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Determinacion de la susceptibilidad de distintas poblaciones de Aphis gossypii
(Glover.) al insecticida neonicotenoide acetamiprid.

Infroduccién

El pulgdn del algoddn Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae) es
una plaga polifaga con distribucion mundial que dana una variedad de
cultivos como: Cucurbitaceae, Malvaceae, Solanaceae y Rutaceae
causando danos directos e indirectos al succionar una planta y transmitir virus
en el hospedador. Para el control de esta plaga se utilizan diferentes
estrategias, aunque aun el manejo de A. gossypii, se basa en la aplicacién de
varios insecticidas del grupo de los neonicotenoides.

La nicotina es un alcaloide que se encuentra en el tabaco y ha sido
usado como insecticida desde mediados del siglo XVIII. La estructura quimica
de la nicotina y los insecticidas neonicotenoides es semejante y su mecanismo
de accién es el mismo, aungue en los neonicotenoides, las caracteristicas
insecticidas estdn mejoradas, con menor toxicidad para mamiferos, y bajo
tiempo de carencia. Son compuestos que por tener estructura similar a la
acetil colina (ACh) compiten con ella por los receptores en la membrana post-
sindptica.

Existen tres generaciones de insecticidas neonicoteniodes: La primera
generacion se inicié en 1990 y comienza con la infroduccién del Imidacloprid,
acetamiprid y tiacloprid los cuales poseen Cl o S en la molécula. La segunda
generacion es la de los compuestos tianicotilinicos incluyendo al tiametoxdn y
clofianidin y poseen CL en la molécula. La tercera generaciéon es la de los
compuestos furanonicotilinicos incluye al dinotefurdn y al sulfoxaflor. Estos
insecticidas neonicotenoides se han aplicado en todo el mundo para
controlar las plagas de insectos chupadores de savia debido a sus excelentes
acciones sistémicas, que posibilitan su movimiento a través de los tejidos
vegetales, y, por lo tanto, controlaron eficazmente muchas plagas de insectos.

Entre los insecticidas neonicotenoides, el acetamiprid, el imidacloprid y
en la actualidad el sulfloxaflor se utilizan ampliamente como principio activo
principal para confrolar A. gossypii en el cultivo del algoddn y por lo cual es
probable que se desarrollen poblaciones resistentes lo cual dificultard el
control de esta importante plaga.

La aparicion de plagas resistentes a los insecticidas se considera un factor
importante que contribuye al fracaso del control de base quimica y por lo cual
su conocimiento ayudard a planificar un manejo adecuado con rotacién de
distintos principios activos y asi evitar aplicar productos que no son efectivos y
retrasar la aparicion de plagas resistentes.

Objetivo

Adquirir enfrenamiento en la realizacion de ensayos dosis respuestas como
métodos de evaluacidn de la resistencia/ susceptibilidad del pulgdn del
algoddén (Aphis gossypii Glover) a insecticidas neonicoteniodes a base de
acetamiprid.

Lugar de realizacién



La pasantia se realizé en la Estacion Experimental Agropecuaria INTA Las
Brenas Ruta 89 Km 227 Las Brenas Chaco Argentina.

Descripcion de las tareas desarrolladas
Recoleccion de pulgdon del algodon

La campana 20-21 fue caracterizada por un déficit de precipitaciones durante
el crecimiento vegetativo y reproductivo del algoddn la cual se normaliza
durante fin de floracién y parte del llenado de frutos. Estas condiciones
ambientales ocasionaron que la aparicion del pulgdn del algoddn (Aphis
gossypii Glover) aparezca al final del ciclo y puntualmente en algunos lotes del
Sud Oeste de la Provincia del Chaco. La baja presencia de la plaga no
permitid conseguir poblaciones de distintos lugares por lo cual se trabajé con
una sola poblacion de insectos la cual fue recolectada de un lote localizado
por la ruta 6 a mitad de camino entre Las Brenas y San Bernardo.

Paralelamente y a manera de contribuir con parte de los objetivos de esta
pasantia se realizé la determinacion de la linea base para distintos insecticidas
del grupo de los neonicotenoides en poblaciones del pulgdn amarillo de la
cana de azucar, plaga que se detectd afectando al cultivo del Sorgo en toda
la provincia y que se detalla posteriormente en esta pasantia.

