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TOXICIDAD DE INSECTICIDAS SOBRE TRES ESPECIES DE ENEMIGOS
NATURALES DE Melanaphis sacchari (HEMIPTERA: APHIDIDAE)
Isis Anmerany Jaimez Ruiz, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN

Melanaphis sacchari es una plaga reportada en sorgo desde noviembre de 2013 en México, y
ocasiond pérdidas del 30 al 100% en la produccion de este cultivo. Por disposicion oficial, el
manejo para esta plaga contempla el control cultural, legal, genético, biolégico y como ultima
tactica el control quimico, usando insecticidas efectivos para su control. No obstante, se
desconoce el efecto de estos productos sobre la fauna benéfica. Por tanto, el objetivo de este
trabajo fue determinar el efecto letal y residual de los insecticidas recomendados contra M.
sacchari sobre tres de sus enemigos naturales. Se realizaron bioensayos para evaluar la toxicidad
y persistencia a través de la exposicion directa, superficie y alimento contaminado sobre
Hippodamia convergens, Cycloneda sanguinea y Aphidius colemani. También, se realizaron
pruebas en campo del efecto de insecticidas sobre poblaciones de M. sacchari y sus enemigos
naturales. Finalmente, se determinaron las concentraciones letales 50 (CLso) a tres insecticidas
recomendados para el control de M. sacchari, en poblaciones de H. convergens susceptibles y de
campo. El insecticida biorracional (jabon agricola) no fue eficiente en el control de M. sacchari,
como si fueron los insecticidas convencionales. De acuerdo a la clasificacion de la Organizacion
Internacional de Control Biolégico (IOBC), imidacloprid resultd ser téxico y persistente para las
tres especies de enemigos naturales en condiciones de laboratorio, y ligeramente persistente en
semicampo. Sulfoxaflor, flupyradifurone y spirotetramat fueron inofensivos a moderadamente
toxicos (mortalidad < 70%), y fueron de no persistentes a ligeramente persistentes en
condiciones de laboratorio y semicampo, respectivamente. El sulfoxaflor (CLso = 316.24 ppm) y
flupyradifurone (CLso = 231.15 ppm) tuvieron baja toxicidad sobre H. convergens, por debajo de
la CLso reportada para la plaga, por lo que son los insecticidas que pudieran ser adecuados para
el control de ésta. Adicionalmente, es factible su uso dentro del manejo integrado de M. sacchari
por ser efectivos en su control y de bajo impacto para los enemigos naturales.

Palabras clave: Sulfoxaflor, flupyradifurone, Hippodamia convergens, Aphidius sp.



TOXICITY OF INSECTICIDES ON THREE SPECIES OF NATURAL ENEMIES OF
Melanaphis sacchari (HEMIPTERA: APHIDIDAE).
Isis Anmerany Jaimez Ruiz, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

Melanaphis sacchari is a pest of sorghum which was reported in Mexico since November 2013,
and it has caused production losses from 30 to 100%. By official disposition the management of
this pest considers the cultural, legal, genetic, and biological control and, as corrective tactic, the
chemical control using effective insecticides. Nevertheless, its effect on beneficial fauna is
unknown. Therefore, the objective of this work was to establish the lethal and residual effects of
the insecticides recommended against M. sacchari on three of its natural enemies. Different
bioassays were conducted to evaluate the toxicity and persistence through direct exposure,
surface and food contaminated on Hippodamia convergens, Cycloneda sanguinea and Aphidius
colemani. Also, some field tests of effect of insecticides on populations of M. sacchari and
natural enemies were made. Finally, the toxicity and lethal concentration values (LCso) were
determined for three insecticides, recommended for the control of the pest, in susceptible and
field populations of H. convergens. The biorational insecticide (agricultural soap) showed no
efficiency in the control of M. sacchari, contrary to conventional insecticides. According to the
International Organization of Biological Control (IOBC) categories, imidacloprid was toxic and
persistent for the three species of natural enemies in laboratory conditions, and slightly persistent
in semifield. Sulfoxaflor, flupyradifurone and spirotetramat were harmless to moderately toxic
(mortality < 70%), and were non-persistent to slightly persistent under laboratory and semifield
conditions, respectively. Sulfoxaflor (LCso = 316.24 ppm) and flupyradifurone (LCso = 231.15
ppm) presented low toxicity on H. convergens, lower than that reported by the pest;
consequently, these are insecticides that can be used within the integrated management of M.
sacchari, because they are effective in controlling the pest and have low impact on its natural
enemies.

Keywords: Sulfoxaflor, flupyradifurone, Hippodamia convergens, Aphidius sp.
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INTRODUCCION GENERAL

El cultivo de sorgo para obtener grano o forraje representa el segundo cereal en
importancia en cuanto a superficie sembrada en México, con alrededor de 1.5 millones de
hectareas destinadas en 2018 (SIAP, 2019). Recientemente, la produccion de sorgo se vio
afectada por la presencia de una plaga, Melanaphis sacchari (Zehntner), que se reporté por
primera vez en México en noviembre de 2013 (Rodriguez-del-Bosque y Terén, 2015). Esta plaga
afectd inicialmente al cultivo en el estado de Tamaulipas, el cual concentra mas del 50% de la
produccion nacional de sorgo (SIAP, 2018), pero en menos de dos afios se reportd en la mayoria
de los estados que producen sorgo en México.

M. sacchari fue reportado en México invadiendo el cultivo de sorgo (Sorghum bicolocor
L.), por lo que se conoce como pulgdn amarillo del sorgo (PAS); pero previamente en Estados
Unidos de América se reportd asociado a la cafia de azlcar (Saccharum officinarum L.), por lo
que se identifico como sugarcane aphid (SCA) (Bowling et al., 2016; Rodriguez-del-Bosque y
Teran, 2015, 2018). Es importante considerar, que debido a las especies y biotipos de pulgones
asociados a cafia de azucar y sorgo, se forma un complejo denominado M. sacchari/sorghi
(Pefia-Martinez et al., 2016).

Lépez (2015) anot6 tres hipotesis para sugerir como pudo haber llegado el PAS a
México. La primera, probablemente por la movilizacion del PAS hasta Tamaulipas a través de
los vientos ocasionados por el huracan Ingrid, que ocurrié en Estados Unidos en septiembre de
2013, desde los estados de Texas, Luisana y Florida, donde la plaga se encontraba presente. La
segunda hipotesis se sustenta en la capacidad de vuelo de pulgones alados del PAS, y del

aprovechamiento de corrientes de aire de Texas a las superficies agricolas de México. La ultima



hipotesis propone el traslado del PAS por medio de movilizacion de maquinaria, desde Estados
Unidos a México, ya que muchos productores de México rentan maquinaria de ese pais para la
cosecha de sorgo.

Ante la deteccion del PAS en Tamaulipas (noviembre 2013), y el posible riesgo de
dispersion de la plaga hacia zonas libres del pais, se implement6 el Manejo Fitosanitario del
Sorgo. Un afio después, el SENASICA (Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria) implemento la Campafia Contra el Pulgén Amarillo del Sorgo, ya que la plaga
se habia distribuido en 17 estados productores, a pesar de las medidas de contencién o
mitigacion. Por lo tanto, a partir del 2017 se establecié el Manejo Integrado contra el PAS.
Actualmente, el pulgdn se encuentra ampliamente distribuido en las zonas sorgueras del pais,
excepto por Aguascalientes, Baja California, Baja California Sur y Zacatecas (SENASICA,
2018).

El PAS se distingue por presentar color amarillento, con tarsos y sifinculos oscuros
(Rodriguez-del-Bosque y Terén, 2018). Ademas, se caracteriza por ser una especie anholociclica
y parcialmente holociclica monoécica en Guanajuato, Querétaro y Sinaloa; mientras que, en el
resto de los estados de México y Estados Unidos de América es anholociclica (Pefia-Martinez et
al., 2017). Tiene un desarrollo entre 4 y 12 dias, la longevidad del adulto va de 10 a 37 dias con
una reproduccion de 34 a 96 ninfas por hembra, la especie puede tener entre 10 y 20
generaciones por afio; estos parametros bioldgicos varian en funcion de la temperatura, lluvia y
nutricion (Chang et al., 1982, Singh et al., 2004a). Estas caracteristicas de capacidad adaptativa,
y rapido crecimiento poblacional convierten al PAS en una plaga de importancia econdémica.

La alimentacion del PAS en el envés de las hojas, de las que extrae savia, ocasiona dafios

en el cultivo del sorgo como la reduccion de la fotosintesis, clorosis, necrosis, excrecion de



mielecilla que favorece el desarrollo de fumagina, retardo en la floracion, y reduccion de la
cantidad y calidad del grano (Singh et al., 2004a; Bowling et al., 2016).

Debido a los dafios que ocasiona el PAS en las plantas de sorgo, surgio la necesidad de
implementar medidas de control basadas en el concepto de manejo integrado. Las primeras
medidas son preventivas a través del control legal, cultural y genético, ademéas del uso del
control bioldgico y de ser necesario el control quimico (Moreno et al., 2016; Quijano et al.,
2017; Rodriguez-del-Bosque y Teran, 2018).

La tactica de control cultural se basa en la eliminacion de residuos de cosechas del ciclo
anterior, a través barbecho y rastreo sin quemar el follaje, también se debe eliminar el zacate
Johnson en las zonas cercanas al cultivo, ya que éste es un hospedante alterno. Por su parte, con
el control legal se establecieron fechas de siembra y un periodo libre del cultivo, para evitar el
refugio y crecimiento de poblaciones del PAS durante todo el afio. Por ejemplo, para el estado de
Guanajuato se debe sembrar sorgo Unicamente del 15 de abril al 5 julio (Moreno et al., 2016;
Quijano et al., 2017; Rodriguez-del-Bosque y Teran, 2018; Szczepaniec, 2018).

Respecto al control genético, es indispensable el uso de variedades tolerantes al PAS.
Cada estado debe seleccionar las variedades de sorgo adecuadas para su zona y que sean
tolerantes a la plaga (Fitiwy et al., 2008; Armstrong et al., 2015; Moreno et al., 2016; Quijano et
al., 2017; Rodriguez-del-Bosque y Teran, 2018). Ademas, las semillas deben tratarse con
insecticidas como clothianidin, tiametoxam e imidacloprid mas bifentrina, con el fin de proteger
al cultivo al menos 30 dias después de emergidos, pero sin ocasionar dafios en la fauna benéfica
(Quijano et al., 2017).

Otra tactica es el uso de agentes de control biologico por conservacion, el cual es un

factor determinante para la supresion de poblaciones de PAS, ya que se han reportado al menos



47 especies de enemigos naturales entre depredadores, parasitoides y hongos entomopatdgenos
(Singh et al., 2004a). En México, se reportan hasta 21 especies de enemigos naturales asociados
al PAS (Cortez-Moncada, 2016; Marin y Herrera, 2016; Vazquez-Navarro et al., 2016;
Rodriguez-del-Bosque y Terdn, 2018), dentro de los cuales Hippodamia convergens Guérin-
Méneville se distingue por ser la mas abundante (Rodriguez-Palomera et al., 2016; Tamayo y
Marin, 2016; Vazquez-Navarro et al., 2016; Salas et al., 2017; Rodriguez-del-Bosque y Teran,
2018), y se considera como una especie con potencial importante en el control del PAS (Colares
et al., 2015). La segunda especie en abundancia, que se considera importante en el control del
PAS, es Cycloneda sanguinea (Linnaeus) (Rodriguez-Palomera et al., 2016). Tanto H.
convergens como C. sanguinea se caracterizan por ejercer control cuando las poblaciones de
PAS son altas, adicionalmente, por ser especies de depredadores generalistas, se comercializan
en el pais para la regulacion de poblaciones de varias especies de pulgones.

Por otro lado, los parasitoides son los encargados de regular poblaciones de PAS cuando
éstas son bajas. Dentro de los parasitoides asociados a dicha plaga destaca en abundancia el
género Aphidius (Lépez-Gutiérrez et al., 2016). En un principio se consider6 a A. colemani
Viereck como el responsable de parasitar las poblaciones de PAS en México (Marin y Herrera,
2016; Tamayo y Marin, 2016), posteriormente se determind que era A. plantensis Bréthes
(Garcia-Suarez et al., 2016). Para A. plantesis no se han establecido crias comerciales, mientras
que A. colemani se comercializa en el pais; quiza por esa razén se considera que puede usarse
como modelo de estudio por tener un comportamiento similar con A. platensis con respecto al
efecto de los insecticidas.

Ademas de las tacticas de control, es indispensable considerar el muestreo, el umbral y la

presencia de enemigos naturales para tomar decisiones en caso de necesitar del control quimico.



Para el PAS se considera que se debe realizar muestreo del sorgo, para detectar cualquier foco de
infestacion de la plaga, al menos una vez por semana; el umbral para tomar medidas de control
quimico es de 50 individuos hoja™* en 20% de plantas infestadas (Moreno et al., 2016; Quijano et
al., 2017; Rodriguez-del-Bosque y Teran, 2018).

Entre las décadas de los 70 y 80", se determind la eficacia en el control del PAS con el
uso de insecticidas organofosforados como disulfoton y forato con aplicaciones al suelo. Hasta
los 90" el uso de organofosforados como dimeton-S-methyl, dimetoato, paration, diazinon,
malation, oxidemeton-metil, mevinfos, quinalfos y carbofenotion; organoclorados como
endosulfan, y carbamatos como carbofuran, fueron efectivos por medio de aplicaciones foliares a
los 50-90 dias después de siembra, cuando las poblaciones de PAS eran entre 70 y 155 pulgones
planta®. Adicionalmente, en el 2001 se demostré que dimetoato, clorpirifos, malation y
endosulfan por eliminar la plaga favorecian el peso del grano y el rendimiento del sorgo. No
obstante, se debe considerar que muchos de los insecticidas utilizados para el control del PAS
pueden matar coccinélidos y sirfidos. Lo que conlleva que en ausencia de enemigos naturales, las
poblaciones del PAS pueden resurgir y entonces se requiera de mas aplicaciones, que no son
econdmicamente rentables para los productores de sorgo (Singh et al., 2004a).

Desde los reportes de PAS en Estados Unidos de América y México surgid la necesidad
de probar insecticidas especificos, con el fin de determinar su efecto sobre el PAS. En Estados
Unidos de América, se recomienda a sulfoxaflor y flupyradifurone por ocasionar mortalidades >
98% hasta por 21 dias después de la aplicacion (DDA), con actividad especifica sobre la plaga y
de bajo impacto en fauna benéfica (Bowling et al., 2016).

En México se han evaluado algunos insecticidas biorracionales y convencionales para el

manejo del PAS. En Sinaloa, el uso de jabdn agricola demostréo 85% de control del PAS a 4



DDA, pero también aplicaciones de acefate, acetamiprid, clotianidin, flonicamid, imidacloprid,
pymetrozyne, spirotetramat, sulfoxaflor, flupyradifurone, las mezclas de tiametoxam + cyalotrina
e imidacloprid + betacyflutrina reflejaron eficacia en el control del PAS (Moreno et al., 2016).
En Guerrero, los insecticidas imidacloprid, sulfoxaflor, flupyradifurone, spirotetramat,
pymetrozine y afidopyropen mantuvieron las poblaciones de PAS < 8 individuos hoja™.
Posteriormente, en Guanajuato y Tamaulipas, se recomendd mas especificamente el uso de
sulfoxaflor, flupyradifurone, spirotetramat, imidacloprid y tiametoxam dentro de la campafia
contra el PAS (Quijano et al., 2017; Rodriguez-del-Bosque y Teran, 2018). Imidacloprid es el
ingrediente activo mas utilizado por los productores de sorgo en México, porque desde un inicio
estaba disponible para su uso en sorgo de grano y demostrd efectividad en el manejo del PAS
(Bowling et al., 2016).

