,
logrando invadir tallos y panojas, que en un maximo de 15 dias producen el secado
y acame de la planta, producto de su alimentacién, las ninfas y adultos secretan
sustancias azucaradas en la superficie de las hojas, dando origen al desarrollo de
fumagina, por cada hoja con fumagina se pierde alrededor de un 10 % de
rendimiento (SENASICA, 2014).

Dafo indirecto

Como dafio indirecto, sobre la melaza que es producida por el pulgon puede
crecer Fumagina afectando la capacidad fotosintética de la planta, se tienen
reportes de que M. sacchari puede transmitir virus como Sugarcane mosaci virus
(SCMV), Sugarcane yellow leaf virus (ScYLV) y otras enfermedades (CABI
International, 2014; Schenk y Lehrer, 2000; White et al., 2001).

Virus del mosaica de la cafia de aztucar (SCMV)

Este virus fue descrito a partir de cafia de azlcar por Brandes (1919); las
cepas gue infectan de forma natural algunos otros cultivos que también se conocen
como mosaico de abacé potyvirus (Eloja y Tinsley, 1963); son particulas en forma
de filamentos flexuosas de aproximadamente 750 x 13 nm (Teakle et al., 1989);
SCMV esté presente en la mayoria de los principales paises productores de cafa
de azucar del mundo, las excepciones son Mozambique y Guyana (Koike y
Gillaspie, 1989), Mauricio (Ricaud, 1980) y, posiblemente, de Madeira (ISSCT,
1989).
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Virus de la hoja amarilla de la cafia de azucar (ScYLV)

El sindrome de la hoja amarilla de la cafia de azucar (SCYLS) fue informado
por primera vez en Hawaii en 1989, y en Brasil en 1990; desde entonces se ha
informado a numerosos paises productores de cafia de azlcar de todos los
continentes (Garceés et al., 2005). En la Reunién Internacional de Germoplasma de
Carfla de Azucar e Intercambio, celebrada en Brisbane en junio de 1995, se concluyo
que el SCYLV es uno de los peligros potenciales mas serios que enfrenta el cultivo

de la cafia de azucar en el ambito internacional (Bailey et al., 1996).

Importancia Econ6mica de la Plaga

M. sacchari es una plaga comdn de sorgo en Africa tropical, Asia y del
extremo oriente de América. Zhang y Zhang, (1983) mencionan la ocurrencia de
infecciones severas de M. sacchari en el norte de China, el noroeste de Mongolia y
la provincia de Shandong y Hebei, causando reducciones en el rendimiento y
calidad del sorgo, en Japdn se han registrado dafios por el &fido, ocasionando
reducciones en rendimiento (Setokuchi, 1979). En Sudéafrica, las poblaciones de
afidos donde no se realiza control ocasionaron pérdidas de hasta el 77% en
rendimiento de grano (Rensburg y Hamburgo, 1975).

M. sacchari puede atacar en todas las etapas del cultivo, pero el dafio
econémico usualmente ocurre durante las etapas posteriores al desarrollo
vegetativo, el dafio que causa es debido a que succiona la savia de las hojas,
ocasionado que tomen una coloracidn marrén, presentando un retraso en su
crecimiento y afectando el rendimiento del cultivo, como dafio indirecto, sobre la
melaza que es producida por el pulgdn puede crecer fumagina afectando la
capacidad fotosintética de la planta, se tienen reportes de que M. sacchari puede
transmitir virus como Sugarcane mosaci virus (SCMV), Sugarcane yellow leaf virus
(ScYLV) y otras enfermedades (CABI International, 2014; Schenk y Lehrer, 2000;
White et al., 2001).
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Impacto Econdmico de la Plaga

La introduccién y diseminacion de esta plaga en México si no se llevan a
cabo medidas de control podria afectar la produccion de sorgo, cafa de azucar,
granos y cereales, que de acuerdo al SIAP (2014), asciende a 13 036 822.80 ha de
superficie sembrada, con un valor de la produccion de 153 727 530.26 miles de

pesos.

Alternativas de Control

Control cultural

Se recomiendan mejorar el suelo, el riego, la plantacién cerrada, aplicaciéon
del fertilizante y el manejo de la parcela y sus alrededores dando un corte de la
maleza en otofio, cuando las plagas migren de sorgo a la maleza para pasar el
invierno (CABI, 2014).

La siembra temprana es una medida de control cultural que puede
ocasionar que el cultivo escape al ataque de la plaga, el corte de sorgo forrajero
antes de la primera semana de abundancia de afidos previene no solo el dafio, sino
que también regula subsecuentes incrementos en la poblacion de la plaga en las
socas de sorgo, dado que los afidos hibernan en las socas de sorgo y malezas se
recomienda su destruccién antes de que el cultivo de sorgo sea plantado reduciendo
las poblaciones de la plaga, asi mismo, se pueden utilizar trampas amarillas con
agua para capturar &fidos migrantes en campos de sorgo para predecir su patrén

migratorio y dinamica poblacional (Singh et al., 2004).

Control bioldgico

Se han documentado mas de 47 especies de enemigos naturales atacando

a M. sacchari en todo el mundo, éstos juegan un papel muy importante, ya que
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frecuentemente mantienen las poblaciones de afidos por debajo de los umbrales
econoémicos en el cultivo de sorgo, algunos agentes identificados como eficientes
en el control de pulgéon amarillo son: Aphelinus maidis, Enrischia, Exochonus
concavus, Leucopus spp., Lioadalia flavomaculata, Lysiphlebus testacieps. L.
dehliensis (Singh et al., 2004).