Actividades realizadas con el pulgén del algodén

e Crias de insectos en cdmara

Los insectos recolectados del campo fueron criados en plantas de algoddn
qgue crecian en condiciones confroladas. Las condiciones de crecimiento
fueron: Radiacién 400 umoles/cm?/min, fotoperiodo de 12 hs, temperatura de
27 °C y humedad superior al 70 %.

Las plantas en el interior de la cdmara fueron de la variedad DP 1238 BGRR, las
cuales tenian alrededor de 5 hojas totalmente desplegadas y crecian en
macetas de 7 litros de capacidad. De estas plantas se tomaron los pulgones
para realizar la determinacion de la linea base (Figura 1).

Los ensayos de linea base o también llamados de dosis respuesta se realizaron
para el pulgdn del algoddn, y para el pulgdn amairillo del sorgo. El protocolo
utilizado fue el propuesto por el IRAC Susceptibility Test Methods Series Method
No: 019. Versidon: 3.4 Insecticide Resistance Action Committee. www.irac-

online.org


http://www.irac-online.org/
http://www.irac-online.org/

Figura 1. Cria de pulgones: A) Plantas inoculadas con porciones de hojas con
pulgones para su tfransferencia. B) Planta receptora donde se reproducirdn los
pulgones. C) Jaula con la planta en su interior. D) Vista general de la cdmara
donde se realizd la cria de pulgones.



Preparacion de las cajas de Petri.

Se utilizaron cajas de Pefri de pldstico, nuevas de 70 mm de didmetro. Se
perforaron las tapas de las cajas vy los orificios fueron tapados con una tela de
tul de trama suficientemente fina para permitir la ventilacion, pero no la salida
de los insectos. En la caja se agregd una capa de agar al 3% de 3 mm de
espesor y luego de que el agar se solidifico se procedid a colocar las porciones
de hojas segun tratamiento de insecticida y colocaciéon de insectos (Figura 2).

Figura 2. Preparacién de las cajas de Petri para el ensayo. Cajas listas para
recibir la porcidn de hoja y posterior inoculaciéon de los insectos.

e Preparacion de diluciones de insecticidas

A partir de una solucidn madre de Acetamiprid (70%); Imidacloprid (70%) y
Sulfloxaflor (50%) de 100 ppm de formulado comercial, se prepararon las
diluciones que figuran en la tabla 1.

Tabla 1. Concentraciéon de los distintos insecticidas de los ensayos de linea de
base.

N Concenfracion en ppm
Sulfoxaflor | Imidacloprid | Acetamiprid

1 0,00001 0,1 0,1

2 0,048 0,192 0,192

3 0,144 0.4 0.4

4 0,432 0,576 0,576

5 1,296 1,728 1,728

6 3,888 6,66 6,66

7 34,992 15,52 15,52

8 35 35

Los discos de hojas de 50 mm de didmetro (4 por cada dilucién) fueron
sumergidos por un tiempo de 10 segundos de uno por vez en cada una de las
diluciones realizadas. Al terminar el tiempo de inmersidén los discos fueron
puestos sobre un papel absorbente a fin de quitar el excedente de liquido




dejadndolo al dire para que se sequen. Posteriormente se pusieron los discos
individualmente (uno por caja de Petri) con la superficie abaxial hacia arriba y
mojando el agar con una gota de agua para asegurar la adherencia del
disco de hoja. Cada caja de Petri fue rotulada en la base indicando a la
dilucion que correspondia y repeticion (Figura 3).

Figura 3. Preparacion de las diluciones de insecticidas, fratamiento de
inmersion de los discos de hoja y colocacion de los discos en la cama de agar.

e Inoculacion de las cajas

De la cria de pulgones, establecidas en plantas de algoddn, se extrajeron
porciones de hojas con 35 pulgones adultos, dpteros por porcién y las mismas
fueron adheridas a los discos de hojas correspondientes a cada tratamiento
(Dilucion) (Figura 4).