Los cinco insecticidas recomendados en la campafia del PAS en México pertenecen a
diferentes grupos toxicologicos, con diferentes modos de accion (MoA). Spirotetramat esta
clasificado en el grupo 23 actuando como inhibidor de la acetil CoA carboxilasa. Mientras que
los otros cuatro insecticidas estan en el grupo 4 actuando como moduladores competitivos del
receptor nicotinico de la acetilcolina, pero estdn en diferentes subgrupos. Imidacloprid y
tiametoxam forman el subgrupo 4A neonicotinoides, flupyradifurone el 4B butenolides y
sulfoxaflor el 4C sulfoxaminas (IRAC, 2018). Entre ellos se presentan diferencias en sus
estructuras (Figura 1), por ejemplo en sulfoxaflor y flupyradifurone se presenta sustitucion de
moléculas de nitrégenos y adicion de moléculas de fltor. Dichas diferencias les confieren efectos
diferentes sobre las plagas y enemigos naturales (Brick et al., 2009; Sparks et al., 2013; Nauen

etal., 2015).



Tiametoxam Imidacloprid Flupyradifurone Sulfoxaflor

Figura 1. Estructura de neonicotinoides, butenolides y sulfoxaminas.

Hasta ahora la aplicacion de insecticidas es uno de los métodos que parece efectivo para
combatir al PAS, ya que en pocos dias disminuye la densidad de la plaga. Aunque se presupone
que los enemigos naturales (depredadores y parasitoides) presentes en el campo pueden ejercer
un nivel importante de control sobre el PAS, la aplicacion de insecticidas puede demeritar su
accion (Vincent et al., 2000; Wells et al.,, 2001; Michaud, 2002; Desneux et al., 2007
Varenhorst y O’Neal, 2012; Krischilk et al., 2015). Aparentemente, los insecticidas
recomendados en la campafia del PAS presentan bajo impacto sobre algunas especies de
enemigos naturales (Brick et al., 2009; Sparks et al., 2013; Nauen et al., 2015); sin embargo, es
importante determinar su efecto sobre los depredadores y parasitoides asociados al PAS, para
poder disminuir los problemas a la hora de integrar tacticas de control bioldgico y quimico

dentro del manejo del PAS.



OBJETIVOS

Objetivo General

Buscar que insecticidas son compatibles con enemigos naturales para el control de

Melanaphis sacchari.

Objetivos Especificos

1. Evaluar la toxicidad de cinco insecticidas sobre tres especies de enemigos naturales bajo
tres métodos de exposicién en condiciones de laboratorio

2. Determinar el efecto residual de tres insecticidas sobre tres especies de enemigos
naturales en condiciones de laboratorio y semi-campo

3. Evaluar la efectividad biol6gica de cuatro insecticidas sobre las poblaciones de
Melanaphis sacchari y sus enemigos naturales en condiciones de campo

4. Determinar la susceptibilidad de Hippodamia convergens a los principales insecticidas

recomendados para el control de Melanaphis sacchari



CAPITULO I: TOXICITY OF INSECTICIDES ON NATURAL ENEMIES OF
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Abstract

The sugarcane aphid (SCA), Melanaphis sacchari, is a recent pest in Mexico and South of USA,
which has caused economic losses up to 100% in areas with no control activities. In Mexico in
2017, the SCA campaign established an Integrated Management Program in sorghum cultivation,
where chemical control might be affecting the beneficial fauna. Therefore, the objective of this
study was to determine the toxicity of imidacloprid, chlorpyrifos ethyl, flupyradifurone,
sulfoxaflor and spirotetramat, applied under three exposure methods, on the predators
Hippodamia convergens and Cycloneda sanguinea and the parasitoid Aphidius colemani. The
toxicity depended on the species, time and method of exposure. The insecticides imidacloprid

and chlorpyrifos ethyl were more toxic for the three species evaluated, according to the I0BC
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classification, causing up to 100% mortality. Sulfoxaflor was the least harmful (<30% mortality)
and flupyradifurone slightly toxic (67% mortality) on predators, but the two products were
classified from moderately toxic to toxic for the parasitoid. On the other hand, spirotetramat was
harmless for the three species (<24% mortality), but moderately toxic for the parasitoid by
ingestion and contaminated surface (82 and 80% mortality, respectively). The results suggested
compatibility of spirotetramat with adults of the three natural enemies evaluated and that
sulfoxaflor and flupyradifurone should be used sparingly since they can affect parasitoids. It
would be wise to avoid the use of imidacloprid and chlorpyrifos ethyl because they affect the
survival of natural enemies, also we must not encourage the use them in the integrated
management of this pest.

Keywords: Hippodamia convergens, Cycloneda sanguinea, Aphidius colemani, sugarcane

aphid.

1.1 Introduction

The sugarcane aphid (SCA), Melanaphis sacchari (Zehntner) (Hemiptera: Aphididae), a
new and invasive pest of sorghum in North America was detected for the first time in 2013 at
Texas Gulf Coast, United States (Bowling et al., 2016) and Tamaulipas, Mexico (Rodriguez-del-
Bosque and Teran 2015). After its detection, the SCA caused losses between 30 and 100% of
forage and grain sorghum in some of the production regions of Mexico (Moreno et al., 2016).
Currently, the SCA is widely distributed in all sorghum fields in this country (Rodriguez-del-
Bosque and Teran, 2015), and because of its damage, the sorghum growing area has gone from

2.3 million hectares in 2013 to 1.5 million hectares in 2018 (SIAP, 2019).
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The damage of SCA is occasioned by sap extraction, reduction in photosynthetic
efficiency, chlorosis, necrosis, delayed flowering, effect on grain filling and reduction in the
quality of sorghum (Singh et al., 2004a; Bowling et al., 2016). The strategy for the management
of SCA in México includes at least four control tactics: 1) genetic, using less susceptible
sorghum hybrids, 2) cultural, i.e. eliminating alternative hosts and establishment of planting
calendar, 3) chemical, using conventional pesticides after the insect threshold has been reach,
and 4) trying to improve the biological control by conservation (Quijano et al., 2017).

In the states where grain sorghum is produced in Mexico, there are at least 12 species of
natural enemies which feed and develop on SCA field populations, those include predators such
as Hippodamia convergens Guérin-Méneville, Cycloneda sanguinea (Linnaeus) and the
parasitoid Aphidius sp. Viereck (Marin and Herrera, 2016); they are also commercially available
in the country. On this scenario, there are at least five recommended insecticides for chemical
control of SCA, sulfoxaflor, flupyradifurone, spirotetramat, imidacloprid and thiamethoxam
(Quijano et al., 2017). However, the impact of those products on the natural enemies of the SCA
is not clear. To date, only the effect of sulfoxaflor and flupyradifurone on larvae and adults of H.
convergens, Chrysoperla carnea (Stephens) and Orius insidiosus (Say) has been evaluated,
obtaining levels of toxicity that depend on the species, stage of development, insecticide,
concentration and exposure method (Barbosa et al., 2017; Colares et al., 2017). Therefore, is
necessary to evaluate the effect of other recommended insecticides on the natural enemies
associated with SCA,; in addition, to determine the effect of different exposure sources. The
objective of this study was to evaluate the toxicity of some of the insecticides recommended in

Mexico for the control of SCA on the predators H. convergens, C. sanguinea and the parasitoid
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A. colemani under laboratory conditions, and using the methods of direct exposure, ingestion and

contaminated surface.

1.2 Materials and methods
1.2.1 Insects

The natural enemies were used on the adult stage; H. convergens and C. sanguinea were
provided by OBA (Organismos Benéficos para la Agricultura, Autlan, Jalisco). While the
parasitoid, A. colemani, was supplied by Koppert Mexico through the APHIPAR® product.
Predators and parasitoid were kept in 20 x 15 x 10 cm plastic containers with ventilation in a
bioclimatic chamber at 24 + 2 °C, 60 + 5% RH and 16 L: 8 D h. Before using the insect on the
assays, they were fed at libitum offering a wick cotton (inserted in a vial 20 mL) saturated in a
honey water solution (1:3). For the bioassays, we used predator adults 5-15 d after emergence,

and parasitoids 1-3 d after emergence.

1.2.2 Insecticides

Four commercial insecticides were selected among those recommended for the control of
SCA (Quijano et al., 2017) (Table 1.1). Additionally, chlorpyrifos ethyl was included as
“chemical control” (Table 1), although it is not authorized, various sources report it as an
efficient product in the control of SCA populations (Singh et al., 2004b) but it is highly toxic for
natural enemies (Gholamzadeh-Chitgar et al., 2014; Gorri et al., 2015; Fernandes et al., 2016).
The five products were diluted in distilled water plus 1 mL L™ adherent (INEX-A®) based on an
amount of 300 L ha of water (Quijano et al., 2017). The control group received distilled water

and the adherent. An absolute control was included (only distilled water) in the parasitoid
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bioassays, since a toxic effect was detected with the use of the adherent in preliminary tests.

Fresh solutions were prepared for each repetition before application.

Table 1.1. Insecticides and concentrations evaluated on adults of natural enemies of Melanaphis

sacchari.
Product Toxicological Company Dosis
Active Comercial Group mL ha! mga.i. L?
ingredient Name

sulfoxaflor Toretto®21.8 Sulfoximines Dow AgroSciences de 100 80
SC México S.A. de C.V

flupyradifurone  Sivanto® prime  Butenolides Bayer de México S.A 200 133.33
200 SL de C.V.

spirotetramat Movento® 150 Tetronic and tetramic ~ Bayer de México S.A 300 150
oD acid derivates de C.V.

imidacloprid Confidor 350 Neonicotinoids Bayer de México S.A 200 233.33
SC de C.V.

chlorpyrifos Lorshan® 480 Organophosphates Dow AgroSciencesde 500 800

ethyl EM México S.A. de C.V

1.2.3 Toxicity of insecticides on predators
Direct exposure

The toxic effect of insecticides on predator adults was evaluated following the method of
Morales et al. (2015) with some slight modifications. Prior to spray application of the insecticide
solutions, the adults were anesthetized with CO» for 5 min in a hermetic bag of 1 L capacity
(Ziploc®) to facilitate the application of the treatments. Subsequently, the adults were passed on
the base of a Petri dish (9.0 x 1.5 cm) and placed inside an acrylic Potter tower (150 x 50 x 50
cm, with full cone stainless steel nozzle ¥ J- SS, Sraying Systems Co. Wheaton, IL, USA),
connected to a 10 L y 2 HP air compressor (Adir®), at a distance of 120 cm from the nozzle.
Each spray was 4 mL of the insecticide solution at 206.8 kPa of pressure. Then, using an
entomological fine hairbrush, treated adults were transferred to clean Petri dishes (9.0 x 1.5 cm)

with a 4.0 cm diameter perforated lid sealed with organza for ventilation, and previously placed
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honey lines as a feeding substrate. The Petri dishes were closed and maintained at 24 + 2 °C, 60
+ 5% RH and photoperiod of 16 L: 8 D h. Mortality was recorded at 24, 48 and 72 h after the
application of the treatments. These treatments were repeated ten times each. The insect who did
not present any type of movement to the stimulus of a fine hair brush was considered dead, also
those that were exhibiting disoriented movements or slight movements of its appendages were

considered dead.

Ingestion exposure

The toxicity of insecticides on predator adults by ingestion exposure was evaluated
following the method of Singh et al. (2004b) with light modifications. Groups of 300 SCA
adults, reared on sorghum plants free of insecticides for more than 20 generations, were sprayed
with the Potter tower as described for the direct exposure bioassay. Treated aphids were dried for
5 min at room temperature, and transferred, using a entomological brush to a clean plastic Petri
dish (9.0 x 1.5 cm). The Petri dish had an opening (4.0 cm diameter) in the lid which was
covered with organza for ventilation. Then, in each experimental unit, 10 adults of a natural
enemy species previously anesthetized with CO, and fasting for 24 h were introduced. As in the
previous experiment, the Petri dishes were kept under controlled conditions and were observed

for mortality at 24, 48 and 72 h post-application. The entire experiment was repeated 10 times.

Exposure to contaminated surfaces
For this experiment, we followed the methodology proposed by Luna-Cruz et al. (2011).
This test consisted of immersing glass Petri dishes (10.0 x 1.5 cm) for 20 s in a tray with 500 mL

of the corresponding treatment, after they were dried for 2 h at room temperature. Then, 10
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predators of one of the species, previously anesthetized with CO,, were placed inside the
insecticide impregnated Petri dishes. A solution of honey water (1:3) offered in a cotton swab
dipped inside a lid of an Eppendorf tube (1000 pL) was used to offer food to the insects. The
Petri dishes were covered and kept in controlled conditions. As in the previous experiments,
mortality was recorded at 24, 48 and 72 h post-application, the experiment was repeated 10

times.

1.2.4 Toxicity of insecticides on the parasitoid
Direct exposure

The same direct exposure protocol on predators was followed with some modifications.
The parasitoids were anesthetized using CO> for 2 min, and transferred after application to a 500
mL plastic cup with a lid that had an orifice (4.0 cm diameter) which was sealed with organza for
ventilation. A solution of honey and water (1:3) offered in a cotton wick inside a 5 mL glass vial
was used as the feeding substrate, and the mortality was evaluated at 24 h post-application as

indicated in the previous section.

Ingestion exposure

In this experiment the methodology of Abdu-Allah and Pittendrigh (2018) was followed
with slight modifications. The treatments were diluted in a water honey solution (3:1), which was
offered in a cotton wick inside a 5 mL glass vial. The vial and 10 adults of the parasitoid,
previously anesthetized with CO2, were introduced into a 500 mL plastic cup with a lid that had

an orifice (4.0 cm diameter) which was sealed with organza to provide ventilation. Like the other
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bioassays, the treatments were located in controlled conditions of temperature, RH and light;

mortality was assessed at 24 h and the experiment was repeated 10 times.

Exposure to contaminated surfaces

To assess the toxicity of contaminated surfaces on natural enemies we followed the
methodology of Desneux et al. (2006) with certain modifications. One hundred milliliters of the
insecticide solution was added to a plastic cup of 500 mL, after that the cup was covered and
shook for 20 s to disperse the insecticide on the entire inner surface, including the lid. The excess
of liquid was drained, and the cups and lids were allowed to dry for 2 h at room temperature.
Subsequently, 10 parasitoid adults, previously anesthetized with CO>, were introduced. As in the
direct exposure test, a solution of water and honey (3:1) was offered in a cotton wick inside a 5
mL vial for offering something to eat during the test. The mortality was recorded in a similar
way as was described in the previous experiments; and 10 repetitions were performed for each

treatment.

1.2.5 Statistical analysis

The mortality results were corrected based on observations in the control by means of
Abbott’s equation (Abbott, 1925). The maximum level of acceptable mortality in the control was
<10%. The corrected mortality data for the parasitoid were subjected to a logistic regression
analysis and those of predators to a longitudinal logistic regression analysis, with a composite
symmetry covariance structure. In cases where significant differences were detected among
treatments and observation times, a mean comparison test was performed by the Tukey-Kramer

adjustment o <0.05; in both analyses, the SAS program version 9.4 was used (SAS Institute
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2013). The percentages of uncorrected mortality were used for the graphs. In addition, we
classified insecticides by their toxicity to the evaluated species under laboratory conditions,
according to the International Organization for Biological and Integrated Control (IOBC)
(Hassan et al., 1994), into four categories: 1 = harmless, <30% mortality; 2 = slightly harmful,

30-79% mortality; 3 = moderately harmful, 80-99% mortality; and 4 = harmful, >99% mortality.