Se ha dado énfasis al uso de depredadores, como catarinas (Coledptera:
Coccinelidae), crisopas (Neuroptera: Chrysomelidae y Hemerobiidae) y sirfidos
(Diptera: Syrphidae) como agentes que causan mayor mortalidad en las
poblaciones de pulgén amarillo. Es importante mencionar que las hormigas
interfieren con las actividades benéficas de los depredadores o parasitoides, ya que
en muchos casos existe simbiosis entre las hormigas y pulgones. Asimismo, se ha
encontrado que el hongo entomopatdégeno Verticillium lecanii es un importante

agente de control biolégico en Estados Unidos.

Control quimico

Se recomienda hacer aplicaciones dirigidas al estrato de la planta con
mayores poblaciones y localizado en las &reas criticas para un combate eficiente,
algunos productos recomendados para el control de afidos son Pirimicarb (en
cultivos de maiz y trigo), Malathion (en arroz, avena, cebada, maiz, pastizales,
pastos, sorgo Yy trigo), Imidacloprid (en cafia de azucar, cebada, cartamo, maiz,
sorgo Yy trigo), y Thiametoxam (en maiz, y trigo) (Gomez y Lastra, 1995; Coto y
Saunders, 2004; DGIAAP-SENASICA, 2013).
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Descripcion de los insecticidas usados

Deltametrina

Caracteristicas

Piretroide sintético con actividad insecticida muy superior al de las piretrinas
naturales, es utlizado en cultivos y plantaciones de ajo, alcachofa, alfalfa,
algodonero, controla una diversidad de plagas entre las cuales se encuentran los
afidos, mosquitas blancas y otros mas, pertenece al grupo quimico de los piretroides
sintéticos. Ingrediente activo: Deltametrina: (S)-alfa-ciano-3-fenoxibencil (1R, 3R)-
3-(2,2dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropanocarboxilato, es un polvo cristalino
practicamente blanco, su solubilidad a 20°C: agua < 0.003 mg/l. Su férmula
empirica es C22 H19 Br2 NOS, no es fitotoxico (DEAQ, 2004).

Modo de accidén

Afecta al sistema nervioso, despolarizando la membrana de la neurona con

el consiguiente bloqueo de la transmision de los impulsos nerviosos (Lifian, 1997).

Imidacloprid

Caracteristicas

Insecticida sistémico residual con actividad por contacto e ingestion, es
absorbido por la via radical y foliar, las plagas que controla mediante aplicacion foliar
son: Brevicoryne brassicae, Bemisia tabaci y otras, en aplicaciones al suelo controla
Agrotis, Aphis gossypii entre otras, se utiliza también tratamientos de semilla de
maiz, papa y remolacha, pertenece al grupo quimico cloronicotinilos, el ingrediente

activo es: Imidacloprid: 1-(6-cloro-3-piridin-3-ilmetil)-N-nitroimidazolidin-
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2ilidenamina, es un solido cristalino, de color incoloro amarillento, su féormula
empirica es: C9 H10 CI N5 O2 (DEAQ, 2004).

Modo de accion

Actlla como agonistico sobre el receptor acetilcolina nicotinico (hAAChR) del
sistema central, primero estimulando las membranas portsinapticas y después

paralizando la conduccion nerviosa (Lifian, 1997).

Endosulfan

Caracteristicas

Insecticida neurotoxico que pertenece al grupo de los organoclorados, es
un insecticida con propiedades acaricidas, actia de contacto e ingestion y a
temperaturas mayores a 22°C a través de su fase gaseosa, debido a la fase de gas
del endosulfan, que se desarrolla a temperaturas mayores a 22 °C (DEAQ, 2004).

Modo de accion

Bloquean la transmisién del impulso nervioso a nivel neuromuscular, es
decir, bloquean el flujo clorinado dependiente del &cido gamaaminiburitico (GABA)
hacia el complejo acarreador de iones del receptor clorinado de GABA, este &cido
es el encargado de realizar la transmision nerviosa entre la célula nerviosa
activadora y los musculos receptores de la orden de contraccion (Soderlund et al.,
1989).
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Resistencia

Generalidades

La resistencia es definida como el desarrollo de la habilidad para tolerar
dosis altas de téxicos, los cuales resultarian letales a la mayoria de los individuos
en una poblacion normal de la misma especie; es el cambio genético en respuesta
a la seleccion (por plaguicidas), la OMS la define como el desarrollo de la habilidad
en una raza de insectos para tolerar dosis de toxicos que han probado ser letales a
la mayoria de los individuos en una poblacién normal de la misma especie (Badii,
2007).

Es una respuesta disminuida de la poblacion de una especie de animales o
plantas a un plaguicida o agente de control como resultado de su aplicacion; la FAO
enmarca la resistencia como la capacidad desarrollada por una poblacion
determinada de insectos, al no ser afectada por la aplicacién de insecticidas; la
resistencia se puede considerar como un proceso inevitable, debido a la presion de
seleccién continua que se sigue ejerciendo con las aplicaciones de insecticidas
(Badii, 2007).

