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RESUMEN. En esta investigacion se probaron cuatro arenas experimentales en condiciones de laboratorio, con
el fin de establecer una metodologia de confinamiento de Melanaphis sacchari para estudiar aspectos de su ciclo
bioldgico. Las arenas experimentales evaluadas consistieron en; “Plantula enraizada completa” (Arena 1),
"Plantula enraizada con hoja Unica" (Arena 2), ""Caja clip" sobre plantula (Arena 3), ""Caja agar-disco foliar”
(Arena 4). Las variables evaluadas fueron: a) sobrevivencia de pulgones, considerando un minimo de cinco dias;
b) facilidad de observacién y manipulacién; c) optimizacion del espacio en camara de cria. Los cambios de cada
estadio ninfal se basaron en la deteccidn de la exuvia correspondiente; la madurez se reconocié por la presencia
de la placa genital y el desarrollo completo de la cauda. Los resultados mostraron que M. sacchari requiere
permanecer en el envés, situacion que aunada a su movilidad dificultd el seguimiento en las arenas 1y 2; mientras
que en las arenas 3 y 4, se logré observar la presencia de ninfas abortadas. La arena experimental 4 "Caja agar-
disco foliar" fue el dispositivo que cumplié con todos los criterios establecidos. Se considera que este dispositivo
tiene un uso potencial para estudiar aspectos bioldgicos de M. sacchari u otras especies de pulgones, como de
otros artropodos fitéfagos pequefios.

Palabras clave: Afido, biologia, agar-disco foliar.

ABSTRACT. Four experimental arena were evaluated in laboratory conditions, in order to establish a
methodology for the confinement of Melanaphis sacchari to study some aspects of its life cycle. The experimental
arenas consisted of: “Full seedling rooted” (Arena 1), "Seedling with unique leaf" (Arena 2), "clip box” on
seedling (Arena 3), "Agar-foliar disc” (Arena 4). The criteria for evaluation were: a) survival of aphids at least
five days; b) facility of observation and manipulation; c) optimization of the space in bioclimatic chamber. The
changes of every ninfal stages were based on the detection of the corresponding exuvia, the aphid maturity was
recognized by the presence of the genital plate and the complete development of the cauda. The results showed
that M. sacchari needs to remain underside the leaves, besides this situation the mobility impeded the follow-up
in the arenas 1 and 2; whereas in the arena 3 and 4, it was achieved to observe the aborted embryos. The
experimental arena 4 " agar-foliar disc" it was the device that fullfilled all the established criteria. It is considered
that this arena will be useful to study the development of the other forms of M. sacchari or other aphid species,
as well as other small phytophagous arthropods.

Key words: Aphid, biology, agar leafdisc.

INTRODUCCION

El pulgon amarillo del sorgo (PAS), Melanaphis
sacchari  (Zehntner  1897)  (Hemiptera:
Aphididae), se detectd en cultivos de sorgo,
Sorghum bicolor (L.) Moench, de Guanajuato
desde 2014, ocasionando pérdidas a la produccion
cercanas al 60 % en 2015 y 40 % en 2016;
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inclusive, del 100 % en parcelas donde no se
realizaron acciones de control oportunas (Quijano
etal., 2017).