1.3 Results
All evaluated insecticides showed some degree of toxicity on the three natural enemies,
although the level of toxicity depended on the species, insecticide, method and time of

evaluation.

1.3.1 Toxicity of insecticides in predators

For H. convergens and C. sanguinea imidacloprid was the most toxic product under the
three exposure methods. Using imidacloprid by direct exposure 100% of mortality was reached
24 h post-application (Tukey-Kramer P = 1.0000) (harmful) (Figure 1.1A, 1.2A). By ingestion,
the mortality varied from 95% at 24 h to 99% at 72 h (Tukey-Kramer P = 0.9368 — 1.0000)
(moderately harmful) (Figure 1.1B, 1.2B). In the case of contaminated surface using this
insecticide, H. convergens suffered 100% mortality (harmful) within the next 24 h (Tukey-
Kramer P = 0.9794 — 0.9971); but for C. sanguinea mortality was 87% at 24 h and increased up
to 95% for 72 h (Tukey-Kramer P < 0.0001 — 0.8749) (moderately harmful) (Figure 1.1C, 1.2C).

Imidacloprid was the most toxic product regardless of the method of exposure with
mortalities between 87 and 100%. Chlorpyrifos ethyl was moderately harmful and harmful, since

it caused mortalities between 82 and 100% (Tukey-Kramer P = 0.0301 — 1.0000) in both
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predators (Figure 1.1 and 1.2). However, in the direct exposure and ingestion tests on H.
convergens, it was slightly harmful; with mortality of 30 to 70% between 24 and 72 h (Tukey-
Kramer P < 0.0001 — 0.4660) (Figure 1.1A, B) and the mortality caused was not significant
difference to that of flupyradifurone (Tukey-Kramer P = 0.7566 - 1.0000). Same as with C.
sanguinea at 24 h by ingestion exposure (slightly harmful, 53% mortality, Tukey-Kramer P =

0.9662) (Figure 1.2B).
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Figure 1.1. Mean mortality (% % standard error) of adults of Hippodamia convergens at 24, 48
and 72 h post-application by direct exposure (A), ingestion (B) and contaminated surface (C)
with insecticides. Means with different letters within each of the graphs are statistically different
(Tukey-Kramer o = 0.05).

Flupyradifurone, sulfoxaflor and spirotetramat resulted less toxic for H. convergens and
C. sanguinea. Flupyradifurone was slightly harmful due to having mortalities between 35 and
69% (Tukey-Kramer P < 0.0001 — 0.9999) in both predators (Figure 1.1 and 1.2) for the three
methods of exposure, except for direct exposure (29% mortality, Tukey-Kramer P = 0.0015 —
0.0239) and for contaminated surface (25% mortality, Tukey-Kramer P < 0.0001 — 0.9419)

(Figure 1.1A, 1.1C) for H. convergens at 24 h where it was considered harmless.
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Figure 1.2. Mean mortality (% = standard error) of adults of Cycloneda sanguinea at 24, 48 and
72 h post-application by direct exposure (A), ingestion (B) and contaminated surface (C) with
insecticides. Means with different letters within each of the graphs are statistically different
(Tukey-Kramer a = 0.05).

Sulfoxaflor proved to be harmless because it caused mortalities less than 30% (Tukey-
Kramer P < 0.0001 — 1.0000) over the two predators (Figure 1.1 and 1.2), with the exception of
mortalities by ingestion in H. convergens, ingestion and contaminated surface in C. sanguinea
that increased to 32% (Tukey-Kramer P = 0.6455 — 0.7394) (Figure 1B), 36% (Tukey-Kramer P
= 0.9999 - 1.0000) (Figure 1.2B) and 38% (Tukey-Kramer P < 0.0001) (Figure 1.2C),
respectively at 72 h.

Finally, in any of the three methods of exposure, spirotetramat caused mortalities lower
than 22% (Tukey-Kramer P = 0.2021 — 1.0000), therefore, and it was considered harmless
(Figure 1.1 and 1.2) and it was significantly equal to sulfoxaflor (Tukey-Kramer P = 0.1743 —

1.0000) and the control treatment (Tukey-Kramer P = 0.3864 - 1.0000).
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1.3.2 Toxicity of insecticides on the parasitoid

Unlike the results with predators, four of the insecticides (sulfoxaflor, flupyradifurone,
imidacloprid and chlorpyrifos ethyl) evaluated under the different forms of exposure were toxic
to the parasitoid reaching 100% mortality (harmful); except for flupyradifurone and sulfoxaflor
in direct exposure, which caused mortality of 96 and 99%, respectively (moderately harmful)
(Figure 1.3A). However, there were no significant differences between these mortality values of

the four insecticides (Tukey-Kramer P = 1.0000).
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Figure 1.3. Mean mortality (% =+ standard error) of adults of Aphidius colemani at 24 h post-
application by direct exposure (A), ingestion (B) and contaminated surface (C) with insecticides.
Means with different letters within each of the graphs are statistically different (Tukey-Kramer
a = 0.05).

Only spirotetramat showed little effect (26% mortality) to A. colemani by direct exposure
(Figure 1.3A), and it was not different from the control (Tukey-Kramer P = 1.0000), but it was of
the absolute control (Tukey-Kramer P = 0.0007). However, when the parasitoid was exposed to
contaminated surface (Figure 1.3C) and ingestion (Figure 1.3B) of the product, it reached 81 and

83% mortality, respectively (moderately harmful), and consequently was significantly different
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from the rest of the treatments (Tukey-Kramer P < 0.0001 — 0.0220). In other hand, the control
with the application of the adherent was slightly harmful (39% mortality) per contaminated
surface (Figure 1.3C), and was significant different to the absolute control (Tukey-Kramer P <

0.0001).

1.4 Discussion
1.4.1 Toxicity of insecticides in predators

All the insecticides evaluated showed some degree of toxicity to Hippodamia convergens
and Cycloneda sanguinea adults; however, the level of toxicity depends on the type of
insecticide, the method and time of exposure, as well as the species evaluated (Roubos et al.,
2014; Fernandes et al., 2016; Barbosa et al., 2017; Colares et al., 2017). Imidacloprid caused
mortalities between 87 and 100% so, regardless of the method of exposure, adults of these
predators are considered highly susceptible to this insecticide. The same effect has been observed
in adults of C. sanguinea, Harmonia axyridis (Pallas) (Michaud, 2002) and Adalia bipunctata
(Linnaeus) (Jalali et al., 2009). Additionally, Mizell and Sconyers (1992) reported that
imidacloprid has a toxic effect on beneficial insects, when applied in foliar form similar to what
was observed in the present study. Likewise, Michaud (2002) found that the larvae of C.
sanguinea and H. axyridis are more susceptible to imidacloprid compared to adults, which
suggests it would be used with caution. We confirmed that imidacloprid was highly harmful to
H. convergens and C. sanguinea adults, thus, there is not compatibility between this insecticide
and some of the most common predators of SCA.

Chlorpyrifos is highly toxic to natural enemies, both in laboratory and field conditions

(Gholamzadeh-Ghitgar et al., 2014; Gorri et al., 2015; Fernandes et al., 2016). Cycloneda
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sanguinea showed high susceptibility to chlorpyrifos through residual contact and ingestion
(Tavares et al., 2012; Fernandes et al., 2016), and even this insecticide is more toxic to C.
sanguinea than other predators such as O. insidiosus and Chauliognathus flavipes Frabricius
(Fernandes et al., 2016). Although chlorpyrifos is not currently included in the list of insecticides
recommended for SCA control (Quijano et al., 2017), it was included in the experiments since it
can reduce aphid populations (Singh et al., 2004a) and we use it as positive control.

The results obtained for flupyradifurone coincide with those of Barbosa et al. (2017),
who found that this insecticide was harmless for larvae and slightly harmful for adults of C.
carnea exposed to contaminated surfaces. In addition, other studies indicate that ingestion was
slightly harmful to larvae and adults of H. convergens (Colares et al. 2017). However, this
insecticide can be toxic depending on the type of exposure, species and stage of development;
consequently affecting survival, development time, preoviposition period and consumption rate
of natural enemies (Barbosa et al., 2017; Colares et al., 2017).

The differences between the toxicity of flupyradifurone to natural enemies at different
times, suggest that 24 h exposure was not enough time to see the effects, so more time would be
needed to see the accumulated effect of this product and generate a significantly higher mortality
in adults of the parasitoid at 48 and 72 h (Garantonakis et al., 2016). The results of the present
study suggested that flupyradifurone is a product that should be tested at field because it caused
mortality for up to 67% on the beneficial organisms exposed to this product in lab conditions.

Although, it is reported that sulfoxaflor causes toxicity and affects the survival of some
natural enemies (Garzon et al., 2015; Wanumen et al., 2016; Barbosa et al., 2017), in the present
study, it caused less than 30% mortality on H. convergens and C. sanguinea adults, which

coincides with the response found on A. bipunctata adults by Garzén et al. (2015); Colares et al.
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(2017) in adults of H. convergens; and Barbosa et al. (2017) on larvae of C. carnea. The former
suggests that this insecticide is a good candidate within the integrated management program of
the SCA.

On the other hand, in laboratory tests spirotetramat has reported survival of more than
80% in several species of predators such as adults of A. bipunctata, C. carnea (Garzon et al.,
2015), Nesidiocoris tenuis (Reuter) (Wanumen et al., 2016) and Amblyseius swirskii Athias-
Henriot on contaminated surface tests (Fernandez et al., 2017) and adults of Menochilus
sexmaculatus (Fabricius) for contaminated food tests (Azod et al., 2016). Spirotetramat presents
characteristics of systemic and translaminar activity, acropetala and basipetal mobility, which
lead to an advantage in the control of the pest (Nauen et al., 2008). This effectiveness in
controlling populations of aphids and being harmless to H. convergens and C. sanguinea
highlights the advantage of using this product within integrated management programs of the

SCA.

1.4.2 Toxicity of insecticides on the parasitoid

Unlike what was found on predators, all the products evaluated were toxic to A. colemani
despite the type of exposure and type of insecticide used. In general, a rapid toxic effect was
registered in the parasitoid when the products were applied. Within 24 h post-application, total
death of the exposed individuals was recorded. In other hand, the control treatment (distilled
water plus the adherent) showed mortalities of up to 36% of the parasitoid, which reflects the
high susceptibility of this organism to any chemical compound including the adherent, which
facilitates the penetration of their alcoholic components through the cuticle (Vera-Nufiez et al.,

2009), which in turn leads to the subsequent dehydration of the insect. This could also be related
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to stress during the experiment, as there is often an increase in mortality as the observation times
in the extended experiments (Kalule and Wright, 2005; Roubos et al., 2014). The high
susceptibility of the parasitoid may be due in part to the fragility of its soft body, lacking
protective structures that allow them to protect themselves against the absorption of insecticides
through the cuticle, contrary to what happens with the exoskeleton of the coccinellids
(Garantonakis et al., 2016).

The results of high toxicity (greater than 96% mortality) of the products evaluated
coincide with those reported by other authors in other parasitoids, such as sulfoxaflor for
Eretmocerus mundus (Mercet) (Fernandez et al., 2015), imidacloprid for Encarsia formosa
Gahan (Estay et al., 2005) and A. colemani (Ketabi et al., 2014); as well as chlorpyrifos for
Anagyrus sp. Howard (Mansour et al., 2011). In addition, there are experiments with acetamiprid
(neonicotinoids) and dimethoate (organophosphates) that have shown high toxicity on
individuals of A. colemani in 24 h (Stara et al., 2011; Garantonakis et al., 2016); therefore, the
convenience of using them in programs where the parasitoid are one of the main natural enemies
should be analyzed a priori.

Spirotetramat applied directly was the least harmful product for the parasitoid (mortality
less than 30%), which suggests that exposure for a few seconds does not generate sufficient
contamination to affect A. colemani. However, by ingestion and contaminated surface was
moderately harmful (82% mortality) (Studebaker and Kring, 2003).

Similarly, it has been reported that this insecticide has no negative effects on the survival
of parasitoids such as Anagyrus sp. Howard (Mansour et al., 2011), Microplitis mediator
(Haliday) (Moens et al., 2012) and Aphytis melinus DeBach (Garcera et al., 2013). Therefore,

depending on the previous work and the results obtained in the present study, it is evident that
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spirotetramat may be compatible with the parasitoid A. colemani and used within integrated
management programs of the SCA.

We would like to emphasize that this assays were intended to address only acute toxicity
of the insecticides tested, but the potential sublethal effects (Desneux et al., 2007; Biondi et al.,
2013) on H. convergens, C. sanguinea and A. colemani must be further evaluated to fully

understand the effect of insecticides on some of the most common natural enemies of the SCA.

1.5 Conclusions

All insecticides assayed were toxic to the natural enemies evaluated; although the degree
of toxicity depends on the species, insecticide, dose and form in which the insects were exposed
to the products.

According to the IOBC, the five insecticides evaluated were harmful (category 3 and 4)
to the parasitoid A. colemani, and the effect was accentuated by ingestion and contaminated
surfaces exposition. Imidacloprid and chlorpyrifos ethyl were harmful (category 3 and 4) for the
predators H. convergens and C. sanguinea regardless of the method of exposure.

Flupyradifurone, sulfoxaflor and spirotetramat showed low levels of toxicity (category 1 and 2).
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CAPITULO II: TOXICIDAD RESIDUAL DE INSECTICIDAS SOBRE TRES ESPECIES
DE ENEMIGOS NATURALES ASOCIADOS A Melanaphis sacchari (HEMIPTERA:

APHIDIDAE)

Resumen

Hay informacion de toxicidad de algunos insecticidas para el control de Melanaphis sacchari y
su efecto sobre varios de sus enemigos naturales, pero existe menos evidencia de la residualidad
de éstos sobre esa fauna benéfica. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto residual de
sulfoxaflor, flupyradifurone e imidacloprid sobre Cycloneda sanguinea, Hippodamia convergens
y Aphidius colemani en condiciones de laboratorio y semi-campo; en laboratorio se utiliz6 una
torre de Potter, y en semi-campo una mochila motorizada para la aplicacion de los tratamientos.
En ambos casos se evalud la toxicidad residual de los productos, desde un dia después de la
aplicacion (DDA) hasta que resultaron inofensivos (menor de 30% y 25% de mortalidad), segun
las categorias de la Organizacion Internacional de Control Bioldgico. El parasitoide A. colemani
fue maés susceptible a los insecticidas comparado con los coccinélidos, y los productos fueron
mas residuales. Imidacloprid presentd la mayor toxicidad residual sobre las tres especies de
enemigos naturales en condiciones de laboratorio y semi-campo. En laboratorio imidacloprid fue
persistente (mortalidad > 30% por méas de 30 DDA) para las tres especies de enemigos naturales;
mientras que en semi-campo fue ligeramente persistente (mortalidad < 25% entre 5 y 15 DDA)
sobre H. convergens. Para ambos depredadores flupyradifurone y sulfoxaflor fueron ligeramente
persistentes (mortalidad < 30% entre 5 y 15 DDA) y no persistentes (mortalidad < 25% entre 5 y
15 DDA) en laboratorio y semi-campo, respectivamente.