Resistencia de Insectos a Insecticidas

De acuerdo con Lagunes y Villanueva (1994), la resistencia se ha
incrementado considerablemente en los Ultimos afios debido a la continua
aplicacion de los insecticidas de manera irracional para el control de plagas, el mal
uso de los insecticidas ha traido como consecuencia la seleccion de resistencia en

diversas plagas, tanto agricola como urbana.
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Clasificacion de Resistencia

Resistencia por comportamiento

Se presenta en especies muy hiperactivas, un indicador es la preferencia
para descansar en areas no tratadas, o bien la tendencia de detectar el insecticida
y tratar de evitarlo (Carrillo, 1984).

Resistencia cruzada

En el desarrollo de resistencia ocurre con frecuencia el fenomeno de
‘resistencia cruzada”, es decir que la presion de seleccion de un insecticida
incrementa también la resistencia de la poblacion a otro producto que no fue usado
en la seleccion, generalmente hay cierto grado de resistencia cruzada entre
productos de la miasma clase (Herrera, 1963). Por ejemplo, el caso tipico
corresponde al DDT vy los piretroides (debido al gene kdr) que a pesar de pertenecer
a diferentes grupos quimicos comparten el mismo modo de accion, pues ambos
actuan sobre la velocidad de los carbamatos y los organofosforados por seleccién

a la poca sensibilidad de la colinesterasa (Hamma, 1983).

Por otro lado, se consideraba que la tolerancia cruzada entre compuestos
clorados era relativamente alta, en cambio entre clorados o fosforados es
relativamente baja, en algunos compuestos se ha encontrado resistencia cruzada

de carbamatos a clorados y a fosforados (Moorefield, 1959).

Resistencia metabdlica

La via metabdlica del insecto llega a ser modificada detoxificandose el
insecticida o negando el metabolismo del compuesto aplicado en su forma toxica,
la forma mas importante de resistencia metabdlica incluye la multifuncion oxidasa,

las glutation stransferasas y las esterasas (Miller, 1988).
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Resistencia morfoldgica

Mecanismo fisico dado por la formacion de estructuras cuticulares, no
permiten que el toxico penetre la cuticula del insecto, la velocidad de penetracion
dependera de las caracteristicas moleculares del insecticida y de las propiedades
del integumento del insecto, la cual varia considerablemente entre los estadios de
vida (Barbera, 1989).

Resistencia fisioldgica

Esta puede ser de dos formas: No metabdlico, por la insensibilidad en el
sitio de accidén, resistencia al derribo, Acetilcolinesterasa Insensible, penetracion
reducida, mayor almacenamiento y excrecion (Vais et al., 1997). Resistencia
metabolica, por la adicion de sistemas enzimaticos, donde los insecticidas son
metabolizados y transformados en productos menos téxicos (Lagunes y Villanueva,
1994).

Las enzimas responsables para la detoxificacion en los organismos son
transcritas por Esterasas, Oxidasas y Glutation S-Transferasas (GST) (Flores et al.,
2001), el mecanismo de resistencia mas comun en insectos es provocado por la
actividad de esterasas detoxificativas que metabolizan (hidrolizan enlaces ester) un
amplio rango de insecticidas comprendidas en familias proteicas pertenecientes a
las a y B hidrolasas (Cygler et al., 1993; Oakeshott, 1993).

En insectos resistentes se muestra un sobre-expresion de los niveles de
oxidasas (Carino et al., 1994). Los mecanismos de sobreproduccion de oxidasas

parecen ser resultado de factores cis- y trans- (Cohen et al., 1994; Liu et al., 1997).

La mayoria de los organismos posee multiples Glutation S-Transferasas
(Hayes, et al., 1995). Las GST implicadas en la resistencia al DDT estan presentes
como grupos de genes que han sido mezclados a través del genoma por

recombinacion (Zhou et al., 1997).
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Factores por los que se desarrolla la resistencia

Lagunes y Villanueva (1994) reportaron que se han identificado una serie

de factores que son los agentes causales del desarrollo de la resistencia.

 Por el abundante uso de insecticidas, lo cual ocasiona una gran presion

de seleccién que elimina a los individuos susceptibles.

» Los insecticidas modernos son moléculas orgénicas en las cuales, si
ocurre un pequefio cambio en su estructura una vez que se encuentra

dentro del insecto, pierden su poder toxico.

* Los insecticidas sintéticos solo tienen un sitio de accion, mientras que los

viejos insecticidas inorganicos pueden actuar en varios sitios en el insecto.

» La demanda de productos agricolas con apariencia perfecta ocasiona que
los agricultores apliquen mayor cantidad de insecticidas para evitar dafios

gue puedan demeritar la calidad de sus productos.

Manejo de la resistencia

El manejo integrado de plagas es el camino mas viable para retardar o
prevenir la resistencia, incluyendo estrategias para minimizar el uso de plaguicidas
y por ende, el desarrollo evolutivo de dicha resistencia, estas medidas se conocen
bajo tres categorias principales, citadas por Georghiou (1983) que son: manejo por

moderacién, por ataque multiple y por saturacion.

Determinacién de resistencia

Como consecuencia, la resistencia profiere cambios genéticos alterando
procesos bioguimicos a nivel individual, se hace notable en una poblaciéon cuando
la proporcién de resistencia sea tal, que se refleje en una falla en el control

(Devonshire, 1990), convencionalmente se puede detectar la resistencia mediante:
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Bioensayos

Conocidos también como pruebas de susceptibilidad, son técnicas de
laboratorio basado en la dosis-mortalidad (Lagunes y Villanueva, 1994). Donde se
pretende por medio de un proceso experimental conocer la efectividad biologica del
pesticida, determinando la magnitud del estimulo mediante la respuesta del insecto
(Hubert, 1980). Generalmente involucran comparaciones de la DL5o, DLo0 0 de la

concentracion letal (Twine y Reynolds, 1980).