El impacto de esta plaga en los cultivos de sorgo de
México motivd diversos estudios, tales como
biologia béasica; esto debido a que los pulgones
presentan particularidades y eventos complejos
relacionados con interacciones entre factores bioticos
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(fenologia de su planta hospedante) y abidticos
(cambios en fotoperiodo y temperatura) (Dixon
1998, Hardie 2017). En el caso de Guanajuato, co-
existen poblaciones del PAS que presentan
partenogénesis obligada y ciclica (Pefia-Martinez
et al., 2018b) ademas de eventos esporadicos de
aborto (Pefia-Martinez et al., 2018a). Varios de
estos aspectos bioldgicos no estdn estudiados a
detalle, esto se debe en parte a la falta de
dispositivos que permitan el desarrollo de los
organismos bajo un riguroso control, lo cual
tradicionalmente se ha realizado, para otras
especies de afidos, mediante su confinamiento en
plantas completas con ventilacién, en hojas vivas
0 recortadas, en recipientes llamados cajas-clip
(Blackman, 1988; Tofangsazi, 2010; Araujo et al.,
2016; Leather et al., 2017) y mas recientemente
sobre disco-foliar (Li y Akimoto, 2018). Para el
caso del PAS, no existen estudios detallados sobre
la tabla de vida, movilidad de las formas
inmaduras y adultas de hembras apteras viviparas,
ni del fendmeno de embriones abortados. Por tal
motivo, la presente investigacién tuvo como
objetivo evaluar arenas experimentales que
permitan un control en el confinamiento del PAS
para realizar futuros estudios a detalle sobre los
diversos aspectos bioldgicos sefialados.

MATERIALES Y METODO

El estudio se realizd en el Colegio de
Postgraduados (CP), Campus Montecillo, estado
de Meéxico, México. En dicha institucion se
sembro el hibrido de sorgo UPM-219, uno de los
mas utilizados en Guanajuato y reconocido como
material susceptible. Los ejemplares del PAS se
obtuvieron de un pie de cria denominado
“Juventino Rosas”, proveniente de INIFAP-Bajio
(Celaya, Guanajuato, México). Las poblaciones
del pulgbn se mantuvieron en material
trasplantado (tres meses de edad) a macetas (8 kg)
y bajo condiciones de invernadero. El
experimento se desarroll6 en cdmara bioclimatica
(Shellab Modelo LI15; 25 °C, HR 60 £10 %,
fotoperiodo 12/12), en la cual se probaron cuatro
arenas experimentales (tratamientos), cada una
con 10 repeticiones:

Arena 1. “Plantula enraizada completa”, de 25
dias de edad con cinco a seis hojas desarrolladas.
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Se coloco en un recipiente de pléastico (elaborado
con la union de dos vasos de 250 y 500 ml). El
vaso de menor capacidad sirvid para mantener a
la planta hidratada (20 ml de agua), el otro vaso
permitio la separacion de raiz y parte aérea de la
planta (tallo y hojas) por medio de una perforacion
en su base (= = 1 cm), se coloco plastilina en la
parte perforada para fijar la planta (Fig. 1a).

Arena 2. "Plantula enraizada con hoja Gnica™, de
25 dias de edad a las cuales se recortaron las hojas,
permitiendo solo el desarrollo de una para limitar
area foliar. Dentro de un recipiente de plastico
cubierto con tapa perforada cubierta con tela de
organza (luz de malla 0.25 mm) para su
ventilacién, se coloco en un recipiente de manera
similar a la arena 1 (Fig. 1b).

Arena 3. "'Caja clip", dispositivo circular sujeto
a una hoja mediante una pinza metalica, con
disefio circular y con una base de carton adherido
a un aro de esponja; la parte superior de esta caja
estd elaborada de una tapa de caja Petri (s =4 cm
X 0.5 cm de altura) con una perforacion central (=
=1 cm) cubierta con tela de organza (luz de malla
0.25 mm). Este disefio aislo un segmento de la
hoja, permitiendo la ventilacion y evitando a su
vez la pérdida de embriones (Fig. 1c).

Arena 4. ""Caja agar-disco foliar", Dispositivo a
base de una caja Petri de plastico (= = 3.5 cm), en
cuya base se vertieron 10 ml de agar
bacterioldgico (Conda-pronadisa®) con una
concentracion de 1.75 gr/100 ml de agua destilada
(Figura 1D, 1E). Antes de la solidificacion del
agar se coloco un disco foliar de sorgo con el
envés expuesto y se presiond ligeramente para
adherirse. El tamafio del disco fue exacto al de la
caja, esto con el fin de evitar que el insecto tuviera
contacto con el sustrato. Para facilitar la
ventilacion se perford la tapa y se cubrid con tela
de organza (Fig. 1d). Después de colocar el
pulgon sobre el disco, la caja se cerr0 y se coloco
en posicion invertida simulando la posicion
normal del pulgon en la planta.