Figura 4. Vista general del ensayo y detalle de las cajas inoculadas sin y con
tapa

Incubacion de las cajas de Petri y relevamiento de datos

Luego de la inoculacién, cada caja de Petri fue tapada, con la tapa
construida anteriormente, y alimacenada sobre la mesada del laboratorio a
temperatura ambiente vy sin recibir radiacién solar directa. La evaluaciéon de la
mortalidad (pulgones vivos y muertos) se realizé a las 48 hs del inicio del
experimento. Se calculd el porcentaje de control en relacién al nUmero inicial
y ajustado por el nUmero de insectos en el tratamiento control segun la férmula
de Abboftt (1987).

Tratamientos de los datos

Con los datos obtenidos se realizé un grdfico dosis respuesta en escala
logaritmica para la determinacién de la DL 90 (Dosis letal 90), la cual
representa la dosis a la cual se controla el 90 % de la poblacion. Este grdfico se
realizd mediante la utilizacién del software GraphPad Prism Versidn 7.0.

En la figura 5 se puede observar las lineas de susceptibilidad de fres
insecticidas al pulgdn del algoddn. En dicha figura se observa que el sulfoxaflor
tiene una DL90 (IC90) de 0,0094 ppm lo que representa que se necesitarian
que la hoja estd sumergida en la solucidon de 0,0094 ppm de sulfoxaflor (50%)
para confrolar el 90 % de la poblacion de pulgdn del algoddn. Los insecticidas
Acetamiprid e Imidacloprid, si bien hay un aumento del confrol con
incremento de la dosis del insecticida, la dispersion de los valores de control no
permitid construir las curvas y determinar las DL 90 (Figura 5 B, C)
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Figura 5. Linea base de susceptibilidad del pulgdén del algoddn a fres
insecticidas del grupo de los neonicotenoides.

Actividades realizadas en pulgén amarillo de la cana de azicar (Melanaphis
sacchari (Zehntner)

A inicio del ano 2020 se presentd en la Argentina Melanaphis sacchari
(Zehntner) afectando al cultivo del sorgo en la provincia de Formosa y luego
extendiéndose rapidamente a toda el drea de Argentina donde se realiza este
cultivo. Actualmente se lo encuentra en rebrotes de Sorgo y tfambién en Sorgo
de Alepo. La faciidad de encontrar poblaciones de este pulgdén en todo
momento, permitid la realizacidén de ensayos dosis respuesta y determinar una
linea de base de susceptibiidad a los mismos insecticidas ensayados para
pulgdn del algoddn en esta pasantia. Esta actividad permitié complementar el
entrenamiento planteado en los objetivos de esta pasantia considerando la
dificultad de encontrar pulgones de algoddn en la campana 2020-2021.

Curvas de dosis respuestas del Pulgén amarillo del sorgo (Melanaphis sacchari)
a diferentes insecticidas.

Los pasos y actividades para la determinacion de linea de base de
susceptibilidad realizadas para el pulgdn amarillo del sorgo fueron los mismos
gue se describieron anteriormente para el pulgdn del algoddn, por lo cual en
esta parte se realizaran la descripcion de las actividades con fotos y graficos.

Las poblaciones de pulgdn amairillo del sorgo fueron recolectadas de cultivos
de sorgo presente en la EEA INTA - Las Brenas. La presencia generalizada en la
region y abundancia de pulgdn amarillo en sorgo de Alepo y en rebrotes de
sorgo permito realizar la recoleccién de individuos de tamano uniforme y en
cantidades necesarias para los ensayos sin necesidad de establecer crias de
este insecto simplificando esta parte del ensayo (Figura 6).
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Figura 6. Plantas de sorgo de Alepo y de sorgo granifero con presencia de
pulgon.

Porciones uniformes de hojas de sorgo granifero fueron tratadas con las dosis
de los insecticidas segun la tabla 1, inoculadas con treinta pulgones e
incubadas en la mesada del laboratorio durante 48 hs. Luego del tiempo de
incubacion se realizé el recuento de insectos vivos y se calculd el porcentaje
de control segun la formula de Abboftt (1987) (Figura 7).



Figura 7. Determinacion de linea base de susceptibiidad para el pulgdn
amarillo del sorgo.