En los bioensayos, la cantidad del toxico que se aplica no siempre es la
misma que la que llega al sitio de accion, en este caso tienen que ver los factores

gue se mencionan a continuacion:

« Parte del insecticida aplicado no entra en contacto con el insecto, debido

a gque se volatiliza.
» Hay descomposicién por intemperizacion.

* En el integumento de algunos insectos que presentan factores que

promueven la penetracién reducida del toxico.
» Aimacenamiento de tejido inerte, generalmente tejido graso.
« Mayor excrecion del organismo

» Tasa o proporcion de activacion por medio de la formacién de productos

mas toxicos al interior del insecto.
 Tasa de degradacion.

* Insensibilidad en el sitio de accién (Bacopulos, 2003).

Evaluacién del Toxico

La toxicidad de los insecticidas a un organismo se expresa usualmente en
términos de CLso (dosis letal cincuenta); ésta representa la cantidad de toxico por

unidad de peso que mata el cincuenta por ciento de los animales empleados en la
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prueba, en los casos en los que solo se sabe cual es la cantidad de insecticida que
rodea al organismo y no la cantidad de insectos se usa el término ClLso
(concentracion letal media), ésta determina la concentracion del compuesto que
mata el 50 por ciento de los animales expuestos en un periodo especifico,
generalmente de 24 horas, el método comiunmente empleado para insectos de
granos almacenados es el de la exposicion residual aplicada al recipiente que
contenga a los insectos o al grano del que se alimenta el organismo en prueba; Para
expresar la susceptibilidad de cualquier poblacién de insectos a venenos, se

graficara en hojas de logaritmicas de Probit (Bacopulos, 2003).

Métodos Bioquimicos

Técnicas sensitivas

Técnicas sensitivas y precisas que proporcionan informacién de los
mecanismos involucrados, pudiendo ser adaptados para detectar y monitorear la
resistencia de muchas especies (Brown y Brogdon, 1987); generalmente
correlacionan niveles de una enzima o una reaccidén enzimatica especifica, pueden
ser cualitativos o cuantitativos, generalista o altamente especificos (Lagunes y
Villanueva, 1994).

Electroforesis

Electroforesis separa moléculas en dependencia fundamental de su carga,
desplazando proteinas bajo influencia de un campo eléctrico (Bisset, 2001), se
emplean geles de acrilamida que se polimeriza y forma redes que permiten el paso

de proteinas de diferentes pesos moleculares (lbel et al., 1990).
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Pruebas moleculares

Pruebas moleculares Incrementa la precision y reduce la variabilidad
asociada a los bioensayos (Devonshire, 1990), se obtienen patrones de banda de
ADN que son utilizado como marcadores genéticos para una especie (Ffrench et
al., 1994).

Pruebas bioquimicas

Son ensayos multiples que permiten analizar a una poblacién de insectos
cuantifican los niveles de una reaccion enzimatica (Brown y Brodon, 1987).
Desarrollados para cuantificar niveles de Esterasas (Brogdon y Dickinson, 1983),
Acetilcolinesterasa (Devonshire y Moores, 1984), Glutation S-Transferasas
(Brogdon y Barber, 1990) y oxidasas (Brogdon et al., 1997).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion

El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de Toxicologia de
insectos ubicado en el Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN), ubicada en la calzada Antonio Narro 1923, a un
costado de la carretera Saltillo — Zacatecas en Buenavista Saltillo, Coahuila de
Zaragoza, México. Teniendo las coordenadas, 25° 22" latitud Norte y 101° longitud

Oeste del meridiano de Greenwinch, a una altura de 1743 msnm.

Colecta del material biolégico

Para la obtencion de la poblacién, se realizaron muestreos en campo a partir
de septiembre del 2015 en una parcela ubicada en el bajio de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), zona destinada a proyectos de
investigacion de la propia Universidad, posterior se realizé la colecta del material
biolégico la cual estaba presente en el cultivo de sorgo previamente sembrado,
posteriormente se tomaron muestras y fueron trasladados al laboratorio de
Toxicologia de Insectos del Departamento de Parasitologia. Una vez en el
laboratorio, se realizé la identificacibn de M. sacchari segun las caracteristicas

sefaladas en la revision de literatura.

Se obtuvo la ubicacion geografica del sitio de recolecta mediante la ayuda

de un GPS, arrojandonos las coordenadas via satélite, donde;



Tabla 2. Coordenadas del sitio de recoleccion de Melanaphis sacchari.

Localidad N @] Altitud Hospedero
Bajio 25°21°26.45” 101° 02" 25.50"" 1736 Sorgo

Figura 8. Mapa de la localizacién del sitio de recoleccion de Melanaphis sacchari.

Productos utilizados

Para llevar a cabo el bioensayo se utilizaron tres productos quimicos, con
el objetivo de evaluar la efectividad de cada uno sobre el pulgon amarillo del sorgo
M. sacchari, cuyos ingredientes activos fueron, Imidacloprid: Neonicotinoide,

Deltametrina: Piretroide y Endosulfan: Ciclodieno.

Los insecticidas utilizados fueron: Deltametrina (deltametrina 10.70% C.E.
107 gr de i.a. /L, Piretroide), Imidacloprid (picador 70 PH, 350 gr i.a. /L,
neonicotinoide), Endosulfan (vendosulfan 35 C.E. 350 gr de i.a. L-1, clorado).