Palabras claves: Cycloneda sanguinea, Hippodamia convergens, Aphidius colemani, residuos.
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2.1 Introduccion

En México una de los principales tacticas de manejo de Melanaphis sacchari (Zehntner),
0 pulgén amarillo del sorgo = PAS, dentro de las zonas sorgueras es el uso de insecticidas, ya
que los trabajos de campo han demostrado que cuando las poblaciones de PAS sobrepasan el
umbral de accion, el control ejercido por parasitoides y depredadores en forma natural es
insuficiente (Rodriguez-del-Bosque y Terdn, 2015), lo anterior debido al alto potencial
reproductivo de esta plaga (Pefia-Martinez et al., 2017). Los insecticidas recomendados por la
Campafa Nacional Fitosanitaria del SENASICA contra el PAS, presentan altos niveles de
toxicidad con mas del 95% de control y hasta 21 dias de residualidad sobre las poblaciones plaga
(Tejeda-Reyes et al., 2017).

El uso acertado de insecticidas se basa en la eficiencia contra la plaga, pero debe
considerar también el efecto sobre los enemigos naturales asociados al PAS (Cloyd y Bethke,
2011). De esta manera se trata de favorecer que las poblaciones de enemigos naturales persistan
dentro del cultivo, para que contribuyan en la regulacién poblacional de la plaga (Roubos et al.,
2014). Por esta razon, es importante considerar su nivel de toxicidad y residualidad sobre los
enemigos naturales (Cloyd y Bethke, 2011; Roubos et al., 2014).

A la fecha hay estudios sobre los efectos letales de algunos insecticidas para el control del
PAS sobre especies de sus enemigos naturales. Por ejemplo, sobre Hippodamia convergens
Guérin-Méneville, Chrysoperla carnea (Stephens), Orius insidiosus (Say), Cycloneda sanguinea
(L.) y Aphidius colemani Viereck (Barbosa et al., 2017; Colares et al., 2017; Jaimez-Ruiz et al.,
2016, 2017a). Aunque no se ha determinado la toxicidad residual sobre estos organismos. En
funcion de los efectos letales y residuales que tiene los insecticidas sobre los enemigos naturales

se podria mejorar la propuesta de control del PAS. Por consiguiente, el objetivo de este trabajo
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fue determinar la toxicidad residual de insecticidas recomendados para el control del PAS, sobre

tres especies de enemigos naturales en condiciones de laboratorio y semi-campo.

2.2. Materiales y métodos
2.2.1 Insectos

En este ensayo se emplearon dos especies de depredadores (Hippodamia convergens y
Cycloneda sanguinea) y un parasitoide (Aphidius colemani) disponibles comercialmente, pero
sobre todo porque son algunos de los mas abundantes en campos de sorgo. Los adultos de H.
convergens y C. sanguinea, entre 5-15 d de edad, fueron proporcionados por la empresa
Organismos Benéficos para la Agricultura S.A. de C.V. Los adultos de A. colemani (producto
APHIPAR®.), entre 1-3 d de edad, se obtuvieron de Koppert México S.A. de C.V.

Previo a los experimentos los individuos se mantuvieron en recipientes de plastico (20 x
15 x 10 cm) con ventilacion y se les suministro alimento at libitum (una solucién de agua y miel
en proporcion 3:1, dentro de un vial de 20 mL con una mota de algoddn). Todos los ensayos se

realizaron en condiciones de laboratorio a 24 + 2 ° C, 60 + 5% HR y fotoperiodo 16 L: 80 h .

2.2.2 Insecticidas

En este trabajo se emplearon tres de los cinco insecticidas recomendados dentro de la
Camparia Nacional contra el PAS (Cuadro 2.1). Estos insecticidas se seleccionaron considerando
los diferentes niveles de toxicidad sobre los enemigos naturales que se obtuvieron en estudios
previos (Capitulo | de esta tesis). Los insecticidas se diluyeron en agua destilada mas adherente
(INEX-A® 1 mL L) a la dosis que recomienda el fabricante y se consideraron 300 L ha de

agua (Quijano et al., 2017).

28



Cuadro 2.1. Insecticidas y concentraciones evaluados en adultos de enemigos naturales de

Melanaphis sacchari.

Producto Grupo Compaiiia Dosis
Nombre genérico Nombre toxicoldgico mL ha' mg dei.a. L?!
comercial

Sulfoxaflor Toretto® Sulfoximinas Dow AgroSciences 100 80

21.8SC de México S.A. de

C.V

flupyradifurone Sivanto® prime  Butenolides Bayer de México S.A 200 133.33

200 SL de C.V.
imidacloprid Confidor Neonicotinoides Bayer de México S. A 200 233.33

350 SC de C.V.

2.2.3 Toxicidad residual en laboratorio

Para realizar las pruebas se siguié el método propuesto por Roubos et al. (2014), con
algunas modificaciones. Se evaluaron tres insecticidas (Cuadro 2.1) mas un testigo (agua
destilada mas adherente INEX-A® 1 mL L), excepto en el caso del parasitoide, donde se evalud
un tratamiento adicional denominado testigo absoluto (agua destilada). Para la aplicacion de los
tratamientos se usé una torre de Potter de acrilico, 150 x 50 x 50 cm, con boquilla de acero
inoxidable de cono lleno % J-SS (Sraying Systems Co. Wheaton, IL, USA); la boquilla estaba
conectada a un compresor de aire de 10 L y 2 HP (Adir®, Estado de México) que proporcionaba
una presion de 206.84 kPa en cada aplicacion. En cada tratamiento primero se asperjaron las
bases y tapas de cajas Petri de vidrio (10.0 x 1.5 cm), se usaron 4 mL de solucién en cada caso, y
las cajas Petri siempre estuvieron a una distancia de 120 cm de la boquilla en la torre de Potter.
Las cajas Petri tratadas se dejaron a temperatura ambiente por 2 h, para eliminar el exceso de la
solucion y luego se trasladaron a una habitacion a 24 + 2 °C, 60 + 5% HR vy fotoperiodo 16 L: 8

O h, para permitir la evaporacién completa de cada solucidn-tratamiento.
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Todos los tratamientos se aplicaron el mismo dia, y cada tratamiento tuvo cinco
repeticiones. Un dia después de la aplicacion (DDA), en cada caja Petri se colocaron 10
individuos del enemigo natural y adicion6 alimento at libitum (agua y miel en proporcién 3:1,
dentro de un vial de 1 mL con una mota de algoddn) y se volvieron a colocar en habitacion con
las condiciones controladas. La mortalidad se evalud a las 24 h después de la exposicion de los
individuos a los tratamientos; se consider6 a un individuo muerto al que al estimulo de una aguja
de diseccion presentd movimientos lentos, desorientados o no reacciond. A los 5 DDA se
adicionaron nuevos individuos a cada una de las mismas cajas Petri con los tratamientos, este
procedimiento se repitio cada tercer dia hasta obtener mortalidades menores al 30% del enemigo
natural o se tuvieran dos meses de evaluacion. La mortalidad menor del 30% colocaba a ese
insecticida en la categoria de inofensivo, segun la Organizaciéon Internacional de Control

Bioldgico (IOBC) para experimentos de laboratorio (Hassan et al., 1994).

2.2.4 Toxicidad residual en semi-campo

Para este ensayo se siguio la metodologia propuesta por Luna-Cruz et al. (2015), con
ligeras modificaciones. Este experimento se realiz6 sobre plantas de sorgo de la variedad UPM-
219 de 2.5 meses de edad y seis hojas extendidas, las plantas se desarrollaron en un area de 564
m? en el Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados, Texcoco, Estado de México. Se
probaron tres insecticidas (Cuadro 2.1) mas un testigo (agua destilada mas adherente INEX-A® 1
mL L); todos los tratamientos se realizaron el mismo dia entre 9:00 y 11:00 h. La aplicacion de
cada tratamiento se dirigio al envés de las hojas de 120 plantas que cubrian un area de 96 m?,
para ello se us6 una mochila motorizada (Honda PWC 2525, motor GX 25T, capacidad 25 L,

Morelos, México) a 100 psi. Un DDA se recolectaron cinco hojas al azar, de plantas diferentes,
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de cada tratamiento. De cada hoja tratada se corté un disco foliar de 9.0 cm de diametro. Cada
disco se coloco, con el &rea del envés hacia arriba, sobre una toalla de papel humeda en la base
de una caja Petri de plastico (9.0 x 1.5 cm), posteriormente se colocaron10 individuos adultos del
enemigo natural y se colocé la tapa. En la tapa de cada caja Petri se hizo un orificio (4.0 cm
didmetro), mismo que se cubrié con tela de organza para proporcionar ventilacion, y se le
adicionaron lineas de miel sobre la tapa, como sustrato de alimento. Las cajas Petri con el
parasitoide y el depredador se colocaron en un cuarto de cria a las condiciones ambientales
sefialadas anteriormente. La mortalidad se evaluo a las 24 h como en el experimento anterior. A
los 5 DDA se recolectaron hojas de campo para cortar los discos foliares y adicionar enemigos
naturales y evaluar mortalidad como el primer DDA. Este procedimiento se repitié cada tercer
dia hasta obtener mortalidades menores al 25% del enemigo natural, que indica que el producto
dejo de ser toxico, segun la IOBC para experimentos de campo, semi-campo e invernadero

(Hassan et al., 1994).

2.2.5 Andlisis estadistico

En todos los experimentos se utilizd un disefio estadistico completamente al azar. Los
resultados de mortalidad se corrigieron con la observada en el testigo por medio de la ecuacién
de Abbott (1925). La mortalidad maxima aceptada para los testigos fue < 10%. Los valores de
mortalidad se sometieron a un analisis por regresion logistica longitudinal y las medias se
compararon por el ajuste de Tukey-Krammer 0<0.05 usando el programa SAS version 9.4 (SAS
Institute, 2013). En las figuras se representan los valores de mortalidad sin corregir. La toxicidad
de los insecticidas se clasificd segun su persistencia en los enemigos naturales de acuerdo con la

propuesta del IOBC (Hassan et al., 1994). Las categorias son: 1 = no persistente, inofensivos en
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menos de 5 d; 2 = poco persistente, inofensivos entre 5 y 15 d; 3 = moderadamente persistentes,
inofensivos entre 16 y 30 d; y 4 = persistentes, inofensivos después de 30 d. Inofensivo se
refiere a menos de 30% de mortalidad en condiciones de laboratorio, y 25% de mortalidad en

condiciones de semi-campo (Hassan et al., 1994).

2.3 Resultados

Los tres insecticidas evaluados mostraron toxicidades residuales variables en las tres
especies de enemigos naturales estudiadas, tanto en las condiciones de laboratorio, como de
semi-campo. En general, siguiendo las categorias de la IOBC se observé mayor persistencia de
los insecticidas en condiciones de laboratorio, en comparacién con semi-campo. Adicionalmente,
se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos, en los tiempos de evaluacion
(DDA) y la interaccion de estos dos factores (Tukey-Krammer a=0.05).

Para el caso de los depredadores en pruebas de laboratorio (Figura 2.1, 2.2A),
imidacloprid result6 ser el méas téxico (Categoria 4), puesto que al primer DDA causé 100% de
mortalidad. Ademas, aunque las mortalidades de C. sanguinea (Figura 2.1) y H. convergens
(Figura 2.2A) comenzaron a disminuir gradualmente, este insecticida se ubicé dentro de la
categoria de productos persistentes (Categoria 4) para ambas especies por que ocasiono

mortalidades superiores a 30% después de 30 DDA.
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Figura 2.1. Toxicidad y persistencia de insecticidas sobre Cycloneda sanguinea en condiciones
de laboratorio. Barras representan el error estandar. Letras diferentes representan diferencias
significativas. La flecha indica el momento en que el insecticida es inofensivo para la especie de
enemigo natural. La linea punteada es el porcentaje de mortalidad a la que el insecticida se

considera inofensivo.

Flupyradifurone fue ligeramente toxico (Categoria 2) en condiciones de laboratorio;
desde el primer DDA ocasion6 30 y 34 % de mortalidad para H. convergens y C. sanguinea,
respectivamente. Dicha toxicidad disminuyé con el tiempo y se catalogd como ligeramente
persistente (Categoria 2) por ocasionar mortalidades menores a 30% entre los 5y 15 DDA.

Con respecto a sulfoxaflor, fue inofensivo (Categoria 1) desde el primer DDA para ambos
depredadores, la mortalidad que ocasion6 fue 10% para C. sanguinea (Figura 2.1) y 12% para H.
convergens (Figura 2.2). Por lo anterior, sulfoxaflor es un producto no persistente (Categoria 1)

por tener mortalidades menores a 30% antes de 5 DDA.
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Figura 2.2. Toxicidad y persistencia de insecticidas sobre Hippodamia convergens en (A)
condiciones de laboratorio y (B) semi-campo. Barras representan el error estandar. Letras
diferentes representan diferencias significativas. Flecha indica momento en el insecticida es
inofensivo para la especie de enemigo natural. La linea punteada es el porcentaje de mortalidad a

la que el insecticida se considera inofensivo.

En el ensayo de condiciones de semi-campo, sélo se evalué la actividad de los
insecticidas sobre H. convergens (Figura 2.2B), por ser el depredador méas abundante en campo
asociado al PAS. Al igual que en los ensayos de laboratorio el imidacloprid fue el insecticida
mas toxico al depredador, en comparacion con sulfoxaflor y flupyradifurone. Sin embargo, la
toxicidad de imidacloprid fue menor puesto que al primer DDA s6lo caus6 40% de mortalidad,
es decir, fue ligeramente téxico (Categoria 2) y a los 8 DDA fue inofensivo con 2% de
mortalidad, por lo que se consider6 como ligeramente persistente (Categoria 2). Mientras que
sulfoxaflor y flupyradifurone desde el primer DDA fueron inofensivos (Categoria 1) y por tanto
ubicados como no persistentes (Categoria 1) debido a que las mortalidades fueron menores al

25% antes de los 5 DDA.
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Figura 2.3. Toxicidad y persistencia de insecticidas sobre Aphidius colemani en (A) condiciones
de laboratorio y (B) semi-campo. Barras representan el error estandar. Letras diferentes
representan diferencias significativas. Flecha indica momento en el insecticida es inofensivo para
la especie de enemigo natural. La linea punteada es el porcentaje de mortalidad a la que el

insecticida se considera inofensivo.

Con respecto al parasitoide (A. colemani) en condiciones de laboratorio (Figura 2.3A), se
confirmoé que el uso del adherente afectd al parasitoide (mortalidad > 10%), lo que justifico la
inclusion en la prueba de un testigo absoluto de referencia. El efecto del adherente ocasiono
mortalidad de 24% sobre el parasitoide el primer DDA por lo que se consider6 que era no
persistente (Categoria 1). Por el contrario, los tres insecticidas resultaron toxicos para A.
colemani (Categoria 4), actividad que se mantuvo desde el primer hasta 37 DDA con 100% de
mortalidad; por tanto se consideraron persistentes (Categoria 4).

Considerando la clasificacion de la 10BC, las categorias de los insecticidas fueron
diferentes en las condiciones de semi-campo (Figura 2.3B). Imidacloprid ocasiond 64% de

mortalidad de A. colemani en el primer DDA por lo que fue moderadamente toxico (Categoria
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3). Ademas, se categoriz6 como ligeramente persistente (Categoria 2) porque disminuyd la
mortalidad a menos de 25% a los 8 DDA.