Los resultados de los ensayos de linea base de susceptibilidad de tres
insecticidas para el pulgdn amarillo del sorgo se muestra en la figura 8.

En la figura 8 A se puede observar la curva de dosis repuesta del control del
pulgdbn amarillo a distintas dosis del insecticida sulfoxaflor. La dosis letal 90 (IC
90) para este producto es de 0,01509 ppm lo que indicaria que la inmersién de
la hoja durante 10 segundos en una solucién de 0,015 ppm permitird el control
del 90% de la poblacién. Para el caso del insecticida Imidacloprid la dosis que
permite la muerte del 0 % de la poblacion es de 0,06183 (Figura 8 B). El
insecticida Acetamiprid necesitaria una concentraciéon de 1,017 ppm para
realizar el control del 90 % de la poblacién (Figura 8 C). Cabe aclarar que
cada ingrediente activo presenta una dosis letal 90 diferente y propia de la
molécula y forma de absorberse, llegar al sitio de accidn y ejercer la accién
toxica. Lo importante de esto es conocer los cambios que se puedan dar en
estos valores como consecuencia del uso de estos insecticidas y adaptacion
de las poblaciones.
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Figura 8. Curvas dosis respuesta del pulgdbn amarillo para fres insecticidas
sistémicos. A) Sulfoxaflor; B) Imidaclopid y C) Acetamiprid. En la grdfica se
puede apreciar la DL 90 como IC 90 para los fres insecticidas ensayados.



Comentarios finales

Dada la dificultad de encontrar distintas poblaciones de pulgdn de algoddn
durante la campana 2020-2021 no se pudo redlizar la evaluacién de posibles
cambios en la susceptibiidad del pulgdén del algoddn al insecticida
Acetamiprid.

Se pudo redlizar el enfrenamiento de la cria del pulgdn del algoddn vy la
construccion de ensayos de dosis respuestas con dos pulgones (pulgdn del
algoddn y amarillo de la cana de azucar) y tres insecticidas de los mds
importantes para el control de estas plagas.

Dado la reciente infroduccion del pulgdn amarillo de la cana de azicar
afectando al cultivo del sorgo en la region, la construccion de las lineas de
base de estos insecticidas nos permitird evaluar posibles cambios de la
susceptibilidad en la poblacién y asi avaluar la posibilidad de la aparicion de
resistencia en estos insectos.
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Opinion del asesor

La alumna Vanesa Gonzalez ha trabajado activamente en la realizacion de
esta pasantia realizando las actividades descriptas en el presente informe y
también ayudando en ofras actividades realizas en el drea de entomologia y
ecofisiologia de la E.E.A INTA Las Brenas, destacando su gran compromiso y
dedicacion en lo referente a las actividades desarrolladas. La dificultad de
encontrar poblacion de pulgones del algoddén en la campana 2020-2021 la
impulso a trabajar con el pulgdn amarillo de la cana de azdcar, plaga que se
la encontré afectando el cultivo del sorgo en la region lo cual requirié que la
alumna recorriera distintos lotes, recolectando material y poniendo a punto la
técnica de evaluacion lo cual realizd con total éxito.

Cabe destacar lo novedoso del trabajo realizado por la alumna Vanesa
Gonzales con el pulgdbn amarillo de la cana de azicar aportando informacién
de base para esta nueva plaga en la regiéon informacién la cual nos servird
para delinear estrategias de manejo del pulgdn amairillo en el cultivo de sorgo
y estar alertas ante la posible apariciéon de resistencia.

Enfre las capacidades demostradas por la alumna Vanesa Gonzalez, es
importante destacar su habilidad de enfrentar y resolver situaciones complejas
y su buena integracion en el grupo de frabajo conformado tanto por
profesionales como por auxiliares.

En conclusion, la alumna Vanesa Gonzalez ha realizado un excelente trabajo
final de graduacion, a fravés del cual ha adquirido experiencia profesional en
la determinacion las lineas base de susceptibilidad del pulgdn del algodonero
y de la cana de azucar, a tres importantes principios activos (insecticidas) del
grupo de los neonicotenoides.