En cada dispositivo se introdujo una hembra
adulta de tres dias de edad durante 16 h para
obtener ninfas 1. Posteriormente se retird la
hembra para realizar el seguimiento del desarrollo
pre-reproductivo, reproductivo y  post-
reproductivo, realizando dos observaciones por
dia (9:00 y 16:00h). EI cambio de estado ninfal se



registro con la exuvia (Fig. 1a), mientras que en el
desarrollo reproductivo se registrd el tipo de
forma adulta, nimero de ninfas y/o aborto (s) o
huevo (s), ademés del periodo post-reproductivo
hasta la muerte de todos los organismos. El
cambio de cada estadio ninfal se registré con base
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en la deteccion de la exuvia (Fig. 2a), en tanto que
la madurez se reconocid por la presencia de las
placas anal y genital y el desarrollo completo de
la cauda (Fig. 2 b). El aborto espontaneo de los
embriones fue detectado "in situ” (Fig. 2 ¢), o bien
sobre la luz de la malla (Fig. 2 d).

Figura 1. Dispositivos para contener y estudiar el desarrollo de Melanaphis sacchari. a) Arena 1. “Plantula enraizada
completa” (25 dias de edad) con raiz y cinco a seis hojas desarrolladas; b) Arena 2. “Plantula con hoja tinica” (25 dias de
edad) con raiz y hoja tinica, ¢) Arena 3. “Caja clip” (planta de 40 dias de edad), d). Arena 4. "Caja agar- disco foliar" (planta

de 50 dias de edad).

Figura 2. Observaciones de eventos de desarrollo en Melanaphis sacchari. a) ninfa y exuvia; b) caracteres de hembra aptera
adulta de M. sacchari, (pg= placa genital, pa= placa anal, c= cauda); c) aborto en tejido vegetal; d) embridn abortado en tela

de arena experimental. Unidad 3um.
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El criterio de seleccion de arenas se baso en las
propuestas de Blackman (1988) sobre las
caracteristicas Utiles para el desarrollo de crias de
pulgones: 1) Proporcionar una fuente de
alimentacion continua y en condicién fisioldgica
adecuada (se requirid que el material vegetal
durara un tiempo minimo de cinco dias para
permitir el desarrollo ninfal); 2) técnica de
confinamiento apropiado (eficiencia medida por
la facilidad de observacion y manipulacion); 3)
Optimizacion de espacio dentro de las camaras de
cria. El costo unitario de cada dispositivo se
calculd, considerando la adquisicion de la semilla
y el proceso de desarrollo de las plantas, ademéas
de los materiales requeridos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los disefios experimentales con planta completa
(arena 1y 2) fueron los méas econdmicos ($2.20 y
6.15 por unidad), aunque ocuparon mayor volumen
dentro de la cdmara bioclimética, lo que limito el
nimero de repeticiones. Las caracteristicas
estructurales de estas plantas y su crecimiento
impidio mantenerlas por un tiempo prolongado.
Latercera arena (caja clip) tuvo un costo de $6.65 por
unidad;  existieron inconvenientes con el
desplazamiento de los pulgones, los cuales se
dirigieron desde las primeras horas de exposicion,
hacia la zona de ventilacion donde al parecer
permanecieron sin alimentarse y murieron 48
horas después.