Flupyradifurone y sulfoxaflor en el parasitoide fueron ligeramente tdxicos con 30 y 48%
de mortalidad al primer DDA, respectivamente. Los dos insecticidas se clasificaron como
inofensivos (Categoria 1) a los 8 DDA, y fueron ligeramente persistentes (Categoria 2), debido a

que presentaron mortalidades menores al 25% entre los 5y 15 DDA.

2.4 Discusion

Los resultados de este estudio revelan que los enemigos naturales fueron adversamente
afectados por tres de los insecticidas actualmente recomendados para el control del PAS ya que
mostraron diferentes niveles de toxicidad y persistencia para H. convergens, C. sanguinea y A.
colemani; que dependieron del tipo de insecticida, el tiempo de evaluacion y la especie evaluada.

En condiciones de laboratorio, la toxicidad y persistencia de los insecticidas sobre los tres
enemigos naturales fue mayor que en semi-campo. Esto es razonable porque en condiciones
controladas se regula la degradaciéon de los productos por accion de factores ambientales
(Roubos et al., 2014), y los insectos pierden la oportunidad de desplazarse a areas libres de
contaminacion de insecticidas (Studebarker y Kring, 2003).

La toxicidad y persistencia también estd relacionada con la forma en que actuan los
productos. Aun cuando en este estudio se evaluaron insecticidas con el mismo modo de accion
(IRAC, 2018), la mayor toxicidad y persistencia en los tres enemigos naturales la mostro
imidacloprid, tanto en condiciones de laboratorio como de semi-campo. Actividad que se
extendio por méas de 30 DDA; mientras que sulfoxaflor y flupyradifurone fueron menos toxicos y

persistentes. Estos contrastes pudieran deberse a que estos dos ultimos insecticidas presentan
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diferencias en sus estructuras quimicas, con respecto a imidacloprid, lo que conlleva a una mayor
toxicidad y especificidad hacia insectos que se alimenten de la savia de las plantas como el
pulgdn, pero no hay actividad insecticida sobre otros organismos no objetivo (Sparks et al.,
2013; Nauen et al., 2015) como seria el caso de los depredadores H. convergens y C. sanguinea.

Por otro lado, imidacloprid presenta mayor toxicidad sobre las especies de enemigos
naturales en condiciones de laboratorio (Studebarker y Kring, 2003); probablemente se deba a
que en dichas condiciones no hay radiacion o precipitacion lo que tendria como consecuencia
que la degradacion de imidacloprid sea lenta (Roubos et al., 2014) y por consiguiente se registro
mayor residualidad. Ademas, la degradacion del insecticida es gradual (Ramasubramaian et al.,
2016), considerandolo persistente sobre los enemigos naturales, ya que causé mortalidades
mayores a 30% y se mantuvo activo por mas de un mes.

Imidacloprid actta por contacto y de manera sistémica (Fuentes-Contreras et al., 2007),
como los enemigos naturales presentan alta movilidad y continuo acicalamiento, es probable que
estuvieran en mas contacto con el insecticida y por ello se obtuvieron mortalidades mayores a
30%. Otro aspecto que propicid que la toxicidad del imidacloprid se mantuviera fue el hecho de
que las cajas Petri, al ser superficies inertes, no tenian la capacidad de absorber el insecticida, por
lo que quizas el insecto benéfico haya entrado en contacto directo con el insecticida adherido a
las paredes de las cajas tratadas (Studebaker y Kring, 2003). Cabe sefialar que aun, si el enemigo
natural expuesto a los insecticidas tuviera la posibilidad de evitar la contaminacion de dichos
insecticidas, se considera que la dosis letal en las cajas Petri y en las condiciones de laboratorio,
es mayor para las especies entomofagas (Studebaker y Kring, 2003).

A diferencia de lo encontrado con los depredadores, todos los insecticidas resultaron

toxicos al parasitoide y su actividad toxica se mantuvo hasta por dos meses. Los parasitoides por
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lo general son organismos fragiles, de cuerpo blando, de menores dimensiones y masa (peso),
altamente susceptibles a residuos quimicos, debido a que los insecticidas tienden a penetrar
facilmente por el cuerpo blando de éste (Garantonakis et al., 2016); haciendo blanco en los
receptores nicotinicos de la acetilcolina lo que ocasiona alteraciones en el sistema nervioso del
parasitoide, con la consecuente paralisis y la muerte del individuo (Huang et al., 1999; Sparks et
al., 2013; Nauen et al., 2015).

En condiciones de semi-campo, la aplicacion de insecticidas sobre plantas de sorgo
reflejé resultados contrastantes con lo encontrado en condiciones de laboratorio. La toxicidad y
persistencia de los insecticidas fue menor en condiciones de semi-campo. Una de las
explicaciones que mas frecuentemente se sefialan es la interaccion de factores ambientales que
no se controlan como sucede en las condiciones de laboratorio. Desde el momento en que el
insecticida es aplicado, intervienen factores como la temperatura, radiacion, precipitacion,
humedad relativa y el viento; que degradan o hidrolizan los insecticidas (Studebaker y Kring,
2003; Hulbert et al., 2011; Roubos et al., 2014; Maia et al., 2016; Wanumen et al., 2016) y por
tanto bajo esta situacion de semi-campo los insecticidas pierden su actividad tdxica mas rapido.

Otra explicacion puede ser que los insecticidas se unen al sustrato, es decir, que la
superficie de la hoja de sorgo absorbe parte de los insecticidas (Studebaker y Kring, 2003). Lo
que conlleva a que los insecticidas no estén disponible en la misma cantidad para el enemigo
natural (Studebaker y Kring, 2003). Adicionalmente, aun con aspersiones con mochilas
motorizadas se tienen areas que probablemente no estuvieron expuestas a la contaminacion de
los insecticidas. Lo anterior sugiere la realizacion de pruebas de aplicacion de insecticidas sobre
plantas de sorgo que presenten poblaciones de insectos benéficos para determinar un efecto

directo.
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Cabe mencionar que sélo algunos trabajos incluyen la respuesta de los enemigos
naturales a los insecticidas tanto en condiciones de laboratorio y semi-campo, por lo que el
presente trabajo consider6 combinar el efecto de sulfoxaflor, flupyradifurone e imidacloprid
sobre adultos de C. sanguinea, H. convergens y A. colemani. Las evaluaciones realizadas en
condiciones de semi-campo tienen una aproximacion mas real con respecto a la absorcion y
permanencia de residuos de insecticidas en las plantas de sorgo, situacion que es diferente sobre
la superficie inerte de las cajas Petri en laboratorio (Studebarker y Kring, 2003). Esas dos
condiciones permiten evaluar mejor el efecto residual de los insecticidas sobre los enemigos
naturales con el fin de potenciar su uso. Aunque hace falta mas investigacion para poder llegar a
hacer una recomendacion de campo, lo anterior sugiere que hay alternativas para utilizar
insecticidas que tengan menos efectos adversos (toxicidad y residualidad) sobre las especies de

enemigos naturales, lo que puede contribuir a la regulacion de esa plaga.

2.5 Conclusiones

En condiciones de laboratorio los insecticidas reflejaron mayor toxicidad y persistencia
sobre las tres especies de enemigos naturales. El parasitoide, A. colemani, fue la especie méas
susceptible a la exposicion de sulfoxaflor, flupyradifurone e imidacloprid.

Independientemente si las condiciones fueron de laboratorio o semi-campo, imidacloprid
presentd mayor toxicidad y persistencia para los tres enemigos naturales. Mientras que
sulfoxaflor y flupyradifurone fueron ligeramente toxicos y ligeramente persistentes sobre los

depredadores.
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Con base en lo anterior, de ser necesario el control quimico en la camparia del PAS se
sugiere el uso de sulfoxaflor y flupyradifurone, por ser productos menos toxicos y persistentes

sobre los enemigos naturales més abundantes de esa plaga.
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CAPITULO I111: ACTIVIDAD BIOLOGICA DE INSECTICIDAS EN CAMPO SOBRE

EL PULGON AMARILLO DEL SORGO Y SUS ENEMIGOS NATURALES

Resumen

El pulgon amarillo del sorgo (PAS) es una plaga que ha generado dafios y pérdidas en las zonas
sorgueras de México; y en este trabajo se plante6 evaluar en campo el efecto de insecticidas
biorracionales y convencionales sobre las poblaciones de PAS y sus enemigos naturales. Se
seleccionaron tres predios de sorgo en los municipios de Pénjamo, Abasolo y Celaya-Cortazar,
Guanajuato; en estos se detectd el PAS y varias especies de sus enemigos naturales. Alli se
realiz6 la aplicacion de los tratamientos siguientes: sales potasicas de acidos grasos, sulfoxaflor,
flupyradifurone, imidacloprid, un testigo con adherente (INEX-A®) y un testigo absoluto (no
aplicacién). Previo a la aplicacién, y a uno y siete dias después de la aplicacion (1 DDAy 7
DDA) se realizo el conteo de PAS, parasitoides y depredadores. Todos los tratamientos (excepto
testigo absoluto) disminuyeron las poblaciones de PAS 1 DDA, pero a los 7 DDA las
poblaciones de PAS se reestablecieron en los tratamientos con sales potasicas de acidos grasos y
con el adherente; y esos fueron diferentes de los insecticidas convencionales. Solo sulfoxaflor y
flupyradifurone lograron mantener las poblaciones de PAS por debajo del umbral (50 individuos
hoja) por 7 DDA. Las especies de enemigos naturales mas abundantes fueron Hippodamia
convergens y Aphidius platensis. La mayor disminucion de la densidad poblacional de ambas
sucedio por efecto de imidacloprid desde 1 DDA. Se recomienda continuar evaluando a
sulfoxaflor y flupyradifurone como candidatos para usarse dentro del manejo integrado del PAS,
pues fueron eficientes sobre la plaga y aparentemente tuvieron menor toxicidad y efecto residual
sobre los enemigos naturales.

Palabras clave: Insecticidas, Melanaphis sacchari, Hippodamia convergens, Aphidius platensis.
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3.1 Introduccion

El pulgén amarillo del sorgo (PAS) es una plaga reportada en México desde finales del
2013, la cual se identifico como Melanaphis sacchari (Zehntner) (Rodriguez-del-Bosque y
Terén, 2015). Esta plaga ha ocasionado dafios que repercuten en la calidad y cantidad del grano
del sorgo (Singh et al., 2004a; Bowling et al., 2016), ademés de pérdidas en la produccion entre
el 30 y 100% (Moreno et al., 2016). EI PAS tiene un ciclo de vida corto, con una alta tasa de
reproduccion, y puede alcanzar entre 10 y 20 generaciones por afio (Singh et al., 2004a). Por lo
que, cuando las poblaciones sobrepasan el umbral de 50 individuos hoja™ se recomienda el uso
de insecticidas (Moreno et al., 2016; Quijano et al., 2017; Rodriguez-del-Bosque y Terén, 2018).

Los insecticidas sulfoxaflor, flupyradifurone e imidacloprid son algunos de los
plaguicidas recomendados dentro de la campafia del PAS, bajo condiciones de campo logran
mantener las poblaciones de la plaga por debajo del umbral econémico, hasta por 21 dias
después de la aplicacién (Bowling et al., 2016; Tejeda-Reyes et al., 2017). Sin embargo, al
momento de una aplicacion en campo, también se afecta a la fauna benéfica (Tenczar y Krischik,
2006).

Hasta la fecha se ha demostrado la efectividad de insecticidas sobre PAS en condiciones
de laboratorio (Martinez et al., 2016; Jones et al., 2017), asi como el efecto de insecticidas
convencionales en poblaciones del PAS en campo (Tejeda-Reyes et al., 2017). Ademas, se ha
evaluado el impacto de algunos insecticidas convencionales en cinco especies de enemigos
naturales en laboratorio (Barbosa et al., 2017; Colares et al., 2017; Jaimez-Ruiz et al., 2016,
2017a, b, 2018) y semicampo (Jaimez-Ruiz et al., 2018). Sin embargo, se reporta que pueden

existir hasta 47 especies de parasitoides y depredadores asociados al PAS (Singh et al., 2004a),

42



por lo que seria conveniente analizar el efecto de insecticidas sobre los insectos benéficos mas
abundantes encontrados en campo y asociados a esta plaga.

Aun cuando hay varios ensayos en laboratorio con insecticidas, la mortalidad observada
en estos bioensayos no necesariamente refleja la mortalidad en campo (Studebaker y Kring,
2003), por lo que se necesita realizar un bioensayo donde se determine, al mismo tiempo, el
efecto de los insecticidas sobre PAS y los enemigos naturales. Lo anterior, contribuiria a la toma
de decisiones para el manejo integrado de dicha plaga, considerando los productos quimicos que
pudieran ser menos dafiinos para mantener el control biolégico por conservacion. Por lo tanto, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar, a nivel de campo, el efecto de los insecticidas
convencionales (sulfoxaflor, flupyradifurone e imidacloprid) y biorracional (sales potasica de

acidos grasos) en poblacionales del PAS y sus enemigos naturales.

3.2 Materiales y Métodos
3.2.1 Bioensayo

En el estado de Guanajuato se seleccionaron tres predios con el cultivo de sorgo de dos a
tres meses de desarrollo, con presencia de PAS y de enemigos naturales. Las parcelas se
ubicaron en Pénjamo (20°26°54""N 101°32°59.5""W), Abasolo (20°27°15.1""N 101°32°00.6""W)
y en Celaya-Cortazar (20°30°45.6""N 100°56°03.3""W). Cada parcela se dividié completamente
al azar en 18 unidades experimentales, cada una de 20 x 4.8 m.

Previo a la asignacion y aplicacion de los tratamientos (AA), se realizo conteo de
individuos del PAS y de sus enemigos naturales. Para ello, de cada unidad experimental se
seleccionaron 20 plantas al azar. De cada planta se estimo el nimero de afidos en dos hojas: la

primera hoja superior después de la hoja bandera, y en la primera hoja inferior erecta, segun la

43



tarjeta de monitoreo rapido de PAS propuesta por Bowling et al. (2015). También se determin6
el nimero de depredadores y parasitoides con cualquiera de sus estados de desarrollo en toda la
planta.

Los tratamientos fueron tres insecticidas convencionales recomendados en la Campafia
Nacional del PAS: sulfoxaflor, flupyradifurone e imidacloprid, y un insecticida biorracional:
sales potésicas de acidos grasos (Cuadro 3.1) (Quijano et al., 2017). Los tratamientos se
diluyeron en agua mas adherente (INEX-A® 1 mL L) en un volumen de 300 L ha de agua
(Quijano et al., 2017). Ademas, se incluyé un testigo con agua mas adherente (INEX-A® 1 mL
L) y un testigo absoluto donde no hubo aplicacion, excepto para la parcela de Abasolo no se
considerd el testigo absoluto. Cada uno de los seis tratamientos tuvo tres repeticiones. Los
tratamientos se aplicaron con una mochila motorizada (Honda PWC 2525, motor GX 25T,
capacidad 25L, Morelos, México) a una presion de 100 psi. La aplicacion se dirigio al envés de

las hojas de la planta de sorgo, y se realizé en dias diferentes para cada localidad.

Cuadro 3.1. Insecticidas y concentraciones evaluados en poblaciones del pulgéon amarillo del

SOrgo y sus enemigos naturales.

