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Resumen

México es uno de los principales paises productores de sorgo
a nivel mundial, recientemente se reportd la presencia de
Melanaphis sacchari en sus principales estados productores,
su control se basa en la aplicacion de insecticidas sintéticos,
actualmente no existe un listado de insecticidas recomendados
ni sus niveles enziméticos asociados que pudieran presentar
riesgo de resistencia, por lo que este estudio tiene como
objetivo la determinacion de las concentraciones letales
medias de insecticidas de diferente grupo toxicoldgico y la
cuantificacion de enzimas detoxificativas, para ello se
recolectd6 M. sacchari en Saltillo, Coahuila,, una vez
identificado, se realizaron bioensayos y perfiles enzimaticos.
Los resultados muestran que deltametrina es un insecticida
eficiente para su control, el cual no hay indicio de que pudiera
presentar problemas de resistencia dado a que las enzimas
asociadas con la tolerancia a este insecticida son
relativamente bajos.

Melanaphis sacchari, concentracion letal media, Esterasas,
Oxidasas

Abstract

Mexico is one of the major producers of sorghum worldwide,
recently the presence of Melanaphis sacchari in its main
producing states was reported, its control is based on the
application of synthetic insecticides, there is currently no list
of insecticides recommended or levels enzymatic that could
present a risk of resistance, so this study aims at determining
the means lethal concentrations of insecticides different
toxicological group and quantification of enzymes that have
role of metabolic detoxification in insecticides resistance, for
that M. sacchari was collected in Saltillo, Coahuila., once
identified and bioassays and enzymatic profiles were
performed. The results show that deltamethrin is an efficient
insecticide for control, which no indication that resistance
could present problems because the enzymes associated with
tolerance to this insecticide are relatively low.

Melanaphis sacchari, mean lethal concentration,
Esterases, Oxidases
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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, Asiay
en los tropicos semiaridos de todo el mundo
(Ragaee et al., 2006), México ocupa el segundo
lugar como mayor pais productor de sorgo con
6, 308, 146 ton (FAOSTAT, 2013), 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 cronicas 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, los 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 directo como
transmisores de virus permitiendo la
propagacion de enfermedades. (Blackman y
Eastop, 2000).

ISSN 2007-882X
ECORFAN® Todos los derechos reservados.

Junio 2016 Vol.3 No.7 5-12

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 Pulgébn Amarrillo del Sorgo y frenar su
diseminacion a otros predios (SAGARPA-
CESV, 2016), si bien no existe un listado de
insecticidas recomendados, por su parte
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
pulgdn 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.

Materiales y metodologia

Localizacion.
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Para la obtencion de las poblaciones, se
realizaron muestreos a partir de septiembre del
2015 en cultivos experimentales a campo
abierto de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN), con ayuda de un
GPS, se determinaron las coordenadas: N: 25°
21°26.4577, O: 101° 02" 25.50"" a una altitud de
1736 msnm, una vez detectada la presencia de
M. sacchari se procedié a la recolecta tomando
hojas enteras con la presencia de &fidos y sus
respectivos dafios caracteristicos.

Se trasladaron al laboratorio de
taxonomia del Departamento de Parasitologia
de la UAAAN, para su identificacion. Una vez
identificadas, nuevamente se procedié a la
recolecta de material biolégico, se tomaron
diferentes muestras de las parcelas y se
trasladaron al laboratorio de Toxicologia de
Insectos del mismo departamento.

Bioensayos.

Una vez teniendo la cantidad suficiente
de insectos se realizaron bioensayos mediante
la técnica de inmersién de hoja para el psilido
del peral (Psylla spp) con ligeras
modificaciones (IRAC, 2005), para ello se
prepararon diferentes concentraciones, se
utiliz6 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
namero de pulgones entre el tercer y cuarto
instar, cada cuadrado considerado como una
unidad experimental. Las hojas tratadas se
dejaron secar en papel absorbente, vy
posteriormente se colocaron cajas Petri de
vidrio con papel humedo.

Los insecticidas empleados fueron:
Imidacloprid, Endosulfan y Deltmetrina.
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Las lecturas de mortalidad se realizaron
a las 24 h con ayuda de un microscopio
estereoscopio y un pincel.

Se consideré pulgon 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. El
méaximo nivel de mortalidad aceptable para el
testigo absoluto fue 10% y se corrigié mediante
la formula de Abbott (1925) cuando el testigo
presentaba mortalidad.

Por ultimo, 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 Yy sus limites fiduciales al 95 %.

Niveles enzimaticos.

Se empled la metodologia descrita por
Brogdon (1984), utilizando albimina sérica
bovina como proteina de referencia, se
colocaron tres insectos de cada especie en tubos
eppendorf, se agregaron 100 pL de buffer KPO4
(BFP) a 0.05 M y 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 pL de homogenato (HM), y se
agregaron 80 pL de BFP y 200 pL de colorante
diluido, esto realizado por triplicado para cada
repeticion, las lecturas de absorbancia se
tomaron utilizando un filtro de 630 nm y se
calcularon los valores de pg mL™* de proteina
comprendidos en el rango de 80 a 140 pg/mL
de proteina.
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Una vez calculada la cantidad de
insectos a emplear, se determinaron los niveles
de oa-esterasas (0EST), [-esterasas (BEST),
oxidasas (Ox), Acetilcolinesterasas (ACE) y
Glutation 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), H20> al 3% (PO), glutation 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
[-esterasas, se agregaron 100 uL del HM y 100
uL de o y B-NAF en cada pozo de la
microplaca, se dejo 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 pL del HM, 200
puL de TMBZ, y 25 pL de PO, se dejo incubar
por 5 min y se ley6 usando un filtro de 620 nm;
Para GST, se colocé 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 andlisis de resultados.