Método de bioensayo

Una vez teniendo la cantidad suficiente de insectos se realizaron

bioensayos mediante la técnica de inmersion de hoja para el psilido del peral (Psylla
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spp) con ligeras modificaciones (IRAC, 2005), para ello se prepararon diferentes
concentraciones, se utilizé agua destilada y el producto bionex® como dispersante,
en una proporcion 1mL: 1L de agua. El intervalo de concentraciones utilizadas fue
de 10 a 2500 ppm y un testigo sin tratar para cada insecticida; se recortaron 5
cuadrados de 1 cm? cada uno, con diferente nimero de pulgones entre el tercer y
cuarto instar, cada cuadrado considerado como una unidad experimental. Las hojas
tratadas se dejaron secar en papel absorbente, y posteriormente se colocaron cajas
Petri de vidrio con papel humedo. Los insecticidas empleados fueron: Imidacloprid,
Endosulfan y Deltmetrina. Las lecturas de mortalidad se realizaron a las 24 h con
ayuda de un microscopio estereoscopio y un pincel. Se considerd pulgébn muerto
aquel que presentaba los apéndices pegados al cuerpo, deshidratado y cero
reaccion al estimulo del pincel. El porcentaje de mortalidad se calcul6 contabilizando
la cantidad de individuos muertos/la cantidad total de individuos. EI méximo nivel de
mortalidad aceptable para el testigo absoluto fue 10% y se corrigi6 mediante la
férmula de Abbott (1925) cuando el testigo presentaba mortalidad. Por dltimo, a los
datos obtenidos se analizaron mediante un analisis Probit, empleando el método de
maxima verosimilitud (Finney, 1971), utilizando el programa estadistico R 3. 1. Para

la determinacion de sus valores de CLso y sus limites fiduciales al 95 %.

Determinacién de Enzimas

Manejo de material biolégico en laboratorio para la determinacién de
enzimas. Una vez en el laboratorio, se mantuvieron en refrigeracion en tubos

eppendorf, se etiquetaron y se conservaron en refrigeracion.

Preparacion de homogenatos

En tubos eppendorf de 2.0 ml se colocaron 4 muestras con 15 insectos en

cada tubo, cada muestra con 10 repeticiones. Se agreg6 500 ml de diluyente buffer
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KPOs (fosfato de potasio), se trituraron con un homogenizador de tejidos, se aforo

a 1 ml adicionandole 900 ml de diluyente.

Cuantificacion de proteina

Se empled la metodologia descrita por Brogdon (1984), utilizando albumina
sérica bovina como proteina de referencia, se colocaron tres insectos de cada
especie en tubos eppendorf, se agregaron 100 uL de buffer KPO4 (BFP) a 0.05 My
7.2 pH, se trituraron y se afor6 a 1 mL, posteriormente se realizaron diferentes
diluciones (1, 5, 10, 15, 20 y 30 pulgones de cuarto instar) para su evaluacion, en
cada cavidad de la microplaca de 96 pozos se colocaron 20 uL de homogenato
(HM), y se agregaron 80 uL de BFP y 200 pL de colorante diluido, esto se realizado
por triplicado para cada repeticion, las lecturas de absorbancia se tomaron utilizando
un filtro de 630 nm y se calcularon los valores de ug mL* de proteina comprendidos
en el rango de 80 a 140 pg/mL de proteina. Una vez calculada la cantidad de
insectos a emplear, se determinaron los niveles de a-esterasas (0EST), B-esterasas
(BEST), oxidasas (Ox), Acetilcolinesterasas (ACE) y Glutatién S-transferasas (GST)
utilizando las metodologias descritas por Brogdon, (1988), Brogdon y Barber (1990)
y Brogdon et al. (1997) empleando los siguientes reactivos: a-naftil acetato (aNAF),
B-naftil acetato (B-NAF), O-Dinanisidina (OD), 3,3’, 5,5’- Tetramethyl-Benzidina
Dihydrochloride (TMBZ), H202 al 3% (PO), glutatiéon reducido (GR), 1-cloro-2,4’-
dinitrobenceno (cDNB), yoduro de acetilcolina (YAC), acido 5,5-ditio-bis-2-
nitrobenzoico (DTNB). Para la determinaron los niveles de a y B-esterasas, se
agregaron 100 pL del HM y 100 uL de a y B-NAF en cada pozo de la microplaca, se
dejé incubar por 10 min, se adicion6 100 pL de OD, se dejaron incubar durante 2
min y se leyeron con un filtro de 540 nm; Para Ox, se colocaron 100 pyL del HM, 200
puL de TMBZ, y 25 L de PO, se dejo incubar por 5 min y se leyo usando un filtro de
620 nm; Para GST, se coloco 100 pL del HM, adicionando 100 pL de GR y 100 pL
de cDNB, se leyo a tiempo cero (To), se volvio a leer a los 5 min (Ts) utilizando el
filtro de 340 nm, se tomaron las diferencias de ambos tiempos para el analisis de

resultados; Por ultimo, para ACE, se colocaron 100 pL de HM, y 100 pL de YAC al
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3.0 mM se agrego 100 pL de DTNB, se tomo la primera lectura (To), se volvié a

correr después de 10 min (T1o0), utilizando el filtro de 414 nm.