Producto Grupo toxicoldgico Compaifiia Dosis
Nombre genérico Nombre mL ha?
comercial
sales potésicas de Impide® Jabén agricola Gowan Mexicana 2000
acidos grasos 49 LS S.AP.l.de C.V.
sulfoxaflor Toretto® Sulfoximinas Dow AgroSciences de 100
21.8 SC Meéxico S.A. de C.V
flupyradifurone Sivanto® prime  Butenolides Bayer de México S.A 200
200 SL de C.V.
imidacloprid Confidor Neonicotinoides Bayer de México S.A 200
350 SC de C.V.
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A uno vy siete dias después de la aplicacién (1 DDA y 7 DDA) se realizé el conteo de
afidos y enemigos naturales, siguiendo el protocolo que se describi6 en la evaluacion previa a la

aplicacion.

3.2.2 Andlisis estadistico

De cada tratamiento se estimo el niamero de pulgones; para ello, se obtuvo el promedio de
120 hojas por parcela, es decir dos hojas por planta, de 20 plantas al azar y de tres repeticiones.
Ademas, se determind el promedio de depredadores y parasitoides en 60 plantas, es decir para
cada especie de enemigo natural se contabiliz6 el total de individuos en sus diferentes estados de
desarrollo por planta de 20 plantas al azar y se realizaron tres repeticiones. En cada predio, para
cada tiempo de evaluacién, se realizé la prueba de Kruskal-Wallis para determinar diferencias

entre los tratamientos a traves del programa SAS version 9.4 (SAS Institute, 2013).

3.3 Resultados

En los tres predios evaluados en Guanajuato se encontraron ocho especies de enemigos
naturales, una especie de parasitoide y siete de depredadores (Cuadro 3.2). Del parasitoide se
observaron individuos adultos, e individuos de PAS momificados; de los depredadores se
registraron todos los estados de desarrollo: huevo, larva, pupa y el adulto. El parasitoide A.

platensis y el depredador H. convergens fueron las especies mas abundantes en todos los predios.
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Cuadro 3.2. Enemigos naturales asociados a Melanaphis sacchari en Guanajuato.

Orden Familia Género y especie
Hymenoptera  Braconidae Aphidius plantensis Bréthes
Coleoptera Coccinellidae ~ Hippodamia convergens Guérin-Méneville

Cycloneda sanguinea (Linnaeus)
Harmonia axyridis (Pallas)

Olla v-nigrum(Mulsant)
Scymnus loewii Mulsant

Neuroptera Chrysopidae Chrysoperla sp.

Diptera Syrphidae Allograpta sp.

La poblacion inicial (AA) del PAS fue variable en los predios (Figura 3.1). El predio de
Pénjamo se caracteriz6 por tener poblaciones de PAS bajas y menores al umbral de accién
(Figura 3.1A); mientras que en el predio de Abasolo, la densidad poblacional del PAS fue
cercana al umbral (Figura 3.1B) y en el predio de Celaya-Cortazar, la poblacién inicial del PAS
fue mayor al umbral (Figura 3.1C).

En el predio de Pénjamo (Figura 3.1A), la aplicacion de insecticidas convencionales
redujo en 25% la poblacién del PAS desde 1 DDA, pero sucedi6 lo contrario con el insecticida
biorracional (sales potasicas de &cidos grasos) puesto que se registré6 un aumento de 44% de la
poblacion de PAS a 1 DDA. A los 7 DDA se observé una disminucién diferencial de las
poblaciones en todos los tratamientos (P < 0.0001).

En los predios de Abasolo (figura 3.1B) y Celaya-Cortazar (Figura 3.1C), los
tratamientos de insecticida biorraccional con sales potésicas de &cidos grasos y testigo con
adherente, provocaron que las poblaciones de PAS disminuyeron 1 DDA entre un 12 y 69 %,
pero a los 7 DDA las poblaciones de PAS fueron similares a las iniciales, por lo que fueron

iguales estadisticamente entre ellos pero diferentes de los otros tratamientos (P < 0.0001). Con
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respecto a los insecticidas convencionales, las poblaciones de PAS disminuyeron 1 DDA entre
un 74 y 94% y se mantuvieron bajas a los 7 DDA con 85 y 98% de control de PAS. Al cabo de
los 7 DDA asi como en la localidad de Pénjamo, se establecieron dos grupos con los
tratamientos, uno formado por el testigo absoluto, testigo y sales potasicas; mientras que el
segundo grupo fue constituido por sulfoxaflor, flupyradifurone e imidacloprid. Entre ambos
grupos se presentaron diferencias significativas para ambos predios (Abasolo: P = 0.0002,

Celaya-Cortazar: P < 0.0001).
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Figura 3.1. Promedio de Melanaphis sacchari por hoja de sorgo. AA: antes de la aplicacion,
1DDA: 1 dia después de la aplicacién, 7DDA: 7 dias después de la aplicacion. A: Pénjamo, B:
Abasolo, C: Celaya-Cortazar. Barras representan el error estandar. Letras diferentes representan
diferencias significativas entre tratamientos para un mismo tiempo de evaluacién. Linea

punteada representa el umbral (50 individuos por hoja).
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Con respecto al parasitoide A. platensis (Figura 3.2), en el predio de Abasolo se

presentaron poblaciones bajas, las cuales, desde el inicio del experimento, eran menores al

promedio de 1 individuo planta™ y dicha poblacién no cambid hasta finalizar el experimento, por

lo que no se observaron diferencias entre los tratamientos en los diferentes tiempos de evaluacion

(AA: P =0.0159, 1 DDA: P= 0.5561, 7 DDA: P = 0.0168) (Figura 3.2B).
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Figura 3.2. Promedio de Aphidius platensis por planta. AA: antes de la aplicacion, 1DDA: 1 dia

después de la aplicacion, 7DDA: 7 dias después de la aplicacién. A: Pénjamo, B: Abasolo, C:

Celaya-Cortazar. Barras representan el error estandar. Letras diferentes representan diferencias

significativas entre tratamientos para un mismo tiempo de evaluacion
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En Pénjamo, después de aplicar los tratamientos, se observo que los cuatro insecticidas
ocasionaron una disminucion de la poblacion del parasitoide en un 78% para el biorracional, y
entre 48 y 94% para los convencionales. Sin embargo, el imidacloprid fue el insecticida que
gener6 una mayor disminucion en la poblacion de A. platensis con un 94% desde 1 DDA. A los 7
DDA, las poblaciones del parasitoide se mantuvieron bajas entre el 27 y 67% para los cuatro
insecticidas, sin ser significativamente diferentes entre ellas ni con los testigos (P = 0.1023)
(Figura 3.2A).

En el predio de Celaya-Cortazar se determind que sulfoxaflor e imidacloprid
disminuyeron las poblaciones de A. platensis 1 DDA, en un 28 y 71%, respectivamente,
imidacloprid present6 diferencias significativas con el resto de los tratamientos (P < 0.0001). Por
otro lado, en los tratamientos testigo absoluto, testigo y el insecticida biorracional, se observé a
los 7 DDA el doble o triple de la poblacion del parasitoide con diferencias significativas con
respecto a los tres insecticidas convencionales (P < 0.0001) (Figura 3.2C).

Al evaluar a H. convergens (Figura 3.3), en el predio de Pénjamo se observo la mayor
disminucion de sus poblaciones por el efecto de los tres insecticidas convencionales,
disminucion entre un 56 y 76% desde 1 DDA, y se presentaron diferencias significativas entre
estos insecticidas convencionales con el resto de los tratamientos (P= 0.0005). Sin embargo, a los
7 DDA todos los tratamientos, incluyendo los testigos, tuvieron una disminucion del depredador
mayor al 83% sin diferencias significativas entre ellas (P = 0.0332) (Figura 3.3A).

Similarmente que con el parasitoide, el predio de Abasolo se caracterizé por presentar
una baja poblacion de H. convergens, con menos de 2 individuos planta™. A 1 DDA, los cuatro
insecticidas disminuyeron las poblaciones del depredador entre un 65 y 89%, pero no hubo

diferencias entre los tratamientos (P = 0.2410). La poblacion de H. convergens se mantuvo baja a
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los 7 DDA para los cuatro insecticidas con menos de 1 individuo planta?, pero esto fue casi el
triple para el testigo (adherente), por lo que se presentaron diferencias significativas entre los
cuatro insecticidas con este testigo (P=0.0001) (Figura 3.3B).

Para el predio de Celaya-Cortazar desde 1 DDA el insecticida que més afecté a H.
convergens fue imidacloprid, ya que disminuy6 su poblacién en un 60% y este tratamiento fue
diferente significativamente con respecto al resto (P = 0.0001). A los 7 DDA sulfoxaflor,
flupyradifurone e imidacloprid disminuyeron entre un 61 y 92% las poblaciones del depredador
siendo diferentes significativamente de los otros tres tratamientos (P < 0.0001), los cuéles

elevaron sus poblaciones al triple (Figura 3.3C).
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Figura 3.3. Promedio de Hippodamia convergens por planta. AA: antes de la aplicacion, 1DDA:
1 dia después de la aplicacion, 7DDA: 7 dias después de la aplicacion. A: Penjamo, B: Abasolo,
C: Celaya-Cortazar. Barras representan el error estandar. Letras diferentes representan

diferencias significativas entre tratamientos para un mismo tiempo de evaluacion.
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La suma del resto de los coccinélidos, las crisopas y sirfidos que se encontraron en los
tres predios de Guanajuato (en sus diferentes estados de desarrollo) no sobrepaso el promedio de

1 individuo planta™.

3.4 Discusion

En los predios de Pénjamo, Abasolo y Celaya-Cortazar, Guanajuato, se registraron ocho
especies de enemigos naturales asociados al PAS, este numero y las especies concuerdan con lo
registrado en esa zona (Marin y Herrera, 2016). Para otras zonas del pais como Durango,
Tamaulipas y Sinaloa, se ha registrado mayor diversidad de enemigos naturales, con 12, 19 y 21
especies para cada estado respectivamente (Cortez-Moncada, 2016; Vazquez-Navarro et al.,
2016; Rodriguez-del-Bosque y Teran, 2018).

De las ocho especies encontradas en Guanajuato, siete fueron depredadores y de esas H.
converges fue la especie més abundante asociada al PAS. La abundancia de esta especie sobre el
PAS no so6lo se ha registrado para ese estado (Tamayo y Marin, 2016), sino también en Nayarit
(Rodriguez-Palomera et al., 2016), en la Comarca Lagunera, Durango (Vazquez-Navarro et al.,
2016), Chiapas (Salas et al., 2017) y Tamaulipas (Rodriguez-del-Bosque y Teran, 2018). Esta
frecuencia y abundancia contribuy6 a hacer las evaluaciones en esa especie de depredador en
este trabajo.

Con respecto al parasitoide encontrado en campo, solo se identificO a A. platensis
parasitando PAS en los tres predios de Guanajuato; esta especie ya se habia reportado en este

estado (Garcia-Suarez, 2016). Aunque en lrapuato, Guanajuato, en estudios previos, se han
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reportado ochos especies parasitando al PAS, la mayoria del género Aphidius (Lopez-Gutiérrez
et al., 2016).

En general todos los tratamientos evaluados (biorracional y convencionales) fueron
efectivos para disminuir de manera inmediata las poblaciones del PAS; sin embargo, el uso de
las sales potésicas de acidos grasos como el jabdn agricola ejercieron un control inmediato en la
plaga, pero perdieron rapidamente su actividad, lo que provocd que las poblaciones del PAS
crecieran nuevamente (Rodriguez-del-Bosque y Teran, 2018) debido a su alto poder
reproductivo, como ocurrié en los predios de Abasolo o Celaya-Cortazar.

Aunque se han sefialado algunos otros insecticidas biorracionales con extractos vegetales
de chile, chilguacle (Martinez et al., 2016), cempasuchil, higuerilla (Rodriguez-Rodriguez et al.,
2016) y neem (Yadav et al., 2016) con potencial para el combate del PAS, ninguno de esos
trabajos evalud su eficiencia en condiciones de campo. Por otro lado, en Tamaulipas y Sinaloa
algunas evaluaciones de campo con extractos vegetales como neem, chile habanero y ajo sobre el
PAS no encontraron ningun efecto de control de la plaga (Moreno et al., 2016; Rodriguez-del-
Bosque y Terén, 2018).

Con respecto a los enemigos naturales en campo, las aplicaciones con el adherente y sales
potésicas no generaron mortalidades sobre estos. En Sinaloa se habia determinado que el uso de
las sales potasicas de acidos grasos, conocidas como jabon agricola, no tuvo efectos toxicos
sobre los enemigos naturales, ni tampoco sobre los polinizadores (Moreno et al., 2016). En el
caso particular del PAS en Guanajuato, el uso de sales potasicas en campo no tuvo el potencial
para el control de esta plaga, muy probablemente porque la capacidad reproductiva de la especie
y las condiciones ambientales fueron favorables para mantener su potencial reproductivo

(Rodriguez-del-Bosque y Teran, 2018).
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Por otro lado, se corrobord la susceptibilidad que presenta el PAS a los insecticidas
convencionales sulfoxaflor, flupyradifurone e imidacloprid (Moreno et al., 2016). Cuando las
densidades iniciales del PAS fueron menores al umbral econémico, no se presentaron diferencias
entre los tratamientos con el testigo y testigo absoluto. Esta situacién corrobora que hay que
esperar el nivel al umbral econémico del PAS, como lo recomienda la campafa, para hacer uso
del control quimico (Moreno et al., 2016; Quijano et al., 2017; Rodriguez-del-Bosque y Teran,
2018).

En condiciones de campo se ha demostrado que los tres insecticidas estudiados tienen una
capacidad de mantener las poblaciones del PAS por debajo del umbral, con un nivel de méas de
90% de control sobre la plaga hasta por 21 DDA (Tejeda-Reyes et al., 2017; Rodriguez-del-
Bosque y Terén, 2018; Szczepaniec, 2018). De forma similar, en el presente estudio, los tres
insecticidas demostraron un alto nivel de control. En condiciones de laboratorio, sulfoxaflor y
flupyradifurone demostraron mejor eficiencia en el control de PAS al comprarse con
imidacloprid (Jones et al., 2017). En otras especies de pulgones como Myzus persicae y
Acyrthosiphon pisum (Homoptera: Aphididae) tanto sulfoxaflor como flupyradifurone
demostraron una mejor eficiencia en el control de pulgones hasta por 15-21 DDA, con respecto a
otros insecticidas (Saint-Preux, 2015; Garcia, 2016).

En los tres predios de Guanajuato las poblaciones de PAS fueron afectadas por las
condiciones ambientales. Las poblaciones de PAS disminuyeron a los 7 DDA para todos los
tratamientos, ya que para esa fecha (septiembre de 2018) de manera natural hubo una
disminucion de poblaciones de PAS en todo el estado. Posiblemente esta disminucion se asoci6 a
la presencia de lluvia y por tanto humedad ambiental elevada (Burbano, 2009; Rodriguez-Del-

Bosque y Terén, 2018).
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Las poblaciones de A. platensis e H. convergens fueron afectadas desde el 1 DDA por
imidacloprid, considerandolo el més toxico por presentar una disminucién sobre las poblaciones
de los enemigos naturales en mas de un 60%. Mientras que sulfoxaflor y flupyradifurone fueron
menos tdxicos sobre el parasitoide y depredador, ya que ambos tuvieron una disminucion menor
al 28%.

