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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2013

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Cuantificacién de enzimas detoxificativas asociadas a la resistencia de
insecticidas en pulgon amarillo del sorgo (Melanaphis sacchari) en el estado de $ 75,000
Guanajuato.

2.- Introduccién

De acuerdo al CESAVEG el estado de Guanajuato reporto una incidencia de pulgon amarillo (Melanaphis sacchari) en
el ciclo de primavera-verano 2015, en base a un muestreo que consistio de 2440 ha. muestreadas, reportando una
incidencia para el mes de junio de 9.02 % equivalente a 220.08 ha. para el mes de Junio. Posteriormente para el mes
de Julio se estaba reportando el 39.73 % que equivalen a 969.41 ha con presencia de pulgén amarillo (Melanaphis
sacchari) y ya para el mes de Agosto se tenian reportes del 42.09 % de presencia, equivalentes a 1027 ha del total de
muestreo realizado (CESAVEG, 2015).

La presencia de pulgon amarillo (Melanaphis sacchari) origino una serie de problemas debido a que si no existe
control puede ocasionar dafios en el cultivo que van de un 70 % en cuanto a la reduccién de la produccién, incluso
pueden existir dafios reflejados en el 100 % de la produccién (Rensburg y Hamburgo, 2015). El pulgdn ataca al cultivo
del sorgo, tan pronto como este emerge, encontrandolo en cualquier etapa fisiologica de la planta y en todas las
etapas de crecimiento. La invasion inicia en el envés de las hojas inferiores y puede colonizar plantas completas
(Maya et al., 2014). Generalmente el dafio inicia al infestar el envés de las hojas, las cuales se tornan rojizas debido al
estilete ocasionado al succionar la savia (SENASICA, 2014). Como dafios indirectos, encontramos a la mielecillas las
cuales son sustancias azucaradas excretadas por los pulgones, lo cual puede propiciar el crecimiento de la fumagina,
este hongo necrosa la planta afectando los procesos fotosintéticos. Se tienen reportes en los cuales se ha encontrado
que el pulgén amarillo (Melanaphis sacchari) puede transmitir virus en los que encontramos a el Virus del mosaico de
la cafia de azucar (VMCA) y el Virus de la hoja amarilla de la cafa de azlcar (VHACA) y otras enfermedades (Schenk
y Lehrer, 2000; White ef al. 2001 y CAB International 2014).

Existen diversas alternativas de manejo, sin embargo debido a su alta capacidad de reproduccién puede elevar su
poblacion en corto tiempo causando dafios directos o indirectos, por lo que la aplicacion de productos quimicos es una
de las estrategias mas empleadas en el Manejo Integrado de Plagas (MIP) (Lopez-Avila et al., 2001), y debido a la
poca informacién en cuanto al uso inteligente y racional de productos quimicos, lo cual permite el desarrollo acelerado
de la resistencia. En México se tiene poca informacion de los insecticidas con alta efectividad biologica contra el
pulgén amarillo y a su vez se desconocen los mecanismos enzimaticos que permiten a Melanaphis sacchari ciertos
niveles de toxicidad de productos en el estado de Guanajuato.

Objetivos

Objetivo general
« Determinar los mecanismos de resistencia de Melanaphis sacchari en las principales zonas productoras del

bajio.

Hipotesis

o Se espera que el pulgon amarillo del sorgo (Melanaphis sacchari) presente al menos una enzima asociada a la
tolerancia a insecticidas en el estado de Guanajuato.

Subdireccién de Programacién y Evaluacion PYE-01



3.-Revision de Literatura

El cultivo del sorgo (Sorghum sp) es uno delos cereales méas importantes en el planeta, del cual se alimentan grandes
regiones de Africa, Asia y en los trépicos 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 nutrional, siendo un alimento altamente valorado que promueve potenciaimente 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 corazon (Stefoska et al,,2015), por su alto contenido de antioxidantes, Kang et al. (2018) reportan que es una
fuente rica de diversos compuestos fenolicos como flavonoides (lavanonas, flavonoles y flavanonol, y derivados de
flava-3-0l.), 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 3360 845.78
toneladas (SIAP, 2014), sin embargo, la presencia de afidos reduce los rendimientos, estén reportadas como una de
las plagas mas representativos en numerosos cultivos, ya gue causan dafio directo por la alimentacién y dafio
indirecto como transmisores de virus permitiendo la propagacion de enfermedades (Blackman y E astop, 2000).