Interpretacion de resultados

Una vez consignados los valores de absorbancias de cada enzima, se
procedio a realizar un analisis de varianza y se compararon las medias mediante

Tukey (a=0.05) para comparar el contenido de cada enzima.

A los datos arrojados por el lector de placas, se les obtuvo la media de cada
repeticion (tres pozos), mediante la ecuacion de la curva estandar de referencia del
método de Brogdon (1984) dada por la interpolacion de Tg/mL de proteina y la
absorbancia, se obtuvieron analiticamente los valores comprendidos en un rango
establecido por el autor. La ecuacion de la recta fue: y = - 0.5033 + 0.7249 (x); donde
se sustituyen los valores de las medias de las absorbancias, obteniendo los valores
de Tg/mL de proteina, fueron tabuladas y se obtuvo la media del contenido de
proteina, comparandolas para decidir la cantidad de insectos a emplear para la

determinacion de enzimas.

Pruebas Bioquimicas

Prueba de esterasas elevadas no especificas (B-Esterasas)

Mide los niveles de B-Esterasas no especificas presentes.

Preparacion de reactivos
Acetato de B-naftil

Se disolvieron 5.6 mg de B-naphthyl acetate en 2 mL de acetonay se agrego
8 mL de buffer (KPOg). Para preparar O-Dianisidina (fast-blue), se disolvieron 5 mg

de O-Dianisidine (fast-blue) en 5 mL De H20 esterilizada. Este ultimo reactivo se
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preparé inmediatamente antes de usarlo, ya que se degrada facilmente, un
indicador es su coloracién, cuando adquiere una tonalidad &mbar se descarta y se

prepara uno nuevo.

Lectura de absorbancias

En cada pozo de la microplaca, se colocaron 100 ml del homogenato de
insectos, se agregd 100 ml de acetato de B-naftil, se dejé incubar por 10 minutos,
pasado el tiempo, agregando 100 ml de Dianisidina, estos pasos se realizan por
duplicado para las10 repeticiones, se dejaron incubar durante 2 minutos y se corre
en el lector de placas usando un filtro de 540 nM. Una vez arrojadas las lecturas de

absorbancias, se promedian para el andlisis de resultados.

Prueba de Reacciones de Oxidasa

Mide los niveles de peroxidasas.

Preparacién de reactivos

Buffer de Acetato de Na (0.25 M): se disolvio 16.6 mL de 3M Sodium Acetate
en 180 mL de H20 esterilizada, después se aforo a 200 mL, ajustando el pH 5.0
adicionandole acido acético glacial. Para el TMBZ, se disolvié 50 mg de 3, 3, 5, 5’-
Tetramethyl-Benzidina Dihydrochloride, en 25 mL de Metanol, agregando 75 mL de
0.25 M Na Acetate buffer, se dejo disolver durante varios minutos. Por ultimo para
el Cytochrome-C: se pesaron 10 mg de Cytochrome-C (de corazon de bovino) y
fueron disueltos en 100 mL de Buffer de Acetato de Na (0.25 M) pH 5.

Lectura de absorbancias

Se colocaron 100 ml del homogenato de insectos, se agregan 200 ml de
TMBZ, agregado una gota (25 ml) de peréxido de hidrogeno (H202) al 3%, estos
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pasos se realizaron por duplicado para cada una de las 10 repeticiones, se dejo
incubar por 5 minutos, pasado el tiempo se corrié en el lector de placas usando un
filtro de 620 nM. Una vez arrojadas las lecturas de absorbancias, se promediaron

segun su muestra y repeticion para el analisis de resultados.

Prueba Glutathion S-transferasa

Mide los niveles de Glutathion S-transferasa presentes.

Preparacion de reactivos

Reduced glutathione: se disolvieron 61 mg de reduced glutathione en 100
mL de buffer (KPO4). Para cDNB, fueron disueltos 20 mg de 1-chloro-2,4
dinitrobenzene en 10 mL de Acetona y se agregaron 90 mL de buffer (KPO4); este

reactivo es viable de 3 a 4 dias a 4 °C.

Lectura de absorbancias

Se colocaron 100 ml del homogenato de insectos, se agregaron 100 ml de
Reduced glutathione, y 100 ml de cDNB, estos pasos se realizaron por duplicado
para cada una de las 10 repeticiones, se corrid inmediatamente (TO) en el lector de
placas usando un filtro de 340 nM, se volvié a correr transcurridos 5 minutos (T5).
Las lecturas de absorbancias, se promediaron en donde se tomaron en cuenta las

diferencias de ambos tiempos (T5 - TO) para el andlisis de resultados.
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Prueba de Acetilcolinesterasa

Mide la cantidad de acetilcolinesterasa presente

Preparacion de reactivos

ATCH: se disolvio 70 mg de Acetylthiocholine iodide (ATCH) en 10 mL de
acetona y se agrego 90 mL de buffer (KPOa); para el DTNB, se prepararon 13 mg
de Dithio-bis-nitrobenzoic acid (DTNB) y fueron agregados 100 mL de buffer (KPOa),
este reactivo puede durar de 3 a 4 dias a 4 °C.