Al cabo de los 7 DDA se observo una relacion entre las poblaciones de PAS y enemigos
naturales, ya que cuando habia una poblacion menor al umbral econémico, que fue generada por
las aplicaciones de sulfoxaflor y flupyradifurone, se detectdé también una baja poblacion del
parasitoide y del depredador (Cloyd y Bethke, 2011). Lo que puede deberse a que al existir
menos individuos plagas no hay suficiente alimento para H. convergens ni para ser parasitado
por A. colemani, por lo que posiblemente la fauna benéfica tenga la necesidad de desplazarse a
areas con mayor nimero de pulgones. En adicion a la migracion, los enemigos naturales también
pudieron ser afectados por los residuos de insecticidas en el follaje; probablemente interfieran
con los volatiles emitidos por los huéspedes, por lo tanto se veria afectado el comportamiento de
forrajeo y el tiempo requerido para encontrar a la presa o huésped (Morgan y Hare 1998; Gohole
et al., 2003; Cloyd y Bethke, 2011).

Las areas de mayor poblacion de PAS se concentraron en los tratamientos del testigo
absoluto, testigo (adherente) y sales potasicas, las cuales permitieron la manifestacion del
potencial reproductivo del PAS (Bowling et al., 2016). Estas areas libres de insecticidas
convencionales favorecen el incremento en las poblaciones de enemigos naturales (Tilman y
Mulrooney, 2000).

El sulfoxaflor y flupyradifurone tuvieron menor toxicidad hacia los depredadores y

parasitoides, ya que dichos insecticidas con accion sistémica actian mas especificamente sobre
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insectos chupadores como es el caso del PAS (Sparks et al., 2013; Nauen et al., 2015).
Adicionalmente, sulfoxaflor y flupyradifurone en su modo de accién tienen mayor afinidad con
los receptores nicotinicos de la acetilcolina, que contribuye a potenciar su efecto insecticida
sobre PAS, pero al mismo tiempo en comparacion con imidacloprid, presentan enlaces de baja
afinidad que reflejan menor toxicidad hacia organismos benéficos (Sparks et al., 2013; Nauen et
al., 2015).

Es importante considerar que cuando se realiza una aplicacion en campo, los insectos
pueden exponerse a los insecticidas por diferentes vias. Primero una exposicién por contacto
directo sobre los individuos, sean plaga o enemigo natural; segundo, por contaminacion residual
que queda en la superficie de las hojas de sorgo; tercero, por alimentarse sobre plantas o presas

contaminadas (Croft, 1990).

3.5 Conclusiones

Las sales potasicas de acidos grasos presentaron un efecto inmediato en el control del
PAS y no persistié ni 7DDA, los insecticidas convencionales fueron capaces de disminuir las
poblaciones del PAS y mantenerlas bajas hasta los 7 DDA.

Para los predios de Guanajuato, se determinaron siete especies de depredadores y un
parasitoide, dentro de las que destacan en abundancia H. convergens y A. plantensis. Las
poblaciones de enemigos naturales se vieron afectadas desde el primer DDA por los insecticidas
convencionales, pero el mas toxico fue imidacloprid.

Sulfoxaflor y flupyradifurone pueden tener mejores caracteristicas para usarse en la
campafa del PAS porque tienen menos impacto negativo sobre H. convergens y A. plantensis si

se comparan con imidacloprid.
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CAPITULO IV: LINEAS BASE DE SUSCEPTIBILIDAD DE Hippodamia
convergens (COLEOPTERA: COCCINELLIDAE) A INSECTICIDAS UTILIZADOS

PARA EL MANEJO DE Melanaphis sacchari (HEMIPTERA: APHIDIDAE)

Resumen.

El manejo de Melanaphis sacchari tiene el componente de control quimico, pero es sabido que
éste puede tener efecto sobre sus enemigos naturales. En este trabajo se compararon las lineas
base de susceptibilidad a los principales insecticidas, recomendados para el control de M.
sacchari, en adultos de Hippodamia convergens provenientes de una cria comercial. Los
insecticidas fueron sulfoxaflor, flupyradifurone e imidacloprid. Los bioensayos se hicieron con el
método de aspersion directa usando una torre de Potter. El sulfoxaflor (CLso = 316.24 ppm) y
flupyradifurone (CLso = 231.15 ppm) presentaron baja toxicidad sobre H. convergens, por debajo
de la CLso reportada para la plaga, por lo que son los insecticidas que pudieran ser mas
adecuados para el control del PAS. Por otro lado, imidacloprid present6 una toxicidad muy alta
(CLso = 5.5 ppm) sobre H. convergens. Adicionalmente, se utiliz6 el valor de imidacloprid de la
poblacion susceptible para compararlo con una poblacién de campo. Aunque las poblaciones de
campo de H. convergens tuvieron una CLso casi del doble en relacién a poblaciones de crias
comerciales (RRsp = 1.84X), eso no fue diferente estadisticamente. La poblacion de campo de H.
convergens fue susceptible a imidacloprid a pesar de su uso continuo en la region para el control
de diversas plagas que son presas de este depredador.

Palabras clave: pulgdn amarillo de sorgo, enemigos naturales, sulfoxaflor, flupyradifurone,

imidacloprid.
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4.1 Introduccion

El pulgén amarillo del sorgo (PAS), Melanaphis sacchari (Zehntner) (Hemiptera:
Aphididae), es una plaga que desde finales del 2013 fue reportada en México ocasionando
pérdidas del 30 al 100% en el cultivo de sorgo (Rodriguez-del-Bosque y Terdn, 2015). En
México, para su control, se disefidé una estrategia de MIP que incluyo la regulacion en las fechas
de siembra (control legal), eliminacién de socas (control cultural), el uso de variedades tolerantes
(control genético) y muestreo como medida preventiva (Quijano et al., 2017; Rodriguez-del-
Bosque y Terén, 2018), ademas del uso del control bioldgico y como Gltima alternativa el uso del
control quimico (Bowling et al., 2016, Quijano et al., 2017). De esta plaga se conocen 47
especies de enemigos naturales (hongos entomopatdgenos, parasitoides y depredadores) (Singh
et al., 2004a), siendo los depredadores y parasitoides los mas abundantes y los que posiblemente
tengan el mayor efecto de control sobre el PAS. Entre los depredadores destaca Hippodamia
convergens Guérin-Méneville (Coleoptera: Coccinellidae), como la especie nativa mas
abundante en las zonas sorgueras del pais (Rodriguez-Palomera et al., 2016; Tamayo y Marin,
2016; Vazquez-Navarro et al., 2016; Salas et al., 2017; Rodriguez-del-Bosque y Teran, 2018), la
cual tiene alta capacidad de consumo del PAS y por tanto se le considera que tiene un rol
importante en la regulacion de la plaga (Delgado-Ramirez et al., 2016).

La accion de los enemigos naturales no es suficiente para disminuir las poblaciones del
PAS por debajo del umbral econémico de dafio o de accidon (Rodriguez-del-Bosque y Teran,
2015), por lo que es frecuente que en campo se requiera de la estrategia del control quimico
cuando las poblaciones del PAS sobrepasen el umbral de accion, en este contexto es
imprescindible contar con insecticidas que sean compatibles con los enemigos naturales (Roubos

et al., 2014; Colares et al., 2017; Aguiar et al., 2017). A la fecha, se han recomendado cinco
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insecticidas de diferente grupo toxicolégico para el control del PAS en México y Estados Unidos
de América (Bowling et al., 2016; Quijano et al., 2017), ya que estos controlan las poblaciones
cuando se alcanza el umbral de dafio econdmico (Bowling et al., 2016; Jones et al., 2017;
Tejeda-Reyes et al., 2017).

De los insecticidas recomendados para el control de M. sacchari existen registros de
efectos letales y subletales sobre algunos depredadores; por ejemplo H. convergens, Cycloneda
sanguinea (L.) (Coleptera: Coccinellidae), Chrysoperla carnea (Stephens) (Neuroptera:
Chrysopidae), Orius insidiosus (Say) (Hemiptera: Anthocoridae) y Aphidius colemani Viereck
(Hymenoptera: Braconidae) (Barbosa et al., 2017; Colares et al., 2017; Jaimez-Ruiz et al., 2016,
2017a), aunque también se ha registrado la compatibilidad de algunos de ellos. Considerando
que el uso combinado entre las tacticas de control bioldgico y quimico es clave para el manejo
integrado de una plaga, es indispensable entender la compatibilidad entre los enemigos naturales
e insecticidas para lograr el éxito en la regulacion poblacional de la plaga.

Es necesario considerar insecticidas selectivos que generen toxicidad y muerte sobre la
plaga, pero que a la vez sean ligeramente toxicos sobre los enemigos naturales, ademas de no ser
persistentes o ligeramente persistentes. Lo ideal seria poder considerar enemigos naturales
resistentes a los insecticidas; sin embargo, dicha resistencia es inusual si se compara con los
casos detectados en especies plaga (Michigan State University, 2018).

Para el caso especifico del depredador H. convergens, se conoce hasta el momento que ha
mostrado resistencia al piretroide lambda-cyhalothrin y al organofosforado dicrotophos
(Rodrigues et al., 2013; Barbosa et al., 2016). Para determinar si una poblacion de campo es
resistente o susceptible, es necesario el conocimiento de la susceptibilidad base, la cual se

encontrard en una poblacion que no ha sido expuesta previamente a insecticidas y que servira
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como punto de referencia para el analisis de trabajos futuros (Garcia-Méndez et al., 2016; Van
Timmeren et al., 2018). Por tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar las lineas base de
susceptibilidad en poblaciones adultas de H. convergens de laboratorio a tres de los insecticidas
maés utilizados en cultivo de sorgo para el control del PAS, el sulfoxaflor, flupyradifurone e
imidacloprid. Este estudio servirdA como linea base para comparaciones en el futuro de
poblaciones de enemigos naturales expuestos a los diferentes insecticidas utilizados para el

control del PAS.

4.2 Materiales y Métodos
4.2.1 Insectos

Para los bioensayos se utilizaron adultos de H. convergens, adquirida de la empresa de
Organismos Benéficos para la Agricultura de Autlén, Jalisco, México. Esta colonia se ha criado
en condiciones de laboratorio por mas de 20 generaciones y sin contacto con insecticidas, por lo
que se consider6 como susceptible. Los individuos se mantuvieron en el Colegio de
Postgraduados, Texcoco, Estado de México, dentro de jaulas entomoldgicas de plastico (25 x 12
x 12 cm) con dos ventanas laterales (10 x 5 c¢m), cubiertas de organza para favorecer la
ventilacion, y con suministro at libitum de una mezcla de agua y miel (3:1) como alimento. Los

adultos se mantuvieron a 24+2 °C, 60+5% HR y 16 L: 8 O h.

4.2.2 Insecticidas

En este estudio se evaluaron tres formulaciones comerciales de insecticidas: el sulfoxaflor

(Toretto® 21.8 SC, 21.8% i.a., Dow AgroSciences de México S.A. de C.V.), flupyradifurone
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(Sivanto® prime 200 SL; 17.09% i.a., Bayer de México S.A de C.V.) e imidacloprid (Confidor®

350 SC; 30.2% i.a., Bayer de México S.A de C.V.).

4.2.3 Bioensayos

Previo a la aplicacion de los insecticidas y del testigo se procedid a anestesiar con COz a
grupos de 10 adultos de H. convergens, durante 5 min en bolsas herméticas Ziploc® (SC Johnson
& Son, INC, México) de 1 L de capacidad. Los individuos anestesiados se colocaron con el
dorso expuesto en la base de una caja Petri de plastico (9.0 x 1.0 cm), la cual se colocé para la
aplicacion de los insecticidas dentro de una torre de Potter (50 x 50 x 150 cm), con boquilla de
acero inoxidable de cono lleno (1/4J-SS Sraying Systems Co., Wheaton, IL, USA), conectado a
un compresor (Adir®, Estado de México, México, de 10 L y 2HP) a 120 cm de distancia de la
boquilla. Cada aplicacion fue de 4 mL de la concentracion correspondiente a 206.84 kPa.

De cada insecticida se aplicaron ocho tratamientos, siete concentraciones logaritmicas
intermedias del insecticida, previamente seleccionadas de una ventana bioldgica, con un rango de
0 a 100% de mortalidad (Robertson et al., 2007), las cuales se diluyeron en agua destilada méas
adherente INEX-A® 1.0 mL L™ (Cosmocel, S.A., México), mas un tratamiento testigo con agua
destilada més adherente (Robertson et al., 2007).

Los individuos tratados se transfirieron a una caja Petri de pléstico (9.0 x 1.0 cm) limpia 'y
ventilada, se adicionaron lineas de miel como alimento y se mantuvieron a 24+2 °C, 60+5% HR
y 16 L: 8 O h. La mortalidad se evalud a las 24, 48 y 72 h después de la aplicacion. Los
individuos fueron calificados como muertos cuando no respondieron al estimulo con una aguja
de diseccion, o que tuvieron movimientos descoordinados y que probablemente no sobrevivirian

mas de unas horas. El bioensayo se repitio en 10 ocasiones.
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4.2.4 Anélisis

Los porcentajes de mortalidad se corrigieron con la férmula de Abbott (1925) y la
mortalidad tolerada en el testigo fue <10%. Con los porcentajes de mortalidad se realizd un
analisis de varianza para comparar entre insecticidas y entre concentraciones de un mismo
insecticida, en caso de diferencias se realizd una prueba de separacion de medias (Tukey
a=0.05). Para cada insecticida se determind, mediante andlisis Probit, la concentracion letal
media (CLso) con sus respectivos limites fiduciales. Cuando estos limites se traslaparon se
determind que no habia diferencias estadisticamente. Los analisis estadisticos se realizaron con

el programa SAS version 9.4. (SAS Institute, 2013).

4.3 Resultados

A medida que aumentd el tiempo de exposicion (24, 48 y 72 h) se observé una tendencia
de incremento en la mortalidad de los adultos de H. convergens de la poblacion susceptible. Sin
embargo, esas tendencias bioldgicas a la exposicion de los tres insecticidas en poblaciones de
laboratorio no fueron significativamente diferentes (F=0.16-3.31; gl=2; P=0.0516-0.8559). Por
consiguiente, el porcentaje de mortalidad en adultos de H. convergens de laboratorio dependio
del tipo de insecticida y de la concentracion utilizada (Cuadro 4.1).

Cuando aumentd las concentraciones de los insecticidas, también aumenté la mortalidad,
encontrando diferencias significativas entre las concentraciones dentro de un mismo producto
(sulfoxaflor: F=145.58-185.68; gl=7; P<0.0001, flupyradifurone: F=153.02-218.47; gl=7;
P<0.0001, imidacloprid: F=93.71-139.10; gl=7; P<0.0001) (Cuadro 4.1). El sulfoxaflor y

flupyradifurone registraron mortalidades similares a una misma concentracion, y no se
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encontraron diferencias entre estos dos (F=2.61; gl=5; P=0.0349), pero fueron diferentes de
imidacloprid (F=159.09; gl=8; P<0.0001).

Imidacloprid fue el producto mas toxico y provoc6 a 100 ppm mortalidades cercanas al
100%, ademés de tener los valores mas bajos de CLso (Cuadro 4.2). Mientras que,
flupyradifurone y sulfoxaflor fueron 42 y 58 veces menos toxicos que imidacloprid,
respectivamente. Los limites fiduciales entre sulfoxaflor y flupyradifurone se traslaparon por lo
que fueron similares entre ellos, pero diferentes de imidacloprid (Cuadro 4.2). El valor de la
pendiente oscild entre 1.14 y 1.96, con una X2 igual para todos los insecticidas (Cuadro 4.2).