La cuarta arena experimental (agar-disco foliar)
tuvo un costo de $18.10, requirié de una inversién
inicial de =~ $6,000.00 y mayor metodologia
(Cajas de pléastico recortadas para incorporar la
tela de organza, recorte de hojas con sacabocados
especial, compra de reactivos agar y antibi6tico,
ademas de equipo e insumos para esterilizacion).
Este fue el Unico dispositivo en el que se registro
detalladamente el desarrollo completo de los
organismos. En adicion, esta arena mantuvo
turgente el tejido vegetal durante = cinco dias, lo
que facilitd la manipulacion de los ejemplares,
optimiz6é el espacio en la camara de cria y
permitié observaciones méas precisas sobre los
eventos de aborto. El traslado de los organismos
hacia nuevos discos foliares requirié de un
proceso de manipulacion delicado, ya que se
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observd que la remocién con pincel o pinzas,
puede dafiar a los organismos (principalmente a
las ninfas 1), debido a que su estilete permanece
insertado en el mesofilo de la hoja. Para evitar la
muerte de los organismos se corto la hoja el area
circundante al pulgén, con lo cual se logro
trasladar este tejido junto con el pulgon a otra
arena con nuevo disco foliar. Dicha técnica
resultd efectiva, permitiendo que eventualmente
el organismo retirara su estilete e iniciara su
alimentacion en la nueva arena y completara su
ciclo.

El uso de plantas completas para el estudio de M.
sacchari fue ineficiente debido a la movilidad de
esta especie, lo cual contrasta con la
conceptualizacion generalizada que califica a los
pulgones como ‘“aparentemente sedentarios”
(Fereres et al., 2017). La orientacion de estos
organismos hacia el envés, quiza fomentada por la
busqueda de puntos de alimentacion (Fereres et
al., 2017), no permitié ubicar con precision las
mudas, embriones o huevos en las tres primeras
arenas experimentales. Algunos estudios sobre
biologia basica del PAS se han realizado con hojas
maduras de sorgo (Setokuchi, 1973), ademas de
aislamientos mediante la técnica de “caja clip"
(Hinson, 2017). En ambos casos, no se reporta
suficiente detalle metodoldgico que permita
reproducir estos dispositivos para compararlos
con los propios de la presente investigacion. Si
bien el uso de la "caja clip™ es mas recurrida sobre
especies de poca movilidad, presenta también
desventajas (Leather et al., 2017), la mas
importante fue la dificultad para el establecimiento
del PAS.

Los resultados obtenidos con la arena agar-disco
foliar tienen un uso potencial para realizar
diversos estudios del PAS, debido a que este
dispositivo proporciond un espacio de confinamiento
controlado con alimentacion continua. De
acuerdo con Li y Akimoto (2018), el flujo del
floema no es esencial para el crecimiento y
reproduccion del pulgén, dado que al cortar la
hoja el flujo de floema se detiene, mientras que se
podrian inducir algunas defensas de la planta
contra la alimentacion del pulgon (Louis y Shah,
2015). Es probable que los valores que se
obtengan con esta técnica puedan extrapolarse a
sistemas con confinamiento de plantas completas,



como se demostrd en los estudios bioldgicos del
pulgdn del chicharo Acyrthosiphon pisum (Harris)
tanto con plantulas de haba Vicia faba como con
disco foliar (Li y Akimoto, 2018). Esta técnica ha
tenido un gran potencial para realizar, entre otros
estudios, evaluacion de resistencia a variedades de
plantas (Montlor et al., 1990) y a insecticidas
(Insecticide Resistance Action Committee, 2016).

CONCLUSION

La movilidad de las formas apteras viviparas de
M. sacchari dificulto las observaciones en todos
los disefios evaluados. El dispositivo a base de
agar-disco foliar fue la metodologia mas
compleja, elaborada y de mayor costo; no
obstante, fue la Unica con la que se completo el
registro de desarrollo del pulgén, ademéas de
optimizar la manipulacion de ejemplares y ocupar
menor espacio dentro de la cAmara de cria. Esta
arena se propone como una metodologia de mayor
precision para llevar a cabo diversos estudios del
PAS, ademas de otras especies de pulgones y
pequefios artrépodos fitdéfagos.
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