Lectura de absorbancias

Se colocaron 100 ml del homogenato de insectos, se agregaron 100 ml de
ATCH y 100 ml de DNTB, estos pasos se realizan por duplicado para cada una de
las 10 repeticiones, se corrieron inmediatamente (TO) en el lector de placas usando
un filtro de 414 nM, se volvio a correr transcurridos 10 minutos (T10). Las lecturas
de absorbancias se promediaron en donde se tomaron en cuenta las diferencias

entre ambos tiempos (T10 - TO) para el analisis de resultados.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron para obtener las proporciones de resistencia
mediante el método grafico, para poder referenciar las poblaciones respecto a su
contenido de enzimas cuantificadas en absorbancias, las cuales fueron arrojadas
por un espectrofotometro, leidos con diferentes filtros segun la enzima a analizar;
posteriormente se obtuvieron los porcentajes de la proporcion de resistencia para

cada enzima en cada repeticion.

Con la finalidad de conocer el contenido de enzimas de los individuos de la

poblacidn, los resultados se analizaron estadisticamente mediante el Software SAS
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System for Windows 9.0, para obtener analisis de varianza con un 0.05 % grado de
significancia y comparaciones de medias mediante “diferencia minima significativa”
(dms), cuando las agrupaciones similares se traslaparon formando numerosos
grupos estadisticos se compararon mediante el método de “tukey” para reducir

agrupaciones y hacer mas marcada la diferencia.

Los analisis estadisticos ayudaron a determinar el contenido de enzimas de

la poblacion, tanto las diferencias entre ella.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

A continuacién se presentan los resultados obtenidos en los bioensayos
realizados. Presentados en el siguiente orden CLso, CLos, CLes y proporcion de
resistencia. Como podemos observar la deltametrina y el endosulfan fueron los que

presentaron valores mas bajos de CLso (Cuadro 3).

Tabla 3. Concentraciones letales medias de intervalos de confianza de los

insecticidas evaluados.

Producto Clso LFI LFS Clos CLos Intercepto Pendiente p-valor
Imidacloprid 939.07 602.869 1716.06 41.585 21205.8 -3.6119 1.2115 <0.001
Endosulfan 79.128  1.631 281.759 2.292 2731.87 2.030051 1.069 0.025
Deltametrina 59.929 13.643 135.150 0.005 606169.3 -0.730 0.41 0.004

CLso: concentracion letal media en ppm, LFI: limite fiducial inferior en ppm, LFS: limite fiducial
superior en ppm. Intercepto y pendiente son pardmetros de regresion probit y p-valor es la

significancia de la determinacion de la pendiente.

El sorgo presenta un contenido de almidon alrededor de un 67.5 %, arriba
de un 12% de proteina, 1.87 % de minerales y un 3.32 % de grasa totales (Ragaee
et al., 2006), insecticidas sintéticos son una herramienta eficiente para el manejo de
plagas, sin embargo, la resistencia a insecticidas es uno de los mayores obstaculos

para el control de plagas en la agricultura (Criniti et al., 2008).

La enzima encontrada con mayor sobreproduccion como mecanismo
detoxificativo fueron las B-Esterasas seguida de las a-Esterasas, por lo que no se
recomienda el uso de insecticidas organofosforados, Criniti et al., (2008) reportan
diferentes poblaciones de M. persicae con una elevada produccién de Esterasas las
cuales secuestran y detoxifican insecticidas con grupos estéricos. Diferentes

estudios reportan la expresion del gen asociado a la sobreproduccion de
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carboxilesterasas asociadas a la resistencia de organofosforados en Aphis gossypii
(Cao et al., 2008), Trabajos similares como el realizado por Hernandez (2011),
reporta que las B-Esterasas registran los valores mas altos en Bactericera cockerelli,
para el caso de a-Esterasas al igual que B-Esterasas muestra un comportamiento
heterogéneo y muestra un punto por arriba del rango en que se encuentra, el cual
quiere decir que el contenido de a-Esterasas de la poblacion tiende a crecer en un
futuro, los piretroides como deltametrina, son una herramienta eficiente en el manejo

de Melanaphis sacchari al presentar la concentracion letal media mas baja.

Criniti et al., (2008) reportan diferentes poblaciones de M. persicae con una
elevada produccion de Esterasas las cuales secuestran y detoxifican insecticidas
con grupos estéricos. Tanto a-Esterasas y p-Esterasas fueron la enzimas de mayor
produccion, diferentes estudios reportan la expresiéon del gen asociado a la
sobreproduccién de carboxilesterasas asociadas a la resistencia de
organofosforados en Aphis gossypii (Cao et al., 2008), por lo que es necesario
monitorear la resistencia en cada ciclo de cultivo, ya que puede incrementarse o
bien disminuir dado a que los genes de resistencia a insecticidas en afidos, tiene
efectos pleiotropicos negativos, los individuos resistentes presentan una mala
adaptacioén en la seleccién por un nivel tréfico superior, mientras que los individuos
de tipo silvestre presentan menor vulnerabilidad al ataque de un parasitoide (Foster
et al., 2007), este grupo toxicolégico no fue evaluado pero limitamos el uso de
insecticidas ya que los perfiles enziméticos fueron muy elevados respecto a las
demas enzimas. Por otra parte las GST, fueron las enzimas de menor contenido en
M. sacchari, este mecanismo no es significativo en afidos, ya que se han reportado
cambios en la actividad de enzimas detoxificativas, asociadas en el metabolismo de
glutation en el afido de la avena Rhopalosiphum padi, los migrantes alados de
hospederos alternos, cuando comenzaron alimentarse de los cereales la actividad
de GST aumento, mientras que Glutation Reductasa disminuyo6 (Laskowska et al.,
1999).