Por altimo, para ACE, se colocaron 100
pL de HM, y 100 pL de YAC al 3.0 mM se
agregé 100 pL de DTNB, se tomd la primera
lectura (To), se volvio a correr después de 10
min (T1o), utilizando el filtro de 414 nm. 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 (0=0.05) para comparar el
contenido de cada enzima
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Resultados y discusion

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), por lo que
diferentes insectos plagas atacan al sorgo para
obtener dicha energia, los 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), los resultados de nuestra investigacion
registran los valores de las concentraciones
letales medias para cada insecticida (Tabla 1)
fueron: 914.261, 79.128 y 59.929 para
Imidacloprid, Endosulfan y Deltametrina
respectivamente.  Deltametina  requiere la
concentracion mas baja para matar el 50 % de
la poblacion, seguido de Endosulfan e
Imidacloprid, este dltimo es el que requiere
mayor concentraciéon para tener una eficiencia
del 50 % que van de 602.869 a 1716.06 ppm.
En estudios similares Anjum y Wright (2016)
en Myzus persicae reporta que los piretroides
son significativamente méas 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.

Producto CLsg LFI LFS CLus CLas Intercepto | Pendiente | p-valor
Imidacloprid | 939.07 | 602.869 | 1716.06 | 41.585 | 212058 -3.6119 1.2115 | <0.001
Endosulfan | 79128 1.631 | 281.759 | 2292 | 2731.87 | 2030051 1.069 0.025
Deltametring | 39.920 [ 13.643 | 135.150 | 0.003 | 606169.3 -0.730 041 0004

Tabla 1 Concentraciones letales medias y limites
fiduciales de los insecticidas evaluados

CL50: concentracién letal media en ppm, LFI: limite
fiducial inferior en ppm, LFS: limite fiducial superior en
ppm. Intercepto y pendiente son parametros de regresion
probit y p-valor es la significancia de la determinacion de
la pendiente.
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Respecto a los niveles enzimaticos
(Tabla 2), las p-Esterasas son el mecanismo
detoxificativo con mayor produccién dentro de
nuestra poblacion de M. sacchari, 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 B-Esterasas fueron
la enzimas de mayor produccion, diferentes
estudios reportan la expresion del gen asociado
a la sobreproduccion 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 é&fidos, tiene
efectos pleiotrépicos negativos, los individuos
resistentes presentan un mala adaptacion en la
seleccion 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
toxicoldgico no fue evaluado pero limitamos el
uso de insecticidas ya que los perfiles
enzimaticos 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 aumentd, mientras que
Glutation Reductasa disminuy6 (Laskowska et
al., 1999).

Junio 2016 Vol.3 No.7 5-12

Enzima n | Absorbancia + SD*
a-Esterasas 20 | 0.892 +0.105B
B-Esterasas 20 | 1.403 + 0.2017
Acetilcolinesterasas 20 | 0.137 +0.035°
Glutathion S-Transferasas | 20 | 0.003 + 0.003¢
Oxidasas 20 | 0.302 +0.051¢

Tabla 2 Niveles enziméticos de M. sacchari. n:nimero
de repeticione, SD: desviacion estandar. *: absorbancias
con la misma letra no son estadisticamente significativas

Por su parte 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, 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 produccién 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
pulgon amarillo M. sacchari en donde no se
tenga problemas con tolerancia hacia este grupo
de insecticidas.

Absorbancia

alfa atch beta glutation oxidasas

Enzima
Figura 1 Distribucion de los niveles enziméticos de M.
sacchari
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Por otra parte las aplicaciones deben ser
alternadas con diferente grupo toxicoldgico, ya
que las cepas con acetilcolinesterasa modificada
no es un factor clave en los niveles enzimaticos,
sin embargo, por la presencia de adultos alados
previamente tratados con insecticidas, pueden
arribar al cultivo, ciertos especimenes pudieran
tener genes de AChE asociadas a la resistencia
a diversos grupos toxicologicos en el pulgon
del algoddn 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), incluso una
sustitucion de aminodcidos, también permite la
resistencia a carbamatos en el &fido de la papa
(Nabeshima et al., 2003).

Conclusiones

La enzima con mayor sobreproduccion como
mecanismo detoxificativo fueron las p-esterasas
seguidas de las a-Esterasas, por lo que no se
recomienda el uso de insecticidas
organofosforados; los  piretroides como
deltametrina, son una herramienta eficiente en
el manejo de Melanaphis sacchari al presentar
la concentracion letal media mas baja y por la
deficiente produccion de Oxidasas y glutation
S-Transferasas, las estdn como principal
mecanismo detoxificativo en la tolerancia de
afidos a los piretroides, también se recomienda
limitar el uso de estos productos ya que la
produccién de Acetilcolinesterasas es pequefia
pero pueden arribar individuos tratados y la
tolerancia puede a los piretroides puede crecer
significativamente.
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