A finales de 2013 se detecté la presencia de M. sacchari, en Tamaulipas, Mexico., 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 axyris, 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 aplicacién 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
amarillo del sorgo y frenar su diseminacién a otros predios (SAGARPA-CESV, 2016).

INIFAP (2015), determiné cinco insecticidas con una efectividad superior al 90% para el control de M. sacchari, los
cuales fueron: Imidacloprid, Sulfoxaflor, Spirotetramat, Thiametoxan 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 mecanismo de resistencia hacia los productos quimicos, por lo que esta investigacion tiene como
objetivo determinar y cuantificar sus niveles enzimaticos detoxificativos que inducen tolerancia a insecticidas sintéticos
en el estado de Guanajuato.

4.- Procedimiento Experimental

1. La investigacion se realizara en los principales municipios productores de sorgo en el estado de Guanajuato.

2 Para la obtencion del material biolégico se realizaran cinco muestreos por municipio en el cultivo del sorgo.
Los pulgones se colocaran en tubos eppendorf y posteriormente se meteran en un hielera para evitar que se
deshidraten las muestras.

3. Posteriormente se colocaran a un refrigerador para mantener la temperatura optima que sera de 2° C.

4. Una vez muestreados los municipios se transportaran las muestras a la Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro, especificamente al Laboratorio de Toxicologia de Insectos.

5 Teniendo todas las muestras, se cuantificara el nivel de proteina, empleando la metodologia descrita por
Brogdon (1984), utilizando albumina sérica bovina como proteina de referencia para determinar la cantidad de
individuos o la cantidad de tejido que se ocupara para la cuantificaciéon de enzimas.
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6. Una vez calculada la cantidad de insectos a utilizar, se procedera a determinar los niveles de a-Esterasas y
R-Esterasas por la metodologia propuesta por Brogdon y Dickinson (1883).

7. Para determinar las oxidasas se obtendran por la metodologia propuesta por Brogdon et al., (1 997).

8. En el caso de las Glutation S-Transferasa (GST) se obtendran por los métodos propuestos por Brogdon y
Barber (1990).

9. Y para determinar las Acetil Colinesterasas (ACE) se realizaran por la metodologia propuesta por Brogdon,
(1988).

10. Con los datos arrogados en cada una de las enzimas, que este caso seran las lecturas de absorbancias, se
realizara una clasificacion de resistencia, a través de una ANOVA, Tukey (P=0.05)

Cronograma de Actividades para el 2018.
Actividad por realizar EUEES G sl ne o AT 0 BN | P

Elaboracion del anteproyecto ¥l ! % X
Colecta de material biologico X X x| X
Estandarizacion de la curva estardar de proteina X
Cuantificacion de proteina por cada poblacion
Cuantificaciéon de enzimas Oxidasas
Cuantificacion de enzimas Esterasas
Cuantificacién de enzimas GST

Cuantificacion de enzimas Acetil Colinasterasa
Analisis de resultados

Congresos

Escritura de articulo cientifico

Envio de articulos cientificos

Revision de literatura ¥ X X X X il R X % X
Examen de grado ¥

X[ > X | X |X
XX | X |X
XXX X
XXX | X |X

X x| x|X

Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar E |F |M JA [M [Je]Jd [Aa [S |[O |N |D
Colecta de material biologico 30 %
Cuantificacion de enzimas Oxidasas
Cuantificacion de enzimas Esterasas
Cuantificacién de enzimas GST

Cuantificacion de enzimas Acetil Colinasterasa

Congresos 10 %
Articulo cientifico | [

50 %

Duracion total del proyecto
[Afo de Inicio | Enero del 2018 ['Afio estimado de conclusion | Diciembre del 2018 |

5.-Productos Esperados
[_ « Articulo cientifico enviado en alguna revista internacional |
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