Por su parte Wondji et al., (2009) sefalan que es el mecanismo

detoxificativo mas significativo en la resistencia a piretroides dado por el citocromo
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P450, asociadas a las oxidasas de funcion multiple, a su vez en insectos también
se han reportado a Glutation S-Transferasas responsables de la resistencia a
deltametrina (Lumjuan et al., 2011), sin embargo, es este estudio estas enzimas
presentaron niveles enzimaticos bajos, siendo las GST las me menor produccion
respecto al resto de las enzimas, con una media de 0.302 y 0.003 para Ox y GST
respectivamente, por lo que los insecticidas piretroides pueden ser una alternativa
eficiente para infestaciones altas del pulgén amarillo M. sacchari en donde no se

tenga problemas con tolerancia hacia este grupo de insecticidas.

En estudios similares Anjum y Wright (2016) en Myzus persicae reporta que
los piretroides son significativamente mas toxicos que los insecticidas carbamicos y
que los pertenecientes al grupo de las espinosinas, ademas los piretroides,
lambdacialotrina especificamente, puede incrementar significativamente la
mortalidad a las 96 horas de evaluacion, ademas la deltametrina registré6 una
deficiente produccion de Oxidasas Wondji et al.,, (2009) sefialan que es el
mecanismo detoxificativo mas significativo en la resistencia a piretroides dado por
el citocromo P450, asociadas a las oxidasas de funcion multiple, para las oxidasas
son mas homogéneos, es decir, que el contenido de oxidasas de la poblacion esta

en el mismo rango.

Para la Acetilcolinesterasa el contenido de enzimas de la poblacion son
totalmente homogéneas, ciertos especimenes pudieran tener genes de AChE
asociadas a la resistencia a diversos grupos toxicologicos en el pulgon del algodén
Aphis gossypii (Li y Han, 2004), ya que los mecanismos de resistencia mediados
por el gen Kdr y acetilcolinesterasa modificada, resultan en un desequilibrio en el
ensamble, afectando la respuesta en los canales de sodio a piretroides (Criniti et
al., 2008), y para el caso de las Glutation S-Transferasas, la poblacién no mostro
contenido de enzimas, este mecanismo no es significativo en afidos, ya que se han
reportado cambios en la actividad de enzimas detoxificativas, asociadas en el
metabolismo de glutation en el afido de la avena Rhopalosiphum padi, los migrantes
alados de hospederos alternos, cuando comenzaron alimentarse de los cereales la

actividad de GST aumentd, mientras que Glutation Reductasa disminuyo
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(Laskowska et al., 1999), esta familia de enzimas también estan reportadas como

las responsables de la resistencia a deltametrina (Lumjuan et al., 2011)

Respecto a los niveles enziméticos (Cuadro 4), las B-Esterasas son el

mecanismo detoxificativo con mayor produccion dentro de nuestra poblacion de

Melanaphis sacchari.

Tabla 4. Niveles enziméticos de Melanaphis sacchari.

Enzima n Absorbancia = SD*
a-Esterasas 20 0.892 +0.105%
B-Esterasas 20 1.403+0.2017
Acetilcolinesterasas 20 0.137 £ 0.035P
Glutathion S-Transferasas 20 0.003 + 0.003F
Oxidasas 20  0.302 +0.051¢

n: nimero de repeticiones, SD: desviacion estandar. *; Absorbancias con la misma letra no son

estadisticamente significativas.
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Figura 9. Distribucion de los niveles enzimaticos de Melanaphis sacchari.
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Comparaciones de medias
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Figura 10. Comparacion de medias mediante tukey (a=0.05).

En la (Figura 10). Se muestra el contenido de enzimas de la poblacion, en
la cual la enzima B-Esterasa muestra un alto contenido, seguido de las enzimas a-

Esterasa, Oxidasas, Acetilcolinesterasa y el Glutation S- Transferasas.
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Lineas de respuesta Dosis/Mortalidad

Regresion PROBIT
Imidacloprid

1.0

Probit

Concentracion ppm

Figura 11. Grafica de la relacibn concentracion-mortalidad mediante Regresion
Probit de Imidacloprid.

En la gréfica se muestra las lineas de respuesta de la relacién
concentracion-mortalidad mediante Regresion Probit de Imidacloprid.
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Figura

12. Grafica de la relacion concentracion-mortalidad mediante Regresion
Probit de Endosulfan.

En la gréfica se muestra las lineas de respuesta de la relaciéon
concentracion-mortalidad mediante Regresion Probit de Endosulfan.
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Figura 13. Grafica de la relacion concentracidbn-mortalidad mediante Regresion

Probit de Deltametrina.

En la gréfica se muestra las lineas de respuesta de la relacién

concentracion-mortalidad mediante Regresion Probit de Deltametrina.
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CONCLUSIONES

En general, podemos mencionar que en la zona muestreada en el Estado
de Coahuila, la resistencia mediante sistemas enzimaticos de detoxificacion se da
por la presencia de B- Esterasas, ya que fue la agrupacién con mayor cantidad
respecto a las deméas enzimas, presentandose de forma homogénea entre las

poblaciones, seguido de la a-Esterasas, Oxidasas y Acetilcolinesterasa.

Podemos concluir que para la (CLso), deltametrina es mas eficiente para el
control de M. saccharis, seguido del endusolfan y por ultimo imidacloprid que fue el
que presento menor eficacia. En relacién a la (CLos) el comportamiento fue similar,
para la (CLgs), endosulfan fue mas eficiente seguido de imidacloprid y finalmente

deltametrina que fue quien presenté menor eficacia.
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