Debido a la alta toxicidad comprobada de imidacloprid hacia la poblacion de laboratorio
de H. convergens, se decidi6 realizar s6lo en este caso una prueba de susceptibilidad sobre una
poblacion de campo procedente del INIFAP - Campo Experimental Bajio, Guanajuato, México,
de plantaciones de sorgos expuestas a insecticidas con presencia de PAS y posterior
determinacion de la respuesta relativa (RRso) como el coeficiente entre la CLso de la poblacion de
campo Y la CLso de la poblacién de laboratorio.

Para imidacloprid la CLso en la poblacion de campo de adultos de H. convergens fue
10.14, 9.65 y 8.84 ppm a las 24, 48 y 72 h, respectivamente. Al comparar esta respuesta de la
poblacion de campo con la de laboratorio se observé que los limites fiduciales se traslaparon por
lo que no se detectaron diferencias entre las dos poblaciones. La RRso fue de 1.84X, 1.96X y

1.99X, alas 24, 48 y 72 h, respectivamente.
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Cuadro 4.1. Porcentaje de mortalidad causada por tres insecticidas en adultos de una poblacion susceptible de Hippodamia convergens.

Concentracién Insecticidas
(ppm) sulfoxaflor flupyradifurone imidacloprid

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
10000 100.00 Aa 100.00 Aa 100.00 Aa 100.00 Aa 100.00 Aa 100.00 A a - - -
6000 92.00 AB a 96.89 Aa 98.89 Aa - - - - - -
3500 - - - 92.67 Aa 94.67 AB a 95.56 AB a - - -
2000 85.00BCa 90.22 AB a 95.56 A a - - - - - -
1000 73.00Chb 82.78 Bab 88.11Aa 79.44 B ab 83.33Bab 86.00 B ab - - -
600 - - - 65.11Ca 70.56 Ca 72.00Ca - - -
350 5478 D a 6344 Ca 68.44 B a - - - - - -
200 - - - 4522Da 49.44Da 5211 Da - - -
100 21.22Eb 2356 Db 33.78Ch 2756 Eb 30.56 Eb 3044EDb 99.00 Aa 99.00 Aa 98.89 Aa
60 - - - - - - 99.00 Aa 99.00 Aa 99.00 Aa
20 - - - - - - 88.78 Aa 91.78 Aa 89.67 AB a
10 - - - 9.22Fb 1489Fb 1656 F b 67.44Ba 70.11Ba 7356 Ba
6 - - - - - - 47.89Ca 5144 Ca 5356 Ca
3.5 200Fa 1.11Ea 744D a - - - - - -
2 - - - - - - 20.22Da 2356 Da 28.89Da
1 - - - - - - 9.11 DEa 10.22 DE a 12.67 DE a
Testigo 1.00Fb 7.00 E ab 8.00Da 3.00 Fab 5.00 F ab 8.00Fa 2.00 E ab 3.00 E ab 6.00 E ab

A-F: letras distintas entre concentraciones (columnas), indican diferencias significativas por ANOVA y separacion de medias por Tukey (0=0.05)

a-b: letras distintas a una misma concentracion (filas), indican diferencias significativas por ANOVA y separacion de medias por Tukey (a=0.05)
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Cuadro 4.2. Toxicidad de insecticidas en adultos de Hippodamia convergens procedentes de

una colonia susceptible, a las 24 h después de la exposicion

Insecticida n CLso (LF) ppm CLos (LF) ppm b +EE X?

Sulfoxaflor 800 316.24 6299 1.27+0.09 <0.0001
(244.77-397.93)  (4448-9747)

flupyradifurone 800 231.15 5304 1.21+0.08 <0.0001
(183.31-287.38)  (3623-8569)

Imidacloprid 800 5.50 38.20 1.96+0.13 <0.0001
(4.75-6.36) (29.93-51.70)

n: nimero de individuos tratados, LF: limites fiduciales, b: pendiente, EE: error estandar, X?:

ji cuadrada, ppm: partes por millon

4.4 Discusion

El sulfoxaflor, flupyradifurone e imidacloprid causaron toxicidad en los adultos de H.
convergens, dicha toxicidad dependi6 del insecticida y de la concentracion, mientras que el
tiempo de evaluacion después de ser expuestos al insecticida, no provocé un incremento en la
mortalidad del depredador. Las poblaciones de H. convergens presentaron homogeneidad en
la respuesta para cada insecticida, ya que en el andlisis de regresion las pendientes fueron
mayores a la unidad y los datos obtenidos se ajustaron a un modelo lineal que fue observado
por medio de las pruebas de X2 (Robertson et al., 2007; Rodriguez et al., 2009). Pero para las
CLgo de los insecticidas sobre los adultos de H. convergens en las poblaciones de laboratorio
se presentaron limites fiduciales amplios, lo que sugiere realizar mas repeticiones para
disminuir la variabilidad de estos.

Hay que destacar que los tres insecticidas evaluados tienen el mismo modo de accion
(IRAC, 2018); sin embargo, hay diferencias en sus estructuras quimicas y en el modo de
accion como antagonista de los receptores nicotinicos de la acetilcolina (Watson et al., 2011;
Sparks et al., 2013; Sparks et al., 2015), lo que hace que existan diferencias en los niveles de
toxicidad sobre poblaciones de adultos de H. convergens. En consecuencia, para las
poblaciones de laboratorio, el insecticida méas tdxico fue imidacloprid, ya que se requirié de
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una dosis de 100 ppm del ingrediente activo para alcanzar el maximo de mortalidad (99%) en
24 h, mientras que para los otros dos insecticidas se necesitd de una concentracion de 10,000
ppm de ingrediente activo para igualar dicha mortalidad.

Con base en los resultados obtenidos y a otros estudios previos de toxicidad, se ha
determinado que imidacloprid es muy tdxico para H. convergens (Roubos et al., 2014; Aguiar
et al., 2017) y otros enemigos naturales (Eisenback et al., 2010; Cloyd y Bethke, 2011; Khani
et al., 2012; Yu et al., 2014; Krischik et al., 2015; Prabhaker et al., 2017). En cambio
sulfoxaflor y flupyradifurone tienen un efecto inofensivo o ligeramente tdxico, tanto en H.
convergens (Colares et al., 2017) como en otros organismos benéficos (Garzon et al., 2015;
Barbosa et al., 2017; Prabhaker et al., 2017).

La CLso de imidacloprid para poblaciones de campo y laboratorio fueron
estadisticamente similares, lo que supone que la poblacién de campo es ain susceptible a
pesar de encontrarse expuesta a aplicaciones de insecticidas por o menos desde hace cuatro
afios, tiempo en la que comenzaron a tomarse medidas de control quimico para regular las
poblaciones del PAS (Rodriguez-del-Bosque y Teran, 2015; Quijano et al., 2017). So6lo para
imidacloprid se tienen antecedentes de concentraciones letales en poblaciones de H.
convergens (Kaakeh et al., 1996), y demuestran la susceptibilidad del depredador a dicho
insecticida a pesar del paso de los afos.

Por otro lado, al comparar la susceptibilidad del PAS (Jones et al., 2017) con las de su
depredador H. convergens del presente estudio (Cuadro 4.3), se observa que para
imidacloprid la CLso y CLgo de la poblacion plaga es similar a la CLso y CLgo del depredador,
ya que los limites fiduciales se traslapan, asegurando que dicha concentracion del ingrediente
activo mata a las poblaciones del PAS, pero también de su enemigo natural. Mientras que
para sulfoxaflor y flupyradifurone las concentraciones que matan al 50 y 90% de la poblacion

del PAS, son seguras para los adultos de H. convergens, ya que se obtienen mortalidades
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menores al 5% y segin la Organizaciéon Internacional de Control Bioldgico e Integrado
(I0BC) (Hassan et al., 1994), mortalidades menores al 30% ocasionadas por un insecticida

sobre un enemigo natural en condiciones de laboratorio se consideran inofensivas.

Cuadro 4.3. Comparacion de concentraciones recomendadas (Quijano et al.,, 2017) y
concentraciones letales (CLgo) de sulfoxaflor, flupyradifurone e imidacloprid entre

poblaciones de Melanaphis sacchari (Jones et al., 2017) y su depredador Hippodamia

convergens.
Insecticidas Concentraciones CLso (Iimites fiduciales) en ppm CLgo (limites fiduciales) en ppm
recomendadas Para Para Para Para
para el control de  poblaciones de poblaciones de poblaciones de  poblaciones de
M. saccharien M. sacchari H. convergens M. sacchari H. convergens
ppm (Quijano et (Jones et al., (Jones et al.,
al., 2017) 2017) 2017)
Sulfoxaflor 72.67 1.12 316.24 11.80 3253
(0.63-1.68) (244.77-397.93)  (5.95-56.97) (2437-4626)
flupyradifurone  113.93 0.35 231.15 9.93 2655
(0.10-0.73) (183.31-287.38)  (4.06-58.21) (1936-3920)
Imidacloprid 201.33 4.75 5.50 32.67 24.90
(0.97-8.32) (4.75-6.36) (16.31-562.26) (20.26-32.00)

Adicionalmente se compararon las concentraciones letales del depredador con las
concentraciones de aplicacion recomendadas para el control del PAS (Quijano et al., 2017),
donde se puede apreciar como la concentracion aplicada en campo de imidacloprid para el
control de PAS es ocho veces més que la concentracion letal del 90% de la poblacion del
depredador (Cuadro 4.3), lo que asegura una muerte del enemigo natural. Se podria disminuir
la dosis; sin embargo, dicha disminucion podria afectar la efectividad sobre la plaga, por
tanto, lo mas acertado seria no incluirlo en el manejo integrado del PAS, principalmente por
sus efectos nocivos sobre los enemigos naturales.

Caso contrario con flupyradifurone y sulfoxaflor donde las concentraciones aplicadas
para el control del PAS en campo son 23 y 45 veces menos, respectivamente, que la
concentracion letal del 90% de la poblacion del depredador (Cuadro 4.3), lo que sugiere que a

las concentraciones recomendadas son apropiadas para el control de la plaga y ademas de
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bajo efecto en la sobrevivencia del enemigo natural. Sin embargo, podria considerarse
disminuir las dosis de estos dos insecticidas, que igualmente serian efectivas para el control
del PAS (Rodriguez-del-Bosque y Terén, 2018) y compatible con depredadores asociados.

El presente trabajo muestra las primeras lineas base de susceptibilidad de poblaciones
de H. convergens de laboratorio expuestas a los insecticidas principales para el control del
PAS, que serviran para dar seguimiento de la susceptibilidad en las poblaciones del
depredador. Con este monitoreo, se tendran las herramientas necesarias para la futura toma de
decisiones para el uso combinado del control quimico y biolégico en el control de las

poblaciones de M. sacchari en un programa de manejo integrado de esta plaga.

4.5 Conclusiones

Imidacloprid fue el insecticida méas toxico sobre los adultos de H. convergens, por
presentar una CLso de 5.5 ppm. Las dosis que se usan en campo para el control del PAS,
aseguran la muerte del pulgdn, pero también de su depredador. Mientras que flupyradifurone
y sulfoxaflor fueron menos tdxicos a H. convergens, con una CLso de 231 y 316 ppm,
respectivamente, por lo que se sugiere mantener su uso dentro de la campaia del PAS. Los
resultados obtenidos proporcionan lineas base de referencia para futuras comparaciones de
susceptibilidad de H. convergens con sulfoxaflor, flupyradifurone e imidacloprid, los cuales

son los insecticidas mas utilizados en el control del PAS.
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CONCLUSIONES GENERALES

Las poblaciones del pulgon amarillo del sorgo (PAS), Melanaphis sacchari
(Zehntner), fueron controladas por las aplicaciones de los insecticidas imidacloprid,
sulfoxaflor y flupyradiforone, aunque también fueron téxicos a Hippodamia convergens,
Cycloneda sanguinea y Aphidius platensis.

El insecticida biorracional solo demostré eficiencia en el control de las poblaciones
del PAS a 1 dia después de la aplicacién (DDA), ya que rapidamente se reestablecieron las
poblaciones de la plaga. Por tanto, no fue una alternativa viable en el control en condiciones
elevadas de la plaga, a pesar de no tener efectos toxicos sobre los enemigos naturales.

Los cuatro insecticidas convencionales evaluados presentaron diferentes niveles de
toxicidad y persistencia sobre las especies de enemigos naturales asociadas al PAS. Tan s6lo
24 h de exposicion a insecticidas fue suficiente para poder determinar un efecto téxico sobre
los enemigos naturales.

Imidacloprid se caracterizd por ser toxico, independientemente del tipo de exposicion,
asi como fue persistente por mas de 30 DDA en condiciones de laboratorio y ligeramente
persistente en condiciones de semi-campo. Lo que refleja que en condiciones de laboratorio
se presentan una condicién extrema de exposicion al insecticida, por ejemplo, sin areas libre
de contaminacion del producto. En semi-campo el efecto de factores ambientales ayudan a
degradar la actividad de dicho insecticida. Ademas, en condiciones de campo este insecticida
resulto ser el mas toxico sobre las poblaciones de H. convergens y A. platensis. También es
importante considerar que la dosis que se aplica de imidacloprid es capaz de causar altas
mortalidades del PAS, pero también sobre adultos de H. convergens. Por lo anterior,

imidacloprid no es recomendable para su uso dentro del manejo integrado del PAS.
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El sulfoxaflor, flupyradifurone y spirotetramat fueron menos téxicos en comparacion
con imidacloprid. Estos insecticidas mostraron niveles de toxicidad entre inofensivos y
moderadamente toxicos sobre las tres especies de enemigos naturales, ademas de ser
ligeramente persistentes o no persistentes en condiciones de laboratorio y semicampo. Por lo
que cualquiera de estos tres insecticidas podria considerarse para usarse dentro del manejo
integrado del PAS. Sin embargo, desde el punto de vista econémico, una aplicaciéon de
spirotetramat implica el doble o triple de la inversion de la que se realizaria si se aplican otros
de los insecticidas recomendados por la campafia del PAS.

Adicionalmente, las dosis aplicadas de sulfoxaflor y flupyradifurone, en condiciones
de campo, fueron efectivos para el control del PAS y menos tdxicos sobre H. convergens y A.
platensis. Por consiguiente, desde el punto de vista de efectividad sobre el PAS, menor
toxicidad y persistencia en enemigos naturales, y menor costo de inversion, se podrian
recomendar sulfoxaflor y flupyradifurone en lugar de imidacloprid para usarse dentro del
manejo integrado del PAS.

Cabe destacar que dentro de un programa de manejo integrado del PAS se debe
insistir en fortalecer las medidas preventivas en el combate del PAS. Tales como eliminar la
soca, respetar fechas de siembra, sembrar variedades tolerantes a la plaga con tratamiento
previo a la semilla, realizar monitoreo del cultivo, favorecer y conservar los enemigos
naturales lo mas que se pueda antes de realizar una aplicacion de insecticidas. En Guanajuato
se encuentran, por lo menos, ocho especies entre depredadores y parasitoides, ademas de los
hongos entomopatdgenos que pudieran ejercer una regulacion natural de las poblaciones del
PAS. Sdélo en caso de que las poblaciones de la plaga alcancen el umbral de accion, se
pudieran usar insecticidas como sulfoxaflor, flupyradifurone o spirotetramat, los cuales son

menos toxicos Yy persistentes sobre las especies de enemigos naturales.
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